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RESUMEN

En Escherichia coli como en otras bacterias se han encontrado
flavohemoglobinas, proteinas involucradas en la defensa celular ante el estrés
oxidativo. Las flavohemoglobinas tienen un papel esencial en la destoxificacion del
oxido nitrico (NO’), una molécula de gran reactividad quimica. La
flavohemoglobina (Hmp) de E. coli, es codificada por el gen hmp. La transcripcion
del gen es inducida por la presencia de paraquat (PQ, generador ciclico de
superoéxido) o nitroprusiato de sodio (SNP, donador de NO'). Esta induccion es
independiente al sistema SoxRS. El objetivo de este trabajo fue profundizar en el
estudio de la regulaciéon del gen hmp de Escherichia coli y Salmonella enterica
serovar Typhimurium en respuesta al estrés oxidativo por PQ o SNP.

Analizando fusiones transcripcionales de los genes hmp de E. coli 'y S.
enterica, ®(hmpgec-TlacZ) y ®(hmps+-IlacZ) mostramos que mutaciones en fur y
ramA causan alteraciones a la expresion de ambas fusiones. Fur es un regulador
negativo de la expresion de hmp, ensayos electroforéticos de movilidad de bandas
demostraron que Fur se une a la region intergénica glyA-hmp de E. coli y de
Salmonella. El papel de RamA en la regulacion de este gen por la presencia de
PQ aun no es claro, pero en ausencia de ramA la expresion de hmp disminuye.

Un analisis de la region cis del gen hmp determiné que la secuencia entre la
bases -56 a la -68 con respecto al sitio +1 (inicio de transcripcién) es importante
en la expresion del gen, pero no en la induccién por la presencia de PQ o SNP.
Con experimentos de 5’-RACE se demostré que unicamente existe un solo sitio de
inicio de la transcripcidn en hmp. Ensayos tipo Northern blot indicaron que la
induccion de la transcripcion de hmp por SNP es inmediata, mientras que en
presencia de PQ, la induccién se observé hasta 45 minutos después del
tratamiento. Adicionalmente se estudio la expresion de hmp en ausencia de NsrR,
un regulador recientemente identificado como sensor de NO'. Mutaciones en el
gen nsrR resultaron en una desrepresion de la expresion de hmp.

El analisis del papel del dominio hemo y el dominio flavin de la proteina
Hmp, determind que ambos dominios juegan un papel importante para la

proteccion en el estrés oxidativo producido por NO'.



ABSTRACT

Flavohaemoglobins have been found in Escherichia coli as in many other
bacteria. Flavohaemoglobins are proteins involved in the cellular defence to
oxidative stress. Flavohaemoglobins have an essential role in the detoxification of
nitric oxide (NO’), a molecule with high hemical reactivity. The E. coli
flavohaemoglobin, Hmp, is coded by the hmp gene which is located at the 55
minute of the chromosome. Transcription of hmp is induced by the presence of
paraquat (PQ, a superoxide producer cyclic agent) or sodium nitroprussiate (SNP,
an NO-donor). These inductions are independent of the general responsive
system to superoxide, SoxRS. The goal of this project was to deepen the study of
the regulation of the hmp genes of Escherichia coli and Salmonella enterica
serovar Typhimurium in response to the oxidative stress produced by PQ or SNP.

Transcriptional fusions to lacZ of the hmp genes, ®(hmpg--lacZ) and
®(hmps-lacZ), showed that mutations in fur and ramA cause alterations to the
expression of both fusions in the presence of PQ. Fur is a negative regulator of the
expression of hmp, tests of gel mobility shift assays demonstrated that Fur is
united to the intergenic region glyA-hmp of E. coli and of Salmonella. The paper of
RamA in the regulation of this gene by the PQ presence not yet is sure but, in
ramA absence the expression of hmp diminishes.

Cis-analysis of the hmp promoter determined that the sequence between
the -56 to -68 bases upstream of the transcriptional start site is important for the
expression of gene, but not for the induction by the presence of PQ or SNP. On the
other hand we observed the presence of only one transcriptional start site. We
determined the expression kinetics of hmp by Northern blot and observed that the
induction by SNP was immediately. By contrast, PQ induction of hmp was only
detected after 45 minutes. We analyse the expression of hmp in absence of yjeB
(nsrR) gene, we observed up expression in presence of PQ.

The analysis on the role of the haem and flavin domains in the Hmp protein
determined that, both domains play a role important in the protection of the

oxidative stress by NO..



CAPITULO L. INTRODUCCION

1.1. LA BACTERIA Escherichia coli.

1.1.1. Escherichia coli, una enterobacteria facultativa.

Escherichia coli es una Enterobacteriaceae Gram-negativa anaerobica
facultativa, que en presencia de oxigeno puede llevar a cabo el metabolismo
aerobico, pero en ausencia de éste puede utilizar aceptores alternos de electrones
como nitrato (NO3’), nitrito (NO3"), dimetilsulféxido (DMSO), trimetilamina N-0xido
(TMAO) o fumarato, para llevar a cabo el metabolismo anaerdbico, o en ausencia
de cualquier aceptor de electrones llevar a cabo la fermentacion (Lin y Lynch,
1996).

E. coli es el principal constituyente de la flora intestinal de los humanos y
algunos vertebrados. Algunas cepas de E. coli adquieren factores de virulencia y
son responsables de infecciones digestivas y urinarias. Dependiendo del sintoma
al que son asociadas se clasifican en cuatro categorias: E. coli enteropatogénicas
(EPEC), E. coli enterohemorragicas (EHEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC) y E.
coli enterotoxigénicas (ETEC) (Souza et al., 2001).

Escherichia coli K-12 es una cepa no patogena frecuentemente usada como

modelo en estudios fisiologicos y genéticos (Souza et al., 2001).

1.1.2. Caracteristicas estructurales y fisiolégicas de Escherichia coli.

1.1.2.1. Estructura celular.

La arquitectura celular de E. coli es comun a la de algunos procariotes.
Para mantener aislado el interior de la célula del ambiente exterior, la célula
presenta dos membranas, ambas compuestas de fosfolipidos, glicoproteinas vy
proteinas que pueden servir como soporte 0 como transportadores. La membrana
interna se encuentra entre el citoplasma y el periplasma y la membrana externa se
encuentra entre el periplasma y el ambiente exterior (White, 2000; Moat et al.,
2002).



CAPITULO L. INTRODUCCION

E. coli presenta varios apéndices que tienen diferentes funciones, como el
flagelo usado para la motilidad de la célula, las fimbrias (algunas llamadas pili)
usadas para la adherencia a las superficies y el pili solo existe en algunas células

y se utiliza para poder intercambiar material genético (White, 2000).

1.1.2.2. Composicion quimica.
La composicion de una célula de E. coli se observa en la Tabla 1 (tomada
de Neidhardt y Umbarger, 1996). El peso total de una célula es de 9.5 x 10"°g (en

peso seco es de 2.8 x 10 " g).

Tabla 1. Composicion quimica de una célula de Escherichia coli.

c Pesos seco total Peso Numero aproximado de
omponentes o . .
(%) (9) moléculas por célula

Proteina 55.0 4.0x10* 2,350,000
RNA

rRNA 23S 1.0x10° 18,700

rRNA 16S 20.5 5.0x10° 18,700

rRNA 5S ' 3.9x10* 18,700

tRNA 2.5x10* 198,000

mRNA 1.0x10° 1,380
DNA 3.1 2.5x10° 2.1
Lipidos 9.1 705 22,000,000
Lipopolisacaridos 34 4,070 1,430,000
Peptidoglicanos 25 (904)n 1
Glicégeno 25 1.0x10° 4300
Poliaminas 0.4 233 6,700,000
Metabolitos,
cofactores, iones 3.5

1.1.3. Fisiologia del crecimiento bacteriano.

El crecimiento se define como un incremento en la masa.

1.1.3.1. Fases de crecimiento.
En la cinética de crecimiento de una bacteria se observan cuatro fases de
crecimiento, la fase lag, la fase logaritmica, la fase estacionaria y la fase de

muerte.



CAPITULO L. INTRODUCCION

En la fase lag el cultivo se adapta al medio nuevo ya que las células pueden
ser viejas o poseer cantidades reducidas de ATP, cofactores esenciales o de
ribosomas. Otra de las razones de esta fase, es el tiempo que requieren la células
para recobrarse de los productos toxicos después de estar en la fase estacionaria
(White, 2000)

En la fase logaritmica (también es llamada fase exponencial), los
microorganismos crecen y se dividen exponencialmente. Durante esta fase la
poblaciéon es mas uniforme quimica y fisiolégicamente, por ello los cultivos en fase

exponencial se utilizan en estudios bioquimicos y fisiolégicos (White, 2000).

En la fase estacionaria el crecimiento se detiene y la curva de crecimiento
se hace horizontal. Un factor principal es el agotamiento de nutrientes, o la
limitacion de oxigeno para los organismos aerobios, o por la acumulacién de
productos toxicos (White, 2000).

En la fase de muerte los cambios ambientales que se generaron en la fase
estacionaria provocan la reducciéon de células viables, hecho que caracteriza esta
fase. La muerte en un cultivo puede deberse a varios factores, la causa comun se

debe a la falta de energia celular y a la actividad de enzimas liticas (White, 2000).

1.1.3.2. Nutrientes necesarios para el crecimiento de E. coli

En un ambiente natural las bacterias estan frecuentemente bajo
condiciones limitadas de nutrientes, por lo tanto su crecimiento es lento o pueden
existir periodos largos en donde no hay crecimiento. En el laboratorio, las
bacterias son crecidas en medios de cultivo disefiados para proveer todos los

nutrientes esenciales (Todar, 2004).

Los nutrientes que requiere una célula de E. coli son: C, H, O, NH,*, SO4%,

PO.,>, K, Mg®*, Fe**, Ca**, Mn?** y trazas de Zn, Co, Cu y Mo. Estos elementos se
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encuentran en forma de agua, de iones inorganicos, pequefias moléculas y

macromoléculas (Todar, 2004).

Para poder crecer las bacterias necesitan de una fuente de nitrégeno, una
fuente de carbono y energia, asi como ciertas condiciones fisiolégicas en el medio
de cultivo, concentracion de oxigeno, de temperatura, de pH. (Todar, 2004).
Aerdbicamente puede crecer hasta una densidad de aproximadamente
108células/ml. El medio rico consiste de triptona y extracto de levadura (medio
Luria-Bertani, LB). EI medio minimo contiene un amortiguador, una fuente de
carbono, una fuente de nitrégeno y requiere de vitaminas, aminoacidos y otros

suplementos (Miller, 1992).

1.1.3.3. Efecto de la temperatura y pH en el crecimiento.

Cuando los microorganismos se encuentran a temperaturas por encima de
la optima, se afectan la estructura y la funcion celular; a bajas temperaturas se
afecta la funcidn celular, pero no necesariamente la estructura o la composicion
quimica. .Las altas temperaturas ocasionan la desnaturalizacion de las enzimas, al
igual que se deterioran las membranas. A muy bajas temperaturas las enzimas
bajan su velocidad de reaccion. Para E. coli la temperatura 6ptima es de 37°C, la
temperatura maxima en la cual esta bacteria puede crecer es de 45°C y la minima
es de 10°C, por eso se clasifica como un organismo mesofilo (Ingraham y Marr,
1996).

Aunque a menudo los microorganismos crecen en un amplio rango de pH,
su tolerancia tiene un limite. Variaciones en el pH puede dafiar la membrana
plasmatica o inhibir la actividad de las enzimas y las proteinas transportadoras. E.
coli se clasifica como un organismo neutrofilo por el rango de pH para su

crecimiento, que es entre 5.5 y 8 (Ingraham y Marr, 1996).
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1.1.4. Metabolismo aerébico.

En la cadena respiratoria los electrones se transfieren a quinonas, las
cuales conectan las diferentes deshidrogenasas con las diferentes reductasas y
oxidasas terminales que estan presentes bajo diferentes condiciones de

crecimiento.

E. coli presenta tres quinonas, la ubiquinona (UQ), la menaquinona (MQ) y
la dimetilmenaquinona (DMQ), la presencia de estas depende de la naturaleza del
aceptor de electrones. Cuando E. coli crece aerdbicamente, la UQ es la quinona
mas frecuente (60%), seguida de la DMQ (37%) y la MQ (3%). Cuando crece
anaerobicamente en presencia de nitrato las principales quinonas son DMQ (70%)
y MQ (30%), mientras que en presencia de fumarato o DMSO son MQ (74%)
seguida de DMQ (16%) y UQ esta en menor cantidad (10%) (White, 2000).

Cuando E. coli crece aerdbicamente, transfiere los electrones a dos
diferentes complejos de oxidasas terminales, el complejo citocromo bo (tiene un
hemo tipo b y un hemo tipo o llamado bos o citocromo 0) y el complejo citocromo
bd (tiene un hemo tipo b y un hemo tipo d y es llamado citocromo d). El citocromo
bo es la oxidasa predominante cuando los niveles de oxigeno son altos; cuando la

tension de oxigeno es menor, E. coli utiliza el citocromo bd (White, 2000).

1.1.5. Metabolismo anaerébico.

En anaerobiosis E. coli puede producir al menos cinco diferentes
reductasas terminales, donde el aceptor de electrones puede ser nitrato, nitrito,
TMAO, DMSO o fumarato. Sin embargo es necesaria la accion cooperativa de

varios reguladores globales para que se lleve a cabo este tipo de respiracion.

El cambio de una atmdsfera aerdbica a una anaerdbica provoca cambios en
el metabolismo, se lleva a cabo la represion de genes requeridos en la aerobiosis
y la induccién de genes requeridos en anaerobiosis. Las bacterias han

desarrollado mecanismos de transduccidn de sefales en respuesta a la
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disponibilidad de aceptores de electrones presente en el medio. (White, 2000;
Sawers, 1999; Partridge et al., 2006). Algunos de los genes que responden a la
anaerobiosis son regulados globalmente por dos sistemas, el sistema ArcAB y el

sistema FNR.

1.1.5.1. El sistema Arc.
El sistema ArcA/ArcB es un sistema de dos componentes que regula mas
de 30 genes. Principalmente reprime la transcripcion de genes que codifican

enzimas que participan en la respiracion aerobica.

La transmision de sefiales entre ArcB y ArcA ocurre por una cascada de
fosforilacion entre la His—>Asp—His—Asp de la proteina sensora ArcB al regulador
de respuesta ArcA. La fosforilacion de ArcA conduce a la represion de genes
involucrados en el transporte de electrones, el ciclo de los acidos tricarboxilicos y
en el ciclo del glioxilato. Ademas activa genes que codifican proteinas
involucradas en el metabolismo fermentativo (Sawers, 1999). ArcB no percibe el
oxigeno directamente, sino que los transportadores de electrones tipo quinona
actuan como una sefial negativa que inhibe la autofosforilacion aerdbica de ArcB
(Georgellis et al., 2001).

1.1.5.2. El sistema Fnr.

La proteina Fnr tiene la funcion de regular el cambio del metabolismo
aerobico al anaerdbico. Induce la expresion de genes necesarios en el
metabolismo anaerdbico y reprime genes indispensables del metabolismo

aerobico. En E. coli regula cerca de 120 genes (Sawers, 1999).

Se ha sugerido que Fnr percibe el oxigeno directamente a través de dos
centros hierro-azufre ([4Fe-4S]?*) sensibles al balance redox. En presencia de
oxigeno estos centros se convierten en ([2Fe-28]2+), lo que inactiva la funcién de

Fnr para la union al DNA (Sawers, 1999).
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1.1.6. Fermentacion.

La fermentacién fue originalmente descrita por Pasteur como “la vie sans
air’. Esta es una condicién bajo la cual ocurre el crecimiento sin ningun aceptor de
electrones (Bock y Sawers, 1996). Los productos de la fermentacion en E. coli
comprenden una mezcla de acidos como el D-lactato, etanol, acetato, formato y
succinato; estos productos tienen diferentes estados de oxidaciéon (Bock y Sawers,
1996).

1.2.EL ESTRES OXIDATIVO EN BACTERIAS.

1.2.1. El estrés oxidativo generado por ROS.
El estrés oxidativo se define como la pérdida en el balance entre agentes

prooxidantes y antioxidantes, a favor de los prooxidantes (Storz y Zheng, 2000).

1.21.1. Produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Los organismos aerobicos que usan el oxigeno molecular (Oz2) generan
especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales son téxicas, ademas son mas
reactivas que el O,. Las principales ROS que se generan son: 1) las que son
producto de la ruptura o de la excitacion del Oz, como el oxigeno atomico (O), el
ozono (Os) y el oxigeno en singulete ('O2) y 2) las que estan parcialmente
reducidas como el superoxido (O;7), el peroxido de hidrogeno (H»O;) y el radical
hidroxilo (OH). Las especies parcialmente reducidas se generan cuando la célula

crece bajo condiciones aerdbicas (Hansberg, 2002).

El O, se considera un radical libre por tener dos electrones desapareados,
estos dos electrones tienen spins paralelos, es decir giran en el mismo sentido.
Los electrones con spins paralelos solo pueden reaccionar con electrones que
giren en sentido opuesto a éstos. Por esta razén el O, no es tan reactivo y se

encuentra en un estado estable (Halliwell, 2006).
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El O se produce a través de la ruptura de los dos enlaces covalentes del O,
por la luz ultravioleta. ElI oxigeno atémico puede combinarse con el O, para
generarse el ozono, que es un gas irritante de olor penetrante y ademas es mas
oxidante que el O,. El O3 reacciona con las proteinas, los lipidos, el NAD(P)H, el
ascorbato, el acido urico y ademas puede generar otras especies reactivas
(Hansberg, 2002).

El '0, se forma cuando uno de los dos electrones libres del O, capta
energia y cambia de giro. Esta especie es muy reactiva y es capaz de reaccionar
con la mayoria de las moléculas de la célula, principalmente DNA, proteinas y
lipidos (Halliwell y Gutteridge, 1984; Hansberg, 2002).

Durante la respiracion aerdbica una pequefia parte de los electrones que
pasan por la cadena respiratoria salen de ésta y son captados por el O,. Cada una
de estas reducciones es catalizada por una enzima de la cadena respiratoria que
se encuentra asociada a la membrana de la célula. En la primera reduccion el
oxigeno capta un electron y se forma el O;", que es una especie poco reactiva ya
qgue solo reacciona con quinonas (a una tasa importante), fenoles, el hierro libre o
unido a proteinas (con los cumulos de [Fe-S]) y con otros radicales como el éxido
nitrico. EI O, reduce al Fe(lll) en Fe?*, y puede reaccionar con el ascorbato pero
no con el NAD(P)H, ni con el DNA, lipidos o los aminoacidos de las proteinas
(Halliwell y Gutteridge, 1984; Hansberg, 2002).

Al captar un segundo electron O," se forma el i6n peroxido (0.%) el cual no
tiene electrones desapareados y no es un radical. A pH fisiolégico el O,* es
protonado para formarse el H,O, (Halliwell y Gutteridge, 1984). Esta reaccién es
llevada a cabo por la enzima superéxido dismutasa; aunque también algunas otras
oxidasas pueden formar H,O,, como la oxidasa de xantina, las oxidasas de
aminoacidos, las oxidasas de hexosas y las de fenoles. El H,O, es una especie

poco reactiva y se difunde a través de la célula. Reacciona con el ascorbato pero
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no con el NAD(P)H, ni con el DNA, lipidos y la mayoria de las proteinas
(Hansberg, 2002).

El OH y el ion hidroxilo (HO) se forman cuando el H,O, acepta un electrén
desapareado, por ejemplo, de un metal de transicion como el Fe?* o el Cu®. Esta
reaccion es conocida con el nombre de reaccién de Fenton. EI 'HO es inocuo ya
que se protona y forma agua, sin embargo el OH es una de las moléculas mas
reactivas, dado que es oxidante y se difunde rapidamente, reacciona con cualquier

compuesto de la célula (Halliwell y Gutteridge, 1984; Hansberg, 2002).

1.2.1.2. Daino producido por ROS.
Los blancos biolégicos de las ROS son el DNA, RNA, las proteinas y los
lipidos. Muchos de estos dafos son causados por el radical hidroxilo formado en

la reaccion de Fenton.

Durante el estrés oxidativo los lipidos son el principal blanco de las ROS.
Los radicales libres pueden atacar directamente a los acidos grasos poli-
insaturados en las membranas e iniciar la peroxidacion de lipidos. El efecto
primario de la peroxidacion es la disminucion de la fluidez de la membrana, en la
cual se alteran sus propiedades y ademas puede dafar a las proteinas que se
encuentran unidas. Pero esto puede llevar a que se formen mas radicales y los
acidos grasos poliinsaturados son degradados a una gran variedad de productos,
como los aldehidos. Los aldehidos son muy reactivos y pueden dafar a las

proteinas (Cabiscol et al., 2000).

El dafo que se provoca en el DNA depende de la presencia de hierro. Las
ROS atacan las bases y la desoxirribosa de las cadenas nucleotidicas,
produciendo 8-hidroxiguanina, la desaminacion de la citosina en uracilo y de la 5-
metilcitosina en timina, ademas puede provocar el rompimiento de una o las dos
hebras del DNA. El HO puede atacar tanto a las purinas como a las pirimidinas asi

como a la desoxirribosa, provocando la ruptura del DNA. Estas lesiones evitan que
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algunas proteinas o algunas otras moléculas se unan al DNA, ademas la

replicacion del DNA puede danarse (Fang, 2004; Cabiscol et al., 2000).

El dano en las proteinas es generado principalmente por el HO. Puede
provocar la oxidacion de los grupos sulfhidrilo, reduccion de los puentes disulfuro,
oxidacion de los aminoacidos (en particular los residuos de arginina, prolina o
lisina, los cuales forman carbonilos) cercanos al sitio de union del metal a través
de la oxidacion catalizada por un metal (MCO), reaccionar con aldehidos,
modificar los grupos prostéticos o grupos metales, interaccidén proteina-proteina y

fragmentacion de péptidos (Cabiscol et al., 2000; Fang, 2004).

Todas estas modificaciones son perjudiciales para la célula, ya que
provocan la pérdida de la funcién de las membranas y las proteinas, bloquean la

replicacién del DNA o causan mutaciones.

1.21.3. Sistemas de defensa contra el estrés oxidativo por ROS.

El dafio provocado por las ROS es reparado a través de varios sistemas de
defensa de la célula. Estos sistemas se dividen en mecanismos de destoxificacion
enzimatica, moléculas antioxidantes encargadas de atrapar ROS, regulacion de la
obtencion del hierro, mecanismos de respuesta genética a los ROS y los procesos
de reparacion del dano producido. Ademas hay otros mecanismos que ayudan a

mantener el estado redox de la célula (Fang, 2004).

Mediante la destoxificacion enzimatica, las ROS son convertidas a especies
menos toxicas. Algunas de las principales enzimas que intervienen en estos
procesos son las catalasas, la superdoxido dismutasa y las peroxidasas. Se ha
determinado que en algunas bacterias (como Helicobacter pylori, Salmonella
typhimurium, Mycobacterium bovis y Haemophilus influenzae) estas proteinas son

indispensables para la virulencia (Fang, 2004).
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Algunas moléculas no enzimaticas ayudan a mantener un ambiente
reductor intracelular, ya que atrapan o consumen el O, libre. Estos antioxidantes
son el NADPH y el NADH, el B-caroteno, el acido ascorbico, el a-tocoferol y el
glutation (Halliwell, 2006; Fang, 2004).

El hierro al reaccionar con el H,O; produce el HO el cual es muy toxico. En
los microorganismos existen sistemas que regulan la obtencion de hierro para
llevar a cabo su almacenamiento. La regulacion se lleva a cabo a dos niveles: 1) la
obtencion es a través de receptores especificos en membrana. En bacterias y
hongos el hierro se incorpora directamente como Fe* o como Fe(lll) unido a
sideroforos y se almacena en la ferritina. En E. coli y otras bacterias la proteina
Fur une hierro y reprime la sintesis de la proteinas relacionadas con el
metabolismo de éste. 2) Dentro de la célula dos proteinas, la bacterioferritina y
ferritina, muy similar a la ferritina de los eucariotes, funcionan como ferroxidasa
(Cabiscol et al., 2000; Fang, 2004; Hansberg, 2002).

Ademas de Ilos compuestos antioxidantes, en E. coli y otros
microorganismos existe una respuesta genética por la presencia de ROS. El
sistema SoxRS esta involucrado en la respuesta contra el estrés oxidativo
provocado por el O;” y por el mondxido de nitrégeno (NO’), por otro lado la
proteina OxyR responde a la presencia de H;O, (Gonzalez-Flecha y Demple,
2005).

1.2.1.3.1. El sistema SoxRS en Escherichia coli.

El sistema SoxRS se activa por la presencia del O, ", generado por agentes
ciclicos redox como el paraquat (metil viologeno, PQ) o la menadiona. La
activacién de este sistema lleva a cabo la expresion de un conjunto de genes que
codifican para proteinas cuya funcidon se encuentra involucrada en la proteccion

y/o destoxificacion del O, (Tabla 2) (Walkup y Kogoma, 1989).

11
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Tabla 2. Genes regulados por la proteina SoxS en presencia
de superodxido en E. coll.

Gene Producto
SodA Superoxido dismutasa dependiente de manganeso
nfo Endonucleasa IV
zwf Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
fumC Fumarasa C
acnA Aconitasa A
tolC Proteina de membrana externa
fur Represor global de genes para la adquisicion de Fe
micF Regulador del RNA de ompF
agn43 Proteina de membrana externa
acrAB Bomba de salida de diversas drogas
nfsA Nitroreductasa A
for Ferredoxin/flavodoxin reductasa
fldbA Flavodoxina
fldB Flavodoxina
ribA GTP ciclohidrolasa

La proteina SoxR (17 kDa) constitutiva en la célula pertenece a la familia de
MetR de reguladores bacterianos, presenta un motivo de union a DNA (hélice
vuelta hélice) en el extremo amino. SoxR se encuentra como un homodimero y es
el factor de transcripcion del gen soxS. SoxR presenta un centro activo redox de
[2Fe-2S] en cada subunidad. Cuando los centros metalicos estan en forma
reducida [2Fe-2S]*"!, SoxR se encuentra en su forma inactiva, pero cuando estos
centros se oxidan [2Fe-2S]"%, SoxR se encuentra en su forma activa (Figura 1)
(Gaudu et al., 1997).

Los genes soxR y soxS se encuentran arreglados divergentemente en E.
coli y Salmonella enterica serovar Typhimurium. SoxR en su forma inactiva se
encuentra unida en la region intergénica entre estos dos genes, pero aunque se
encuentre unida no activa la expresion de soxS, cuando SoxR se activa por la
presencia de O, estimula la expresion del gen soxS y a su vez la expresion del
regulon (Wu y Weiss, 1991; Storz y Zheng, 2000).

12
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Figura 1. Mecanismo de activacion del sistema SoxRS en E. coli.

La proteina SoxS (13 KDa) pertenece a la familia de reguladores
transcripcionales tipo AraC/XylS y a la nueva familia de Rob y de otras pequefas
proteinas similares a SoxS. La activacion del reguléon depende de que la proteina
SoxS se una a la region promotora de los genes blanco (Tabla 2) (Li y Demple,
1994), aumentando la unidn de la RNA polimerasa para estimular la transcripcion.
La secuencia a la cual se une SoxS es una secuencia degenerada
(AYNGCACNNWNNRYYAAAYN, Martin y Rosmer, 2002), similar a la que se unen
MarA y Rob, proteinas que pertenecen a la misma familia de activadores
transcripcionales (Gonzalez-Flecha y Demple, 2005; Storz y Zheng, 2000). El
regulon SoxRS induce varias clases de genes relacionados con la defensa
antioxidante, como sodA, nfo, zwf, fpr, ribA y nfsA y el metabolismo central como
fumC y acnA (Tabla 2).

1.2.1.3.2. El regulén OxyR.

Este reguldn se encuentra involucrado en la respuesta al estrés oxidativo
por el H,O,. OxyR es una proteina homotetramérica (34 kDa) que activa la
transcripcion del regulon. Esta proteina pertenece a la familia de reguladores
bacterianos tipo LysR, el dominio de union a DNA se localiza en su extremo amino
(Storz y Zheng, 2000).

13
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Figura 2. Mecanismo de activacion de OxyR en E. coli.

OxyR puede encontrarse en estado oxidado o reducido, pero solo la forma
oxidada activa la transcripcién de los genes blanco, involucrados en la defensa
antioxidantes contra H,O, (Tabla 3). La oxidacién de OxyR ocasiona la formacion
de un puente disulfuro entre la cisteina 199 y la cisteina 208 (Figura 2).
Mutaciones en cualquiera de estas dos cisteinas inhibe la capacidad de OxyR
para percibir el H,O,. Tanto las formas oxidadas como las reducidas se pueden
unir al DNA. En su forma oxidada, OxyR reconoce la secuencia ATAGnt, en los
cuatro surcos mayores continuos, mientras que en su forma reducida reconoce

dos pares de surcos mayores separados por una vuelta (Storz y Zheng, 2000).

Tabla 3. Genes regulados por la proteina OxyR en presencia de
peroxido de hidrogeno en E. coli.

Gene Producto
katG Hidroperoxidasa |
ahpCF Alquil hidroperoxido reductasa
fur Represor global de genes para la adquisicion de Fe
dps Proteina de unién no especifica a ADN
gorA Reductasa de glutation
grxA Glutaredoxina |
fhuF Reductasa férrica
oxyS RNA regulador pequeio

14
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1.2.2. El estrés oxidativo generado por RNS.

1.2.21. Produccién de especies reactivas de nitrégeno (RNS).

El monoxido de nitrégeno (NO'), también conocido como oxido nitrico, es un
gas incoloro relativamente soluble en agua, intermediario obligado del ciclo del
nitrogeno. En las bacterias el NO' se forma en la respiracion a través de la accién
de varias nitrito reductasas y tal vez por la actividad de la NO' sintasa, homologa a
la enzima de los mamiferos que cataliza la oxidacion de la L-arginina a NO vy
citrulina en presencia de oxigeno. Es reducido a 6xido nitroso (N2O) por varias NO
reductasas (Poole, 2005).

El NO' es un radical porque tiene un electron desapareado. Sin embargo al
igual que el O, no es muy reactivo y se puede difundir. Reacciona lentamente con
los grupos tioles o con los sulfhidrilos de algunas proteinas. Puede formar otros
radicales mucho mas oxidantes que el propio NO', como el nitrato al reaccionar

con el O y el peroxinitrito (ONOQO") al reaccionar con el O, (Hansberg, 2002).

El NO es una molécula de gran importancia en los sistemas bioldgicos,
participa en sistemas de sefializacion. A concentraciones de 107 M controla la
presion sanguinea en los mamiferos y funciona como un mensajero en el sistema
nervioso central y periférico. El NO formado por el sistema inmune inhibe enzimas
indispensables como las oxidasas terminales y otras hemoproteinas que unen

oxigeno y enzimas con centros Fe-S como las aconitasas (Poole, 2005).

El NO es un radical lipofilico que se difunde a través de la membrana y el
citoplasma. Un gran rango de compuestos son usados para inducir el estrés
nitrosativo, estos compuestos pueden variar en los efectos bioldgicos que
provocan de acuerdo a su concentracion, a la disponibilidad de oxigeno, de iones
metal, pH, la reactividad a los nucledfilos y otras variables. El uso de S-

nitrosotioles, nitroprusiato de sodio (SNP) y liberadores de NO como los
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NONOatos (diazeniumdiolato) y NOCs varia debido a la reaccion promedio que
presenta cada uno de estos compuestos, desde unos pocos minutos a algunas
horas. El anién SNP [Fe(CN)s(NO)J*, con un grupo nitrosil NO* a pH neutro, es el
agente nitrosativo mas frecuentemente usado como un liberador de NO, pero esto
puede ocurrir solo indirectamente a través de la nitracion y un grupo tiolato (Poole,
2005).

1.2.2.2. Daio producido por RNS.

El peroxinitrito oxida los grupos sulfhidrilo de las proteinas y péptidos de
bajo peso molecular, induce la peroxidacion de lipidos en las membranas y causa
la nitracion de los residuos de tirosina de las proteinas para formar 3-nitrotirosina,
la cual se considera un marcador de estrés nitrosativo (Beckman y Koppenol,
1996; Akura et al,. 2006). Se ha determinado que bajo condiciones fisiologicas el
peroxinitrito reacciona rapidamente con las bases de guanina de los acidos

nucleicos para formar 8-nitrosoguanina (Akura et al., 2006).

1.2.2.3. Sistemas de defensa contra el estrés oxidativo por RNS.

En defensa a la presencia de NO los microorganismos han desarrollado
mecanismos de defensas. Uno de los mecanismos de defensa son las proteinas
que perciben el NO'. El sistema SoxRS también es inducido por la presencia de
NO'. Recientemente se ha descrito que el NO nitrosila los centros [2Fe-2S] de

SoxR activando la transcripcion del regulon (Ding y Demple, 2000).

1.2.2.3.1. Las flavohemoglobinas.

Las flavohemogloninas son proteinas presentes en los microorganismos
involucradas en la defensa ante el estrés oxidativo por RNS. Existe evidencia de
que la actividad de estas proteinas consume NO/, protegiendo procesos sensibles
como la respiracion. Por otra parte evidencia genética determind que mutantes
nulas de los genes que codifican para estas proteinas son esenciales para resistir
contra el NO'. La expresion de estos genes son inducidos por el NO y especies

relacionadas. (Poole, 2005).
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En E. coli la flavohemoglobina Hmp (codificada por el gen hmp) es un
mondmero de 44 kDa. El extremo N-terminal presenta un dominio hemo con 46%
de identidad a la secuencia de la hemoglobina Vgb de Vitreoscilla. El extremo C-
terminal es similar a la ferrodoxin NADP" reductasa, presentando sitios altamente
conservados de unién a FAD y NAD(P)H (Wu et al., 2004).

La induccion de la transcripcion del gen hmp por NO', SNP, GSNO (S-
nitrosoglutatién) fue la primera evidencia genética de que las flavohemoglobinas
estan involucradas en la proteccion al NO (Poole, 1996). Otras observaciones
fueron que: 1) mutantes nulas en el gen hmp de Salmonella y E. coli son
hipersensibles a GSNO y a macroéfagos; 2) el grupo hemo de Hmp es reducido por
sustratos fisiologicos (NAD(P)H) a través de la transferencia de electrones de
FAD; 3) en ausencia de oxigeno Hmp reduce el NO a NO" y posteriormente se
forma o6xido nitroso (Poole, 2005); 4) por medio de perfiles transcripcionales del
genoma de varias bacterias se ha observado la induccion consistente del gen hmp
en cultivos de E. coli expuestos a NO y agentes nitrosativos en condiciones
aerobicas (Mukhopadhyay et al., 2004) y anaerdbicas (Justino et al., 2005),
ademas se ha observado lo mismo en Bacillus subtilis (Moore et al., 2004) y

Pseudomonas aeruginosa (Firoved et al., 2004).

1.2.2.3.2. La flavorubredoxina NorVW

En E. coli existe otro mecanismo para reducir y destoxificar a la célula del
NO' bajo condiciones anaerdbicas, en este sistema se encuentra involucrada la
proteina llamada flavorubredoxina (FlavoRb). Esta proteina tiene una actividad de
NO' reductasa (Gardner et al., 2002; Gomes et al., 2002). FlavoRb es un miembro
de la familia de flavoproteinas tipo A presente en una gran variedad de
procariotes, arqueas filogenéticamente y metabdlicamente diversas, bacterias
anaerodbicas facultativas y estrictas, cianobacterias fotosintéticas, organismos
fijadores de nitrogeno y bacterias. Esta familia de enzimas tienen en comun dos
dominios que se encuentran conservados, un dominio similar a la p-lactamasa en

el N-terminal, que presenta un sitio catalitico difierro y un dominio flavodoxin con
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un sitio FMN. La enzima FlavoRb de E. coli presenta un dominio extra en el C-

terminal que presenta un centro similar a la rubredoxina (da Costa et al., 2003).

La FlavoRb es codificada por el gen norV (ygaK, b2710), hacia la regién 3’
de este gen se encuentra el gen norW (ygbD, b2711) que codifica para una NADH
oxidoreductasa que tiene un dominio FAD, esta proteina se encarga de reducir a
la FlavoRb a expensas de NADH. Por ensayos de RT-PCR se encontr6é que norV
y norW forman un operdn (daCosta et al., 2003). Adyacente a este operén y
divergentemente transcrito se encuentra en gen norR (ygaA, b2709), que codifica
para un regulador transcripcional dependiente del factor sigma 54 en E. coli. Esta
proteina es muy similar a la proteina NorR de Ralstonia eutropha, la cual funciona
como un regulador transcripcional de la NO reductasa b3 en presencia de NO (da
Costa et al.,, 2003). La proteina NorR esta organizada en tres dominios: un
dominio GAF en el N-terminal al cual pueden unirse pequefias moléculas, un
dominio central que puede interactuar con la RNA polimerasa y puede llevar a
cabo hidrolisis de ATP y un dominio de union a DNA en el C-terminal (Hutchings et
al., 2002).

Existe evidencia de que NorR es el regulador transcripcional del operdn
norVW, realizando una fusion de la region promotora del gen norV con el gen lacZ
como monitor de expresién, Hutchings y colaboradores (2002) determinaron que
bajo condiciones anaerdbicas el promotor norV es activado por la presencia SNP,
de modo completamente dependiente de NorR (Hutchings et al., 2002). Ya que en
la secuencia promotora de los genes norVW se encuentra la secuencia para la
union a sigma 54 se ha propuesto que esta induccion también es dependiente de
este factor (Gardner et al., 2003).

En el 2005 D’Autréaux y colaboradores reportaron el mecanismo de

percepcion del NO' que utiliza NorR para activar la transcripcion de la FlavoRb, y

su reductasa para poder reducir el NO a oxido nitroso (D’Autréaux et al., 2005).
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Debido a que el operén norVW es un sistema eficiente para reducir NO en
ausencia de oxigeno se ha reportado que mutantes en el operon o en su regulador
son mas sensibles a la presencia del SNP que una cepa silvestre bajo condiciones
anaerobicas, sin embargo en presencia de oxigeno no se ha observado la misma
sensibilidad (Gardner et al., 2002).

1.3. LAS HEMOGLOBINAS BACTERIANAS Y SU PAPEL EN EL ESTRES
NITROSATIVO (ARTICULO DE REVISION).
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RESUMEN

Las hemoglobinas se definen como aquellas hemoprotefnas que unen reversiblemente el oxigeno. Estas proteinas se
encuentran distribuidas en plantas, protozoarlos, hongos y bacterias. Las hemoglobinas presentes en los microorganismos
se han dvidido en tres grupos. En el primer grupo se encuentran aquellas hemoproteinas que presentan un solo dominio
con el grupo hemo, porejemplo la hemoglobina de Vitreoscilla. En el segundo se encuentran aquellas hemoglobinas que
presentan dos diferentes dominios, el primer dominio con el grupo hemo el cual es homologo a la hemoglobinade Vitreoscilla
yunsegundodominio con actividad de reductasa el cual es homélogo a la familia de las proteinas ferrodoxin NADP- reductasas
{(FNR), aéstas hemoglobinas se les conoce como flavohemoglobinas, un ejemplo es Hmp, la flavohemoglobinade Escherichia
coll, ésta fue la primera flavohemoglobina estudiada a nivel molecular. En el tercer grupo se encuentran las hemoglobinas
truncadas, éstas son protelnas pequefias de 20 a 30 aminodacidos en donde se encuentra el dominjo hemo, Poco se sabe
acercade la funcién de estas hemoglobinas, pero se ha reportado su participacion en la proteccién y destoxificacién del 6xido
nitrico.

Palablas Clave: Flavohemoglobina, hemoglobina, hmp, dxido nitrico, vgb.

ABSTRACT

Haemoglobins are defined as haemoproteinsthat reversibly bind oxygen. They are present in all organisms, plants, protozoa,
fungi and bacteria. Haemoglobins can be classified into three groups. The first group comprises haemoproteins with only one
domain, forexample, the haemoglobin of Vitreoscilla. The second group includes haemogloblins with two different domains,
ahaemodomain homologus tothe Vitreoscillahaemoglobin and an adomain homologus to the family of ferrodoxin NADP-
reductases (FNR), The third group consists of truncated haemoglobins. These proteins are 20 to 30 aminoaclds long with a
haemo group. Their function Is not well know, butthey have been reported to participate in the protection and detoxification
of nitric oxide,

Key Words: Flavohaemoglobin, haemoglobin, hmp, nitric oxide, vgb.

INTRODUCCION

as hemoglobinas se definen como aquellas
hemoproteinas que pueden unir reversiblemente el
oxigeno, estas globinas son una familia de proteinas
ancestrales que se encuentran distribuidas en
diferentes organismos incluyendo plantas, protozoarios,
hongos y bacterias (Figura 1). En la secuencia de estas
hemoproteinas se encuentran dos aminodcidos conservados,
una histidina la cual forma un enlace covalente en el dominio
hemo con el hierro y una fenilalanina que se encuentra
formando una asa entre la hélice C y D de la proteina

Nota: Articulo recibido el 02 de junio del 2004 y aceptado el 04 de
noviembredel 2004,

formando una especie de bolsillo para el dominio hemo!'.

Por mucho tiempo se pensd que las hemoglobinas sélo se
encontraban presentes en organismos superiores, en 1953 Keilin
fue el primero en sugerir la presencia de estas proteinas en
microorganismos?, sin embargo, hasta 1986 se demostré por
evidencia molecular la presencia de una hemoglobina en la
bacteria Vitreoscilla®.

A lafecha, las hemoglobinas presentes en los microorganismos
se han dividido entres grupos. En el primer grupo se encuentran
aquellas hemoproteinas que presentan un solo dominio, el cual
comprende al grupo hemo, ejemplos de microorganismos que
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Figura 1. Arbol fllogenético de algunas hemoglobinas bacterlanas usando Parsimonla {PAUP).

presentan estas protefnas son, Vitreoscilla®, Campylobacter
Jjejuni, Nostoc commune, Paramecium caudutum, Tetrahymena
pyriformis,y Tetrahymena thermophila®. En el segundo grupo
se encuentran las hemoproteinas que tienen dos diferentes
dominios, el primer dominio el cual comprende al grupo hemo
homélogo a la hemoglobina de Vitreoscilla y un segundo
dominio con actividad de reductasa homélogo ala familiade las
proteinas ferrodoxin NADP- reductasas (FNR), en el cual se
reconocen sitios de unién paraFAD y NAD(P)H, estas protefnas
son llamadas flavohemoglobinas!, estas protefnas se encuentran
muy distribuidas en bacterias como Ralstonia eutropha (antes
Alcaligenes eutrophus)®, Baclllus subtilis®, Erwinia
chysanthemi’, Escherichiacoli®, Mycobacterium tuberculosis®,
Salmonella typhimurium'® y en levaduras como Candida
norvegensis'' y Saccharomyces cerevisiae'? (Tabla I),

Recientemente se describid otra clase de hemoproteinas [lamadas
hemoglobinas truncadas (TrHbs). El analisis filogenético de
estas protefnas indica que las TrHbs se encuentran formando
un grupo distinto a las hemoglobinas, constituyendo una
nueva familia de pequefias proteinas con un tamafio de 20 a 30
aminoacidos y que se encuentran ampliamente distribuidas en
eubacterias, cianobaterias, protozoarios y plantas'®. Laprimera
TrHb fue descrita en 1989 en Paramecium caudatum'™. A la
fecha se han identificado més de 40 genes de TrHbs. Un dato
importante es que estas hemoproteinas cominmente se
encuentran coexistiendo con las flavohemoglobinas en el mismo
organismo, lo cual sugiere funciones distintas de cada una. De
acuerdo a su relacién filogenética estas proteinas se han

dividido en tres grupos (grupo [, 11 y III), , dentro del grupo I se
encuentran las TrHbs de Mycobacterium tuberculosis, las de
las cianobacterias Synechocystis y Nostoc commune, ladel alga
unicelular Chlamydomonas eugametos y €l protozoario
Paramecium, en el grupo II se encuentran dos TrHb en M.
tuberculosis y las globinas de S. aureus'y B. pertussis; poco se
conoce sobre el grupo IT1%, Laregulacién de laexpresién de las
TtHbs no es conocida pero se sabe que en C. eugametos es
inducida en respuesta a la activacién de la fotosfntesis y se
localizaalo largo de lamembrana del cloroplasto; por otra parte
en Nostoc commune la TrHb se encuentra en el citoplasma y se
induce sélo en condiciones anaerdbicas!'*!®. También se ha
sugerido que las TrHbs protegen a la bacteria M. tuberculosis
del 6xido nitrico (NO) generado por laéxido nitrico sintasa Il de
los macréfagos en los procesos de infeccién!.

Poco se sabe acerca de la funcién fisiologicay bioquimica de las
hemoglobinas en microorganismos, se han propuesto varias
funciones, inicialmente se pens6 que podrian estar participando
en el transporte y almacenamiento de oxigeno, asf también, se
sugirié que podrfan tener funciones de sensor o tal vez como
una proteina que participara en diferentes estreses ambientales.
Una de las funciones propuestas para la hemoglobina Vhb de
Vitreoscilla fue su participacién para el mejoramiento de la
transferencia de oxigeno a bajas tensiones de éste'™'.
Recientemente se reportd su papel en la proteccién y
destoxificacion del NO. En Escherichia coli, el gen hmp, [el
primer gen clonado y secuenciado de hemoglobinas
bacterianas®], es inducido por la presencia deNO™y liberadores

i PR | PP i,
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[ Grupol Hemoglobinas GrupoIl Flavohemoglobinas Grupo Il Hemoglobinas
(un solo dominio) (dos dominios) Truncadas
Bacterias Bacterlas Bacterias
Vitreoscilla Ralstonia eutrophus Mycobacterium tuberculosis
Campylobacter jejuni Bacillus subtilis
Erwinia chrysanthemi Cianobacterias
Cianobacterias Escherichia coli Synechocystis
Nostoc commune Mycobacterium tuberculosis Nostoc commune
Salmonella enterica
Protozoarios Rhizobium meliloti Protozoarios
Paramecium caudatum Paramecium caudatum
Tetrahymena pyriformis Levaduras
Tetrahymena thermophila Candida norvegensis
| Saccharomyces cerevisige )
Tabla I. Hemoglobinas y flavohemogloblnas de microorganismos. Ejemplos de los tres grupos de hemogloblnas presentes en

mlicroorganismos.

de éste como S-nitrosoglutatién (GSNO) y nitroprusiato de
sodio (SNP)?'.

HEMOGLOBINAS Y FLAVOHEMOGLOBINAS

La hemoglobina VHb de Vitreosciila

VHb esunaprotefnahomodiméricade 15.7kDaqueuneoxigeno,
éstaes laprotefna mejor caracterizada del grupol de hemoglobinas
bacterianas. El gen vgh que codifica para esta proteina ha sido
clonado y expresado en Escherichia coli bajo el control de su
propio promotor*?,

Estudios para saber la distribucion de esta proteina para lo cual
fue expresada en Escherichia coli, presentaron que la mayor
localizacion es en el espacio citoplasmico y un 40% es en el
espacio periplasmico, ademas la exportacién de la proteina al
periplasma se debe a la presencia de una secuencia de 16
aminodcidos en lasecuencia amino-terminal?. Recientemente se
realizé la localizacion de VHb por microscopia electronica
marcando a la protelna con particulas de oro en células de
Vitreoscillay en células recombinantes de £ coli, los resultados
mostraron a VHb principalmente localizada en el espacio
citoplasmico cerca de lamembrana?¢.

La estructura tridimensional de esta proteina se ha resuelto por
cristalografia de rayos X, y se ha observado que adopta la forma
clasicadelas globinas, el grupo hemo se encuentra dentro de una
caverna hidrofobica formada por las hélices B, C,E,F, Gy Hde
laproteina. Una gran diferencia de las hemoglobinas de bacterias
conrespecto alos hemoglobinas de mamiferos es la ausencia de
la hélice D*.

Por otra parte, se describid la presencia de una proteina flavin
reductasa que copurifica con VHb en Vitreoscilla, esto sugiere
el ensamble in vivo de estas dos protefnas mediante un enlace
no covalente produciendo una proteina hibrida muy similaralas

flavohemoglobinag??’,

L.a maxima expresion del gen vgh se observa en condiciones
bajas de oxigeno, el promotor de gen (Pvgh) de estahemoglobina
es inducido cuando los niveles de oxfgeno son menores al 2%
de saturacion®™?, vgb es regulado positivamente por cAMP-
CRP y FNR, ya que mutantes en los genes cya y fhir en células
recombinantes de E.colireducen los niveles de expresion de este
gen. Elsitio de unidén de CRP en la secuencia promotora del gen
vgb se encuentra alrededor de la base —97, mientras que, para
FNR se han reportado dos secuencias, la primera reportada por
Tsai et al., 1a cual, se encuentra centrada alrededor de la base —
41.5 y la segunda reportada por Joshi y Dikshit localizada
alrededor de—25.5, esto nos indica que en E. coliFNR y CRP se
unen a dos sitios diferentes en el promotor del gen vgh***03! Un
tercer mecanismo de regulacion se ha observado en presenciade
fuentes de nitrégeno complejas en el medio, como extracto de
levadura, sinembargo, este mecanismo ain no hasido estudiado
con detalle?,

Basados en las propiedades de unién al oxigeno y a la
sintesis dependiente de oxfgeno, VHb es inducido bajo
condiciones hip6xicas, esto sugiere que la funcién primaria
de esta prote{na es atrapar el oxigeno y facilitar su transferencia
alas vias respiratorias y asi permitir a Vitreoscilla sobrevivir
bajo estas condiciones, ya que es un microorganismo aerobio
estricto™ 4,

Sehademostrado que la expresién de VHb en varias especies de
microorganismos de importancia biotecnolégica como
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Azotobacter
vinelandii, Rhizobium etli, Streptomyces sp., Serratia
marcescens y Burkholderia sp. y en plantas como el tabaco, da
lugar a un incremento en la densidad celular, en el metabolismo
oxidativo, la formacion de productos secundarios y en procesos
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de biorremediacion especialmente bajo condiciones de
microaerofilia, Por ejemplo, en células recombinantes de E. coll
y Pseudomonas se incrementa la densidad celular’™?*7, |a
produccion de a-amilasa en E. coli® y cefalosporina C en
Acremonium chrysogenum®. En otros estudios se ha observado
que VHb incrementa la degradacién de desechos tdxicos como
¢l 4cido benzoico y de 2,4-dinitrotolueno en Pseudomonas 'y
Burkholdelia respectivamente®®*!, y mejora las propiedades de
fijacion de nitrégeno en Rhizoblum etli**,

Recientemente se reveld que VHb protege alas células del estrés
nitrosativo, ya que en células recombinantes de E. coli, la
respiracion fue protegida por la presencia de VHb en células
tratadas con 10 mM de NO, mientras que a 20 mM de NO hubo
unareduccién de mas del 50 % de larespiracion®2¢. En2003 en
nuestro laboratorio se reporté que VHb expresada en una
mutante fmp de E. coli, puede proteger la respiracidn sensible
por la presencia de SNP (donador de éxido nitrico)*. Sin
embargo, Frey etal. analizando el efecto de las especies reactivas
del oxigenoy del nitrégeno (ROS y RNS respectivamente) en la
induccién de vgh, observaron que no hay un aumento en la
expresion de vgh por la presencia de ROS o RNS*,

La flavohemoglobina Hmp de Escherichia coll

Hmp de Escherichia coli es la hemoglobina mejor estudiada del
grupo de las flavohemoglobinas, sin embargo, no fue la primera
hemoglobinadescrita, enlos affos treinta Oshino et al. purificaron
una proteina de levadura semejante a las hemoglobinas y
describieron caracteristicas importantes de sus propiedades®.
En bacterias el primer ejemplo fue laprotefnade R eutropha, esta
protefna fue inicialmente identificada como un citocromotipo b
en el espacio citoplasmético y subsecuentemente descrita como
una flavohemoglobina con base en los andlisis de la proteina
purificada®’.

El primer gen identificado de flavohemoglobinas bacterianas fue
elgen hmpde E. coli, Vasudevan et al. clonaron el gen del minuto
57.7 del cromosomade E. coli, este gen codifica para una proteina
de 44 kDa con caracteristicas espectrales similares a las de la
hemoglobinade Vitreoscilla® (Figura2). El gen himpse encuentra
flanqueado por los genes gly4, que codifica para la serina
hidroximetil transferasay ginB, que codifica parala proteina PII
involucrada en la regulacion de la actividad de la glutamino
sintetasa*®*®, Hmp pertenece al grupo de hemoglobinas
bacterianas que presentan dos dominios con 396 aminodcidos.
En el extremo amino terminal compuesto por 144 aminodcidos se
encuentrael dominio hemo el cual tiene 45% de identidady 67%
de similitud con 1a secuencia de la proteina VHb de Vitreoscilla
yenelcarboxiloterminal se encuentrael dominio flavinreductasa,
el cual es similar a la familia de ferrodoxin-NADP* reductasas,
presenta 81% de similitud al dominio reductasa de FNR**,

Por medio de analisis espectrales de fracciones subcelulares de
una cepade E. coli que sobreexpresa al gen hmp, se observo que
el 86% de esta protelna se localiza en el citoplasmay 14 % en el
periplasma®’.

Laestructura de esta proteina se determind por cristalografia de
rayos X y al igual que la hemoglobina VHb, el dominio hemo
adopta la forma clésica de globinas®~** (Figura 2).

Stevanin et al. en el 2000 propusieron que tal vez Hmp se
encuentre en forma dimérica invivo, ellos analizaron la unién del
cianuroalaprotefna puraobservando un efecto de cooperatividad
a diferencia de la hemoglobina de Vitreoscilla la cual es un
homodimeroy la proteina férrica presenta anti-cooperatividad®.

Eldominio flavinreductasade Hmp y de otras flavohemoglobinas
presenta sitios de unién para NAD(P)H y para FAD. Este
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Figura 2. Estructura de la flavohemogloblna Hmp de Escherich/a coll y la homologfa de su grupo hemo con la hemoglobina de

Vitreoscilla®.
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Figura 3. Regulacién del gen hmp de Escherichla coll. A) Regulacién del gen hmp de Escharichia coli por Fnr¥. B) Regulacién del
gen hmp de Escherichia coll por MetR"'. C) Regulacién del gen hmp de Salmonella enterica por Fur!, D) Regulacién del gen hmp

de Bacillus subtllis por el sistema ResDE¥,

dominio pertenece ala familia de ferrodoxin-NADP* reductasas,
y so puede subdividir en dos subdominios independientes
estructural y funcionalmente, un subdominio de union a FAD,
el cual, se encuentra del residuo 151 al 251 y un subdominio de
union a NAD(P)H que se encuentra del residuo 259 al 396. El
hemoy el dominio FAD se aproximan a una distanciaminima de
5.9 A promoviendo la transferencia de electrones del FAD al
hemo en un ambiente predominantemente polar dado por varias
cadenas de aminoécidos. En el subdominio de unién a FAD se
han identificado varios aminoécidos conservados: tirosina (Tyr)
206, glutamato (Glu) 388, glutamina(Gln) 205, arginina(Arg) 204,
Tyr206y serina(Ser) 207 y en ¢l subdominio de unionaNAD el
Glu 388 estd muy conservado®.

Para determinar la posible funcién de Hmp se realizaron anélisis
de la expresién genética del gen midiendo la actividad
transcripcional de la fusion cromosomal de la regién promotora
del gen hmp con un gen monitor como lacZ. Poole et al.
analizaron la expresion de Amp bajo diferentes condiciones de
crecimiento, observaron que en una mutante frr, (gen que
codifica para la protefna FNR que regula la expresion de genes
necesarios de anaerobiosis), en condiciones de anaerobiosis y
en presencia de agentes donadores de NO, la expresion del gen
hmp se induce, sugiriendo que FNR es un regulador negativo
de la expresién del gen durante condiciones anaerébicas, sin

embargo, ellos argumentan que debe de existir otro factor
diferente que regula la expresién del gen bajo condiciones
aerdbicas®, Por ensayos de proteccién de laDNasaly geles de
retardo se demostré que el promotor del gen Amp presenta un
sitio de uni6n para la proteina FNR ubicado entre la base -2 y
+11%%, Ademds, se hademostrado que larepresion ejercida por
FNR sobre Aimp es por la inhibicién que sufre FNR al nitrosilarse
por la presencia del NO* (Figura 3). Por otra parte, también se
observé que Amp es inducido por la presencia de nitrato, nitrito
y NO independiente de los factores de regulacién NarLP,
reguladores de genes que participan en larespiracion anaerébica
en presencia de nitrato y nitrito como aceptores de electrones,
y SoxRS, sistema global de regulacion de la respuesta al estrés
oxidativo en E. coli®.

La expresion de hmp también se observa disminuida en la fase
de crecimiento exponencial en comparacion con la fase de
crecimiento estacionaria en donde se observa un aumento de
dos veces, esta induccién estd mediada por el factor sigma S de
laRNA polimerasa®,

Ademas de FNR existen otros factores involucrados en la
regulacién de la expresion del gen hmp en respuesta al estrés
oxidativo. Se ha reportado que la sobreexpresion de Hmp es
capazde generar super6éxido®. Porotra parte, nuestro laboratorio
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reportd en 1999 que una mutante en el gen Amp (hmp::TnJ) es
hipersensible a los donadores de NO como SNP (nitroprusiato
de sodio)y GSNO(S-nitrosoglutation)*’. También se reportd que
la fusion ©(hmp-lacZ) es inducible por la presencia de 200 uM
del radical Paraquat {metil violégeno), en este mismo estudio, se
usaron otros generadores de superdxido como la menadiona,
plumbaginay el metazulfato de fenazina, pero éstos no indujeron
la expresion del gen hmp, quizis debido a las diferencias en el
potencial redox*®,

Por otra parte, se ha reportado que Amp es inducible por NO
dependiente de la proteina MetR, la cual, es un regulador global
de la via de labiosintesis de metionina en E. coli, MetR también
es el factor transcripcional responsable de la expresion del gen
gly4, quese encuentraen laregion 5° del gen hmpy endireccidn
opuesta compartiendo la regién reguladora. En la regién
intergénica entre hmp-giyA se localizan dos sitios de unién para
MetR, el sitio dos se centraa—121 bases y el sitio unoa-143 bases
con respecto al sitio de inicio de la transcripcion de glyd y a—
104 y—75 conrespecto al sitio de inicio de latranscripcion de Amp.
Lahomocisteina (Hey) tiene un efecto positivo en laregulacion
mediada por MetR, es decir, si no hay Hey en el medio MetR se
une preferentemente al sitio uno, que se encuentra mas proximo
al gen hmp, por el contrario, en presencia de Hcy, MetR se une
a los dos sitios, pero la afinidad por el sitio dos es mayor que por
el sitio uno. Cuando MetR s6lo se une al sitio uno, actiia como
un represor de la expresidn del gen gly4. En este articulo se
demuestra que sélo la presencia del sitio uno de unién a MetR
(sitio dos deletado), es indispensable para la induccion del gen
hmp en presencia de SNP y GSNO. La inactivacién de la
homocisteina puede ocurrir por la reaccién de nitrosilacidn?!
(Figura3).

Un mecanismo similar al de FNR se describi6 en el 2002 por
D' Autreaux y colaboradores para Fur, el regulador global para
la obtencion de hierro, ellos reportan que la actividad de Fur se
veafectadaporlapresencia de concentraciones micromolares de
NO, formandose el complejo FeFur-NO, el cual, no puede unirse
al DNA¥. Ademaés, Fur regula la transcripcién de hmp en
Salmonella'® (Figura 3). En E. coli el quelante de hierro 2'2-
dipiridilo induce latranscripcién de smp en condiciones aerébicas
y anaerdbicas®.

La induccion de la expresion del gen Amp bajo condiciones de
estrés oxidativo por superdxido y por la presencia de agentes
donadores de NO involucran a las flavohemoglobinas en la
proteccidn al estrés, sin embargo, hasta el dia de hoy el mecanismo
por el cual las bacterias perciben el NO y especies reactivas
relacionadas no se conoce. En Erwinia chrysanthemi se reporto
que la expresion de la flavohemoglobina HmpX es importante
para la patogénesis de esta bacteria en plantas’.

La proteina Hmp presenta dos actividades en la destoxificacion
del NO dependiendo de la disponibilidad de oxigeno,

aerobicamente Hmp destoxifica a las células del NO actuando
como una NO dioxigenasa®¢#2 o desnitrosilasa catalizando la
reaccion de NO a NO-, (nitrito)*, anaerébicamente Hmp tiene
actividad de NO reductasa catalizando lareaccion de NOaN,O
(6xido nitroso)® (TablaII).

Recientemente nuestro laboratorio reporté la importancia de
ambos dominios de la flavohemoglobinaHmp (hemoyy flavin)en
la proteccién de la respiracién inhibida por NO en E. coli*,

Otras flavohemogloblnas

Se ha reportado la presencia de flavohemoglobinas en otras
bacterias, con funciones similares en la proteccion al NO como
Hmp.

HMP DE Salmonella enterica SEROVAR TYPHIMURIUM
La flavohemoglobina de Salmonella es 94% idéntica a la
secuencia de Hmp de E. coli. Analizando la expresion de una
fusion D(hmp-lacZ) en Salmonelia se determiné que la expresion
de hmp en respuesta al NO es independiente de SoxS, OxyRy
FNR bajo condiciones aerébicas, sin embargo, en una mutante
fur, gen que codifica para la proteina Fur responsable de la
regulacion de genes involucrados en la obtencién de hierro, la
expresion de la fusion ©(hmp-lacZ) fue inducida, ademas de que
unasecuencia de uni6n a Fur fue identificada en el promotor del
gen hmp de Salmonella'’#*, Por otra parte, se sabe que los genes
reprimidos por Fur son inducidos por la presenciade NO, yaque
el NO inactiva a este factor transcripcional®.

En células de Salmonella, Hmp provee proteccion a la presencia
deINO producido por macréfagos humanos, por lo que células
mutadas en el gen hmp son més sensibles a la muerte mediada
por los macréofagos®.

FHP DE Ralstonia eutropha

En esta bacteria desnitrificante, la expresién de la
flavohemoglobina fhp se induce 20 veces bajo condiciones
limitadas de oxigeno®. Dos sitios de unién a NarL (centrada
alrededor de la base —-108) y uno a FNR (centrada alrededor de
la base —86), se encuentran en la region reguladora de este gen,
sugiriendo el papel de este gen en el metabolismo anaerébico.
Mutantes en el gen fhp no presentaron diferencias en el
crecimiento aer6bico, pero estamutante noacumulé N,O durante
ladesnitrificacién con nitrato como inico aceptor de electrones®.
Laexpresion de FHP en E. coliincrementa laresistencia al estrés
nitrosativo, demostrando que esta proteina puede proteger a R.
eutropha del NO, sin embargo, la concentracion intracelular de
NO en el proceso de desnitrificacion en esta bacterias es
controlada por las NO reductasas, por lo tanto, no es claro si la
actividad destoxificante de FHP estd afectada bajo condiciones
desnitrificantes®.

Hmp DE Bacillus subtilis
Bajo condicionesde anacrobiosis con nitrato como Gnico aceptor
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de electrones, se observd induccion de la expresion de la fusién
O(hmp-lacZ) de B. subtilis. FNR actia como un inductor de la
expresion de Amp dependiente de los reguladores ResD-ResE,
reguladores del metabolismo anaerdbico en B. subtilis. En
mutantes resDE la expresion de hmp disminuye 10 veces con
respectoa lacepasilvestre bajo condiciones limitadas de oxigeno,
pero se inhibe en mutantes fhr y nar(G, ademés la presencia de
nitrito pero no de nitrato restaura la induccion de esta fusién®,
Se describié el sitio de unién a ResD en la region promotora de
hmp localizado entre las base —67 y —49%. En presencia de SNP
(donador de NO) hmp se induce 20 veces en condiciones
aer6bicas y por lo menos 100 veces en condiciones anaerdbicas,
ademas, se ha observado una disminucién en la expresion
inducida por NO de este gen en mutantes ResD o ResE, aunque
seobservaron niveles basales de expresién en ambas mutantes®®,
Esto indica que la funcién de Hmp en B. subtilis os la proteccion
al estrés por NO*.

EVOLUCION DE LAS GLOBINAS

En 1996 Moens et al., sugirieron que en la evolucién todas
las globinas provienen de una proteina ancestral comin que
pesaba cerca de 17 kDa y que probablemente presentaba la
forma de las globinas y funcionaba como una proteinaredox.
La identificacion de la hemoglobinas en Deinococcus y
Aquifex, consideradas dos especies primitivas, sugiere que
las hemoglobinas existen desde hace aproximadamente 2
x10° afos, es decir, antes de que existiera oxigeno en la
atmdsfera. En el arbol evolutivo que proponen hay tres
aparentes grupos, el primero conteniendo las globinas de los
metazoarios y plantas, el segundo grupo las de los ciliados
y el tercero las de levaduras y proteobacterias™.

Evolutivamente no se tiene claro por qué se separaron los
dominioshemoy flavinen labacteria Vitreoscilla. Sehaasumido
que las hemoglobinas ancestrales, aparecieron en las bacterias
cuando en la atmosfera de la tierra era andxica y abundaba el
NO™. Asi la funcién primaria de las hemoglobinas ancestrales
tuvo que ser ladetoxificacion del NO de laatmdsfera, Laaparicion
de las cianobacterias fotosintéticas y el oxigeno libre en la
atmdsfera(1.8 billones de afios) dieron resultado a unaatmésfera
aerdbica y a un metabolismo aerdbico. La presencia de una
cantidad limitada de oxigeno atmosférico probablemente causé
que las hemoglobinas ancestrales se involucraran en el
almacenamiento del oxigeno y su transporte. Es interesante que
especies relacionadas a Vitreoscilla se conozcan como
cianobacterias sin color®. La separacién y la interaccion de los
dominios hemo y flavin, la cercana similitud con las
flavohemoglobinas y las caracteristicas de union de oxigeno en
VHb sugieren que la hemoglobina de Virreoscilla, puede ser la
conexidn evolutivaentre las flavohemoglobinas que metabolizan
NOy la hemoglobinas que transportan oxigeno’..
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CAPITULO L. INTRODUCCION

1.3.1. Publicaciones recientes sobre la regulacion del gen hmp de
Escherichia coliy Salmonella enterica serovar typhimurium.

Aunque Crawford y Goldberg (1998) hallan determinado que Fur era el
unico factor transcripcional involucrado en la regulacion del gen hmp de
Salmonella, recientemente los autores se retractaron de este resultado debido a
que los resultados publicados se realizaron sobre una fusién ®(iroC-lacZ) y no en

una ®(hmpss+lacZ) (Crawford y Goldberg, 2006

Recientemente se reporté a la proteina NsrR (codificada por el gen yjeB)
como la responsable de la regulacion del gen hmp por la presencia de NO. En
este articulo se identificé a NsrR como un regulador negativo de la expresion del
gen, que en presencia de NO se inactiva debido a la presencia de un posible
centro Fe-S (Bodenmiller y Spiro, 2006). Esta misma regulacion se ha determind

en Salmonella por la misma proteina NsrR (Bang et al., 2006).

Por otra parte se ha publicado que fhp (codifica para la flavohemoglobina)
de Pseudomonas aeruginosa, es regulado por el gen fhpR, que se encuentra
adyacente a este gen. Este gen codifica para una proteina homédloga a NorR, el
regulador de la flavorubredoxina en E. coli. Se ha demostrado que FHP esta
involucrada en la proteccion ante el NO en condiciones aerdbicas (Arai et al.,
2005).
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1.4.0BJETIVO.

Caracterizar el modo de regulacion del gene hmp en la respuesta al estrés
oxidativo generado por ROS o RNS.

1.5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En estudios anteriores se ha involucrado a la produccion de ROS y RNS
como un mecanismo de defensa de las células ante la invasion por
microorganismos. Sin embargo en los ultimos afios también se ha estudiado los
mecanismos que presentan los microorganismos ante estas especies reactivas. A
la fecha se conocen varios sistemas de defensa, asi como de reparacion por el
dafo producido por el estrés oxidativo, pero aun existen mecanismos que

desconocemos.

Para conocer sobre los mecanismos moleculares que los microorganismos
presentan para responder contra el estrés oxidativo, por superéxido o por 6xido
nitrico, en este trabajo se ha realizado un analisis de la expresion transcripcional
del gen hmp de E. coli y Salmonella en respuesta a la presencia de PQ o SNP. Se
ha reportado que hmp es uno de los genes que mayoritariamente se expresa en
repuesta a la presencia de NO, ademas de que es el unico gen reportado que es

inducido independiente del sistema SoxRS por la presencia de PQ y SNP.
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2.1. LISTA DE CEPAS UTILIZADAS.

Las cepas utilizadas en este trabajo se enlistan en la Tabla 4 y en la Tablas

1 de los articulos anexos.

Tabla 4. Lista de Cepas.

NOMBRE GENOTIPO REFERENCIA
RKP2178 VJS676 A(argF-lacZ)U169 ®(hmp’™lacZ) Poole et al., 1996.
MC4100 F~ araD139 AlacU169 ;)pt\’sSLI:ZSSO relA1 fIb-5301 deoC1 Casadaban M. 1976
XLI Blue- endA1, gyrA96, hsdR17(rmy’), lac, recA1, relA1,

MRF SUPEA4, thi-1, F'[proAB, lacFZAM15, Tn10] Bullock et al. 1987
JMH0252 MC4100, pRS415 ®(hmpg.-lacZ) Este trabajo
JMH0408 MC4100 + pUC4K Vieira y Messing. 1982

F* AIN(rrnD-rrnE) AlacX74 rplS galK42 reD::Tn10d- .

TE2680 tet(trpDC700)::putA 13033 “(kan® Cm® ad) Elliot, 1992.
JMH0722 XL1-Blue, pRS551 ®(hmp-‘lacZ) Este trabajo
JMH0723 XL1-Blue, pRS551 ®(hmpF1-‘lacZ) Este trabajo
JMH0724 XL1-Blue, pRS551 ®(hmpF2-‘lacZ) Este trabajo
JMHO0725 XL1-Blue, pRS551 ®(hmpF3-‘lacZ) Este trabajo
JMH0726 TE2680 ®(hmp-‘lacZ) Este trabajo
JMHOQ727 TE2680 ®(hmpF2-‘lacZ) Este trabajo
JMH0728 TE2680 ®(hmpF3-‘lacZ) Este trabajo
JMH0729 TE2680 ®(hmpF1-‘lacZ) Este trabajo
JMH0730 P1,; JMH0726 x MC4100, ®(hmp-‘lacZ) Este trabajo
JMH0731 P1.i JMHO728 x MC4100, ®(hmpF3-‘lacZ) Este trabajo
JMH0874 P1.ir JMHO729 x MC4100, ®(hmpF1-lacZ) Este trabajo
JMH0877 P1.ir JMH431 x MC4100, ®(soxS-lacZ) Este trabajo
JMHO0884 XL1-blue, pRS551 ®(hmpF4-‘lacZ) Este trabajo
JMHO0885 XL1-blue, pRS551 ®(hmpF5-‘lacZ) Este trabajo
JMH0888 TE2680 ®(hmpF4-‘lacZ) Este trabajo
JMH0889 TE2680 ®(hmpF5-‘lacZ) Este trabajo
JMH1086 P1 JMH0889 x MC4100, ®(hmpF5-acZ) Este trabajo
JMH1085 soxR::cat Cepario JMH

TN520 GC4468 L(soxR", soxS::lacZ) Nunoshiba et al. 1993

F-, delta(lac-argF) U169 , rpsL179 , inversion (rrnD- . .

QC1709 rmE)1 , sup amb uncharacterized, batéatz:?r}|$ggg;o1u7astl

(sodA-lacZ)1, SmR ’ ' ’
JMH1216 MC4100, pRS415 ®(hmpg-TacZ) Este trabajo

DH5a + DH5a, pET3a-fur Lee et al., 2003

BL21 RNA polimerasa T7, pLysS Invitrogen

JC7623 recBCD Cepario JMH
JMH1255 BL21, pET3a-fur Este trabajo
JMH1269 M1655, pKOBEGA Beloin et al., 2004
JMH1271 MC4100 ybew::GB, kan® Beloin et al., 2004
JMH1495 XL1-blue, pUC18 L-Kan-R ytfE Este trabajo
JMH1496 XL1-blue, pUC18 L-Kan-R yidZ Este trabajo
JMH1497 XL1-blue, pUC18 L-Kan-R yidZopr Este trabajo
JMH1499 JMH1269 AyidZ::kan Este trabajo
JMH1500 JMH1269 AyidZoperoén::kan Este trabajo
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JMH1503 JC7623 AytfE::kan Este trabajo
JMH1504 P1yir JMH1499 x MC4100, AyidZ::kan Este trabajo
JMH1506 P1.ir JMH1500 x MC4100, AyidZoperén::kan Este trabajo
JMH1728 P1yir JMH1503 x MC4100, AytfE::kan Este trabajo
JMH1730 P1i JIMH1503 x RKP2178, AytfE::kan Este trabajo
JMH1824 JMH1269 AyphF::kan Este trabajo
JMH1826 JMH1269 AyfhA::kan Este trabajo
JMH1828 JMH1269 AyfhK::kan Este trabajo
JMH1831 MC4100 AyphF::kan Este trabajo
JMH1832 MC4100 AyfhA::kan Este trabajo
JMH1833 MC4100 AyfhK::kan Este trabajo
JMH1834 P1.ir JIMH1499 x RKP2178, AyidZ::kan Este trabajo
JMH1856 P1.ir JIMH1824 x RKP2178, AyphF::kan Este trabajo
JMH1857 P1.i» JMH1826 x RKP2178, AyfhA::kan Este trabajo
JMH1858 P1.ir JMH1828 x RKP2178, AyfhK::kan Este trabajo
MC1000 Bodenmiller y Spiro 2006
JOEY60 MC1000 yjeB::kan Bodenmiller y Spiro 2006.
JOEY62 MC1000 AyjeB Bodenmiller y Spiro 2006
JOEY72 MC1000 ©(hmpA-lacZ) Bodenmiller y Spiro 2006
JOEY76 MC1000 AyjeB,®(hmpA-lacZ) Bodenmiller y Spiro 2006
JMH1955 P1.i; JOEY60 x MC4100, yjeB::kan Este trabajo
JMH1957 P1.i; JOEYB0 x RKP2178, yjeB::kan Este trabajo

2.1.1. Mantenimiento de cepas.

En el laboratorio existe una coleccion de cepas las cuales se mantienen
almacenadas en glicerol al 10% a —80°C, para mantener las células viables. Se
realizé un cultivo fresco de cada cepa en medio LB mas el antibidticos requeridos,
posteriormente en viales de 1.8 ml que contienen 500 pl glicerol al 40% en LB se

agregan 600 pl del cultivo.

2.2. LISTA DE PLASMIDOS UTILIZADOS.
Los plasmidos utilizados en este trabajo se enlistan en la Tabla 5 y en las

Tablas 1 de los articulos anexos.

Tabla 5. Lista de Plasmidos.

VECTOR GENOTIPO REFERENCIA
pUC18 ptac—lacZ alpha

pRS415 lacZ vector fusion Simons et al. 1987
EHU1 pRS415 ®(hmpeg.-TacZ) Este trabajo
pUC4K cassette kanamicina Vieira y Messing 1982.
pRS551 lacZ vector fusion Simons et al. 1987
EHU18 pRS551 ®(hmp-‘lacZ) Este trabajo
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EHU19
EHU20
EHU21
EHU26
EHU27
pRS415/sodA

EHU31

pET3a-fur

EHU33
EHU34
EHU35

pRS551 ®(hmpF1-‘lacZ)
pRS551 ®(hmpF2-‘lacZ)
pRS551 ®(hmpF3-‘lacZ)
pRS551 ®(hmpF4-‘lacZ)
pRS551 ®(hmpF5-‘lacZ)
pRS415 ®(sodA-lacZ)

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Danielle Touati

pUC18L-Kan-R yidZoper

pRS415 ©(hmpg-TlacZ)

fur RNA polimerasa T7
pUC18 L-Kan-R ytfE
pUC18 L-Kan-R yidZ

Este trabajo
Lee et al., 2003
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

2.3. LISTA DE OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS.

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se enlistan en la Tabla 6.

Tabla 6. Lista de Oligonucléotidos.

OLIGO GEN SECUENCIA

HMP1 hmpF0 5 GCTTGAATTCCCGCATCTCCTGACTCAGC 3

HMP2 hmp 5 CCCCGGATCCACCAGTAAAGGGATGGTGG 3’
HMPP1 hmpF1 5 AATCGAATTCCGATAACAGG 3’

HMPP2 hmpF2 5 TTGGGAATTCAAGAGCTTGC 3’
HMPP3 hmpF3 5 TCACGAATTCTCTGAAAAAC 3’
HMPP4 hmpF4 5 CTGAGAATTCCCAAAGAACC 3’
HMPP5 hmpF5 5 CCAAGAATTCATTTACATTGC 3’
HMP1 St hmpSt 5 CGCTGAATTCTCCGCATCTCCTGA 3’
HMP2 St hmpSt 5 CGGTGGATCCTCAACCAGCAGGGG 3’
PE-2 PE hmp 5 CCAGTAAAGGGATGGTGGCTTTTACTGTAGCGATGGTTTG 3’
SODA-1 SodA 5 GGAGATGAATATGAGCTATACCCTGCC 3
SODA-2 SodA 5 GGCAAATGATTATTTTTTCGCCGCAAA 3’
Kanamicina 5’ kan 5 GGGGGAAAGCCACGTTGTGTCTCAA 3’
Kanamicina 3’ kan 5 GGGGGCGCTGAGGTCTGCCTCGTGA 3’

YTFEL-1 L- ytfE 5 GTTCGGTAAGCTTGAGGTCTGGTTTG 3’

YTFEL-2 L-ytfE 5 CGCGCTGGCGGTCGACTGATCTAAAAGC 3’

YTFER-1 R-ytfE 5 CACTGCCAGGTCGACAACTTTCTGAGAC 3’

YTFER-2 R-ytfE 5 GGGTTGATGTGGAGCTCTATTTTTGTCGGGC 3’

YIDZL-1 L-yidZ 5 CAATGCCAGGTCGACGCAGTTGCATATTGC 3’

YIDZL-2 L-yidZ 5 GAGCGGGGATCCGGCGTCCAGGCGCGA 3’

YIDZR-1 R-yidZ 5 CGATGGCAGGATCCAATCGTATGAAACGC 3’

YIDZR-2 R- yidZ 5 GGTAACGCAGAGCTCTCCATGCTCGCCGGA 3’
YIDZL-1 OPR L-yidZ opr 5 TCACGCTAAGTCGACTATTGTCGGGATCTGCAC 3
YIDZL-2 OPR L-yidZ opr 5 CATGGGCTAGGATCCCCTGATAGTAAGGTGACG 3’
YIDZR-1 OPR  R-yidZ opr 5 AACGCGCTGGATCCTTTAGTGAGCGTCGATAAAG 3’
YIDZR-2 OPR  R-yidZ opr 5 CTGGGGCGGAGCTCGTCTGCTGTTACTGACGA 3’

YPHFL-1 L-yphF 5 GCCACCTGACCATCGCGCATAACGGTGGCA 3’

5 GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCGCCCTAA

YPHFL-2 L-yphF TCGCTGATTCGCAGAGGTCC 3’

YPHFR-1 R-yphF 5 GCAACACCTTCTXS@S?_/?_%%%#?AAESJAC\QE%QGCCGCCTCCTGT

YPHFR-2 R-yphF 5 GCCGCGCTGCATTATCCGGAGAATTTAAGC 3’

YPHHL-1 L-yphH 5 GGGCGCAGGGTGAAACCTGTCATCACCTGT 3’
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5 GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCGGCTC
YPHHL-2 L-yphH TCATCTTCACTAAACCTTG 3

5 GCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCGGCGCGATAA
YPHHR-1 R-yphH CGTAGAAAGGCTTCCCG 3
YPHHR-2 R-yphH 5 GCGGTTGCTCTGAAAGAAGCGATGGAGCCT 3
YFHAL-1 L-yfhA 5 GCGATCCGACAATGCAGTTCTATCTCTGCG 3

5 GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCGGCG
YFHAL-2 L-yfhA TTATGTGTTACGTTTAGCAGATC 3’

5 GCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCGCGCAGGTTT
YFHAR-1 R-yfhA ATGGCTCATCAGGAGTG 3’
YFHAR-2 R-yfhA 5 GCCAGCCATTGATACGCCAGCAGAAGAAAA 3
YFHKL-1 L-yfhK 5 GGGCGAACCTGTGCCGGGATCTCGGTACTT 3

5 GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCGCCTAT
YFHKL-2 L-yfhK CCTATCAGGCTATTTTATTTG 3
5 GCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCGCCGGGA

YFHKR-1 R-yfhK ATTACCCGGCTTTGTTATGG 3
YFHKR-2 R-yfhK 5 CGGTATTACGGCAGTCACGACTGAAAGTGG 3’

2.4. MEDIOS DE CULTIVO, ANTIBIOTICOS Y SUPLEMENTOS UTILIZADOS.
El medio de cultivo usado fue LB (Extracto de levadura 0.5%, NaCl 1.0% vy
triptona 1.0%), para los medios de cultivo sélidos al LB se le agreg6 1.5% de agar

(w/v). Los antibidticos y otros suplementos utilizados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Antibidticos y suplementos utilizados en los medios de cultivo.

Antibiético o Suplemento Concentracién
Ampicilina 200 pg/ml
Kanamicina 25 ug/ml 6 100 pg/mi
Tetraciclina 25 ug/ml

Cloramfenicol 25 ug/ml
Paraquat 200 y 400 uM
SNP 200 y 400 uM

2.5. TECNICAS GENETICAS.

2.5.1. Propagacion del bacteriéfago P1,;.

El estudio con bacteriéfagos ha sido una parte integral de la genética
bacteriana. A finales de los 40’s y principios de los 50’s André Lwoff determiné la
naturaleza del liségeno en Bacillus megaterium. Joshua Lederberg y Norton Zinder
descubrieron la transduccién en Salmonella typhimurium por el fago P22 en 1952.
A principios de los 50’s Hershey y colaboradores demostraron el entrecruzamiento

genético con los fagos T-even en E. coli (Miller, 1992).
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Procedimiento

1. Cultivo de la cepa MC4100 en LB + CaCl, 5 mM a 37°C a 200 rpm toda la
noche (ON).

Centrifugar 1.5 ml del cultivo a 14,000 rpm por 5 minutos.

Resuspender el pellet en 750 ul de LB + CaCl, 5§ mM.

Mezclar en tubos de ensayo:

100 pl células

100 pl células + 100 pl Fagos P1.;

Incubar a temperatura ambiente 15 minutos.

Agregar 3 ml de LB + CaCl, 5 mM.

Incubar a 37°C por 4 horas a hasta que se observe lisis.

Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos.

Recuperar el sobrenadante.

10 Agregar 2 gotas de cloroformo con una pipeta Pasteur y mezclar en vortex.
11.Almacenar a 4°C.

N

©ooNOoOO

2.5.2. Transformacion.

La transformacion es el proceso por el cual la célula bacteriana puede
tomar DNA libre del medio. Esta técnica fue el primer sistema bacteriano de
transferencia genética descrito, aunque este proceso ocurre naturalmente en
algunas bacterias. Las células recombinantes son llamadas transformantes (Miller,
1992). La transformacion puede llevarse a cabo mediante dos métodos, el método
quimico, llevado a cabo con una solucién de CaCl; fria y calentada brevemente de
37°C a 42°C y el método fisico (electroporacion), en la cual se exponen las células
a un cambio eléctrico que desestabiliza la membrana de las células provocando la
formacion de poros por donde pasa el DNA, este es un método facil, rapido,

eficiente y muy reproducible (Sambrook y Russell, 2001).

Método de electroporacion. Procedimiento

1. Cultivo de la cepa en LB a 37°C a 200 rpm ON.
Células electrocompetentes
2. Inocular 250 ul del cultivo en 50 ml de LB.
3. Incubar a 37°C hasta una ODgygpnm de 0.7-0.9.
4. Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos en tubos Falcon a 4°C.
5. Resuspender el pellet en 25 ml de glicerol 10% frio, agitando suavemente
por 1 hora.
Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos.
. Resuspender el pellet en 10 ml de glicerol 10% frio agitando suavemente
por media hora.

N
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8. Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos.
9. Resuspender el pellet en 0.5 ml de glicerol 10% frio y guardar a —80°C.
Transformacion
10.Mezclar en tubos eppendorf:
50 ul de células (control negativo)
50 ul de células + 2 pl plasmido conocido (control positivo)
50 ul de células + 1, 2 6 5 pl plasmido
11.Usar las celdas de electroporacion de tapa café y el programa Ec1.
12.Después de dar el pulso agregar 1 ml de LB y pasar a tubos eppendorf.
13.Incubar a 37°C en agitacion por 2 a 3 horas.
14.Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos.
15.Resuspender el pellet en 100 pl de MgSO4 10 mM.
16. Platear con el antibiético de seleccion e incubar a 37°C ON.
Reactivos
Glicerol 10% frio
MgSO410 mM

Método de CaCl,. Procedimiento

1. Cultivo de la cepa en LB a 37°C en agitacion a 200 rpm ON.
Células competentes
Inocular 150 ul del cultivo en 15 ml de LB.
Incubar a 37°C hasta ODggonm 0.4-0.6.
Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos a 4°C en tubos Falcon.
Resuspender el pellet en 5 ml de CaCl, 100 mM frio.
Incubar en hielo 40 minutos.
Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos a 4°C.
. resuspender el pellet el 500 ul de CaCl, 100 mM frio.
Transformacion
9. Mezcal en tubos eppendorf:
50 ul de células (control negativo)
50 pul de células + 2 ul plasmido conocido (control positivo)
50 ul de células + 1, 2 6 5 ul plasmido problema
10.Incubar en hielo 30 minutos.
11.Incubar a 43°C por 90 segundos.
12.Agregar 1 ml de LB.
13.Incubar a 37°C por 2 a 3 horas en agitacion.
14.Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos.
15.Resuspender el pellet en 100 pl de MgSO4 10 mM.
16. Platear con el antibiético de seleccion e incubar a 37°C ON.
Reactivos
CaCl; 100 mM frio
MgSO4 10 mM

©®NoOGhAWN
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2.5.3. Transduccion mediada por el bacteriéfago P1,;.

Transduccién es el proceso para la transferencia de un fragmento de DNA
de una célula a otra, usando un bacteri6fago como transportador del DNA. Los
bacteriéfagos o fagos son virus que infectan y crecen en las células bacterianas.
Este proceso permite a la bacteria adquirir un fragmento de DNA de
aproximadamente 50 a 100 kpb de longitud. Hay dos tipos de transduccion, la
generalizada y la especializada. En la transduccién generalizada se permite la
transferencia de cualquier fragmento del cromosoma. Después de la infeccion el
DNA es cortado y los fragmentos de DNA son empaquetados por el fago,
posteriormente el fago vuelve a infectar transfiriendo en DNA de la primer célula
en la segunda en donde por recombinacion los fragmentos de DNA se insertan en
el cromosoma de la nueva célula. En la transduccidon especializada solo un grupo
de genes puede ser transferido, las bases de este proceso estan en la

especificidad de integraciéon del fago por temperatura (Miller, 1992).

Procedimiento

Lisado de la cepa donadora con el bacteriéfago P1.i

Cultivo de la cepa a transduccir en LB + CaCl, 5 mM a 37°C a 200rpm ON.
Centrifugar 1.5 ml del cultivo a 14,000 rpm por 5 minutos.

Resuspender el pellet en 750 ul de LB + CaCl, 5 mM.

Mezclar en tubos de ensaye:

100 ul de células (Control Negativo)

100 pl de células + 10 ul de fago P1.;

100 pl de células + 100 ul de fago P1y;

5. Incubar a temperatura ambiente 15 minutos.

6. Agregar 3 ml de LB + CaCl; 5 mM.

7. Incubar a 37°C hasta observar lisis.
8
9.
1

N =

. Recuperar el lisado en un tubo eppendor.
Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos.
0.Recuperar el lisado en un tubo eppendor y agregar 2 gotas de cloroformo
con una pipeta Pasteur y mezclar en vortex.
11.Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos.
12.Almacenar a 4°C.
Transduccidn a la cepa receptora.
13.Cultivo de la cepa receptora en LB + MgSO4 10 mM a 37°C a 200rpm ON.
14.Centrifugar el cultivo a 14,000 rpm por 5 minutos
15.Resuspender el pellet en 750 ul de LB + MgSO4 10 mM.
16.Mezclar en tubos eppendorf:
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100 ul de células (Control Negativo)
100 pl de células + 0.5, 2, 5,10 6 100 ul del lisado
17.Incubar 10 minutos a 37°C, es muy importante que solo sean 20 minutos no
mas ya que se pueden lisar las células.
18.Agregar 1 ml de LB + 20 mM citrato de sodio y centrifugar a 14,000 rpm por
5 minutos.
19.Repetir el paso 18 tres veces mas.
20.Resuspender el pellet en 2 ml de LB + 20mM citrato de sodio + antibiético
de seleccion.
21.Incubar a 37°C a 200 rpm ON.
22.Centrifugar los cultivos en donde se observa crecimiento y resuspender el
pellet en 1000 ul LB + 20 mM citrato de sodio + antibiético de seleccion.
23.Platear con el antibiético de seleccion e incubar a 37°C ON.
Reactivos
LB + CaCl, 5 mM
LB + MgSO4 10 mM
LB + 20 mM citrato de sodio

2.5.4. Mutagénesis al azar por transposicion.

En la genética bacteriana los elementos transponibles son una importante
herramienta. Los clasicos estudios en el maiz, realizados por Barbara McClintock,
y otros estudios en bacterias, levaduras, Drosophila, y otros organismos
determinaron una familia de elementos genéticos que pueden moverse de una
posicion a otra en el mismo cromosoma o diferentes. Estos elementos llamados
transposones son de un tamafo de mas de 1500 pb, con secuencias invertidas
repetidas que flanquean la secuencia de un gen de resistencia a un antibidtico o la
secuencia de un gen; estos transposones se llaman Tn7, Tn2, Tn3, etc. El
movimiento de los transposones de un cromosoma a otro se puede seguir por la

resistencia al antibiético que presenta (Miller, 1992).

En la busqueda de algun factor transcripcional involucrado en la regulacion
del gen hmp en E. coli en este trabajo se usaron los transposones miniTn10,
miniTn5 y ANK1098 para realizar una mutagénesis al azar de una cepa
merodiploide que lleva en su cromosoma la fusion ®(hmp-‘lacZ) para monitorear la

expresion del gen.
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Procedimiento

Cultivo de la cepa merodiploide en LB + CaCl, 5 mM, a 37°C ON.
Centrifugar 1.5 ml del cultivo a 14,000 rpm por 5 minutos.
Resuspender el pellet en 750 ul de MgSO4 10 mM + CaCl, 5 mM.
Mezclar en tubos de eppendorf:

100 pl de células (Control Negativo)

100 pl de células + 100 pul de miniTn70, miniTn5 o ANK1098
Incubar a temperatura ambiente 15 minutos.

Agregar 1 ml de LB + MgSO4 10mM.

Incubar a 37°C por 2 a 3 horas sin agitacion.

Hacer diluciones 102y 10 con MgSO4 10mM.

. Platear en cajas con kanamicina o tetraciclina

Reactivos

LB + CaCl, 5 mM

N =

©ooNOO

2.5.5. Construccidén de fusiones transcripcionales.

En la genética para poder observar la expresion de algunos genes en
determinadas condiciones fisiolégicas se realizan fusiones usando genes
monitores. En este trabajo para monitorear la expresion del gen hmp se realizaron
fusiones de la secuencia promotora del gen hmp con la secuencia del gen monitor
lacZ. El gen lacZ que codifica para la proteina B-galactosidasa, cuya actividad es
facilmente cuantificable a través de un ensayo colorimétrico (ver actividad de -
galactosidasa). Asi la actividad de -galactosidasa es directamente proporcional a

la expresion del gen hmp.

En este trabajo el primer paso en la construccion de las fusiones fue la
clonacion del promotor del gen hmp en el plasmido pRS415 o pRS551,
posteriormente se realizo la transferencia de la fusidon al cromosoma de una cepa
Alac. Para transduccién de la fusion al cromosoma se realizé mediante el fago
ARS45 (Simons et al., 1987), o usando la cepa TE2680 (Elliot, 1992), la cual es
una cepa recD que permite la recombinacion del DNA lineal con secuencias
homologas en el cromosoma con mayor eficiencia. En este caso la recombinacién

se lleva a cabo en el operdn de triptofano que estda modificado en la cepa TE2680.
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Procedimiento

1. Clonar el promotor hmp en los plasmidos pRS415 o pRS551 usando las
enzimas BamHI y EcoRlI.

2. Transducir la fusidon ®(hmp-lacZ) de pRS415 al cromosoma de la cepa
MC4100 mediante ARS45 o recombinacion en la cepa TE2680

2.5.6. Construccion de mutantes.

Una herramienta genética usada para poder determinar la funcién de una
proteina en la fisiologia del microorganismo, es realizar la sustitucion del gen por
la secuencia de un gen de resistencia a algun antibiotico. En este trabajo se
realizd la delecion sustitucion de varios genes mediante dos métodos, el primer
método es mediante la sustitucion por recombinacion homodloga en la cepa
JC7623 (recBCD) (Winans et al., 1985) en el segundo se usa el plasmido
pKOBEGA (plasmido Ared) para llevar a cabo la recombinacién (Beloin et al.,
2004).

Método 1 (Winans et al., 1985) Procedimiento

1. Amplificar por PCR las secuencias adyacentes 5 (L) y 3’ (R) del gen a
sustituir.

2. Digerir el plasmido pUC4K para obtener el gen de resistencia a kanamicina.

3. Clonar los tres fragmentos (L-Kan-R) en el plasmido pUC18 usando la
enzima ligasa T4.

4. Transformar la cepa XLI-blue con el plasmido pUC18 L-Kan-R. Seleccionar
colonias tetraciclina, ampicilina y kanamicina resistentes.

5. Purificar el plasmido pUC18 L-Kan-R y linearizarlo.

6. Transformar la cepa JC7623 con este plasmido lineal. Seleccionar colonias

kanamicina resistentes y ampicilina sensibles.

7. Transducir la mutacion a una cepa silvestre mediante el fago P1,;.

Reactivos

Reactivos para PCR

Enzimas de restriccion

Reactivos para transformacién

Método 2 (Beloin et al., 2004) Procedimiento

1. Amplificar por PCR las secuencias adyacentes 5’ (L) y 3’ (R) del gen a
sustituir.

2. Amplificar por PCR la secuencia del gen de resistencia a kanamicina.

3. Amplificar por PCR el fragmento L-Kan-R.
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4. Transformar la cepa con el plasmido pKOBEGA con el fragmento L-Kan-
R. Seleccionar colonias kanamicina resistentes.
5. Transducir la mutacién a una cepa silvestre mediante el fago P1..
Reactivos
Reactivos para PCR
Reactivos para transformacion

2.6. TECNICAS MOLECULARES.

2.6.1. Reaccion en cadena de la polimerasa.

Para poder amplificar los fragmentos de DNA se utilizd la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En esta técnica mediante el uso de
dos oligonucledtidos homdlogos a una secuencia de DNA especifica a amplificar y
una serie de ciclos de temperatura de desnaturalizacion y polimerizacion se

incrementa exponencialmente la secuencia definida por los oligonucledétidos.

2.6.2. Purificacién de plasmidos.
La purificacion de los plasmidos utilizados en este trabajo se realizod
mediante el Kit de QIAGEN llamado QUIAprep Spin Miniprep.

2.6.3. Purificacion de DNA cromosomal.
La obtencion de DNA cromosomal de las cepas durante este trabajo se
realizd6 mediante dos técnicas, una fue usando la técnica de fenol- cloroformo y la

otra fue mediante el kit de Wizard Genomics Promega DNA Purification.

Técnica de Fenol-Cloroformo Procedimiento

1. Cultivo de la cepa en 50 ml de LB a 37°C a 200 rpm de agitacion hasta una
ODggonm de 0.8-1.0.

Centrifugar el cultivo en tubos Falcon a 3,000 rpm por 10 minutos.
Resuspender el pellet 10 ml de buffer TE y agregar 10 mg de lisozima
Incubar a 30°C por 15 minutos en agitacion.

Agregar 1 ml de SDS 20% y agitar con una micropipeta por 15 segundos.
Agregar 10 ml de fenol (saturado con buffer TE) y 1.5 ml de NaCl 5 M.
Agitar invirtiendo el tubo por 20 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos y recuperar la fase superior.

ONOGORWN
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9. Agregar un volumen de fenol y un volumen de cloroformo.
10.Agitar invirtiendo el tubo por 20 minutos a temperatura ambiente.
11.Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos y recuperar la fase superior.
12.Agregar un volumen de cloroformo.
13.Agitar invirtiendo el tubo por 20 minutos a temperatura ambiente.
14.Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos recuperar la fase superior.
15.Agregar un volumen de isopropanol suavemente por las paredes del tubo.
16.Mezclar suavemente con una varilla de vidrio en la zona de interfase para
recuperar el DNA que esta en forma de fibras.
17.Lavar el DNA con etanol al 70% frio y secar a temperatura ambiente.
18.Resuspender en 1 ml de buffer TE.
19.Agregar 20 ug/ml de RNAsa e incubar 1 hora a 50°C.
20.Agregar 100 pg/ml de proteinasa K e incubar 1 hora a 37°C.
21.Ajustar el volumen a 5 ml con buffer TE.
22.Agregar un volumen de fenol y un volumen de cloroformo.
23.Agitar invirtiendo el tubo por 10 minutos a temperatura ambiente.
24 Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos y recuperar la fase superior.
25.Agregar un volumen de cloroformo.
26.Agitar invirtiendo el tubo por 10 minutos a temperatura ambiente.
27.Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos y recuperar la fase superior.
28.Agregar un volumen de isopropanol suavemente por las paredes del tubo.
29.Mezclar suavemente con una varilla de vidrio en la zona de interfase para
recuperar el DNA que esta en forma de fibras.

30.Lavar el DNA con etanol al 70% frio y secar a temperatura ambiente
31.Resuspender en 1 ml de buffer TE

Reactivos

Buffer TE (Tris-HCL 25 mM pH 8.0 + EDTA 1 mM)

Lisozima 100 mg de en 1 ml de H,Od. V1=10 mg x 10 ml/1000 mg=0.1 mI=100 pl

SDS 20%

Fenol (saturado con Buffer TE)

NaCl5 M

Cloroformo

Isopropanol

Etanol al 70%

RNAsa (20 ug/ml)

Proteinasa K (100 pg/ml)

2.6.4. Purificacién de RNA.

La obtencion de RNA durante este trabajo se realizé6 mediante la técnica de
fenol caliente (Aiba et al., 1981). Los cultivos para la extraccion de RNA se
realizaron en medio LB bajo condiciones aerdbicas hasta una ODgyponm de 0.4,
posteriormente se les agrego 400 yM de PQ o SNP y se incubaron por 10 y 45

minutos o de 0 a 60 minutos.
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Procedimiento

Cultivo de la cepa en LB a 37°C a 200 rpm de agitacién ON.
Inocular 150 ul de cada cultivo en 15 ml LB, tres matraces.
Incubar a 37°C hasta una ODgyonm de 0.4.
Agregar 400 uM Paraquat o SNP.
Incubar a 37°C por 10 minutos y 45 minutos.
Centrifugando en tubos Falcon a 3,500 rpm por 15 minutos a 4°C.
Resuspender el pellet en 1.5 ml de solucion de lisis con una pipeta Pasteur.
Agregar un volumen de fenol saturado incubado a 65°C.
Agitar a 200 —300 rpm por 10 minutos a 65°C.
10 Centrifugar a 3,500 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente.
11.Recuperar la fase acuosa superior en un tubo Falcon.
12.Repetir los pasos 8 al 11 dos veces mas.
13.Agregar un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).
14. Agitar 10 minutos a temperatura ambiente.
15. Centrifugar a 3,500 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente.
16.Recuperar la fase acuosa superior en un tubo Corex limpio.
17.Agregar un volumen de acetato de sodio 3M pH 5.5 y 2.5 volumenes de
etanol absoluto y precipitar toda la noche a —70°C
18. Centrifugar a 10,000 rpm por 15 minutos a 4°C.
19.Decantar el sobrenadante y secar a temperatura ambiente.
20.Resuspender en 150 ul de H,O libre de RNAsa y guardar a —=70°C en H;0.
Reactivos

N>R WN =

PQ (20 mM)

SNP (20 mM)

Solucién de Lisis Acetato de sodio 20 mM pH 5.5
EDTA 1 mM
SDS 0.5%

Esterilizar en autoclave

Fenol bidestilado Saturar el Fenol con acetato de sodio 20 mM pH 5.5y EDTA 1
mM esterilizado previamente en autoclave

Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)

Acetato de sodio 3 M pH 5.5

Etanol absoluto

Etanol al 75%

Agua libre de RNasas

2.6.5. Southern blot.

A mediados de los 60’s, después de que Nygaard y Hall (1963)
demostraran que el DNA de cadena sencilla puede ser inmovilizado en un filtro de
nitrocelulosa, Denhardt (1966) y Gillespie y Spiegelman (1965) demostraron que
los acidos nucleicos fijados pueden ser detectados por la hibridacién con sondas

marcadas radiactivamente con una alta sensibilidad. A mediados de los 70’s, Ed.
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Southern (Southern, 1975) demostré que la hibridacion del DNA fijado en los filtros
de nitrocelulosa con las sondas radiactivas puede ser usada para detectar
secuencias especificas de fragmentos de DNA. En este método el DNA primero es
digerido con una 0 mas enzimas de restriccion los fragmentos de DNA generados
son separados por tamafo en una electroforesis en geles de agarosa. El DNA es
transferido a membrana de nitrocelulosa para hibridizar con sondas especificas de
DNA complementarias y posteriormente detectar las bandas por medio de un

sistema de deteccion apropiado (Sambrook y Russell, 2001).

Procedimiento

Digestion.
1. Digestion del DNA cromosomal con una o dos enzimas de restriccion.

Electroforesis.

2. Hacer una electroforesis con el DNA digerido, en un gel de agarosa al 1% y
tefirlo con bromuro de etidio (1.5 ug/ml). Tomar una fotografia al gel es muy
importante poner una regla.

Transferencia a la membrana de nitrocelulosa Hybond™ N*.

4. En una charola cubrir el gel con solucion depurinizadora (HCI 0.25M) e
incubar en agitacion lenta por 12 minutos, hasta observar que el azul de
bromofenol cambio a amarillo debido a la acidez del medio que tiene HCI.
Lavar el gel con H,Od.

5. Cubrir el gel con solucion desnaturalizadora e incubar en agitacion lenta por
25 minutos, observar que el azul de bromofenol regrese a su color azul.
Lavar el gel con H,Od.

6. Cubrir el gel con solucidon neutralizadora e incubar en agitacion lenta por 30
minutos. Lavar el gel con H,Od.

7. Transferir el DNA a la membrana:

Poner en una base una tira de papel Wattman®™ 3 veces el tamafio de gel
a lo largo para hacer un puente. Colocarlo sobre el soporte de la camara y
mojar este papel con buffer SSC 20X.
Poner el gel sobre el papel wattman y después la membrana de
nitrocelulosa, procurar que no formen burbujas entre esta y el gel.
Colocar sobre la membrana tres rectangulos del tamario del gel de papel
Wattman®™ y sanitas, aproximadamente 5cm de altura de sanitas.
Presionar todo con un peso de aproximadamente 1 k.
Dejar transfiriendo por 4 horas o toda la noche.

Marcaje de la sonda (Kit ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System

de Amersham)

8. Para inmovilizar el DNA hay que fijar covalentemente el DNA a la

membrana colocar la membrana en luz UV antes de hibridizar con la sonda.
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9. Preparar el buffer de hibridacion (Gold Hibriditation Buffer ECL). Se
requieren 0.25 ml de buffer por cada cm? del recipiente usado o si hicimos
un gel de 8 x 11 cm preparar 30 ml de buffer.

10.Agregar a los 30 ml de buffer en agitacion 0.5 M de NaCl (0.850 g), esperar
a que se disuelva.

11.Agregar en agitacion 5 % peso/volumen de agente bloqueador (1.5 g) y
mantener en agitacién por 1 hora a temperatura ambiente.

12.Prehibridizar la membrana a 42°C por 20 minutos en el buffer de
hibridacién.

13.Marcar la sonda: poner 10 ul de sonda en un tubo eppendorf.

14.Desnaturalizar calentando a 100°C por 5 minutos.

15.Incubar en hielo por 5 minutos y centrifugar 10 segundos.

16.Agregar un volumen de agente de marcaje, mezclar con la micropipeta.

17.Agregar un volumen de la solucion de glutaraldehido.

18.Incubar a 37°C por 10 minutos.

19.Agregar al buffer de hibridacién sin tocar la membrana e incubar a 42°C
toda la noche.

Deteccion de la sefal

20.Lavar la membrana con 100 ml de buffer primario caliente a 55°C agitando
suavemente por 10 minutos a 55°C.

21.Repetir el lavado.

22.Lavar la membrana con 100 ml de buffer secundario, agitendo suavemente
por 5 minutos a temperatura ambiente.

23.Repetir el lavado.

24 Pasar la membrana a un recipiente limpio eliminando el exceso de buffer
secundario.

25.Agregar sobre la membrana del lado del DNA una mezcla de volumenes
iguales del reactivo de deteccion 1 con el reactivo de deteccion 2.

26.Colocar una pelicula autoradiografica sobre la membrana.

27.Dejar exponiendo por 5 minutos y revelar.

Reactivos

Membrana de nitrocelulosa Hybond™ N*

Solucion Depurinizadora (HCI 0.25M)

Solucion Desnaturalizadota

Solucién Neutralizadora

Buffer SSC 20X

Kit ECL Detection System de Amersham Biosciences
Buffer Primario

Buffer Secundario

Pelicula autoradiografica

2.6.6. Northern blot.
A diferencia del Southern blot, en el Northern blot lo que se inmoviliza en la
membrana de nitrocelulosa es el RNA. En este trabajo el RNA se purificé de

cultivos tratados con PQ o SNP.
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Procedimiento

Electroforesis.
1. Hacer una electroforesis con el RNA en un gel de agarosa al 1% + 20 mM
tiocianato de guanidina (Goda y Minton, 1995). Realizar la electroforesis a
60 volts por aproximadamente 1.30 horas.
2. Transferir a la membrana de nitrocelulosa.
Los pasos siguientes son iguales a los de Southern blot.

2.6.7. 5 RACE.

RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) es un proceso para la
amplificacion de secuencias de acidos nucleicos de templado de RNA mensajero
(mRNA) entre un sitio interno definido y una secuencia desconocida hacia el
extremo 5 del mRNA. El 5° RACE es una técnica que facilita el aislamiento y
caracterizacion del extremo 5 de mensajeros de bajo numero de copias. Los
pasos a seguir en esta técnica son (Invitrogen):

1) Sintesis de la cadena de cDNA, usando un oligonucléotido antisentido
especifico a la secuencia del gen (oligonucléotido 1).

2) EI cDNA se purifica de los dNTP’s no incorporados y los restos de
oligonucleatido.

3) Usando la enzima deoxinucledtido terminal transferasa (TdT) se agrega una
cola homopolimérica de citocinas en el extremo 3’ del cDNA.

4) EI cDNA con el homopolimero en el 3’ es usado para realizar un PCR, usando
un segundo oligonucleétido especifico dentro de la secuencia del gen
(oligonucléotido 2) y otro que ademas de la secuencia complementaria a la
cola de homopolimeros tenga una secuencia conocida (oligonucléotido kit 1).

5) Este otro producto es usado como molde para realizar un segundo PCR
usando el oligonucledtidos 2 y un cuarto oligonucléotido (oligonucléotido 2 kit)
complementario al oligonucléotido kit 1.

6) Este producto de PCR es secuenciado y una vez identificado el homopolimero
en al secuencia la siguiente base sera el sitio de inicio de la transcripcion del

gen.
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2.6.8. Purificacion de la proteina Fur.

Para poder realizar los ensayos electroforéticos de retardo de bandas se
purifico la proteina Fur. Usando el plasmido pET3a-fur, donado por la Dra. Jung-
Hye Roe de la Universidad de Seul, Corea del Sur, se realizaron cultivos en
presencia de IPTG y posteriormente se uso el Kit Ni-NTA Spin Handbook de
QIAGEN.

Procedimiento

Expresion
1. Cultivo de la cepa ELI96 (BL21 + pET3a-fur) en LB + 200 ug/ml ampicilina +
25 pg/ml cloramfenicol a 37°C ON.
2. Inocular 500 pl del cultivo en 50 ml LB + 200 ug/ml ampicilina + 25 ug/ml
cloramfenicol, dos matraces.
3. Incubar a 37°C en agitacion hasta una ODggp nm de 0.4.
4. Agregar a uno de los cultivos 1 mM IPTG e incubar a 37°C en agitacién por
4 horas.
5. Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos a 4°C y decantar el sobrenadante.
Lisado
6. Resuspender el pellet en 1 ml de buffer de lisis.
7. Agregar 1 mg/ml lisozima e incubar en hielo por 30 minutos.
8. Sonicar 10 segundos con pausas de 30 segundos a 12 microoms, 4 veces.
Homogeinizar en hielo para la lisis total.
9. Centrifugar a 14,000 rpm 30 minutos a 4 °C.
Purificacion (solo de los cultivos con IPTG) Usar el Kit Ni-NTA Spin Handbook
10. Equilibrar las columnas con 600 pul de buffer de lisis.
11.Centrifugar a 2,000 rpm (700 xg) por 2 minutos.
12.Guardar 20 pl del lisado (para el gel de proteinas).
13.Poner 600 pul del lisado en una columna ya pre-equilibrada.
14.Centrifugar a 2,000 rpm (700 xg) por 2 minutos.
15. Decantar el sobrenadante y agregar 600 ul de buffer de lavado.
16. Centrifugar a 2,000 rpm (700 xg) por 2 minutos.
17.Guardar un poco del sobrenadante para realizar el gel de proteinas.
18.Pasar la columna a otro tubo y agregar 600 ul de buffer de lavado.
19. Centrifugar a 2,000 rpm (700 xg) por 2 minutos.
20.Guardar un poco del sobrenadante para realizar el gel.
21.Pasar la columna a un tubo eppendorf y agregar 600 pul de buffer de elucion.
22.Centrifugar a 2,000 rpm (700 xg) por 2 minutos.
23.Agregar 150 ul de buffer de elusion.
24.Guardar a -70°C.
25.Realizar un gel de proteinas para verificar la pureza de la proteina.
Reactivos
Lisozima 1 mg/ml (Stock 100 mg/ml)
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Buffer de Lisis (NaH,PO4 50 mM+ NaCl 300 mM + 10 mM Imidazol pH 8.0)
Buffer de Lavado (NaH2PO4 50 mM+ NaCl 300 mM + 20 mM Imidazol pH 8.0)
Buffer de Elucién (NaH,PO4 50 mM+ NaCl 300 mM + 250 mM Imidazol pH 8.0)

2.6.9. Ensayos electroforéticos de retardo de bandas.
Para determinar si Fur se une a la region intergénica glyA-hmp se realizaron
ensayos electroferéticos de retardo de bandas con la secuencia de DNA de glyA-

hmp de E. coliy Salmonella y la proteina Fur de E. coli purificada.

Procedimiento
Obtencion de Sondas
1. Amplificar por PCR las regiones intergénicas glyA-hmp de E. coli y
Salmonella, usando una mezcla de dNTP’s conteniendo oCTP [*P].
Reacciones de Unién
1. Mezclar en tubos eppendorf:
5 ul sonda radioactiva
1, 2, 5 ul proteina Fur
10 pl Buffer Binding 1TMM
Incubar a 30°C 15 minutos.
Realizar la electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% + glicerol 2%.
Correr a 120 volts por 40 minutos a 1 hora.
. Secar el gel y exponer placas radiograficas. Revelar.
Reactivos
Buffer TGED (20 ml)
Tris-HCI pH 8.0 20 mM

SENIEN

Glicerol 5%
EDTA 1 mM
DTT 1 mM

Buffer Binding 1MM (5ml)
Tris-HCI pH 8.0 20 mM
KCI 50 mM
MgCl, 2mM
EDTA 1 mM
BSA 0.05 mg/ml
DTT 5 mM
Glicerol 10 %
Polyd1-dc 100 ng/ml (Stock 250 pug/ml)
NP-40 0.1%
Filtrar

Poliacrilamida 8% + Glicerol 2% (50 ml)
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2.7. TECNICAS BIOQUIMICAS.

2.7.1. Actividad de pB-galactosidasa.

Una de los genes reporteros utilizados en estudios sobre regulaciéon
genética, es el gene lacZ que codifica para la enzima B-galactosidasa. El substrato
de esta enzima es la lactosa, pero también puede actuar sobre analogos de ésta
molécula, uno de ellos es el cromdéforo o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG),
cuya hidrélisis puede detectarse mediante una reaccion colorimétrica, midiendo
absorbancia a 420 nm. Para monitorear la actividad de un gen, se pueden
construir fusiones uniendo la region promotora del gene de interés con la region
codificante del operdn lacZ y midiendo la expresion del gene de interés mediante

la actividad de la B-galactosidasa (Millar, 1992).

Para calcular la actividad de B-galactosidasa se usa la férmula de Miller:
UM = 1000 (DO 420nm — (1 75X DOSSOnm)) / (t xV x DOBOOnm)
donde: t=tiempo de reaccion

V= volumen de células en suspension (ml)

La DO420nm mide la absorbancia debida a la hidrolisis de ONPG; mientras que
la DOssonm mide la dispersién de la luz debida a los restos celulares y la turbidez.
Para estos experimentos se usd un espectrofotometro de UV/Visible Ultrospec

3100 pro (Amersham Pharmacia Biotech).

Procedimiento

1. Cultivo de la cepa en LB a 37°C en agitacion a 200 rpm ON.
Inocular 100 pl del cultivo en 5 ml de LB, 3 matraces por cepa.
Incubar a 37°C a 200 rpm de agitacion ODgyponm de 0.4.
Agregar: 1 matraz sin nada
1 matraz 200 uM PQ
1 matraz 200 uM SNP
Incubar 60 minutos a 37°C a 200 rpm.
Agregar 40 pg / ml de Cloramfenicol, para inhibir la sintesis de proteinas.
Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.
Tomar 1 ml de cada cultivo y centrifugar 5 minutos a 14 000 rpm.

N
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9. Resuspender el pellet de células en 1 ml de NaCl al 0.8% frio.
10. Centrifugar 5 minutos a 14 000 rpm.
11.Resuspender el pellet de células en 1 ml de Buffer Z con Beta-
mercaptoetanol.
12.Medir D.O. a 600nm usando como blanco 1 ml de Buffer Z con B-
mercaptoetanol.
13.Hacer triplicado de cada cepa con lo siguiente:
30 ul de células + 970 microlitros de Buffer Z con Beta-Mercaptoetanol
50 ul de células + 950 microlitros de Buffer Z con Beta-Mercaptoetanol
100 pl de células + 900 microlitros de Buffer Z con Beta-Mercaptoetanol
Usar 1 ml de Buffer Z con Beta-mercaptoetanol como control.
14.Agregar 2 gotas de cloroformo (CHCI3) y 2 gotas de SDS al 0.1% con
una pipeta Pasteur.
15.Mezclar en vortex el mismo tiempo y velocidad para cada tubo. El tubo
control se trata de la misma forma.
16.Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
17.Agregar 200 ul de ONPG a 0.4 % en intervalos de 15 segundos entre
tubo y tubo (para controlar el tiempo en cada tubo) y mezclar en vortex el
mismo tiempo y velocidad para cada tubo. EI ONPG es el sustrato de la
B-galactosidasa que al hidrolizarse por esta enzima, presenta un maximo
de absorbancia a 420nm.
18.Incubar a temperatura ambiente de 15 a 20 minutos o hasta observar el
color amarillo.
19.Agregar 500 ul de Na,CO; 1M (también a intervalos de 15 segundos
entre cada tubo) para detener la reaccién del ONPG.
20.Medir la absorbancia a 420 nm y 550 nm (a 550nm se mide la densidad
celular) de los tubos y usar el control como blanco. Se uso un
espectrofotometro de UV/Visible Ultrospec 3100 pro (Amersham
Pharmacia Biotech).
21.Calcular las Unidades Miller (cantidad de ONPG hidrolizado por minuto
por funcién de densidad 6ptica).
Reactivos
PQ
SNP
Cloramfenicol
NaCl al 0.8% frio
Buffer Z con Beta-Mercaptoetanol
Cloroformo
SDS al 0.1%
ONPG a 04 %
N32CO3 ™
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2.7.2. Ensayos de inhibicion de la respiracion por NO'.
Pare determinar la inhibicion de la respiracion por NO en una cepa silvestre,
una mutante hmp y ambas cepas complementadas con el gen vgb (hemoglobina

de Vitreoscilla) se uso un oximetro para medir al porcentaje de oxigeno.

Procedimiento

1. Cultivos de las cepas en LB a 37°C a 200 rpm ON.

. Inocular 50 ml de cada cultivo en 2 litros de LB + antibiético requerido.
Incubar a 37°C a 200 rpm hasta una ODggp nm de 0.4-0.6.

Tomar 1.8 ml de los cultivos para medir en el oximetro.

Agregar diferentes concentraciones de SNP.

Realizar la grafica.

2

2.8. METODOS BIOINFORMATICOS.

2.8.1. Andlisis tipo BLAST.
Para poder realizar comparaciones de secuencias se hicieron analisis tipo
BLAST usando la pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

2.8.2. Andlisis en GeConT (Gene Context Tool).

El programa GeConT (Ciria et al., 2004), fue disefiado para visualizar el
contexto del genoma de un gen o un grupo de genes y sus ortélogos en todos los
genomas completamente secuenciados. La informacién grafica de GeConT puede
usarse para analizar la anotacion del genoma, la identificacion de genes ortélogos
funcionales o para verificar el contexto gendmico de algun grupo de genes con

propiedades comunes.
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Multiple regulators of the Flavohaemoglobin (hmp) gene
of Salmonella enterica serovar Typhimurium include RamaA,
a transcriptional regulator conferring the multidrug resistance

phenotype
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Abstract Microbial flavohaemoglobins are proteins
with homology to haemoglobins from higher organ-
isms, but clearly linked to nitric oxide (NO) metabo-
lism by bacteria and yeast. Amp mutant strains of
several bacteria are hypersensitive to NO and related
compounds and hmp genes are up-regulated by the
presence of NO, The regulatory mechanisms involved
in hmp induction by NO and the superoxide-generat-
ing agent, methyl viologen (paraquat; PQ), are com-
plex, but progressively being resolved. Here we show
for the first time that, in Salmonella enterica serovar
Typhimurinum, hmp transcription is increased on expo-
sure to PQ and demonstrate that RamA, a homologue

E. Herndndez-Urzia ' D. §. Zamorano-Sdnchez -

J. Ponce-Coria - J. Membrillo-Hernéndez ()
Laboratorio de Microbiologfa y Genética Molecular,
Departamento de Biologfa Molecular y Biotecnologfa,
Instituto de Investigaciones Biomédicas,

Universidad Nacional Auténoma de México,

P.O. Box 70-228, Coyoacdn, Mexico City 04510, Mexico
c-mail: jmh@biomedicas.unam.mx

S. Grogan - R. K. Poole

Krebs Institute for Biomolecular Research,
Department of Molecular Biology and Biotechnology,
University of Sheffleld, Sheffield, UK

E. Morett

Departamento de Ingenierfa Celular y Biocatdlisis,
Instituto de Biotecnolog(a,

Universidad Nacional Auténoma de México,
Mexico City, Mexico

Present Address:

S. Grogan

Department of Medicine, Section of Infectious Disease,
Boston University School of Medicine, 650 Albany Street,
EBRC, Room 630, Boston, MA 02118, USA

of MarA is responsible for most of the hmp paraquat
regulation. In addition we demonstrate NO-dependent
elevation of Salmonella hmp transcription and Hmp
accumulation. In both Escherichia coli and Salmonella
modest transcriptional repression of hmp is exerted by
the iron responsive transcriptional repressor Fur,
Finally, in contrast to previous reports, we show that in
E. coli and Salmonella, hmp induction by both para-
quat and sodium nitroprusside is further elevated in a
fur mutant background, indicating that additional reg-
ulators are implicated in this control process.

Keywords Flavohaemoglobin - Nitric oxide -
Paraquat - Fur - Iron regulation - RamA

Introduction

Haemoglobins are defined as haem proteins that bind
oxygen reversibly. Microbial haemoglobins can be clas-
sified into two broad groups. The first comprises globins
resembling classical myoglobin or haemoglobin as in the
case of Vitreoscilla Vgb (Wakabayashi et al. 1986), or
Campylobacter jejuni Cgb (Elvers et al. 2004). The sec-
ond broad group comprises the chimeric flavohaemo-
proteins, composed of a single polypeptide having both
a single haem and FAD (Wu et al. 20034, b; Poole and
Hughes 2000). These proteins are composed of an N-
terminal domain homologous to vertebrate, plant and
Vitreoscilla globins, and a C-terminal domain with FAD-
and NAD(P)H-binding sites as in proteins of the ferre-
doxin-NADP reductase family (Ermler et al, 1995; Ilari
et al. 2002). Closely related flavohaemoglobins occur in
yeast (Zhu and Riggs 1992; Iwaasa etal. 1992) and
different bacteria (Vasudevan et al. 1991; Cramm et al.
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1994; Favey et al. 1995; Lacelle et al. 1996; Crawford and
Goldberg 1998a, b). On the basis of polymerase chain
reactions experiments (Membrillo-Herndndez and
Poole 1997) and of genome sequence projects (hitp:/
www.ligr.org/microbial), related haemoglobins are pre-
dicted to be present in many other bacteria.

A role for microbial globins in protection from NO
stress was first suggested by the observation of a signifi-
cant increase in the transcription of the hmp gene
(encoding the flavohaemoglobin of Escherichia coli) in
response to NO (Poole et al. 1996). This was further
supported by the increased sensitivity to NO-releasing
agents of defined hmp mutant strains of E. coli (Memb-
rillo-Herndndez etal. 1999) and S. typhimurium
(Crawford and Goldberg 1998b). Moreover, purified
Hmp protein has NO dioxygenase or denitrosylase
activity, forming nitrate under aerobic conditions
(Gardner et al. 1998; Hausladen et al. 1998; Hausladen
etal. 2001) and also, with much reduced activity,
reducing NO to N,O under anaerobic conditions (Kim
etal. 1999), These findings strongly suggest that the
main function of flavohaemoglobins is to provide pro-
tection from the toxicity of NO. In fact, Salmonella ent-
erica serovar Typhimurium hmp-deficient mutants are
impaired in pathogenicity due to their increased sensi-
tivity to the NO-related killing process exerted by mac-
rophages (Stevanin et al. 2002). Although the role of
several flavohaemoglobins in NO detoxification is now
well established (Frey etal. 2002; Wu etal. 20034,
2003b; Gardner 2005; Poole 2005), the transcriptional
regulatory mechanisms responsible for NO induction
of hmp genes are still being uncovered,

Two of the most studied flavohaemoglobin genes are
those from E. coli (hereafter hmpg,) and S. enterica
serovar Typhimurium (hereafter hmpg). hmpg,
expression is induced 19-fold by NO under aerobic or
anaerobic conditions independently of the SoxRS sys-
tem (Poole etal. 1996). In addition, a 10- to 15-fold
induction was observed when aerobically or anaerobi-
cally grown cells were treated with the iron-chelating
agent 2,2'-dipyridyl suggesting the involvement of an
iron regulatory protein (Poole et al. 1996; Anjum et al,
1998). Fnr is a regulator of hmp g, gene expression but
only under anaerobic conditions (Cruz-Ramos et al.
2002; Poole et al. 1996). Inactivation by nitrosylation of
the Fe-S cluster of Fnr with formation of a dinitrosyl-
iron—cysteine complex lowers the affinity of binding of
Fnr to the “Fnr box” near the translational start codon
ATG (Cruz-Ramos et al, 2002; Poole et al. 1996). Thus
repression of hmp transcription by active Fnr is lifted
in the presence of NO and its congeners. Under
aerobic conditions, and presumably anoxic conditions
also, MetR (a methionine biosynthesis transcriptional

’Sriner
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regulator) activates hmp gene expression in response
to nitrosothiols but not to NO per se (Membrillo-Her-
ndndez et al. 1998). Other regulators such as RpoS and
IHF, known to affect hmp expression, apparently are
not involved in the hmpg, induction by NO (Memb-
rillo-Herndndez et al. 1996, 1997a). Very recently, the
yjeB (nsrR) gene of E. coli has been shown to encode a
NO-sensitive transcriptional regulator of hmp and
other genes known to be involved in nitrosative stress
tolerance (Bodenmiller and Spiro 2006). Interestingly,
hmpg. is also strongly induced by methyl viologen
(Paraquat; PQ) independently of the SoxRS system
(Membrillo-Herndndez et al. 1997b) but neither its
physiological significance nor the mechanism for tran-
scriptional control have been so far clarified.

In Salmonella, it was reported that hmpy, is regu-
lated by the iron responsive protein Fur (Crawford and
Goldberg 1998a) but the ®(hmp-‘lacZ) operon fusion
used is in fact an ®(iroC-lacZ) fusion (Crawford and
Goldberg 2006), rendering earlier conclusions invalid.
Nevertheless, it has been independently demonstrated
(D’Autreaux et al. 2002) that the Fur protein is directly
inhibited by nitrosylation of the iron and so, in princi-
ple, Fur might act as a transcriptional regulator of hmp
genes.

In this work, we constructed and analysed ®(hmp-
‘lacZ) fusions for both the E. coli and Salmonella pro-
moter regions. Since (a) Fur has not been implicated in
regulation of Amp g, and (b) doubt has been cast on the
Fur regulation of Ampg,, we used these fusions to exam-
ine regulation of each promoter in each species, since
both genes respond to NO and the DNA promoter
regions of hmp¢, and hmp g, share extensive sequence
identity. Our results demonstrate for the first time that
Fur is a weak repressor of both hmp genes. In addition,
we report on the PQ regulation of the hmpg, and report
that RamA, a homologue of MarA in Salmonella is
responsible for most of the Ampg, induction by this
redox-cycling agent.

Methods

Bacterial strains, plasmids, media and growth
conditions

Escherichia coli and S. enterica serovar Typhimurium
strains and plasmids used in this study are listed in
Table 1. Cells were grown in rich medium (LB; Miller
1972) supplemented as appropriate with ampicillin
(200 pg/ml), chloramphenicol (25 pg/ml), tetracycline
(25 pg/ml) or kanamycin (25 pg/ml). Culture optical
density at 600 nm (apparent Agy,) was measured with a
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Table 1 Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid Relevant genotype

Source or reference

Escherichia coli

MC4100

JMH0252 MC4100, pRS415 ®(hmp g -lacZ)
JMH1216 MC4100, pRS415 ©(hmpg-lacZ)
JMH1179 MC4100 Afur::kan

JMH1211 IMH1179, pRS8415 ®@(hmp g -lacZ)
JMH1251 JMH1179, pRS415 ®(hmp-lacZ)
JMH1085 MC4100 soxR.cat

Salmonella enterica serovar Typhimurium

JMH1177 UAI1784, fur:Q0Cm

JMH1212 IMH1177, pR$415 ®(hmp . -lacZ)
IMH1213 JMH1177, pRS415 O(hmp -lacZ)
JMH1262 ATCC 14028

TMH1366 ATCC 14028, pRS415 ®(hmpy-lacZ)
IMH1367 ATCC 14028, pRS415 ®(hmp ,-lacZ)
J8219 14028 furdl.::kan

MCS2A 14028 hmp::kan

TS1 ATCC 14028 AramA::kan

TS2 ATCC 14028 AsoxRS::tet

Plasmids

pRS415 lacZY A operon fusion vector, Amp®
EHUO? pRS8415 O(hmp g -lacZ)

EHU30 PRS415 ®(hmpg-lacZ)

F= araD139 AlacU169 rpsl.150 relAl fib-5301 deoC1 pts F25

Michael Casadaban
This study
This study
This study
This study
This study
This study

5. Campoy

This study

This study

ATCC

This study

This study

Kehres ct al. (2002)

Crawford and Goldberg (19982, b)
van der Straaten et al, (2004a)

van der Straaten et al. (2004b)

Simons et al. (1987)
This study
This study

Jenway 6100 spectrophotometer in cells of 10-mm path
length after appropriate dilution. Cultures were grown
at 37°C with shaking (200 rpm) in conical flasks con-
taining about 1/5 of their own volume of medium and
inoculated with 1% of the culture volume using an
overnight culture. Sodium nitroprusside (SNP; Sigma,
St. Louis, MO, USA) (400 pM) or Methyl Viologen
(Paraquat, PQ; Sigma) (400 uM) were used as indi-
cated in the figure legends.

Construction of plasmids EHU1 ®(hmpp, -‘lacZ)
and EHU30 ®(hmpy, -‘lacZ)

A 400 bp fragment containing the promoter region of
the hmpg, was PCR amplified using oligonucleotides
JMHS5 hmpg, 5'-GCTTGAATTCCCGCATCTCCTG
ACTCAGC-3" and JIMH3hmpg, 5'-CCCCGGATCC
ACCAGTAAAGGGATGGTGG-3', and a 401 bp
fragment containing the promoter region of the hmpy,
was PCR amplified using oligonucleotides IMHS5hmp g,
5"-CGCTGAATTCTCCGCATCTCCTGA-3' and IM
H3hmpgs, 5'-CGGTGGATCCTCAACCAGCAGGG
G-3'. Both PCR fragments were digested with EcoRI
and BamHI and cloned into plasmid pRS415 (Simons
et al. 1987) digested with the same enzymes, Plasmids
bearing transcriptional lacZ fusions were used to trans-
form by electroporation strain MC4100 (Table 1), puri-
fied, and subjected to DNA sequencing, correct
constructs were introduced by electroporation into

wild-type and mutant strains of E. coli and S. enterica
serovar Typhimurium as indicated in the results
section.

Genetic techniques

Genetic crosses were performed with bacteriophage
P1,-mediated transduction (Miller 1972). Plasmid
DNA was isolated with the QIAGEN QIAprep kit
(Valencia CA). DNA fragments were isolated from
1% agarose gels with the QIAGEN QIAquick Kkit,
Transformation of bacteria with plasmid DNA was
done by electroporation. Restriction enzymes and T4
DNA ligase were from New England BioLabs, Inc.
(Beverly, MA, USA) or Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA). DNA polymerase (Pfu) was from Stratagene
(La Jolla, CA, USA).

B-Galactosidase assays

B-Galactosidase activity was measured as described by
Miller (1972) and Giacomini et al. (1992), Assays were
carried out at room temperature (around 25°C). Cell
pellets were suspended in 2.5 to 4 ml of Z buffer (Miller
1972) and stored on ice. B-Galactosidase activity in
CHCIl;- and sodium dodecyl sulfate-permeabilised cells
was measured by monitoring the hydrolysis of o-nitro-
phenyl-p-D-galactopyranoside. Activities are expressed
in terms of the ODy,, of cell suspensions by the formula
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of Miller (1972). Each culture was assayed in triplicate;
results were confirmed in at least two or three indepen-
dent experiments.

Northern blot analyses

Total RNA was extracted from exponentially growing
cultures (0.5 ODgy) o) of Salmonella or E. coli using a
modified version of the hot-phenol protocol (Aiba
etal. 1981). SNP or PQ was added prior to RNA
extraction as indicated in Fig. 4. Quantification of
RNA was performed in an Amersham UV spectropho-
tometer at 260 nm. Samples (30 pg) with a 260/280 nm
ratio of 1.8 or higher were loaded into a 1% agarose gel
containing 20 mM guanidinium thiocyanate as previ-
ously reported (Goda et al. 1995; Membrillo-Hernan-
dez et al. 1999), Electrophoresis was run at 8 V/cm for
2.5h, The ECL Hybridization system (Amersham,
Uppsala, Sweden) was used for Northern blot analyses
using PCR-generated hmp DNA fragments from E.
coli or Salmonella as probes,

Western blot analysis

For the immunoblotting experiments, S. enterica cul-
tures were grown under the same conditions used for
the RNA assays; cells were harvested, disrupted by
sonication and cell debris was removed by centrifuga-
tion. The crude extract was centrifuged at 160,000 x g
for 1h and the supernatant (soluble extract) was
decanted. Total soluble protein was determined
according to the method of Bradford (Bradford 1976)
using BSA for standardization. Each protein sample
was separated by SDS-PAGE and transferred to

falmooells CRY CTCCTOACTC MG CTARCAATAMAATTTUTO- C CTOARAMD OCABTCC- FTOG GACTTCOOCE
L T R e N ey
I coli CRTCTCCTOACTCASCTAACAATARMATTTTTOOC CTTTATAG GCGETCCTCTTG BACAACGECO

nitrocellulose membranes overnight at 11 mA. The
membrane was incubated with rabbit polyclonal antise-
rum raised against E. coli Hmp protein (Stevanin et al.
2002), then with rabbit monoclonal secondary anti-
body. Detection was done with the ECL chemilumi-
nescence system (Amersham).

Results and discussion

DNA sequence similarity between E. coli
and . enterica serovar Typhimurium
glyA-hmp intergenic regions

Alignment of the E. coli and S. glyA-hmp intergenic
DNA sequences reveals 77% identity between the two
regulatory sequences (Fig. 1) and clear conservation in
the regulatory regions (Schwartz et al. 2000). Regula-
tion within the intergenic glyA-hmp region in E. coli
and Salmonella is complex and several transcriptional
regulators such as MetR, PurR and recently CsgD) are
known to be involved in glyA and hmp expression
(Chirwa and Herrington 2004; Koskenkorva et al.
2006). Importantly, both the E. coli and Salmonella
hmp genes are strongly up-regulated by NO (Poole
et al. 1996; Poole 2005).

In Salmonella, the iron-uptake regulator protein Fur
was previously implicated in the NO-regulation of
hmpg, (Crawford and Goldberg 1998a, b) but the
fusion described in that work is now known not to
report hmp transcription (Crawford and Goldberg
2006). Nevertheless, independently DD’ Autreaux et al.
(2002) have described a slight effect of Fur on hmp tran-
scription in E. coli (unpublished, cited in D’Autreaux

Salmocalls AACAOTATAMCCGAATCATTCTTCEATAAC AT CTTOACAARGGT TTTTALAC ALM: DATTACCTATOC STCAGNTA A

TLERERE e i bl 0 Vet e eyl
AdCAOTATAACCGAATCATTOT GLEA TALL AUGTCTTEACAAAGGA

E. codi

Salmonelle GGTTTCCTUAACGAGAGTCTRACGAATTTC AACGGATITCTTTTCA
PELRTERRARE e et vt

[RREL N TR | n i

tercrraanm [} 1
ACOCARG

Furhl hin wlte
GCTTTUTGATOC AGAT TTTTCACG TTET TACCTC
[ B

g cold BCTTIOGAGANTAAAALG CTTGCARC awmmgn
KetR binding sits 2 el binding mite )

S41monelld  CATAAC GTAAAGCAGACAAGATCUALYENGANTECAAGGGTA - TIT TOCATTTGRTAT AGAL CAIT MGATTT

[ L I I I A L AT I A N I NN AR e |

F. solli THCA! AT

Sulnonwlle  TCACATAMGEALG CACGTRVE|
POV qnbeineh gl

T. Coli O AAAL ARAG GAAGACCA TG

Fig. 1 DNA sequence alignment of the glyA-hmp intergenic re-
gions in Salmonella enterica serovar Typhimurium (rop) and Esc-
herichia coli (bottom). Identical nucleotides are shown by a vertical
line. Regulatory binding sites for MetR, PurR, and Fur boxes are in
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et al. 2002), evident as a twofold induction in a fur
mutant. The transcriptional start site for hmpg, has yet
to be determined but, due to 100% identity with the
experimentally determined — 35 (TTtACA) and — 10
(TATAAGg) boxes of hmpg,, it is likely that both hmp
transcripts start at the G located at position — 38 bp
upstream from the translational start codon ATG
(Fig. 1). Interestingly, a very recent and independent in
silico study using theBacterial PROMoter prediction
program BPROM (http://www.softberry.com) arrived
at the same conclusion (Koskenkorva etal. 2000).
Examination of the putative Fur box in Salmonella
showed a 10 out of 19 match with the bacterial Fur box,
whereas the E. coli Fur box displayed a 7 out of 19
match (Baichoo and Helmann 2002; Lavrrar and McIn-
tosh 2003). In the hAmpg, gene, the Fur box overlaps
with the experimentally determined transcriptional
start site (Fig. 1; Membrillo-Hernandez et al. 1997a).

B-Galactosidase activity of ®(hmpg, -‘lacZ)
and ®(hmpy, -‘lacZ) transcriptional fusions in E. coli

The DNA sequence analysis of the regulatory regions
of both hmp genes led us to think that, notwithstanding
the lack of evidence from the transcriptional fusion of
hmpg,, (Crawford and Goldberg 1998a, 2006), both this
and the E. coli gene might be regulated by the NO-sen-
sitivity of Fur (D’Autreaux et al. 2002). To test this
idea, we constructed two plasmid-borne ®(hmp-‘lacZ)
transcriptional fusions in order to monitor hmpg,. or
hmpg, transcriptional activity (see Methods). Both
fusions carry the entire intergenic glyA-hmp DNA
region (Fig.1). We used pRS415 as plasmid vector,
since it is able to replicate in both Salmonella and

Fig.2 p-Galactosidase activ-

E. coli (Simons et al. 1987). Each fusion-bearing plas-
mid was transformed first into E. coli strain MC4100
(Table 1) and the B-galactosidase activity levels were
determined in exponentially growing cultures. Basal
levels of hmpg, expression (Fig.2b) were five-fold
higher than those of Ampg, (Fig. 2a). Addition of the
nitrosating agent (NO* donor), sodium nitroprusside
(SNP; 200 uM), resulted in a seven- and threefold
induction in the expression levels of hmp g, and hmpyg,
respectively (Fig. 2a, b). These data are in good agree-
ment with previous results using a monolysogen in E.
coli (Poole etal. 1996; Membrillo-Herndndez et al.
1997a, b).

The superoxide-generating agent methyl viologen
(paraquat, PQ) was found to be a potent inducer of
hmp g, expression (Membrillo-Herndndez et al. 1997b;
Pomposiello et al. 2001). Interestingly Amp g, was the
first gene reported to be induced by PQ in the absence
of the two-component global regulatory system SoxRS
(Membrilio-Hern4dndez et al. 1997b; see later). How-
ever, no data on the effect of PQ on hmp g, gene expres-
sion have been reported. We therefore determined the
B-galactosidase activity levels of the same E. coli
strains carrying the E. coli or Salmonella ®(hmp-‘lacZ)
fusion in the presence of PQ. As shown in Fig 2a, addi-
tion of PQ caused a three- to fourfold induction of
hmpg, expression, confirming our earlier results
(Membrillo-Hernéndez et al. 1997b). Interestingly, the
hmpg, gene expression was also induced 1.5-fold by PQ
(Fig. 2b). Taken together, these results indicate that, in
an E. coli genetic background, hmp g, is induced by SNP
and PQ and that its promoter is stronger than that of
hmp ., whether in untreated cells or cells challenged
with SNP or PQ.

Host: E. coll

ity of ®(hmpg_-'lacZ) and
O(hmpyg, -'lacZ) constructs in
wild type and fur derivative E.
coli strains. Plasmids EHU1
and EHU30 were trans-
formed into wild type (a, b) or
into an isogenic fur mutant
strain (¢, d). Cultures were
grown to the mid-exponential
phase and then treated for

45 min with SNP (sodium
nitroprusside, 200 pM; black
bars), PQ (Methyl Viologen,
200 pM; grey bars) or left
untreated (empty bars).
p-Galactosidase activity levels
are expressed as Miller Units
(Miller 1972). Standard devia-
tions of four different experi- 0-
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To test whether or not the E. coli Fur protein ¢ould
regulate hmp g, and/or hmpyg, in response to NO or PQ,
we transformed a furikan mutant E. coli strain
(Table 1) with the fusion-carrying plasmids and deter-
mined P-galactosidase activities. As shown in Fig, 2c¢,
the lack of fur caused a three- to fourfold increase in
the ®(hmp g -‘lacZ) activity levels suggesting a role for
Fur in hmpg, repression. When the ®(hmpy, -‘lacZ)
fusion was tested (Fig.2d), no significant changes
relative to the wild-type background (Fig.2b) were
observed in untreated cells. Addition of SNP in the
fur:kan background resulted in a 6-fold induction in
the Amp g, transcriptional activity levels (but a 25-fold
induction when compared to the wild-type levels of
expression) (Fig. 2d). In the case of hmpy, a fivefold
induction was observed with SNP (slightly higher than
the magnitude observed for the wild type strain).
Treatment with PQ in the fur::kan background resulted
in a twofold induction for Amp,_ (Fig. 2c, displaying
higher levels of expression than those exhibited in a
wild type strain) and a lower (1.2-fold) induction for
hmpyg, (Fig. 2d) These results indicate that, in an E. coli
genetic background, Fur is a weak repressor of both
hmp genes.

B-Galactosidase activity of ®(hmp g, -‘lacZ)
and ®(hmpy, -‘lacZ) transcriptional fusions
in S. enterica serovar Typhimurium

To explore the transcriptional activity of both Amp
genes in Salmonella, fusion-carrying plasmids were

transformed into Salmonella wild type strain 14028
(see Methods; Table 1) and the B-galactosidase activ-
ity levels were determined. As shown in Fig. 3, similar
low levels of basal expression were observed for both
hmp genes. Likewise, a similar magnitude of induction
was detected when SNP was added to exponentially
growing cultures (about sevenfold; Fig. 3a, b). When
PQ was added to the plasmid-carrying strains, a
greater induction of both hmp genes was observed
(seven- to eightfold increase: Fig. 3b) than that seen in
E. coli.

To test whether the Salmonella Fur protein was the
primary transcriptional regulator responsible for the
hmpg, and hmpyg, gene expression in the presence of
SNPF or PQ, both ®(hmp-‘lacZ) constructs were trans-
formed into a Salmonella fur::cat mutant strain. Unex-
pectedly, the basal level of expression of hmpg, was
only twofold higher (Fig. 3c) than that observed in the
wild type strain (Fig. 3a). In a similar way, the levels of
expression of hmpg, in a Salmonella fur genetic back-
ground were about twofold higher when compared to
those of the wild type strain (Fig. 3d). Both ®(hmp-
‘lacZ) fusions were still induced by SNP (about sixfold)
and PQ (two- to threefold, Figs. 3c, d). Taken together,
these findings strongly suggest that Salmonella bears all
the genetic elements needed for eliciting hmpg or
hmp g, induction in the presence of PQ or SNP. In addi-
tion, the hmp-lacZ expression seems not to be influ-
enced by Fur in the absence and presence of PQ and is
only slightly repressed by Fur in the presence of SNP in
E. coli and Salmonella (Figs. 2b, d; 3a, c).
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Fig. 3 P-Galactosidase activity of ®(hmpy, -'lacZ) and ®(hmpy, -
‘lucZ) constructs in wild type and different mutant Salmonella
strains. Plasmids EHU1 and EHU30 were transformed into wild
type (s, b) or into an isogenic fur (¢, d) or ramA (e, f) mutant
strains. Cultures were grown up to the mid exponential phase and
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then treated for 45 min with SNP (sodium nitroprusside, 200 pM;
black bars), PQ (Mecthyl viologen, 200 pM; grey bars) or left un-
treated (empty bars). B-Galactosidase activity levels are ex-
pressed as Miller Units (Miller 1972). Standard deviations of four
different experiments are shown
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Northern blot analyses of hmp . and hmpg, gene
expression

It is widely accepted that the use of gene fusions may not
reflect the transcriptional activity of a studied gene (Gia-
comini etal. 1992; Pessi et al. 2001). To validate our
results described above, we carried out Northern blot
analyses using RNA extracted from E. coli or Salmo-
nella wild type and different mutant strains under the
same experimental culture conditions. The loading of
RNA samples was quantified and standardized in all
comparisons (see left-hand set of images in each of
Fig. 4a, b). In a wild type E. coli strain, the hmpg,
mRNA transcript could not be detected by Northern
blot analysis unless the culture was treated with PQ or
SNP where strong hybridization signals were observed
(Fig. 4a). Densitometry analysis revealed that there was
a 6- or 15-fold increase in hmp transcription in the pres-
ence of PQ or SNP, respectively. These results are simi-
lar to previous Northern blot analyses of the Amp ;. gene
in cultures treated with SNP (Membrillo-Herndndez
et al. 1999). A fur mutation did not result in a detectable
increase in hmp g expression in the absence of stressors,
but the magnitudes of induction by PQ (16-fold) and
SNP (28-fold) were considerably higher than those
observed in a wild type strain. These results confirmed
our data obtained with a plasmid-borne ®(hmp-‘lacZ)
gene fusion (Fig. 2). When RNA from a wild type Sal-
monella strain was used, again, no detectable signal for
the hmpg, transcript was observed in untreated cultures.
The failure to observe clear up-regulation in a fur
mutant in the absence of external stressors, is consistent
with the following: 1) hmpg, was not identified as a
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Flg. 4 Northern blot expression analyses of Ampg, and Ampg, in
different genetic backgrounds under different culture conditions.
Exponentially growing E. coli (a) or Salmonella enterica serovar
Typhimurium (b) wild type (wt), fur, soxR, or ramA strains cultures
were treated with 200 pM methyl viologen (PQ), 200 uM sodium

Fur-regulated gene in S. enterica serovar Typhimurium
in two different genome wide studies (Tsolis et al. 1995;
Bjarnason et al. 2003), and 2) hmpg. was not found
among the relevant Fur-regulated genes in parallel
genomic studies (McHugh et al. 2003). Addition of PQ
or SNP elicited a 9- or 20-fold increment in the signal,
respectively (Fig. 4b). In a fur mutant, the hmpyg, tran-
script was still undetectable in untreated cultures and a
strong induction was observed when PQ (12-fold) or
SNP (20-fold) was added (Fig. 4b). These results provide
additional molecular evidence suggesting that Fur is not
the only regulator of hmpyg, in the presence of NO or PQ.
Using an ®(hmpg, -‘lacZ) monolysogen fusion, the
global regulatory system SoxRS was previously shown
not to be involved in the induction of hmpg,, by PQ
(Membrillo-Herndndez etal. 1997b). To determine
whether or not regulation ®(hmpy, - lacZ) fusion (Fig. 2)
was dependent on the SoxRS system, we carried out
Northern blot experiments in E. coli or Salmonella soxR
mutant strains. In both cases, we observed an increase in
hmp mRNA amounts in the presence of PQ or SNP
(Fig. 4). Taken together these results confirmed that
both hmpg, and hmpyg, are induced by PQ in a SoxRS-
independent manner. To date the transcriptional regula-
tory factors involved in Amp g, regulation by PQ are not
known but Salmonella has all the transcriptional ele-
ments required for the induction of both hmp genes sug-
gesting the presence of parallel regulatory circuits.

Western blot analyses of Hmpy,

To determine if a fur mutation affects the synthesis of
Hmp protein in S. enterica serovar Typhimurium we

B Saimonelle enterica
PQ SNP

nitroprusside (SNP) or left untreated for 45 min, RNA was then
extracted and subjected to Northern hybridization analysis using
the hmp sequences of Salmonella (a) or E. coli (b) as probes. The
RNA loading control (ethidium bromide stained agarose gel) is
shown on the left hand side of every autoradiograph
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carried out Western immunoblot analysis of different
strains. As shown in Fig. 5, a clear induction in the
amount of Hmp was observed when wild type cells
(strain 14028) were treated with SNP (200 uM). Inter-
estingly, a fur mutant (JS129) exhibited a similar pat-
tern of expression to that of the wild type strain, The
apparent discrepancy between the gene fusion experi-
ments (Fig. 5) and the immunoblotting assay is proba-
bly the result of protein turnover: we have
demonstrated recently (Wu et al. 2004) that purified
Hmp when incubated with oxygen and NADH but in
the absence of NO, rapidly generates superoxide and
peroxide leading to Hmp decay and iron release.

Role of RamA in the regulation of Amp, by PQ

Salmonella enterica serovar Typhimurium possesses, in
addition to the SoxR/S system, a second transcriptional
activator, RamA which is located at about 13.1 min on
the Salmonella chromosome, which also responds to
oxidative stress, specifically to superoxide (van der
Straaten et al. 2004a, b: Yassien et al. 2002). The ramA
gene appears to be specific for Salmonella serovars and
is absent in many other gram-negative microorganisms;
a notable exception is Klebsiella pneumoniae (van der
Straaten etal. 2004a). Indeed, when overexpressed,
ramA confers menadione and PQ resistance and also a
multi-drug resistance phenotype (MDR; van der Straa-
ten etal. 2004b; Yassien etal. 2002). To determine
whether or not RamA was involved in the PQ regula-
tion of hmpg, we carried out Northern Blot analyses
using RNA extracted from Salmonella wild type and
ramA mutant strains from untreated and treated cul-
tures with PQ and SNP. As shown in Fig. 4, a ramA
mutant strain displayed a weak signal when treated with
PQ (1.5 to 2-fold induction) but a strong induction
when treated with SNP (21-fold induced). These results
strongly suggest that RamA is involved in the induction
of hmp , by PQ but not in the SNP regulation.

Rulevant
Strain Genetyps ) ENP .
o2 wid-typs )
JEMD A
MCE2ZA nnp

Fig. 5 Western blot analysis of the Hmp protein in cell extracts
from cultures grown acrobically in the absence or presence of
SNP. §. enterica strains 14028, MCS38, JS129 and MCS2A were
grown aerobically to early exponential phase. For treated (+) cul-
tures, 200 uM SNP was added and cultures were incubated for a
further 45 min. Cell-free extracts were prepared and Hmp was
detected using Western blotting
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To further explore this phenomenon, both ®(hmp-
‘lacZ) constructs were transformed into a Salmonella
ramA:kan mutant strain. The basal levels of expres-
sion of hmpy, as well as of hmp ;. were lower than their
corresponding wild type strains (Fig. 3e, f). Remark-
ably, both ®(hmp-‘lacZ) fusions were not as heavily
induced by SNP as in the wild type strain (approxi-
mately 20% less Fig. 3e, f). The most affected regula-
tion was clearly the induction by PQ where more than
80% of the induction was lost. Taken together, these
findings strongly suggest that RamA contributes to the
regulation of hmpy, by PQ.

Interestingly, it has been demonstrated that due to
its high similarity with MarA and SoxS, RamA can rec-
ognise “Sox boxes” (Li and Demple 1996, Martin and
Rosner 2002; Yassien et al. 2002); however it is still
unclear if the three transcriptional regulators (MarA,
S0x8 and RamA) have common promoter targets. It is
important to note that the Sox box is very relaxed
(AYNGCACNNWNNRYYAAAYN where R=A or
G, W=A or T, Y=C or T and N=any base; Martin and
Rosner 2002) and the DNA sequence that is recogni-
sed by RamA is still unknown.

Gene context analysis of different Amp genes

We reasoned that the neighbours of different hmp
genes could provide us with a clue to their regulation.
We therefore used the novel web interface GeConT
(GeneContextTool; Ciria et al. 2004) to analyse the
regulatory sequences and the neighbour QORFs of all
flavohaemoglobin genes (“hmp genes”). Four different
classes of genetic arrangements could be easily distin-
guished (Fig. 6). At least one class (Class I1 in Fig. 6) of
hmp genes seems to have preserved a transcriptional
regulator in their vicinity in a typical gene-regulator
arrangement. All these regulatory genes encode for a
member of the o**-dependent family of regulators (Xu
and Hoover 2001). It was recently reported that a
member of this family (NorR, formerly known as
YgaA) in E. coli is responsible for the induction of the
norVW operon (encoding a flavorubredoxin, diver-
gently transcribed from norR) in response to NO
(Hutchings et al. 2002; Gardner et al. 2003; daCosta
et al. 2003). Thus, NorR is a transcriptional activator
protein that responds to NO and it is tempting to sug-
gest that the NorR-orthologues located upstream and
divergently transcribed from their corresponding hmp
genes in Vibrio cholerae, V. parahemolyticus, V. vulnifi-
cus, Pseudomonas putida, P. aeruginosa, Azotobacter
vinelandii, Burkholderia fungorum and Burkholderia,
sp. are indeed their NO-responding regulators (Fig. 6).
A different class of hmp genes (I) comprises those having
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Fig. 6 GeneConT analysis of Class)
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different Amp genes. DNA ge-
quences form different Amp

genes were analysed and their
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interface (http://www.ibt.un-
am.mx/biocomputo/ge-
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neighbouring genes were
identified. Genes xI and x2
(class IV) encode for a hypo-
thetical protein involved in
bacterial cell division and for a
hypothetical transport protein
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glyA as a divergently transcribed neighbouring gene. It
is noteworthy that, in addition to E. coli and S. enterica,
a similar arrangement is found in Shigella flexneri, E.
coli OH157, Erwinia carotovora and S. typhi (Fig. 6).
Within Class I are hmp genes from two different Yer-
sinia pestis strains having glyA as a neighbouring gene
but, in these two cases, an insertion event apparently
took place in the glyA-hmp intergenic regions suggest-
ing that the regulatory region of hmp in Yersinia is
evolving away from glyA control. An intermediate case
is the hmp gene of Photorhabdus luminescens in Class |
where the glyA-hmp intergenic region is shorter than
that of Yersinia but larger than that of E. coli. A unique
example is the case of Sinorhizoblum meliloti (Class
III) where the hmp gene is located in an operon-like
arrangement with the nitric oxide-related nosYVX
operon (Fig. 6) suggesting a potential role in nitrogen
metabolism, The significance of other neighbouring
genes such as /dhA in the case of Staphylococcus
aureus, pelAB in E. chrysanthemi or uvrD in Xilella
fastidiosa (all categorized here as Class I'V) is yet to be
determined. It seems likely that some flavohaemoglo-
bin genes are regulated by NorR-like transcriptional
activator factors and that the complex and fine regula-
tion of hmp transcription is still incompletely under-
stood. No RamA homologues (from the family of
AraC/XylS transcriptional regulators) were found in
the vicinity of any Amp gene analysed.

Conclusions

Our results demonstrate for the first time that Fur is a
weak repressor of both hmpg, and hmpg, genes and
that PQ regulation of the hmpy, is mainly mediated by
RamA. It is important to note that the transcriptional

—n Owakeristie ol KAL

Sinorid mobfam welio¥

Ry =P o

preryey ‘ ’ prvde NT2400

pa . —“ Wbeks vutuiioms

frak-He -—-—-—n Wivie p o M rmotifcun
. -—n Wirls sbetras

Rl u—” BrikhoNeris w.

Claws IV
AT Spicien

vmw&!: n Saplyh s
"’IWF*“‘—‘“ Broinia nepeaitst
R Wesiyeorsom entvunaics
Ll ———{KEIP Cupesbaciarion pivtamican
I s 4 —‘ Xibatie tustigioss

regulation of hmp by PQ in E. coli is still obscure as
RamA is not present in the E. coli chromosome. Work
is in progress to elucidate the regulatory mechanisms
concerning PQ regulation of the flavohaemoglobin
gene hmpg, and to determine whether or not RamA
interacts directly with the Amp promoter region.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1. RESULTADOS ADICIONALES AL ARTICULO.

3.1.1. Analisis de la unién de la proteina Fur de E. coli a la regién intergénica
glyA-hmp de E. coliy Salmonella.

En el articulo Hernandez-Urzua et al. 2006, una de las conclusiones fue
que, la proteina Fur participa como un regulador negativo en la expresion del gen
hmp. Ademas anteriormente D’Autréaux y colaboradores (2002) habian

demostraron que Fur se inactiva por la presencia de NO.

Para poder determinar si Fur se une a las secuencias intergénicas glyA-
hmp de E. coli y Salmonella se realizaron ensayos electroforéticos de retardo de
bandas (ver Material y Métodos). Las secuencias intergénicas glyA-hmp de E. coli
o Salmonella se usaron como sondas para ser incubadas con la proteina Fur de E.
coli, purificada a partir de cultivos de una cepa que sobreexpresa el gen fur bajo

un promotor de la polimerasa del fago T7.

Para la purificacion de la proteina Fur se utilizd el plasmido pET3a-fur,
donado por la Dra. Jung-Hye Roe (Lee et al., 2003) de la Universidad de Seul,
Corea del Sur. Este plasmido tiene clonado el gen fur bajo un promotor T7, para
que este gen se exprese se debe de inducir la RNA polimerasa T7, que en la cepa
BL21 esta bajo el promotor trc y es inducida por la presencia de IPTG. Realizando
cultivos de la cepa JMH1255 en presencia de 1 mM de IPTG se logrd
sobreexpresar a la proteina Fur de aproximadamente 14 kDa (Figura 3). La
purificacién de esta proteina se realizd mediante el Kit Ni-NTA Spin de QIAGEN

(ver Material y Métodos, Figura 4A).

Las sondas de DNA de la regién intergénica glyA-hmp (Figura 4B) de E. coli
y Salmonella se obtuvieron mediante PCR usando los oligonucledtidos HMP1 y
HMP2 para E. coliy HMP1St y HMP2St para Salmonella (ver secuencia en Tabla
6). Se usd una mezcla de dNTP’s conteniendo oCTP [*’P] para marcar las

secuencias de DNA. En la regién intergénica glyA-hmp la secuencia de union de la
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proteina Fur (Fur box) se encuentra entre las bases -23 a -41 hacia el extremo 5’
al sitio de inicio de la traduccion, esta secuencia empalma con la secuencia de
union de Fnr (Fnr box), otro factor transcripcional involucrado en el expresion del
gen hmp bajo condiciones anaerdbicas, ademas obstruye el sitio de union a la

transcripcion (Ver Figura 1 del articulo Hernandez-Urzua et al., 2006).

MP - + IPTG

Fur

Figura 3. Sobreexpresion de la proteina Fur de Escherichia coli.
Se realizaron cultivos de la cepa JMH1255 en ausencia y presencia de 1 mM de
IPTG. En geles de poliacrilamida-SDS al 15% tefido con una solucion de Azul de
Coomassie se observo la sobreexpreion de Fur.

Los ensayos electroforéticos de retardo de bandas (ver Material y Métodos)
se realizaron incubando diferentes concentraciones de la proteina Fur purificada,
la cual fue reconstituida agregando ditionita, con las sondas de DNA. Para poder
observar los complejos DNA-Proteina se realizaron geles de poliacrilamida al 8%

suplementados con 2% de glicerol (Figura 4C).

Los resultados de estos ensayos (Figura 4C) indicaron que en presencia de
cantidades crecientes de la proteina Fur se forma un complejo DNA-Proteina, con
la sonda hmp E. coli y la sonda hmp Salmonella. Esto demostrd que la proteina
Fur de E. coli es capaz de unirse a la secuencia intergénica glyA-hmp de E. coliy
ademas a la de Salmonella. Ademas Fur se une al DNA, para regular la

transcripcion del gen hmp de E. coli, aun con 7 pares de bases de las 19 del
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consenso de union de Fur, por lo tanto las diferencias que presenta la secuencia

Fur box de E. coliy Salmonella no son importantes para este reconocimiento.

INES B
Eﬁi‘f Sonda
- glyA ]
15— e Fur Fur Box
C
Fe-Fur (ng) Fe-Fur (ng)
490 980 1900 490 980 1900
Complejo - - ’
DNA libre - Sl z b
E. coli Salmonella |

Figura 4. Ensayo electroforético de retardo de bandas.
A. Purificacién de la proteina Fur. Gel de poliacrilamida-SDS al 15%. B. Esquema
de la sonda de DNA utilizada en estos ensayos. C. Imagenes de las placas
autoradiograficas de los geles de poliacrilamida al 8% suplemetados con 2% de
glicerol donde se muestran los complejos DNA-Proteina.

3.1.2. Analisis de la secuencia de las proteinas Fur de E. coliy Salmonella.
Los resultados anteriores de ensayos electroforéticos de retardo de bandas

demostraron que la proteina Fur de E. coli también reconoce la secuencia del

promotor de hmp de Salmonella. Adicionalmente se realiz6 un analisis de la

secuencia de aminoacidos de las proteinas Fur de E. coliy Salmonella (Figura 5).

Se ha demostrado que el dominio N-terminal de la proteina Fur es el que
reconoce al DNA, mientras que el dominio C-terminal es el encargado de la
dimerizacion de la proteina. Los resultados de este analisis nos indican que estas

dos proteinas presentan un 97% de identidad, solo hay diferencias en los ultimos 5
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aminoacidos que se encuentran en el dominio C-terminal encargado de la

dimerizacioén de Fuir.

Secuencia de Fur

E. coli 1 MTDNNTALKKAGLKVTLPRLKILEVLQEPDNHHVSAEDLYKRLIDMGEEI 50
Salmonella 1 MTDNNTALKKAGLKVTLPRLKILEVLQEPDNHHVSAEDLYKRLIDMGEEI 50
E. coli 51 GLATVYRVLNQFDDAGIVTRHNFEGGKSVFELTQQHHHDHLICLDCGKV 100
Salmonella 51 GLATVYRVLNQFDDAGIVTRHNFEGGKSVFELTQQHHHDHLICLDCGKV 100
E. coli 101 IEFSDDSIEARQREIAAKHGIRLTNHSLYLYGHCAEGDCREDEHAHEGK 148
Salmonella 101 IEFSDDSIEARQREIAAKHGIRLTNHSLYLYGHCAEGDCREDEHAHDDATK | 150

Figura 5. Alineamiento de la secuencia peptidica de Fur de Escherichia coli y
Salmonella enterica serovar Typhimurium.

3.1.3. Conclusiones y Perspectivas.

Los resultados publicados en el articulo Hernandez-Urzua et al. (2006) junto
con estos resultados adicionales, demuestran que la proteina Fur funciona como
un represor de la expresion del gen hmp de E. coli y de Salmonella. Ademas por
los resultados obtenidos de los ensayos electroforéticos de retardo de bandas,
este activador se une a la secuencia promotora del gen, muy probablemente en la
secuencia identificada como la Fur box. Estos resultados demuestran que en
ambas bacterias la regulacién del gen hmp es muy similar, inclusive los factores
transcripcionales involucrados en la regulaciéon de este gen funcionan de manera
similar, como el mecanismo que involucra al regulador NsrR recientemente
reportado en E. coli (Bodenmiller y Spiro, 2006) y en Salmonella (Bang et al.,
2006).

En este trabajo también se demostré6 que en Salmonella la regulaciéon de
hmp por la presencia de PQ se encuentra principalmente mediada por la proteina
RamA, codificada por gen ramA que ha sido identificado como un gen de

resistencia a multidrogas en Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica serovar
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Paratyphi y Enterobacter aerogenes (George et al., 1995; Yassien et al., 2002; van
der Straaten et al., 2004a y 2004b; Chollet et al., 2004). Esta proteina pertenece a
la familia de reguladores transcripcionales tipo AraC junto con MarA y SoxS, pero
RamA solo se ha encontrado en el género Salmonella (van der Straaten et al.,
2004b) y en Klebsiella pneumoniae (George et al., 1995). Se ha demostrado que
RamA se une a la region promotora de algunos genes que pertenecen al regulén
SoxRS reconociendo la secuencia de unidn de SoxS (Yassien et al., 2002), sin
embargo experimentos realizados por Membrillo-Hernandez y colaboradores han
demostrado que hmp no es parte del reguldn, ya que en ausencia de soxR o0 soxS
el gen se induce por la presencia de PQ o SNP (Membrillo-Hernandez et al., 1997;

Pomposiello et al., 2001).

Aun se desconoce si en E. coli existe un factor transcripcional involucrado
en la regulacion de la expresion del gen hmp solo por la presencia de superéxido,
pero hay que tomar en cuenta que en este trabajo se obtuvo evidencia que en
ausencia del gen ramA en el fondo genético de Salmonella la expresion de la
fusion ®(hmpec-TlacZ) disminuye en presencia de PQ, similar a la fusién ®(hmps:-
lacZ), lo que sugiere que posiblemente exista un mecanismo similar al de RamA
en Salmonella, auque aun no sabemos el papel de RamA en la regulacién de este

gen.

Una vez determinado que RamA esta involucrada en la expresién de hmp
en Salmonella en respuesta al PQ, hay que determinar si su efecto es directo, es
decir si reconoce una secuencia especifica en la region reguladora del gen hmp, o
si es indirecto, tal vez regulando la transcripcion de otro gen que codifique para
una proteina involucrada en la regulacion de hmp. Para determinar el papel de
RamA en la regulacién de hmp una perspectiva es llevar a cabo la clonacion ramA
y sobreexpresion de la proteina, para poder hacer su purificacion y realizar
ensayos electroforéticos de retardo de bandas usando la proteina RamA vy la

secuencia de la region reguladora de hmp.
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3.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DEL GEN hmp DE Escherichia coli POR
PQY SNP.

3.2.1. Razonamiento.

Se ha demostrado que la expresién del gen hmp (flavohemoglobina) de E.
coli y de otros microorganismos, es inducido por la presencia de NO gas, agentes
liberadores de NO como SNP y por PQ en ausencia del sistema SoxRS,
involucrado en la respuesta al estrés oxidativo por la presencia de superéxido y
oxido nitrico (Poole et al., 1996, Membrillo-Hernandez et al., 1997, 1998, 1999;
Pomposiello et al., 2001). Ademas se ha observado por ensayos de expresion
global, que hmp es uno de los genes que se expresa mayoritariamente por la
presencia de SNP, GSNO y NO' en E. coli (Mukhopadhyay et al., 2004; Justino et
al., 2005), en Bacillus subtilis (Moore et al., 2004) y Pseudomonas aeroginosa
(Firoved et al., 2004).

El objetivo de este trabajo fue la caracterizacion de la regulacion del gen
hmp por la presencia de PQ o SNP. Recientemente se publicé que la proteina
NsrR es un represor de la expresion de hmp en E. coli, sin embargo aun se
desconoce el mecanismo por el cual esta proteina percibe la presencia de NO
(Bodenmiller y Spiro, 2006). En Salmonella enterica serovar Typhimurium (Bang et
al., 2006) y en Bacillus subtilis (Nakano et al., 2006) existe un mecanismo similar

involucrando al mismo regulador.

A pesar de que se han descrito algunos factores transcripcionales
involucrados en la regulacion de hmp por la presencia de SNP, aun se desconoce
si estos factores, como NsrR, estan involucrados en la induccién de la expresion
del gen por la presencia de PQ. Resultados obtenidos en el laboratorio nos indican
que la induccion de la expresion del gen hmp responde diferente a la presencia de
PQ o SNP. Por lo tanto es posible que exista algun otro factor involucrado en la

regulacion por la presencia de PQ.
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3.2.2. Expresion de la ®(hmp-‘lacZ) en presencia de PQ o SNP.
Usando una cepa merodiploide (RKP2178) con la fusion ®(hmp-lacZ) se
cuantifico la actividad de p-galactosidasa. Se realizaron cultivos en LB en fase

exponencial bajo condiciones aerdbicas, en presencia de 200 yM de PQ o SNP

2000
1500 -
1000 -
500 A
0 1 | |
PQ SNP

Sin Tratar

por 45 minutos.

Unidades Miller

Figura 6. Actividad de B-galactosidasa de la fusion ®(hmp-‘lacZ).
Se cuantifico la actividad de B-galactosidasa en la presencia de 200 uM de PQ o
SNP por 45 minutos.

Como se ha reportado en articulos anteriores la fusiéon ®(hmp-‘acZ) es
inducida bajo condiciones aerdbicas alrededor de 5 veces por la presencia de PQ
y alrededor de 10 veces por la presencia de SNP (Figura 6) (Poole et al., 1996;
Membrillo-Hernandez et al., 1997, 1998, 1999).

3.2.3. Busqueda de mutantes afectadas en la expresion de la fusion ®(hmp-

‘lacZ) por transposicion.

Para buscar algun factor transcripcional involucrado en la regulacion del
gen hmp, la estrategia experimental utilizada fue la obtencion colonias mutantes
afectadas en la expresion de la fusion ®(hmp-TacZ). Se realiz6 mutagénesis al
azar mediada por la insercion de transposones, utilizando una cepa merodiploide.

Se seleccionaron colonias mutantes con la expresion de la fusion modificada.
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Inicialmente la mutagénesis al azar se realizé usando bacteriéfagos como
vehiculo de entrega de los minitransposones miniTn70 y miniTn5 (ver Material y
Métodos), con resistencia a tetraciclina y kanamicina respectivamente. Las
colonias mutantes fueron seleccionadas en medios sdlidos de LB suplementados
con Xgal, para poder seleccionar colonias mas o menos azules o blancas,
determinando que la expresion de la fusion se modificd. Después del evento de
transposicidn se seleccionaron una gran cantidad de colonias blancas. Estos
resultados no fueron confiables ya que indicaban que la gran mayoria de los
genes estaban relacionados con la regulacion del gen hmp o que en el evento de
transposicién lo que se interrumpidé fue la fusién, ademas de que las colonias
azules no eran estables ya que perdian la coloracion azul. Estos resultados nos
indicaban que probablemente la fusion se salia del cromosoma al realizar la

mutagénesis.

Otro tipo de mutagénesis al azar que se realizd fue utilizando plasmidos
suicidas como vehiculo de entrega del transposén Tn70dcam, con resistencia a
cloramfenicol. Las colonias mutantes fueron seleccionadas en medios sdlidos de
LB suplementados con X-gal y diferentes concentraciones de PQ o SNP. No se
pudo seleccionar una colonia con diferencias en la coloraciéon azul con respecto a
la cepa parental. De la colonias mutantes seleccionadas, a 2500 mutantes se les
cuantifico la actividad de p-galactosidasa, ninguna presenté modificacion en la
actividad. Otros medios de seleccién de la expresion de la fusion que se usaron
fueron medio de Tetrazolium + lactosa y medio MacConkey seleccionando
colonias rojas o blancas, sin embargo después de aproximadamente 8500

colonias no pudo detectarse una con cambios en la coloracién.

Debido a que no se pudo seleccionar una mutante utilizando diferentes
estrategias de seleccion, se realizd la construccion de una nueva fusion
transcripcional ®(hmp-facZ). Utilizando esta nueva cepa merodiploide, se realizd
la mutagénesis al azar utilizando el bacteriéfago ANK1098 con resistencia a

tetraciclina. Las colonias mutantes fueron seleccionadas en medios Mackonkey +
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lactosa suplementados con Xgal mas 50 yM de PQ o 200 yM de SNP. En estos
medios se pudo observar diferencia en la coloracién de las colonias mutantes en
presencia de PQ (rosas) o SNP (moradas). En una seleccién de aproximadamente
13,000 colonias mutantes ninguna presenté cambios en la coloracion con respecto

a la cepa parental.

Estos resultados llevaron a la conclusion de que, la mutagénesis a azar no
fue la estrategia experimental adecuada para poder seleccionar algun gen que

codificara una proteina que participara en la regulacion del gen hmp.

3.2.4. Analisis de la region cis del gen.
Se realiz6 un analisis de la region cis a fin de determinar la secuencia

minima necesaria para la transcripcion del gen hmp en presencia de PQ o SNP.

Para este fin se cuantifico la actividad de B-galactosidasa de fusiones

transcripcionales con diferentes longitudes de la regioén intergénica glyA-hmp.

FO (400 bp)

F1 (320 bp)
F2 (250 bp)

I | 73 150 )
I | ¥+ (69 b0
I | 5 (158 b9

Figura 7. Region intergénica glyA-hmp de Escherichia coli.
Se muestran las diferentes longitudes (FO a F5) de la region glyA-hmp usadas
para la construccion de las fusiones transcripcionales con el gen lacZ.

Para la construccion de las fusiones transcripcionales se amplificaron

diferentes longitudes de la region intergénica glyA-hmp, llamadas en este trabajo
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como FO, F1, F2, F3, F4 y F5 (Figura 7), usando los oligonucle6tidos HMP1,
HMPP1, HMPP2, HMPP3, HMPP4, HMPP5 y HMP2 (ver secuencia en la Tabla 6).
Estas secuencias fueron clonadas en el plasmido pRS551 usando las enzimas
EcoR| y BamH|. Para verificar la clonacion de cada fragmento en el plasmido se
realizaron ensayos de Southern blot usando el DNA de los plasmidos (EHU18,
EHU19, EHU20, EHU21, EHU26, EHU27) y como sonda el fragmento de DNA de
la region intergénica glyA-hmp. Los resultados (Figura 8) demostraron la clonacion
de cada fragmento en pRS551.

400 320 250 180 169 158
Sondas (pb) TS [ [ = =
A BC ABC ABC ABC ABC ABC

1= |

EHU18 EHU19 EHU20 EHU21 EHU26 EHU27

Figura 8. Southern blot de las fusiones ®(hmp-TacZ) en pRS551.
Usando los plasmidos EHU18, EHU19, EHU20, EHU21, EHU26 y EHU27 se
determind la clonacion de los fragmentos FO, F1, F2, F3, F4 y F5 de la region
intergénica glyA-hmp en pRS551. A. Plasmido pRS551 con los fragmentos
clonados. B. Plasmidos digeridos con las enzimas EcoRl y BamHI. C. Sondas
utilizadas.

Posteriormente con el proposito de obtener las fusiones en una sola copia
se realizé la insercion de cada fusién al cromosoma de la cepa TE2680, por
recombinacién en el operdn de triptofano (ver Material y Métodos). La insercion de
cada fusion al cromosoma se verifico por PCR del DNA cromosomal de cada
cepa, usando los oligonucléotidos HMP1, HMPP1, HMPP2, HMPP3, HMPP4,

HMPPS5 que alinean en la region 5’ de cada fragmento y el oligonucleétido LacZrev
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que alinea en la secuencia 5 del gen lacZ. Los resultados (Figura 9) demuestran

la insercion de cada fusion en el cromosoma de la cepa TE2680.

@®(hmpF0-’'lacZ)
lacZ
<
I 533pb
®(hmpFA1 -’Iaca
lacZ
—> <
L 483pb
pb
@®(hmpF2-lacZ) 600
m— Jacz 500
-t - 4007
I #3pb
300
®(hmpF3-'lac. 200
lacZ
—> -
[ 343pb
@®(hmpF4-lacZ) a ®(hmpF0-’lacZ)
[e— lacz b ®(hmpF1-lac2)
—> - ¢ ®(hmpF2-’lac2)
I 332pb
O(hmpF5-1acZ) d ®(hmpF3-'lac2)
mpF5-’lac e ®(hmpF4-'lacZ)
0 —  Jacz f ®(hmpF5-'lacZ)
—> -
A .~ 322pb B

Figura 9. PCR de las fusiones ®(hmp-‘lacZ) en la cepa TE2680.
A. Esquema de los fragmentos esperados por PCR de las diferentes fusiones en
TE2680. B. Electroforesis de los productos de PCR obtenidos de las diferentes
fusiones en un gel de agarosa al 1%.

Las cepas JMH0726, JMHO0729, JMH0727, JMH0728, JMH0888, JMH0889
con las fusiones ®(hmpFO0-‘lacZ), ®(hmpF2-‘lacZ), ®(hmpF3-‘lacZ), ®(hmpF1-
‘lacZ), ®(hmpF4-‘lacZ) y ®(hmpF5-‘lacZ) respectivamente, fueron usadas para la
cuantificacion de la actividad de la B-galactosidasa realizando cultivos en LB en

fase exponencial, bajo condiciones aerodbicas tratados con 200 uM de PQ o SNP

por 45 minutos.

Como se esperaba la fusidon ®(hmpFO0-‘lacZ), que presenta 289 pb hacia el
5’ del sitio de inicio de la transcripcion del gen hmp, fue inducida por la presencia
de PQ o SNP (Figura 10); una induccion similar se observé con la fusidon
®(hmpF1-lacZ), con soélo 209 pb. La cuantificacion de la actividad de -

galactosidasa de la fusion ®(hmpF2-‘lacZ), con 139 pb, presenté un aumento en la
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induccién por la presencia de SNP de aproximadamente 500 unidades Miller (UM)
con respecto a la fusién ®(hmpF0-‘lacZ), sin embargo la fusion ®(hmpF3-‘lacZ),
con 69 pb, presenté un aumento de aproximadamente 1000 UM en presencia de
SNP y de 500 UM en presencia de PQ con respecto a la fusion ®(hmpF0-‘lacZ).
En las fusiones ®(hmpF4-‘lacZ) y ®(hmpF5-‘lacZ) con 58 y 47 pb respectivamente,
la expresion disminuyé aproximadamente a la mitad con respecto a la fusién
d(hmpF0-‘lacZ), pero a pesar de esto se observé induccion por la presencia de

PQ o SNP.

2500
D Sin tratar

M pq

2000 I snp
1500 -

1000 -

Unidades Miller

500 -

0-

JMH0726 JMH0729 JMHO0727 JMH0728 JMH0888 JMH0889

Figura 10. Actividad de B-galactosidasa de las ®(hmp FO-F5-‘lacZ).
Se cuantificdé la actividad de B-galactosidasa de las fusiones ®(hmpFO0-‘lacZ),
d(hmpF1-‘lacZ), ®(hmpF2-‘lacZ), ®(hmpF3-‘lacZ), ®(hmpF4-lacZ) y ®(hmpF5-
‘lacZ) en TE2680 en presencia de 200 uM de PQ o SNP por 45 minutos.

Estos resultados indican que la secuencia entre las bases -58 y -69 del gen
hmp es importante para la expresion, sin embargo en ausencia de esta secuencia,
de 12 pb, hubo induccién del gen por la presencia de PQ o SNP. Por lo tanto muy

probablemente esta secuencia no se encuentra involucrada con la induccion del
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gen en respuesta al estrés oxidativo si no mas bien esta relacionada con la

expresion basal de hmp.

3.2.5. Anadlisis del sitio de inicio de la transcripcion del gen hmp por el
método de 5’RACE.

Membrillo-Hernandez y colaboradores (1997b) determinaron el sitio de
inicio de la transcripcion (+1) del gen hmp mediante experimentos de “primer
extension”. Usando RNA de una cepa silvestre de E. coli purificado de cultivos en
fase de crecimiento exponencial y estacionaria, determinaron que para ambas
condiciones de cultivo la cantidad del transcrito no difiere y el sitio de inicio de la
transcripcion se encontré a 38 pb hacia el extremo 5 del codén de inicio del gen

para ambas condiciones de crecimiento.

Debido a que en este articulo solo se realizé la diferencia entre fases de
crecimiento (Membrillo-Hernandez et al.,, 1997b), y ademas tomando en cuenta
que la expresion de este gen es inducida por la presencia de PQ o SNP, aqui se
determind si en presencia de PQ o SNP podria existir un sitio de inicio de la

transcripcion alterno al ya reportado.

Mediante la técnica de 5’RACE (ver Material y Métodos) se determind el
sitio de inicio de la transcripcién del gen hmp, usando RNA purificado de cultivos
de la cepa JMH0252 en medio LB en fase de crecimiento exponencial, bajo

condiciones aerobicas tratados con 400 uM de PQ o SNP por 10 y 45 minutos.

Para poder aumentar la cantidad de mRNA de hmp se uso una cepa con la
fusion ®(hmp-TacZ) en multicopia. En la técnica de 5’RACE el cDNA sintetizado a
partir del RNA purificado es usado para realizar un primer PCR. Empleando un
oligonucledtido especifico a la secuencia del gen, en este caso el oligonucleotido
usado fue el LacZrev que alinea en la secuencia del gen /lacZ de la fusion, y el
oligonucledtido AAP, que es complementario a la secuencia de homopolimeros

que se agrego a los mRNA, se realizé el PCR. En la figura 11A se muestran los
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productos de PCR obtenidos de este primer amplificado. Con el propdsito de hacer
mucho mas especifico este amplificado en la técnica de 5RACE se realiza un
segundo PCR, a partir del producto del primer PCR y usando los oligonucleétidos
PE-2 que es especifico a la secuencia de hmp y el AUAP que es especifico a la
secuencia de oligonucledtido AAP se realizé el segundo PCR, el producto de PCR

obtenido fue de aproximadamente 150 pb (Figura 11B).

A B

ST PQ SNP ST PQ SNP ST PQ SNP ST PQ SNP

10 min 45 min

Figura 11. PCR del cDNA del mRNA del gen hmp.
Siguiendo la técnica de 5’RACE. A Primer PCR con los oligonucledétidos
LacZrev y AAP. B. Segundo PCR con los oligonucleotidos PE-2 vy
AUAP. ST sin tratar.

El producto de PCR de aproximadamente 150 pb, fue secuenciado (Figura
12A) y posteriormente se determind la base correspondiente al sitio de inicio de la

transcripcion.

Los resultados (Figura 12B) mostraron que no importan las condiciones de
cultivo, es decir en presencia de PQ o SNP o en ausencia de estos, el sitio de
inicio de la transcripcion del gen es el mismo, a 34 pb hacia el extremo 5’ del
codon de inicio del gen. Sin embargo comparando con el +1 ya reportado difiere
en 4 bases. Una posible explicacién de este resultado es por las técnicas que se
emplearon, Membrillo-Hernandez y colaboradores identificaron este sitio por un
analisis de primer extension, mientras que en este trabajo se realizd mediante la
técnica de 5’RACE. Pero a pesar de los resultados se puede concluir que el gen

hmp presenta un solo sitio de inicio de la transcripcion aun en el estrés oxidativo.
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Figura 12. Identificacion del sitio de inicio de transcripcion del gen hmp.
Usando RNA purificado de la cepa JMH0252 en presencia de 400 uM PQ o SNP
por 10 y 45 minutos. A. Diagramas de la secuenciacion. B. Secuencia intergénica
glyA-hmp de E. coli en donde se muestra el sitio de inicio de la transcripcién de
hmp.

3.2.6. Analisis de la expresion del gen hmp por Northern blot en presencia
de PQ o SNP.
Se determind la expresién del gen hmp de E. coli en presencia de PQ o

SNP por ensayos de Northern blot (ver Material y Métodos).
Para realizar los ensayos de Northern blot se usaron muestras de RNA,

purificado de cultivos de la cepa MC4100 o la cepa JMH1085 (soxR::cat) en LB en

fase exponencial, tratados bajo condiciones aerdbicas en presencia de 400 uM de
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PQ o SNP por 10 o0 45 minutos. Ademas se determiné la expresion del gen sodA
bajo las mismas condiciones en la cepa MC4100. Las sondas usadas para estos
ensayos fueron los marcos abiertos de lectura (ORFs) de los genes hmp y de
SodA obtenidos por PCR.

En cada experimento se usé como control de carga la electroforesis de las
muestras de RNA, en geles de agarosa al 1% mas 20 mM de tiocianato de

guanidina tefidos con bromuro de etidio.

Los resultados (Figura 13A) mostraron que bajo las condiciones
experimentales probadas no se detecté sefal de la expresion basal del gen hmp,
lo que indica que posiblemente la expresidon es baja y mediante esta técnica no
puede detectarse. En la induccion de la expresion por PQ o SNP se observé que,
la induccién por la presencia de SNP se detecté a los 10 minutos y 45 minutos

después del tratamiento, mientras que por PQ soélo se detectd a los 45 minutos.

Por otro lado se determind la expresion de hmp en ausencia del sistema
SoxRS (Figura 13A). Como ya se habia reportado en ausencia de soxR la
expresion del gen hmp no se afecta, ademas se observé que el patron de
expresion fue similar al de la cepa silvestre. Ademas de corroborar que la
regulacion de hmp es independiente del sistema SoxRS contra el estrés oxidativo
por superoxido y NO, estos resultados sugieren otro mecanismo de regulacién

responsable de la induccion de la flavohemoglobina Hmp.

También se analiz6 la expresion del gen sodA (Figura 13B), que codifica
para la enzima superoxido dismutasa y pertenece al regulon SoxRS. A diferencia
de la expresion de hmp se observd que aun sin PQ o SNP los niveles de
expresion basal de sodA fueron detectados, ademas a los 10 minutos se observo
la induccion por la presencia de PQ, que aumentd ligeramente a los 45 minutos.
Sin embargo no se observé induccion por la presencia de SNP, a pesar de que se

ha reportado que este regulon también es inducido por la presencia de NO', pero

58



CAPITULO 3. RESULTADOS

tal vez se deba al tipo de donador de NO que se us6 ya que en los reportes

anteriores se usd NO gaseoso.

PQ SNP PQ SNP PQ SNP PQ SNP

Iﬂrr-r--q e -
' i I .

10 minutos 10 minutos 45 minutos 45 minutos

]

A Sonda
wt

B Sonda

i

10 minutos 10 minutos 45 minutos 45 minutos

Figura 13. Ensayos de Northern blot del gen hmp y sodA.
A. Usando 20 pg del RNA de la cepa MC4100 y JMH1085 (soxR::cat) en
presencia de 400 uM de PQ o SNP por 10 0 45 minutos se determiné la expresién
de hmp. B. Usando 20 ug del RNA de la cepa MC4100 presencia de 400 uM de
PQ o SNP por 10 o0 45 minutos se determiné la expresion de sodA.

Estos resultados demuestran que, 1) hmp no es parte del regulén SoxRS y
2) que la induccion de la expresion de hmp responde diferente ante la presencia
de superoxido u 6xido nitrico. Con respecto a la induccién del gen hmp estos
resultados podrian estar indicando que probablemente en la regulacion del gen
hmp estén participando dos factores transcripcionales, uno responde a la

presencia de superoéxido y otro a la presencia de NO'.

3.2.7. Cinética de induccién del gen hmp por Northern blot en presencia de
PQ o SNP.
Para determinar la cinética de la expresion de hmp en presencia de PQ o
SNP, se decidié realizar una curva de induccion del gen hmp de los 0 a los 60

minutos por la presencia de PQ o SNP, por ensayos de Northern blot.
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La purificacion de RNA se realizdé de cultivos de la cepa MC4100 en LB, en
fase exponencial bajo condiciones aerébicas en presencia de 400 uM de PQ o
SNP. Después de un minuto de induccion y hasta los 60 minutos se tomaron
muestras de los cultivos para la purificacién del RNA. (ver Material y Métodos). La

sonda usada para estos ensayos fue el ORF de hmp obtenido por PCR.

1 5 10 15 20 25 30 45 60 1 5 10 15 20 25 30 45 60 Tiempo (min)

Sin tratar

}

ﬂ

Autoradiografia

SNP

e
YTy
—

Gel de agarosa 1% +
20 mM tiocianato de guanidina

Figura 14. Cinética de induccion del gen hmp de E. coli por PQ o SNP.
Izquierda. Usando 15 ug del RNA de la cepa MC4100 por la presencia de 400 uM
de PQ o SNP se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% con 20 mM
de tiocianato de guanidina. Derecha. Placas autoradiograficas del ensayo de
Northern blot usando como sonda el ORF de hmp. Las flechas indican el inicio de
la induccion de la expresion.

En los resultados (Figura 14) se pudo observar nuevamente que la
expresion basal de este gen no es detectable, como se observd en los
experimentos anteriores. En presencia de PQ la induccion de la expresion se
observé hasta los 45 minutos, que aumento a los 60 minutos. En presencia de
SNP se observo induccion casi inmediatamente, ya que después de un minuto de
tratamiento se pudo detectar sefial, en el seguimiento de esta cinética se observo
un aumento de la expresion a los 5 minutos que disminuyd a los 10 minutos, esto
indica que la induccidn maxima de este gen por la presencia de SNP es a los 5

minutos.
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Estos resultados indican que el gen hmp responde de manera diferente a la
presencia de superéxido o NO', probablemente en la regulacién del gen hmp estén
participando dos factores transcripcionales diferentes o que la regulacién del gen
se lleva a cabo por dos mecanismos diferentes, uno responde a la presencia de

superoéxido y otro esta respondiendo a la presencia de NO'.

3.2.8. Cinética de induccidén de la ®(hmp-‘lacZ) en presencia de PQ o SNP.
Se realizaron cinéticas de expresién de la fusion ®(hmp-lacZ). Para la
cuantificacion de la actividad de B-galactosidasa de la fusion se usaron cultivos de

la cepa RKP2178 en medio LB en fase exponencial en aerobiosis tratados con 200
MM de PQ o SNP.

En los resultados (Figura 15) se observd que 1) El nivel basal de expresion
del gen no cambia, se mantiene a lo largo de la cinética, 2) la induccién de la
expresion de esta fusion por la presencia de PQ se observé hasta los 30 minutos
después del tratamiento y 3) la induccidn de la expresion de la fusion por la
presencia de SNP se observd después de 6 minutos de tratamiento. Estos
resultados presentaron un patrén similar a los observados en los ensayos de
Northern blot, determinando que la induccién de la expresion del gen hmp por la

presencia de PQ es tardia con respecto a la presencia de SNP.

Como experimento adicional se realizé la cinética de induccion de la
expresion de la fusidon ®(soxS-TacZ) y de la fusion ®(sodA-TacZ). Usando cultivos
de las cepas TN520 ®(soxS-TacZ) y QC1709 d(sodA-lacZ) en medio LB en fase
exponencial bajo condiciones aerdbicas en la presencia de 200 uM de PQ o SNP,

se cuantificé la actividad de pB-galactosidasa de las fusiones.

A diferencia de la expresion de la fusion ®(hmp-acZ), se observé que la
expresion de la fusidon ®(soxS-facZ) (Figura 16A) fue inducida por la presencia de
PQ a los 6 minutos después del tratamiento, sin embargo en presencia de SNP no

se pudo observar induccién de la expresion de la fusion.
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Figura 15. Cinética de induccion de la ®(hmp-‘acZ) por PQ o SNP.
Se cuantificé la actividad de p-galactosidasa de los cultivos de la cepa RKP2178
tratados con 200 pM de PQ o SNP en fase exponencial bajo condiciones
aerodbicas de o a 60 minutos. Las flechas indican el inicio de la induccion por PQ o
SNP.

En la fusién ®(sodA-TacZ) (Figura 16B) la induccion de la expresion por la
presencia de PQ se observé a los 15 minutos después del tratamiento y al igual
que la fusién ®(soxS-lacZ) no hubo inducciéon por la presencia de SNP. La
induccién de la expresidén por la presencia de PQ en la fusion ®(soxS-7acZ) fue
antes que en la fusion ®(sodA-lacZ), estos resultados concuerdan con la jerarquia
de expresion en el reguldn SoxRS, ya que primero se tiene que expresar soxS

para poderse expresar SodA.

Los resultados de la expresion de la fusion ®(hmp-‘acZ) indican que el gen
hmp presenta una respuesta diferente ante la presencia de superoxido o NO/, lo
cual indicaria que probablemente en la regulacion estén participando diferentes
factores transcripcionales que formen parte de un mecanismo que responda a la
presencia de PQ o SNP. Sin embargo podria ser que la respuesta a la presencia

de superoxido esta dada principalmente por el sistema SoxRS ya que como se
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pudo observar en las cinéticas de expresion de las fusiones ®(soxS-lacZ y
d(sodA-‘lacZ) responden mas rapido a la presencia de PQ que la fusion ®(hmp-
lacZ).
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Figura 16. Cinética de induccion de las fusiones ®(soxS-TacZ) y
®(sodA-lacZ) por PQ o SNP.
A. Se cuantificd la actividad de B-galactosidasa de la fusion ®(soxS-facZ) de
cultivos tratados con 200 uM de PQ o SNP en fase exponencial bajo condiciones
aerobicas. B. Se cuantifico la actividad de B-galactosidasa de la fusion ®(sodA-
lacZ) de cultivos tratados con 200 yM de PQ o SNP en fase exponencial bajo
condiciones aerdbicas. Las flechas indican el inicio de la induccion por PQ.

3.2.9. Expresion de la ®(hmp-‘lacZ) en mutantes ytfE, yidZ, yphF, yfhA, yfhK.
En la busqueda de un factor transcripcional involucrado en la regulacion del
gen hmp de E. coli, en respuesta a la presencia de PQ o SNP, se realizo la

mutacion de algunos genes para determinar su papel en la regulacion de hmp.

Un primer grupo de genes fueron aquellos que se reportaron por la
inducciéon de NO y que ademas codifican proteinas con una posible funcién de
reguladores. En trabajos en E. coli analizando el perfil transcripcional en respuesta
a la presencia de NO se observo la induccidon de los genes yifE y yidZ, que
codifican proteinas con una posible funcion en la regulacion (Mukhopadhyay et al.,
2004; Justino et al., 2005).
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Gen ytfE K%WF %yﬁe -

Inducido por NO' en
aerobiosis
y anaerobiosis

(Mukhopadhyay et al., 2004; Justino et al., 2005)
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- tnaB >{ yidY > ;ii :>-l yieE

Inducido por NO' en
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(Justino et al., 2005)

Figura 17. Contexto gendmico de los genes ytfE y yidZ de E. coli.
Usando el programa GeConT (Ciria et al., 2004).

El gen ytfE (b4209) con 663 pb de longitud se localiza en el minuto 95.47
del genoma de E. coli y codifica para una proteina de 220 aa. Se desconoce la
funcion de esta proteina, pero presenta similitud con la proteina DnrN de Bacillus
cereus (55.6%), la cual se ha descrito como un probable regulador dependiente de
NO'. El gen yidZ (b3711) con 960 pb de longitud se localiza en el minuto 83.86 del
cromosoma de E. coli, codifica para una proteina de 319 aa. La funcion de esta
proteina se desconoce aunque se describe como un regulador hipotético. El
contexto gendmico de yidZ podria estar indicando que este gen sea parte de un

operodn junto con yidY (Figura 17).

Para determinar la posible participacién de YtfE y YidZ en la regulacion del
gen hmp se realizé una delecién sustitucion de los genes ytfE, yidZ y yidY-yidZ por

un cassette de kanamicina (ver Material y Métodos, Winans et al., 1985).

Para la realizacion de las mutaciones primero se llevo a cabo la
amplificacion por PCR de los fragmentos adyacentes hacia el extremo 5’ y 3’ del
gen, llamados L y R respectivamente (Figura 18A). Los fragmentos L y R fueron
clonados en el plasmido pUC18 junto con la secuencia del gen de kanamicina,

obteniendo los fragmentos L-Kan-R. Para comprobar la clonacion de los

64



CAPITULO 3. RESULTADOS

fragmentos L-Kan-R se realizé una digestién de los plasmidos (Figura 18B). Una
vez que se comprobd la clonacién de los fragmentos L-Kan-R, los plasmidos
fueron linearizados usando la enzima Sacl y se transform6 a la cepa JC7623
(recBCD). Para comprobar que se llevd a cabo la recombinacion, se realizé un
analisis por PCR del DNA cromosomal de las colonias transformantes,
amplificando los fragmentos L-Kan-R por PCR (Figura 18C), Los resultados
demostraron que en los tres casos se llevd a cabo la recombinacion logrando la
sustituciéon de los genes ytfE, yidZ, yidY-Z por el gen de kanamicina. Estas
mutaciones fueron transducidas al fondo genético de la cepa MC4100 (cepas
JMH1728, JMH1504, JMH1506).

A B Hindill Hipdill Sacl
ytfE 1009pb |[Kan1200pb| 946 pb

1 5.8 Kpb
2 1.6 +4.2 Kpb
3 1.6 +1.5+2.7Kpb

ytfE  yidZ yidY-ZOpr
LRLRLR

¥ e

.?all .ﬁall ﬁal SFd
yidZ | 1054 pb_ | Kan 1200 pb [ 1063 pb.
1 5.9 Kpb
2 1.0 +1.2+3.7 Kpb
3 1.0+1.2+1.0+2.7Kpb

al qall ﬁall SPcI
yidY-Zoperén [ 1021pb [ Kan 1200 pb [ 1004 pb

1 5.9 Kpb

21.0+1.2+3.7Kpb

3 1.0+1.2+1.0+2.7 Kpb

c Silvestre Mutante

- 2;93 pb * - 3155p|b +
- 3063 p! « - 3317 pb «

- 5660 p! < > 35pp 0+ ytE

Figura 18. Construccion de las mutantes ytfE::kan. yidZ::kan 'y yidY-Z::kan.
A. Fragmentos L y R obtenidos por PCR de ytfE, yidZ y yidY-yidZ.
B. Analisis del plasmido pUC18 con los fragmentos L-Kan-R de ytfE, yidZ y yidY-
yidZ. 1) plasmido sin digerir, 2) plasmido digerido con una sola enzima, Hindlll
para ytfE o Sal para yidZ o yidY-Zoperon, 3) plasmido digerido con las dos
enzimas usadas en la clonacion Hindlll 'y Sacl para ytfE y Sal y Sacl para yidZ o
yidY-Zoperon.
C. Productos de PCR de las secuencias L-Kan-R de ytfE, yidZ y yidY-Zoperdn del
DNA cromosomal de la cepa silvestre y mutantes.1) producto de PCR del
fragmento L-Kan-R del plasmido pUC18 con cada fragmento, 2) producto de PCR
del DNA cromosomal de cada mutante, 3) producto de PCR del DNA cromosomal
de la cepa silvestre.

yidY-Zoperén
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Para determinar si la ausencia de estos genes modifico la expresion del gen
hmp, se realizé la transduccion de las mutaciones al fondo genético de la cepa
RKP2178 (JMH1730 y JMH1834). Se cuantifico la actividad de B-galactosidasa de
la fusion ®d(hmp-lacZ) en cultivos en medio LB en fase exponencial, bajo
condiciones aerobicas en presencia de 200 uM de PQ o SNP. La mutacion yidY-Z

no se pudo transducir al fondo genético de RKP2178.

En los resultados (Figura 19) se observd que en ausencia de ytfE o yidZ la
expresion de la fusion ®(hmp-lacZ) no se modifica aun en presencia de PQ o
SNP. Estos resultados indican que las proteinas YtfE y YidZ no estan involucradas

en el mecanismo de regulacién del gen hmp.
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Figura 19. Actividad de B-galactosidasa de la fusion ®(hmp-‘acZ).
Se cuantifico la actividad de B-galactosidasa de la fusion ®(hmp-lacZ) en los
fondos genéticos ytfE::kan y yidZ::kan en presencia de 200 yM de PQ o SNP por
45 minutos.

Otro grupo de genes que posiblemente pudieran estar involucrados en la
regulacion de hmp fueron aquellos genes cercanos a la secuencia del gen,
ademas que codifiquen para una proteina con posible funciéon de regulador. En

Pseudomonas aeruginosa, recientemente se report6 al gen fhpR como el
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regulador responsable de la expresion de la flavohemoglobina Fhp, este gen se

localiza hacia el extremo 5’ de fhp (Arai et al., 2005).

En el contexto gendmico de hmp de E. coli se identificaron cuatro genes
cercanos, dos hacia el extremo 5’ y dos hacia el extremo 3’ de hmp, que codifican
proteinas con una posible funcion de regulador. El gene yphF (b2548) con 984 pb,
codifica para un proteina de 327 aa, con posible funcion de regulador tipo Lacl, el
gen yphH (b2550) con 1194 pb, codifica para una proteina de 397 aa, el gen yfhA
(b2554) y yfhK (b2556) con 1335 pb y 1428 pb respectivamente, codifican para
proteinas de 444 aa y 475 aa respectivamente con funcion de regulador y sensor
respectivamente para un sistemas de dos componentes del que aun se desconoce

la sefial que las activa (Figura 20).

/
—< yphF yphG yth>-< glyA hmp ><gInB yfhA < yfhG yfhK
2N “

Regulador Regulador Re
- . gulador Sensor
tipo Lacl NAGC-like 2-componentes 2-componentes

Figura 20. Contexto gendmico del gen hmp de E. coli.
Usando el programa GeConT (Ciria et al., 2004) se observan cuatro genes
cercanos a hmp con posible funcion de reguladores.

Para la mutacion de estos genes se siguio el método reportado por Beloin y
colaboradores (2004, ver Material y Métodos), estos genes fueron sustituidos por
la secuencia del gen de resistencia a kanamicina. En este método la obtencion de
los fragmentos L-Kan-R se llevé a cabo mediante dos ensayos de PCR. Se
amplificaron los fragmentos L y R (Figura 21A) y posteriormente en un segundo
paso por PCR se obtuvieron los fragmentos L-Kan-R (Figura 21B). Posteriormente
se transformo la cepa MG1655 + pKOBEGA (Ared). Para corroborar que se llevo a
cabo la recombinacion se realizé un analisis por PCR usando el DNA cromosomal

de las colonias transformantes amplificando los fragmentos L-Kan-R (Figura 21C).
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Solo se pudo llevar a cabo la recombinacion de yphF, yfhA y yfhK, para yphH no
se pudo sustituir el gen. Estas mutaciones fueron transducidas al fondo genético
de la cepa MC4100 (JMH1831, JMH1832, JMH1833).

A 1o PCR c Silvestre Mutante

yphF  yphH yfhA  yfhK
el R L R L R L R kan

Kpb
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ro—m iR H A -
0.8 — o i
06T T s, -
0.5 — =

B 2°PCR

L-Kan-R

Kpb
4.0
3.0
2.0
1.6
1.0

0.5

yphF yfhA yfhK

Figura 21. Construccion de las mutantes yphF::kan. yfhA::kan y yfhK::kan.
A. Fragmentos L y R obtenidos por PCR de yphF, yphH, yfhA'y yfhK.
B. Fragmentos L-Kan-R de yphF, yphH, yfhA y yfhK obtenidos por PCR.
C. Productos de PCR de las secuencias L-Kan-R de yphF, yfhA y yfhK del DNA
cromosomal de la cepa silvestre y mutantes, 1) fragmento L-Kan-R, 2) producto de
PCR del DNA cromosomal de cada mutante, 3) producto de PCR del DNA
cromosomal de la cepa silvestre.

Para determinar el posible papel de estas proteinas en la regulacion del gen
hmp, las mutaciones fueron transducidas al fondo genético de la cepa RKP2178
(JMH1856, JMH1857, JMH1858). La cuantificacion de la actividad de la B-
galactosidasa de la fusion ®(hmp-lacZ) se realizé6 en cultivos en LB en fase
exponencial, bajo condiciones aerdbicas en presencia de 200 uM de PQ o SNP.
En los resultados (Figura 22) se observé que en ausencia de yphF, yfhA o yfhK la

expresion de la fusion no se modificé aun en presencia de PQ o SNP. Por lo tanto
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ninguno de estos genes se involucra en la regulacion del gen hmp en la respuesta

al estrés oxidativo por superéxido o NO'.
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Figura 22. Actividad de B-galactosidasa de la fusion ®(hmp-lacZ).
Se cuantificd la actividad de p-galactosidasa de la fusién ®(hmp-lacZ) en los
fondos genéticos yphF::kan, yfhA::kan o yfhK::kan en presencia de 200 uM de PQ
0 SNP por 45 minutos.

3.2.10. El papel de yjeB en la induccion de hmp por PQ.

Recientemente se publicd un articulo donde se involucra a la proteina NsrR,
codificada por el gen yjeB, como la responsable de la regulacion del gen hmp, en
presencia de NO (Bodenmiller y Spiro, 2006), esta misma regulacién se ha
observado en Salmonella y en B. subtilis con un regulador homologo a NsrR (Bang
et al., 2006; Nakano et al., 2006).

Se ha reportado que yjeB forma un operdn junto con los genes rnr (codifica
para la RNasaR) y yifH (codifica para una proteina con funciéon de metiltransferasa
de rRNA) que se expresa en condiciones de estrés por bajas temperaturas
(Cairrao et al., 2003). En la figura 23 se muestra el contexto gendmico del gen

yjeB de E. coli.
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—‘ yje1>‘ purA >‘ yjeB >—‘ rnr (RNasa R)

Represor transcripcional
Familia Rrf2 (IscR)
Gen 426 pb
Proteina 141 aa
Posible cluster [Fe-S]

Figura 23. Contexto gendémico de yjeB de E. coli.
Usando el programa GeConT (Ciria et al., 2004).
Para determinar el papel de la proteina NsrR en la regulacion del gen hmp
de por la presencia de PQ o SNP, se realiz6é un analisis de la expresion de hmp en

un fondo genético yjeB por ensayos de Northern blot en presencia de PQ o SNP.

Para el Northern blot se purific6 RNA de cultivos de las cepas MC1000 y
JOEYG62, donadas por el Dr. S. Spiro, en fase de crecimiento exponencial bajo

condiciones aerdbicas agregando 400 uM de PQ o SNP por 45 minutos.

En los resultados (Figura 24) se observé que la cepa MC1000 (cepa
silvestre que se uso en el articulo de Bodenmiller y Spiro, 2006) presenta un
patron de expresion similar al de la cepa MC4100, usada en los experimentos
anteriores, por lo tanto la induccién de la expresion por SNP se observé a los 10
minutos y 45 minutos y la induccién por la presencia de PQ sélo se observo a los
45 minutos. En ausencia de yjeB la expresion de hmp es desreprimida, en todas
las condiciones probadas, es decir en presencia o ausencia de PQ o SNP, a los 10

0 45 minutos de induccidn se observo que la expresion es similar.

Para determinar la expresioén la fusion ®(hmp-‘lacZ) en ausencia de yjeB se
realizd la transduccion de la mutaciéon yjeB::kan a la cepa RKP2178 (JMH1957).
La cuantificacion de la actividad de la B-galactosidasa se realiz6 cultivos en LB en
fase exponencial, bajo condiciones aerdbicas en presencia de 200 uM de PQ o
SNP.
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Figura 24. Ensayos de Northern blot del gen hmp en una mutante yjeB.
Usando 20 pg del RNA de la cepa MC4100, MC1000 y JOEY62 (yjeB) en
presencia de 400 uM de PQ o SNP por 10 0 45 minutos se determiné la expresion
de hmp. ST, sin tratar.

En los resultados (Figura 25A) se observd que en ausencia de yjeB la
expresion de la fusion ®(hmp-lacZ) fue aproximadamente 60 veces mas que en la
cepa silvestre RKP2178; en presencia de PQ o SNP la expresién fue similar, estos
resultados indican una “desrepresion” de la expresiéon. Sin embargo aunque se
observo desrepresion se pudo detectar una pequena induccién de la fusion por la
presencia de PQ o SNP, lo que indicaria que posiblemente este participando otro
factor transcripcional. También se determind la expresion de esta fusién en el
fondo genético de MC1000 (cepas JOEY72 y JOEY76, Bodenmiller y Spiro, 2006),
se observd un patrén de expresion similar al de la cepa RKP2178, sin embargo las

UM detectadas son mucho menores.

La mutacién yjeB::kan también fue transducida a la cepa MC4100
(JMH1955). Se realizé una cinética de induccion de la expresion de hmp en

ausencia del gen yjeB. Para la purificacion de RNA se realizaron cultivos en medio
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LB en fase exponencial, bajo condiciones aerdbicas en presencia de 400 uM de
PQ o SNP. En los resultados (Figura 25B) se observd que en ausencia de yjeB la
expresion de hmp es similar en ausencia o presencia de PQ o SNP, lo cual
indicaria que existe un mecanismo similar en la regulacion del gen hmp por la
presencia de PQ.
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8000 -
7000 +
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4000 4
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3000
2000 -
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RKP2178 JMH1957 JOEY72 JOEY76
yjeB::kan
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0151015 2025304560 0 1 5 10 15 2025 3045 60 Tiempo (min)

Gel agarosa 1% +

Tiocianato de guanidina 20 mM Autoradiografia

Figura 25. Expresion del gen hmp en ausencia del gen yjeB (NsrR).

A. Actividad de B-galactosidasa de la fusion ®(hmp-‘acZ) en las cepas RKP2178,
JMH1957 (yjeB::kan), JOEY72, JOEY76(yjeB), en 200 uM de PQ o SNP.

B. Cinética de induccién del gen hmp de E. coli por Northern blot. Izquierda.
Usando 15 ug del RNA de la cepa JMH1955 en presencia de 400 uM de PQ o
SNP se realizaron electroforésis en geles de agarosa al 1% con 20 mM de
tiocianato de guanidina. Derecha. Placas autoradiograficas del ensayo de
Northern blot usando como sonda el ORF de hmp.

3.2.11. Discusion.

Como ya se ha reportado en trabajos anteriores la expresién de gen hmp de
E. coli es inducida por la presencia de PQ, SNP, GSNO, NO' y donadores de este
en ausencia del sistema SoxRS (Poole et al., 1996; Membrillo-Hernandez et al.,
1997a, 1997b, 1998, 1999; Pomposiello et al., 2001), por lo tanto en la bacteria

72



CAPITULO 3. RESULTADOS

existen mecanismos alternos en la respuesta al estrés oxidativo. Para conocer los
mecanismos que participan en la regulacién transcipcional de hmp en el estrés
oxidativo por la presencia de PQ o SNP, se realizaron analisis de la induccion de
la expresion mediante ensayos de Northern blot o usando una fusion ®(hmp-
lacZ).

Realizando un andlisis de la regién cis del gen hmp se determind la
secuencia minima requerida para la expresion del gen hmp. La cuantificacion de la
actividad de p-galactosidasa de las fusiones transcripcionales de diferentes
longitudes de la regidn intergénica glyA-hmp determinaron que, la secuencia entre
las bases -58 a -69, con respecto al +1, es importante para la expresion del gen,

pero no para la induccion por la presencia de PQ o SNP.

Se determiné que hmp sélo presenta un sitio de inicio de la transcripcion,
ubicado a 34 pb hacia el extremo 5’ del codén de inicio, aun en presencia de PQ o
SNP. Este sitio difiere en 4 bases con el que fue reportado por Membrillo-
Hernandez et al. (1997b), ubicado a 38 pb hacia el extremo 5’ del coddn de inicio.
Una explicacion a estas diferencias puede ser las técnicas que se emplearon en

estos dos trabajos.

Por otra parte al realizar el andlisis de la expresion del gen hmp, mediante
la técnica de Northen blot, en presencia de 400 uM de PQ o SNP durante 10 y 45
minutos se observd que, la induccién de la expresion por la presencia de SNP
ocurre a los 10 y 45 minutos, pero en presencia de PQ solo se detecto a los 45
minutos. Para poder realizar una curva de induccion de la expresion de realizaron
cinéticas de induccion mediante Northern blot. Se observé que la induccion por la
presencia de SNP inici6 después de un minuto de tratamiento, mientras que la
induccién por PQ inicid hasta los 45 minutos. Realizando la cinética de induccién
de la fusién (hmp-‘lacZ), el patron de induccidon de la expresién fue similar a los

resultados anteriores que se obtuvieren con ensayos de Northern blot. La
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induccidn por la presencia de SNP inicio a los 6 minutos después del tratamiento,

en presencia de PQ inicio a los 30 minutos.

Los resultados anteriores podrian indicar que probablemente estén
participando dos factores transcripcionales en la regulacion del gen hmp, uno
pertenece a un mecanismo que es inducido por la presencia de superoxido y otro

a la presencia de NO'.

Tomando en cuenta los resultados del analisis de la expresién del gen sodA
y soxS, se puede determinar que posiblemente en la bacteria exista una jerarquia
en los mecanismos de respuesta ante la presencia de ROS y RNS. Posiblemente
el sistema SoxRS sea un mecanismo de respuesta ante la presencia
principalmente de superéxido, por eso la expresidn de genes de este regulén es
durante los primeros minutos después del tratamiento con PQ, sin embargo el
sistema de defensa de las hemoglobinas participa principalmente es la proteccion
contra la presencia de NO, por esa razon la induccién de este gen es casi

inmediata a la presencia de SNP.

Por otra parte se concluydé que ninguno de los genes ytfE, yidZ, yphF, yfhA
y yfhK participa en la regulacion del gen hmp. El gen ytfE fue reportado por ser
uno de los mayoritariamente inducidos por la presencia de NO bajo condiciones
anaerobicas, en E. coli (Justino et al., 2005) y bajo condiciones aerdbicas en
presencia de GSNO' (Mukhopadhyay et al., 2004). Ademas se ha observado que
en ausencia de este gen hay una disminucidon en la resistencia al NO,
posiblemente este participando en la proteccion ante el NO. Recientemente fue
publicado que la regulacion de ytfE esta mediada por la proteina NsrR, de manera
similar a la regulaciéon de hmp (Bodenmiller y Spiro, 2006). Por otro lado se ha
reportado que Fnr y Fur participan en la regulacion de yffE actuando como
represores de la expresion. Se ha observado que YtfE no esta involucrada en la
regulacion de genes inducidos por la presencia de NO (Justino et al., 2006), esto

también se ha determin6é en este proyecto, midiendo la expresion de la fusion
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®(hmp-TlacZ) en la mutante ytfE::kan. Recientemente se sugirié que YtfE participa

en la biogénesis de los centros Fe-S (Justino et al., 2006).

La expresién de la fusion ®(hmp-1acZ) en una mutante yjeB (nsrR)
aumento aproximadamente 60 veces con respecto a la cepa silvestre, sin embargo
la presencia de PQ o SNP causoé un ligero aumento en la expresion de la fusién lo
cual estaria indicando que posiblemente este participando otro factor
transcripcional. En la regulacion del gen hmp se ha reportado a Fur como un
regulador negativo en la expresion (D’Autréaux et al., 2002). En la primera parte
de este trabajo de tesis se report6 la participacion de Fur en la regulacion de hmp.
Fur se inactiva por la nitrosilacion del hierro en presencia de NO', posiblemente la
induccién observada en la fusion ®(hmp-lacZ) en una mutante yjeB en presencia
de SNP se deba a la inactivacion de Fur. Ademas se ha observado que la
secuencia de union de Fur en el promotor de hmp y la secuencia propuesta para la
unién de NsrR se empalman, lo que posiblemente indicaria una competencia por
este sitio. En presencia de PQ posiblemente este sucediendo lo mismo que en
presencia de SNP, tal vez Fur se inactive por la presencia de PQ o algun otro
factor que interviene en la induccion, aunque debido a que la diferencia entre la
expresion basal y la inducida con PQ es muy pequena se podria sugerir que tal

vez no participe ningun otro factor en la regulacién de hmp por la presencia de PQ.

Por otra parte en la cinética de inducciéon de la expresion de hmp en el
fondo genético yjeB::kan y no se pudieron determinar diferencias de expresion por
la presencia de PQ o SNP, esto puede ser debido a una saturacion de la senal y
que ademas la cuantificacion de la actividad de p-galactosidasa es una técnica
mas sensible para medir la expresion de este gen; ya que en los ensayos de
Northern blot nunca se pudo detectar una sefial de la expresién basal del gen
mientras que por B-galactosidasa el promedio de la expresion basal de la fusion

®(hmp-‘lacZ) fue de aproximadamente 50 UM.
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3.2.12. Conclusiones y perspectivas

Una de las conclusiones en el analisis de la expresion del gen hmp es que,
la secuencia entre la base -56 a la -68 es importante en la expresion del gen, pero
no en la induccién de la expresidon por la presencia de PQ o SNP. Ademas hmp

solo tiene un sitio de inicio de la transcripcion.

Se observd que la induccion de la expresion por SNP es casi
inmediatamente después al tratamiento a diferencia de la induccién por la
presencia de PQ, la cual se observa hasta los 45 minutos después del tratamiento,
Estos resultados indican que posiblemente estuvieran involucrados dos factores
transcripcionales. Sin embargo en ausencia de NsrR la expresion del gen se
desreprime, indicando que posiblemente esta proteina se el unico factor
involucrado en regulacion del gen hmp por la presencia de PQ o SNP, aunque se
observo un ligero aumento en la expresion por la induccion con PQ o SNP, que

puede ser por la inactivacion de Fur.

Una perspectiva interesante seria evaluar la expresiéon de la fusion ®(hmp-

lacZ) en un fondo genético fur yjeB.
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DISCUSION

En las bacterias como Escherichia coli se han estudiado los sistemas de
defensa que participan en la proteccion ante el estrés oxidativo por la presencia de
ROS y RNS.

Los sistemas mas estudiados en la proteccién contra el estrés oxidativo
son, el sistema OxyR que responde a la presencia de peroxido de hidrogeno vy el
sistema SoxRS, que responde a la presencia de superoxido y NO'. En el sistema
SoxRS, la proteina sensora es SoxR y es el regulador transcripcional de soxS, que
codifica para la proteina SoxS, esta proteina funciona como regulador
transcripcional de una serie de genes involucrados en la destoxificacion y
reparacion del dafio provocado por el estrés oxidativo (Walkup y Kogoma, 1989;
Wu y Weiss, 1991).

Otros mecanismos involucrados en la respuesta al estrés oxidativo
involucran proteinas encargadas de destoxificar principalmente el NO, como la
flavorubredoxinas y flavohemoglobinas. La flavorubredoxina es codificada por los
genes norV (ygaK, b2710) y norW (ygbD, b2711), los cuales son un operdn (da
Costa et al., 2003). Estos genes codifican para una proteina con funciéon de NO
reductasa, en condiciones anaerdbicas, catalizando la reaccion de NO a 6xido
nitroso (Gardner et al., 2002; Gomes et al., 2002). La proteina NorR (ygaA, b2709)
funciona como el regulador del operén norVW (Hutchings et al., 2002; da Costa et
al., 2003), recientemente se publicé el mecanismo por el cual NorR percibe la
presencia de NO™ (D’Autréaux et al., 2005).

La flavohemoglobina funciona como una NO dioxigenasa o desnitrosilasa
catalizando la reaccion de NO a NOj’, en condiciones aerébicas (Gardner et al.,
1998; 2000; Hausladen et al., 1998, 2001) y anaerobicamente Hmp tiene actividad
de NO' reductasa, catalizando la reacciéon de NO a N2O (Kim et al., 1999). Existe
evidencia de que la expresion del gen hmp es inducido por el NO y superdxido
(Poole et al., 1996; Membrillo-Hernandez et al., 1997a y b, 1998, 1999), sin
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embargo los factores involucrados en la induccion por la presencia de PQ o SNP
aun no esta bien estudiado. Recientemente se reporto la participacion de la
proteina NsrR codificada por el gen yjeB en la regulacién del gen en presencia de
NO' (Bodenmiller y Spiro, 2006).

El objetivo en este trabajo fue caracterizar la regulacién del gen hmp en

respuesta al estrés oxidativo por la presencia de PQ o SNP en Escherichia coli.

La estrategia experimental inicial que se us6 en la busqueda de un factor
transcripcional, involucrado en la regulacién del gen hmp en presencia de PQ o
SNP fue, realizar una mutagénesis al azar mediada por la insercibn de un
transposon usando una cepa merodiploide con la fusion ®(hmp-‘1acZ). Después de
aproximadamente 20,000 colonias mutantes seleccionadas en diferentes medios
indicadores de la expresion de la fusion (LB Xgal, MacConkey o Tetrazolium) no
se detectd alguna mutante con cambios en la expresién de la fusién. Posiblemente
la estrategia experimental no fue la adecuada para seleccionar una mutante
afectada en la expresion de la fusion, indicando que la que codificada por el gen

mutado participa en la regulacion del gen hmp.

En Salmonella enterica serovar Typhimurium fue reportado a Fur como el
unico factor transcripcional involucrado en la regulacion del gen hmp (Crawford y
Goldberg, 1998a y b). Para poder determinar si Fur también participa en la
regulacion de hmp de E. coli, se realizé la cuantificacion de la actividad de B-
galactosidasa de las fusiones ®(hmpg.-lacZ) y ®(hmps-lacZ). Se determin6é que
la proteina Fur funciona como un regulador negativo de la expresion de hmp en
ambas bacterias, sin embargo no es el unico factor involucrado, ya que la
expresion de las fusiones fue inducida por la presencia de PQ o SNP en ausencia
de Fur, lo cual indica la presencia de otro factor transcripcional. Los datos
publicados en 1998 de la regulacién de hmp en Salmonella fueron retractados al
darse cuenta que los datos publicados habian sido realizados usando una fusion

d(iroC-‘lacZ) (Crawford y Goldberg, 2006). Un dato que refuerza los resultados de
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la participacion de Fur en la regulacion de hmp fue la unién de esta proteina a la
secuencia intergénica glyA-hmp. Por otra parte D’Autréaux y colaboradores (2002)
han reportado la inactivacién de la actividad de Fur por la nitrosilacién de hierro en
presencia de NO (D’Autréaux et al., 2002).

La proteina RamA fue involucrada en el estrés oxidativo ya que, la
sobreexpresion del gen ramA generd resistencia a la menadiona (generador de
superoxido) en Salmonella typhimurium (van der Straaten et al., 2004b). El gen
ramA solo se ha encontrado en el género Salmonella y en la bacteria Klebsiella
pneumoniae. Se ha identificado a ramA como un gen de resistencia a multidrogas
en Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica serovar Paratyphi y Enterobacter
aerogenes (George et al.,, 1995; Yassien et al., 2002; van der Straaten et al.,
2004a y 2004b; Chollet et al., 2004). En este trabajé se muestra evidencia para
determinar que RamA esta involucrado en la induccién del gen hmp por la
presencia de PQ, en ausencia de este gen la expresién de hmp disminuye en
presencia de PQ, lo que indicaria una regulacion positiva. Sin embargo se
desconoce si el papel de RamA puede ser directo, reconociendo una secuencia
especifica en la region intergénica glyA-hmp, o indirecto, participando en la
regulacion de la transcripcion de otro gen que codifique para una proteina

involucrada en la regulacion de hmp (Figura 26).

RamA pertenece a la familia de reguladores transcripcionales tipo AraC
junto con MarA y SoxS. Se ha reportado que esta proteina se puede unir a la
region promotora de algunos genes que pertenecen al reguldon SoxRS,
reconociendo la secuencia de union de SoxS para llevar a cabo la transcripcion de
estos (Yassien et al., 2002), sin embargo se tiene evidencia de que hmp no
pertenece a este reguldon (Membrillo-Hernandez et al., 1997; Pomposiello et al.,
2001). Por otra parte la secuencia reportada como la unién de RamA o SoxS
(lamada Sox box o Mar box, Chollet et al., 2004) no se encuentra en la regién

intergénica glyA-hmp. Tal vez RamA participa en la expresiéon de hmp de
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Salmonella a través de un mecanismo indirecto, determinar como ésta proteina

esta involucrada en esta regulacidén es una perspectiva que se tiene.

A B
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reducido X  oxidado reducido X oxidado
0, 0,
i 7/

\ \
> ) & ) \
(i)

Figura 26. Modelos de regulacion de la proteina RamA en la expresion del gen
hmp en Salmonella enterica serovar Typhimurium.
A. Modelo directo. B. Modelo indirecto.

La ausencia de ramA en E. coli da evidencia de que esta regulacién podria
ser exclusiva del género Salmonella, ademas este mecanismo de regulacion es
independiente del sistema SoxRS, ya que al parecer RamA solo responde a la
presencia de PQ. A pesar de esto se pudo observar que en ausencia de ramA la
fusion ®(hmpec-lacZ) en el fondo genético de Salmonella presenta una expresion
similar que la fusién ®(hmps-lacZ) en ausencia de este mismo gen. Estos
resultados indican que tal vez la proteina RamA se perdid en el género E. coli y

que la presién selectiva hizo que se conservara en Salmonella.

Parte de los resultados obtenidos en este trabajo fueron publicados en el
articulo Multiple regulators of the flavohaemoglobin (hmp) gene of Salmonella
enterica serovar Typhimurium include RamA, a transcriptional regulator conferring

the multidrug resistance phenotype (Hernandez-Urzua et al., 2006 en linea).
Analizando la expresion del gen hmp por Northen blot en presencia de PQ o

SNP se observo que, la induccion por la presencia de SNP fue a los 10 y 45

minutos después del tratamiento, mientras que por la presencia de PQ fue a los 45
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minutos. Realizando una cinética de induccion de la expresion del gen se
determind que, el gen responde a la presencia de SNP casi inmediatamente (1
minuto después del tratamiento) sin embargo la induccién por la presencia de PQ
es tardia (45 minutos después del tratamiento). Estos resultados podrian estar
indicando un modelo de regulacién involucrando dos factores transcripcionales;
uno responde a la presencia de PQ y el otro a la presencia de SNP. En este
modelo de regulacion (Figura 27A) el superoxido, que se genera por la oxidacion
del PQ, es percibido por una proteina (X) que funciona como el factor
transcripcional de un gen (Y) que codifica para una proteina (Y) la cual es el factor
transcripcional de hmp. En el caso de la induccion por la presencia de SNP (Figura
27B) posiblemente la regulacion sea directa, es decir la proteina sensora del NO

funciona como el factor transcripcinal de hmp.
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Figura 27. Posibles modelos de regulacién del gen hmp de E. coli
en presencia de PQ (A) o SNP (B).

Aunque cabe la posibilidad de que soélo participe un factor transcripcional
que responda a la presencia de PQ o SNP. Tal vez las diferencias en la induccion
del gen hmp pudieran ser por la sensibilidad del factor tranascripcional al

superéxido o NO'. Por otra parte tomando en cuenta que la induccién de soxS 'y
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SodA es mucho mas sensible a la presencia de PQ, podria ser que la respuesta
primaria a la presencia de superdxido sea del regulén SoxRS, mientras que la
respuesta a la presencia de NO sea la flavohemoglobina y otras proteinas

inducidas por NO como la flavorubredoxina.

Recientemente se reportd que la proteina NsrR funciona como un represor
de la expresidon del gen hmp. En presencia de NO NsrR se inactiva, esto favorece
la expresion del gen hmp (Bodenmiller y Spiro, 2006). Esta misma proteina se ha
involucrado en la expresion de los genes hmp de Salmonella y Bacillus subtilis
(Bang et al., 2006; Nakano et al., 2006).

Aunque se describié a NsrR como regulador del gen hmp que responde a la
presencia de NO', aun se desconocia el mecanismo de regulacién por la presencia
de superdxido. Para determinar el papel de NsrR en la regulacién de hmp en
presencia de PQ, se cuantificd la expresién de la fusion ®(hmp-1acZ) en una
mutante yjeB (nsrR). Se observé desrepresion de la expresion de la fusion, sin
embargo en presencia de PQ o SNP se detectdé una ligera induccion, lo cual

indicaria la participando de otro factor transcripcional.

En la regulacién del gen hmp se han descrito algunas otras proteinas; en la
primera parte de este trabajo se describié a Fur como un regulador negativo de la
expresion de este gen. EI mecanismo propuesto es, la inactivaciéon de Fur al

nitrosilarse el hierro en presencia de NO (D’Autréaux et al., 2002).

Tomando en cuenta el papel de Fur en la regulacion de hmp posiblemente,
la induccion de la fusion ®(hmp-‘acZ) en una mutante yjeB en presencia de SNP

se debe a la inactivacién de Fur.
El modelo de regulacion que se propone es: en una cepa silvestre, NsrR y

Fur se unen a la region promotora de hmp obstruyendo el sitio de inicio de la

transcripcion y por lo tanto no hay transcripcion del gen (Figura 28A). En presencia
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de NO(Figura 28B), NsrR y Fur se inactivan, llevando a la activacién de la
transcripcion de hmp, aun no se desconoce si en presencia de PQ podria estar
pasando algo similar, pero tal vez la inactivacidon de estas dos proteinas no ocurra

tan rapido por la presencia de superoxido (Figura 28B).

En ausencia del gen yjeB (Figura 28C), la transcripcion de hmp se
desreprime, no totalmente, sin embargo aun Fur se encuentra unida al promotor
de hmp obstruyendo el sitio de inicio de la transcripcion. En presencia de SNP
(Figura 28D), Fur se inactiva por la presencia de NO' por lo tanto la transcripcién

de hmp se desreprime totalmente, en presencia de PQ tal vez pase los mismo.

Aunque NsrR y Fur participan como represores de la expresion de hmp, no
se observa la misma activacion de la transcripcion por la ausencia de NsrR que
por la de Fur. Una posible explicacion seria que la unidén de Fur al promotor de
hmp es débil, ya que solo presentar 7 de la 19 pares reportadas como consenso

de la Fur box.

Los datos obtenidos sugieren que NsrR y Fur participan en la regulacién del
gen hmp por la presencia de NO' y sugiere que en presencia de PQ sucede el
mismo mecanismo solo que tal vez la susceptibilidad al superdxido por NsrR sea

menor que por NO'.
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A Silvestre C AyjeB
-Sitio Unién NsrR -Sitio Unién NsrR
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Figura 28. Modelo de regulacion del gen hmp de E. coli en presencia de PQ o SNP involucrando a las proteinas
NsrRy Fur. Ay B en una cepa silvestre. C y D en la mutante yjeB.
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Escherichia coll possesses a two-domain flavohemo-
globin, Hmp, implicated in nitric oxide (NO) detoxifica-
tion. To determine the contribution of each domain of
Hmp toward NO detoxification, we genetically engi-
neered the Hmp protein and separately expressed the
heme (HD) and the flavin (FD) domains in a defined hmp
mutant, Expression of each domain was confirmed by
Western blot analysis. CO-difference spectra showed
that the HD of Hmp can bind CO, but the CO adduct
showed a slightly blue-shifted peak. Overexpression of
the HD resulted in an improvement of growth to a sim-
ilar extent to that observed with the Vitreoscllila heme-
only globin Vgb, whereas the FD alone did not improve
growth, Viability of the Amp mutant in the presence of
lethal concentrations of sodium nitroprusside was in-
creased (to 30% survival after 2 h in § mM sodium nitro-
prusside) by overexpressing Vgb or the HD. However,
maximal protection was provided only by holo-Hmp
(76% survival under the same conditions). Cellular res-
piration of the Amp mutant was inetantaneously inhib-
ited in the presence of 13.5 yum NO but remained insen-
sitlve to NO inhibition when these cells overexpressed
Hmp. When HD or FD was expressed separately, no sig-
nificant protection was observed. By contrast, overex-
pression of Vgb provided partial protection from NO
reapiratory inhibition. Our results suggest that, despite
the homology between the HD from Hmp and Vgb (45%
identity), their roles seem to be quite distinct.

Flavohemoglobins have been identified in a number of bac-
teria and yeast (1—4), These protelns consist of an N-terminal
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heme binding domain integrated with a flavin binding reduc-
tase domain, Despite the high degree of conservation among
these proteins in a variety of organisms and the biochemical
characterization of yeast (5) and bacterial (6) examples, their
function remained elusive for many years. A proposal for the
involvement of flavohemoglobins in protection from NO stress
was first prompted by the observation of a significant increase
in hmp transcription in response to exogenous NO in Esche-
richia coli (7). Thie wae later supported by (a) the increased
gengitivity to NO-releasing agents of defined Amp mutant
strains of E. coli (8) and Salmonella enterica serovar typhi-
murium (9-10), (b) biochemical evidence showing that the pu-
rifled Hmp protein has NO dioxygenase or denitrosylase activ-
ity, forming nitrates under aercbic conditions (11-13), and (¢)
the additional ability of Hmp to sequeater NO and reduce it to
N;O anaerobically (12, 14). Together these observations
strongly suggesated that one of the main functions of flavohe-
moglobins is to provide protection from the toxicity of NO.
Indeed, S. enterica serovar typhimurium flavohemoglobin-de-
ficient mutants are impaired in pathogenlcity due to their
increased sensgitivity to the NO-related killing process exerted
by macrophages (10). Recently, it was reported that heterolo-
gous expreasion in E, coli of flavohemoglobins from Pseudomo-
nas aeruginosa, S. enterica serovar typhi, Klebsiella pneu-
moniae, Deinococcus radiodurans, or Ralatonia eutropha also
confers resigtance to nitrosative and oxidative stresses (15).

The electron tranaport chain of aerobically grown E. coli
contains two different quinol oxidases, eytochromes bo’ and bd,
which reduce oxygen to water (16). Cytochrome bo’ i the
predominant terminal oxidase during fully aerobic conditions,
end its oxygen affinity is relatively low (X, < 1 um (17).
Conversely, cytochrome bd is synthesized under low oxygen
conditions and hags an extremely high oxygen affinity (K, 3 to
8 nm (18)). Reapiration catalyzed by either cytochrome bo’ or bd
is sensitive to NO (19) so that, at oxygen tensions above the K,
for O, of these oxidases, neither oxidase provides NO-insensi-
tive respiration, and the degree of NO inhibition increases at
low oxygen tensiona (19). Significantly, we demonstrated that
the flavohemoglobin Hmp from E, coli provides effective pro-
tection in vivo from NO respiratory inhibition (19).

Some bacteria, such as Vitreoscilla sp. and Campylobacter
Jejuni, do not syntheslze flavehemoglobing but possess single-
domain hemoglobins lacking the FAD-containing domain (3, 4,
20-21). Vitreoscilla hemoglobin Vgb accumulates to high levels
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TaBLE I
Bacterial strains and plasmids used in thie study
Relevant genotype Source/Reference
Strains
RKP2208 AlargF-lacZ) 7
RKP4545 RKP2208, but hmp::Tnb 8
REP4701 RKT4845, but harboring pPL341 hmp'* This atudy
RKP4702 REP46548, but harboring pPL341AFD This atudy
REKP4703 RKP4645, but harboring pPL341AHD This atudy
RKP35101 RKP2206, but harboring pPL341AFD This study
RKP5102 REP2208, but harboring pPL341AHD This study
RKI6103 RKP2206, but harboring pPL341 Amp™* This atady
RKP5104 RKP2206, but harboring pUC8:16 vgb™ This atudy
RKP5106 RKP2206, but harboring pUC18 This study
RKPE106 RKP2206, but harboring pBR322 This study
RKP5107 RKP46456, but harboring pUC18 This atudy
RKPG5108 RKP45435, but harboring pBR322 This study
REKPS109 RKP4646, but harboring pUCS:18 ugh* This study
Plasmids

pBR322 bla* tet” 29
pUCI1R Cloning vector bla* lacZYA" Stratagene
pPL341 pBR322 with Amp * under its own promoter 30
pPL341AHD pBR322 with a 806 bp Ndel-EcoRI fragment of pPL4562 encoding This study

the Hmp flavin domain under its own promoter
pPL341AFD pBR322 with a 633-bp Ndel-EcoRI fragment of pPL452 encoding This study

the Hmp heme domain under its own promoter
pUCB:16 pUC18 derived plasmid with vgb* (1.4-kb fragment) under ita 31

own promoter
pPL341ANdel pPL341 but with the Ndel site removed This study

under microaerophilic conditions (22). Significant enhance-
ment of growth and production of recombinant proteins and
antibiotics is observed when vgb is expreased in E. coli, Strep-
tomyces coelicolor, and Streptomyces lividans (23-25), and nu-
merous other beneficial effects on culture growth and metabo-
liam have been described (for review, aee Ref. 4). The proposal
that the function of Vgb is facilitation of O, delivery for respi-
ration (25) has received considerable recent support from the
finding that Vgb interacts specifically with the Oj-reducing
subunit of the cytochrome bo' terminal oxidase (26). However,
roles in nitrosative and oxidative stress responses have also
been suggested for one-domain hemoglobins (27). Whatever the
role of Vgb, it has been assumed that the globin interacts with
a cognate, separately encoded, reductase that is functionally
analogous to the C-terminal domain of flavehemoglobina. In-
deed, such a reductase has been purified from Vitreoscilla and
characterized (28). Presumably, another reductase(s) assumes
a similar role when Vgb is expressed in heterologous hosta.

In this communication we describe genetic engineering of the
Hmp flavechemoprotein from E. coli to synthesize separately
each domain and the effect of expressing them on growth,
oxygen metabolism, and protection from inhibition of respira-
tion by NO. Our results with the heme domain of the E. coli
Hinp (flavohemoglobin) differed from those obtained using the
Vitreoscilla sp. Vgb single-domain hemoglobin.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Strains, Media, and Growth Conditions—The strains and plasmids
used are listed in Table I. Transformations were done after CaCl,
treatment (32). Cells were grown in rich medium (LB) (33) supple-
mented as appropriate with kanamyein (60 pg/ml) or ampicillin (200
wg/ml). Culture optical density at 600 nm (apparent A,,,) was meas-
ured with a Jenway 6100 spactrophotometer in cells of 10-mm path
langth after appropriate dilution. Cultures were grown at 37 °C with
ghaking (200 rpm) in conical flagke containing about ¥ of their own
volume of medium and ingculated with 1% of the culture volume using
an overnight culture.

Construction of Plasmids pPL3410FD and pPL341AHD—Plasmid
pMA2000U (34) was used for cloning a 1309-bp EcoRI-BamHI fragment
containing the entire Amp structural gene plua its own promoter region
from plasmid pPL304 (30), to yield plaamid pMAHmp. Single strand
phagemid pMAHmp was obtained by infection with helper phage M13
RP408. Insertion of a atop codon (TAA) and an Ndel restriction aite (see

Fig. 1) wau carried out by using a site-directed mulagenesis kit (Amer-
sham Biosciences) using the 5'-end phosphorylated primer RKPhmpl
(B'-GCCCAGCAAAGCCTAACATATGGCTGGTTGGGAA-3', where
italics indicate the introduced stop codon (TAA) and the underlined bold
text indicates the Ndel aite (Fig. 1B)); the annealing slep was performed
following the manufacturer’s instructions. Extension and religation of
the complementary strand was carried out by using the Klenow frag-
ment of DNA polymerase and T4 DNA ligase (Arnersham Biosciences).
The resulting mutaled plasmid wae called pMAHmp (see Fig, 2). Ndel
digestion of thia plasmid precisely excised the heme domain (HD)" of the
hmp gene. This plasmid was religated, and then the BamHI-EcaRI
fragment was cloned in the cloning vector pBR322 digested with the
same enzymes to yield plasmid pPL341AHD (see Fig. 2). This plasmid
contains only the flavin (FD) domain of Hmp starting at codon 148 (see
Fig. 1). On the other hand, partial Ndel-Xmnl digeations of the
pMAHmp plasmid allowed the excision of the flavin domain (Fig. 2),
yielding the plasmid pPL341AFD. It is important to note that both
constructs are under the control of the native Amp promoter and that
both conserve an 11-bp repeat. at the 3'-end that has been suggested to
bo the terminator sequenco of Amp (30). Both construcls were verified
by sequencing using Sequenase version 2.0 (U. 5. Biochemical Corp,;
data not shown).

Treatment with NO, Sodium Nitroprusside (SNP), and Methyl Violo-
gen (PQ)—NO was prepared as in Poole et al. (7). SNP was from Sigma.
Solutions were added to a culture 1.5 h after inoculation (A4, = 0.6),
samples were taken at the stated times, and serial dilutions were
performed to determine viabilily. Results were expressed as the per-
centage of viable cells present in the control culture without any
treatment.

Preparation and Use of Anti-Hmp Polyclonal Antibodies—Anti-Hmp
polyclonal antibodies wero obtlained a8 described in Stevanin et al. (19).
Western blot detection was done using the ECL chemiluminescence
aystem (Amersham Biosciences).

Determination of Cell Respiration Rates and the Effects of NO—Cells
were grown for 6 h as described above until Ay, reached ~1.4. Cells
ware harvested by centrifugation, washed in sterile 0.9% saline, and
resuspended in about 5 ml of buffer containing MOPS (50 mm, pH 7.4)
and 50 mM NaCl. A Clark-type polarographic oxygen electrode system
(Rank Broa. Bottisham, Cambridge, UK) was used comprising a water-
jacketed (37 °C) Parspex chamber, stirred magnetically; the membrane-
covered electrode was aituated at the bottom of the chamber below the
atirrer. About 2550 ul of cell suspenaion was diluted in the chamber

1 The abbreviations used are: HD, heme domain; FD, flavin domain;
8NP, sodium nitroprusside; PQ, paraquat or mathy! viologen; MOPS,
4-morpholinepropanesulfonic acid.
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Fig. 1. Sequence alignments of Hmp (E. coli) and Vgh (Vitreoscilla) and the junction of the heme and flavin domain-encoding
regions of the hmp gene. A, identical residues are marked (*), and functionally similar amino acid residues are indicated by a period. The heme
domains of Hmp and Vgb are boxed. The heme domain amino acid residues believed to interact with the reductase domain in Fhp (40) are shown
in bold letters. B, the lop sequence is tha hmp gene-coding region extending from residues 143 to 150; the site of insertion (GGT) that was
mutagenized is baxed. The resulting sequence afler mutagenesis is shown underneath; a TAA stop codon, an Ndel site, and an ATG start codon

were added to separate the heme and the FAD domains.

with MOPS-NaCl buffer to give a working volume of 2 ml, and a
close-fitting lid with a fine hole for injections using a Hamilton syringe
was inserted. The auspension was further supplemented with glucose
(10 uM final concentration), and respiration rates measured in the
closed system.

Preparation of Cell-free Extracts and Assay of NQO Denitrosylase
Activity—Cella were harvested by centrifugation at 6000 x g for 20 min.
The cell pellet was washed and resuspended in 0.1 M phosphate buffer,
pH 7.0. The cell suspension was sonicated three times {n an ice bath
ueing an MSE Soniprep 1560-watt sonicator. Each sonication was for 1
min, with a 30-s interval between successive sonications. Cell debria
and unbroken cells were removed by centrifugetion at 77,000 X gin a
Ti70 rotor using a Beckman ultracentrifuge for 1.5 h at 4 °C. Activity
was measured in the oxygen electrode veasel described above. Oxygen
consumption was initiated by addition of NADH (500 um final
concentration),

Visible Electronic Spectroscopic Analysis—Spectra for characteriza-
tion and quantification of hemoproteins in cells and cell-free extracta
were obtained using an SDB-4 dual-wavelength scanning apectropho-
tometer (University of Pennsylvanie Biomedical Instrumentation
Group and Current Designs Inc., Philadelphia, PA) (35). Cells were
centrifuged from stationary phase cultures, suspended in 0.1 M potas-
sium phosphate buffer, pH 7.4, and used to record the dithionite-
reduced — persulfate-oxidized difference apectra or CO + dithionite —
dithionite difference spectra (36). Spectral data were analyzed and
plotted using SoftSDB (Current Designa Inc.) and CA-Cricket Graph III
software.

RESULTS

Construction of Plasmids Carrying the Heme or the Flavin
Domain of Hmp Separately—The E. coli flavahemoglobin con-
gists of two domains, an NH, heme domain (HD) that is homol-
ogous (46% identity; 67% similarity; Fig. 14) to the single
domain Vgh Vitreoscille hemoglobin, and a COOH flavin do-

main (FD) that belongs to the ferredoxin-NADP* reductase
(FNR) family of reductases (30, 37). Several reports implicate
Vgb in the improvement of growth when the globin is heterolo-
goualy expressed in other organisms (4, 24-25), and more im-
portantly, many of its functions overlap with those of flavohe-
moglobina (23). To examine whether the heme domain from the
Hmp protein of E. coli could play a similar role to that of the
Vgb protein, we genetically engineered the ~mp gene go that
each domain of the protein could be expressed separately. First,
we determined the length of the heme domain by comparing
the structural features of the Vgb and the Hmp proteins, taking
advantage of the available structures of Vgb (38) and of the
flavohemoglobina from E. coli (39) and R. eutropha (40). We
determined that the heme domain extends up to residue 146
(Fig. 1). Plasmid pMAHmp carrying the whole hmp gene but
with the addition of 1) an Ndel restriction site, 2) a TAA codon
that stops translation at residue 146, and 3) an ATG starting
codon at residue 147 was conatructed according to the proce-
dures described under “Experimental Procedures” (Figs. 1B
and 2). The new Ndel site allowed the excision of the HD or the
FD domain to yield plasmids pPL341AHD and pPL341AFD,
respectively (Fig. 2).

Expression of the Separate Domaine of Hmp Encoded by
Plagmids pPL341AHD and pPL341AFD—Polyclonal Hmp an-
tibodies were used to detect Hmp expression in high speed
cell-free extracts prepared from cells of strain RKP4845 (hmp:
Tns, hereafter referred to as hmp~) carrying different plas-
mids. Western blot analysis of extracts from RKP4701 cells,
which harbored plasmid pPL341 (hmp™), showed a band of 44
kDa, corresponding to the Hmp polypeptide, and a smaller
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F1G. 2. Genetic strategy to separate the heme and FAD domains of Hmp. Plasmid pPL341 (fup) carrying the entire Amp gene was used
to construct phagemid pMAHmp after insertional mutagenesis (see Fig. 1 for details). An Ndel site was added that allowed the conatruction of

plasmids pPL341AHD or pPL341AFD, shown below.

Fig. 3. Immunologically detectable
Hmp in cell-free extracts from non-
induced and SNP-treated cells ex-
pressing the holo-Hmp and each Hmp
domain separately. Hmp antibody was
used to detect Hmp present in high speed

cell-free extracts of straina carrying dif- a4 -~
forent plasmida. Lane 1, RKP4701

(hmp "), lane 2, RKP4703 (AHD); lane 3,

RKP4546 (hmp~ mutant); lane 4,

RKP2206 (wild-type; no plasmid); lane 5, 28

REKP2206 treated with 50 um SNP; lane 6,
RKP4702 (AFD); lane 7, RKP4702 (AFD)
treated with 50 uM SNP, Numbers to the
left indicate the calculaled molecular
masses (kDa) corresponding to the ob-
served bands. 16

BN

weak band that might be due to a degradation product (Fig. 3,
lane 1). When extracts from RKP4703 cells were used, which
herbored plasmid pPL341AHD, a 28-kDa band (corresponding
to the expected size of the FD domain of Hmp) was evident (Fig.
3, lane 2). Similarly, extracts from RKP4702 cells, which har-
bored plasmid pPL341AFD, displayed only one band of 16 kDa,
the expected size of the heme domain (Fig. 3, lane 6). As
expected, extracts from strain RKP4546 (hmp~, no plasmid)
did not react with Hmp antibodies (Fig. 8, lane 3).

To test whether the Amp constructs present in plasmids
pPL341AHD and pPL341AFD were regulated in a similar fash-
ion to the wild-type gene, we grew cell cultures of atrain
REP2206 (wild type) and RKP4702 (hmp~ harboring plasmid
pPL341AFD) in the absence or in the presence of 50 uM SNP, a
potent inducer of hmp (41). Cell extracts were obtained and
subjected to Western blot analysis. Extracts from wild-type
strain RKP2206 displayed a 44-kDa band that increased mark-
edly in intensity in the presence of SNP (Fig. 3, compare lanes
4 and 5). Likewise, when extracts from cultures of strain
RKP4702 (hmp~, harboring plasmid pPL341) treated with
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SNP were used, an increase in the intensity of the 16-kDa
reactive band was observed (Fig. 3, compare lanes 6 and 7).
Taken together, thesme results demonstrate that plasmids
pPL341AHD and pPL341AFD encode truncated versions of the
Hmp protein and that the regulation of the genetic constructs
remaing unaltered.

CO-difference Spectroscopy of Cell-free Extracts and Whole
Cells from Cultures of Strains Carrying Plasmids pPL341AHD
and pPL341AFD—To confirm the identity of the proteins ex-
pressed from the mutated hmp gene and determine whether
heme was still incorporated into the AFD construct, cultures of
strains RKP4701 (hmp~, harboring plasmid pPL341 hmp™),
RKP4702 (hmp~, harboring plasmid pPL341AFD), RKP4703
(hmp~, harboring plasmid pPL341AHD), RKP4545 (hmp™),
and RKP2206 (wild type, no plasmid) were grown in LB media,
and difference spectra (CO + reduced ~ reduced) were run on
the whole cells in a dual wavelength spectrophotometer (Fig.
44). Cell-free extracts were also prepared and centrifuged at
77,000 X g to remove membrane-associated terminal oxidases
(cytochromes bo' and bd) that would confound the signals of
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Hmp. Glucose was used to reduce the whole cells (Fig. 44), and
sodium dithionite was used to reduce cell-free extract samples
(Fig. 4B).

CO-difference spectra of whole cells from all strains showed
a signal with a peak at ~421 nm and a trough at ~437 nm, The
gimilarity of spectra 1 to 5 in Fig. 44 suggests that the signals
are due not only to Hmp (42) but also to the presence of other
CO-binding proteins in whole cells (Fig. 4A). By contrast, CO-
difference spectra of the cell-free extract of strain RKP4701
(Fig. 4B, trace 1) showed strong signals at 421 nm (peak) and
439 nm (trough), very similar to the band positions observed
with purified Hmp (42). Strain RKP4702, which expressed only
the heme domain, also gave an intense signal similar to that
geen with Hmp, but with a slightly blue-shifted peak at 419 and
a broad trough with a A_;, of 430.5 nm (Fig. 4B, trace 2). Strain
RKP4703, which expressed only the flavin domain, and mutant
strain RKP4545 (Fig. 4B, traces 3 and 4, respectively) revealed
no detectable CO-binding hemoproteins. These results suggest
that neither strain RKP4545 nor RKP4703 expresses the heme
domain, which is the site of oxygen and CO binding, and that
the remaining heme domain produced by plasmid pPL341AFD
could still bind CO, albeit with altered spectral characteristics.

Effect of the Expression of Plasmids pPL341AHD and
pPL341AFD on the Growth Physiology of E. coli—The benefits
of expressing the single-domain hemoglobin Vb for the growth
physiology of different microorganisms and several eukaryotes
have been widely reported (4, 24-25). Vgb is 45% identical and
67% similar to the heme domain of Hmp (Fig. 1). To determine
whether atrains carrying plasmids pPL341AHD and
pPL341AFD display alterations in growth physiology, such as
those reported for cells overexpressing Vb, we grew cultures of
the hmp~ (RKP4545) strain transformed with different plas-
mida in LB media at 37 °C under aerobic conditions. As shown
in Fig. 5A, differences in growth behavior became apparent
after ~10 h of cultivation, probably suggesting that, beyond
that point, oxygen concentration or utilization became growth-
limiting (Fig. 5A). Agy, values at this time point gave a clear
indication that the strains expressing the holo-Hmp protein,
the heme-only Hmp, or the Vgh hemoglobin grew significantly
better relative to the control strain RKP5107 or RKP5108
carrying the pBR322 or pUC18 control plasmids. However, for
gtrains carrying plasmids pPL341 (hmp™®) and pPL341AFD,
the growth improvement was less pronounced than for the
strain expressing Vgb. No growth improvement was observed
for cells harboring the pPL341AHD plasmid (Fig. 5A). Theae
results demonstrate a slight growth improvement for all

straina expressing hemoglobin from a plasmid-borne gene.

Sensitivity to PQ and SNP of Cells Carrying Plasmids
pPL341AHD and pPL341AFD—Hmp and many other bacterial
types of hemoglobin (including single-domain hemoglobins)
have been implicated in detoxification of NO and related spe-
cies (for review, see Refs. 2—4). To test whether the truncated
domains of Hmyp still confer resistance to nitrosative stress,
cultures of strain RKP4545 (hmp™~) carrying different plasmids
were grown to mid exponential phase (Agoq = 0.5) and treated
with 1 muM SNP, and changes in the growth curves were re-
corded. As shown in Fig. 5B, RKP4545 cells transformed with
either pUC18 or pBR322 suffered an abrupt cessation of
growth after the addition of SNP. Cells carrying pPL341AHD
were alao severely affected. However, strain RKP4545 (hmp™)
bearing plasmids pPL341 (holo-Hmp), pPL341AFD (heme
only), or pUCS8:16 (ugb™) showed an increased resistance to the
NP stress relative to the vector controls. Importantly, Vgb
and holo-Hmp consistently conferred more resistance to SNP
than did plasmid pPL341AFD (heme only) over the first 30 h of
culture, whereas cellg bearing plasmid pPL341AFD restarted
growth only after 20-30 h of SNP treatment (Fig. 6B). This
delayed tolerance is not understood, but the protein atructural
differences revealed by CO-difference spectra (Fig. 4B) may
impede the protective response of the heme-only Hmp protein.
Clearly, however, the heme-only form of Hmp is not as effective
in conferring SNP tolerance as Vgb or the holo-Hmp.

It is well established that a defined hmp mutant strain is
impaired in its reaponse to NO and to the superoxide-generat-
ing agent PQ (8). To determine whether the truncated versions
of Hmp produced by the plasmide pPL341AHD and
pPL341AFD could increase viability in an Amp™~ background on
challenge by SNP, we treated exponentially growing cultures of
strains RKP4701 (hmp~ but harboring pPL341 hmp'),
RKP4703 (hmp™ but harboring pPL341AHD), RKP4702 (hmp~
but harboring pPL341AFD), RKP5108 (pBR322 control),
RKP5107 (pUC18 control), and RKP5104 (harboring pUCB8:16
vgh ') with a lethal concentration of SNP (6 mm). As shown in
Fig. 5C, maximel protection was provided by expression of
plasmid pPL341 (hmp*; 70% survival after 120 min). The plas-
mids encoding the heme domain of Hmp (pPL341AFD) or the
Vgb protein maintained viability to a similar extent (30% after
120 min), Surprisingly, the FAD domain of Hmp was more
effective because survival was 40% after 120 min. By contrast,
control experiments with cells carrying cloning vectors pUC18
or pBR322 displayed no viable counta after 120 min of exposure
to SNP. This suggests that the heme domain of Hmp and the
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percentage of cell survival in cultures treated with § mm SNP,

Vgb protein prevents killing by SNP by similar mechanisma.
Interestingly, when PQ sensitivity was tested, cells expressing
Vgb displayed an increased sensitivity when compared with
cells carrying each of the single domains or the holo-Hmp (data
not shown), suggesting that PQ resistance can be conferrad by
Hmp but not by Vgb (results not shown).

Effects of NO on Respiration and the NO Denitrosylase (Ox-
ygenuse) Reaction of Strains Carrying Plasmids pPL341AHD
and pPL341AFD—Hmp protects cellular respiration catalyzed
by cytochrome bo' or cytochrome bd from the toxic effects of NO
(19). To determine the extent of the contribution of each do-
main of Hmp, whole cell suspensions were prepared of strains
RKP4701 (pPL341 Amp "), RKP4702 (pPL341AFD), RKP4703
(pPL341AHD), and RKP45456 (kmp™~). Known amounts of cella
were added to a closed oxygen electrode chamber as deacribed
under “Experimental Procedures.” Because the toxicity of NO
is dependent on dissolved O, concentration (19), additions of 36
#M NO were made at two separate oxygen tensions (at 160180
and 70-90 uM oxygen). Fig. 64 shows the oxygen consumption
traces. In the case of strain RKP4701 (hmp~, but harboring
pPL341 hmp™), the addition of NO gave no inhibition of oxygen
uptake (¢race a). This indicates that Hmp is able to detoxify NO
before it is able to inhibit respiration of whole cells, as we
reported previously. On addition of NO to whole cells of strains
RKP4702 (AFD; trace b), RKP4703 (AHD; trace ¢), and
RKP4545 (hmp™, no plasmid; trace d) there followed & period of
inhibition of respiration. Similar experiments were carried out
using straing RKP5109 (hmp~, but harboring pUC8:16 vgh*)
and RKP5107 (hinp~ and with vector control; Fig. 7). Increas-
ing concentrations of SNP progressively inhibited cell reapira-
tion. The presence of plasmid-encoded vgb* did not markedly
affact the tolerance of wild-type E. coli to SNP inhibition. An
himp mutant containing only the plasmid vector (without vgb ")
was hypersensitive to SNP, but expression of vgh* restored
resistance. These results show that either Hmp or Vgb can
protect cell respiration from SNP. Interestingly, celle overex-
presaing Vgb appeared to be slightly more sensitive to respira-
tory inhibition by SNP than the wild-type strain (Fig. 7); this
may be due to the production of superoxide that has been
previously reported in cells overexpressing Hmp (43). By con-
trast, neither the Hmp heme nor FAD domains separately were
able to provide protection to the respiratory chain. This indi-

cates that both domains are necessary for respiratory protec-
tion by Hmp.

To test whether the separate domains of Hmp conserve the
NO denitrosylase activity, we determined the oxygen consump-
tion in cell-free extracts using NADH as the electron donor.
NADH was added after establishing no oxygen uptake before
the addition (Fig. 68). NO (13.5 uM) wag added at each of two
separate oxygen tensions (160--180 and 70-90 uM), and the
resulting mean Qy/NO ratio at each addition was calculated.
RKP4701 (expressing holo-Hmp) showed an 0/NO ratio of 1.1
(mean of 4 determinations, 8.D. 0.17), indicative of NO deni-
trosylase activity, i.e. the stoichiometric consumption of O, and
NO to yield nitrate (11-13). In further quadruplicate experi-
ments, straing RKP4702 (AFD; ratio 0.4, 8.D. 0.05), RKP4703
(AHD; ratio 0.6, S.D. 0.13), and RKP4545 (hmp~; ratio 0.5, S8.D.
0.21) all showed much lower O/NO ratios, indicating that Hmp
with the presence of both domains is necessary for full NO
denitresylase activity. The low ratio seen with RKP4645 (Amp
mutant strain) was expected, and the ratio was gimilar to the
04/NO ratio seen on the addition of NO to MOPS buffer only
(44). Taken together, these results demonstrate that both the
heme and flavin domains are necessary for efficient detoxifica-
tion of NO by Hmp.

DISCUSSION

Reactive oxygen and nitrogen species are effective molecules
for bactericidal action againat invading pathogens (45). The
best understood microbial response to nitrosative stress in-
volves flavohemoglobins (2), but these proteins have been also
implicated in oxidative stress responses in bacteria (8) and
yeast (46). Interestingly, single domain hemoglobina such as
Mycobacterium tuberculosis HbN (47) and Vgb from Viz-
reoscilla have also been implicated in NO detoxification pro-
ceages (15, 27). It has been suggested that, because Vgb inter-
acts with a reductase from Vitreoscilla (48), this globin may
function in a manner similar to flavohemoglobins. The NADH-
cytochrome o reductase has been shown to constitute an elec-
tron-transferring path for the oxidation of NADH and to in-
crease the oxygen uptake peveralfold in Vitreoscilla (21, 28).
When Vgb is functionally expressed in heterologous hosts (for
review, see Ref. 4), it seems probable that it interacts in such
cells with an unidentified reductase(s) appropriate for trans-
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Fic. 7. Respiratory inhibition by SNP in cells carrying the Vgb
hemoglobin. Resuspended whole cells of exponentially growing cul-
tures of straing RKP2206 (wild type; open squares), RKP5104 (wild
type/pUCS vgh™; filled circles), REPB107 (hmp~/pUC1S8; open circles),
and RKP5109 (Amp~/pUCS vgh™; filled squares) were used. Cells were
added to the chamber containing 2 ml of buffer (50 mm MOPS, 650 mMm
NaCl). The additions of increasing concentrations of SNP were made,
and the residual respiration was expressed as a percentage of the
uninhibited rate.

ferring electrons to the globin heme, allowing turnover and
ligand chemistry. The wide variety of beneficial consequences
that overexpression of Vgb displays has motivated many re-
searchers to genetically modify ita structure. A reductase do-
main from the Fhp (R. eutropha) flavohemoglobin was geneti-
cally linked to Vgb with an improvement in the beneficial

effects on microaerobic bacterial growth (15, 23, 27). Expres-
gion of a double Vgb-Vgb hemoglobin alao enhanced growth and
alters ribosome and tRNA levels in E. coli (49).

The marked shift in the spectral properties of the heme in
the AFD construct (Fig. 48, trace 2) points to substantial
changes in the environment of the heme affecting ligation
and/or spin state, Whereas the CO spectrum of the native Hmp
protein (Fig. 4B, trace 1) resembles that of the pure protein (42)
and myoglobin (60), i.e. a peak near 420 nm and a trough near
440 nm, both bands in the AFD protein are blue-shifted. In-
deed, the peak (419 nm) and trough (430.5 nm) render the
gpectrum much more similar to that of oxidases of the cyto-
chrome o'-type (peak at 415 nm, trough at 432 nm) (50, 51)
than to Vgb (peak at 419 nm, trough at 437 nm) (50). The
closeness of the trough position to 427 nm and the blue-shifted
band of the CO adduct suggest some low apin character (48),
but the o/f regiona are insufficiently resolved in spectra of
crude extracts for further discussion on this point. Neverthe-
less, the growth data in Fig. 5A demonstrate that, despite the
maodified ligand binding of the AFD construct (Fig. 4B), this
protein has properties that enhance growth, perhaps by in-
volvement in oxygen metabolism, Furthermore, the AFD con-
struct conferred resistance to inhibition and killing by SNP
(Figs. 8, B and ), Therefore, despite the altered spectral prop-
erties, the AFD construct is functional in these assays yet does
not protect cell respiration from NO or exhibit NO consumption
(Fig. 6).

The goal of our experimenta was to express separately the
heme and FAD domains of the flavohemoglobin Hmp of E. coli
and study the effects of these constructs on growth, oxygen
metabolism, and the protection of respiration from NO and
nitrosative stress. Surprisingly, expression of the heme domain
of E. coli Hmp had effects quite different in some respects to
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those observed with Vgh. Thus, in contrast to holo-Hmp, the
heme-only truncated Hmp failed to provide protection from NO
to the respiratory chain in E. coli (Fig. 6A). However, Vgb,
holo-Hmp and the heme-only truncated Hmp all conferred re-
sistance to growing cella from SNP (Fig. 5, B and C). Frey et al.
(16) also report that several diverse hemoglobins were aqually
capable of sustaining growth of K. coli under nitrosative stress
conditiona irreapective of the presence of a flavin domain, How-
ever, only the intact Hmp, and not the flavin or heme domaina,
protected rates of respiration from NO (Fig. 84) and elicited O,
uptake in membrane-free preparations, consistent with NO
denitrosylase activity (Fig. 6B). Furthermore, although the
Hmp holoenzyme provided protection from PQ-killing, neither
Vgb nor the single heme or FAD domains of Hmp did go (results
not shown). It has been suggeated that Vgb arose during the
course of evolution by excision of the FAD-containing reductase
domain from a flavehemoglohin (62). The present growth data
(Fig. 5) and the allgviation of nitrosative stress provided by the
heme domain from the R. eutropha flavohemoglobin, Vgb, and
a single-domain globin from C. jejuni (15) lend experimental
aupport to this proposal, since an “on-board” reductese domain
is shown not to be absolutely required for all globin functiona,
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