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Resumen

HilD es un regulador transcripcional perteneciente a la familia AraC/Xyls, el cual tiene un papel
central en la virulencia de Salmonella. HilD controla la expresion de genes localizados dentro de
SPI-1, requeridos para el ensamble de un sistema de secrecion tipo 3 (SST3), asi como la
expresion de otros genes localizados fuera de esta isla de patogenicidad, los cuales son
principalmente requeridos para la invasion de Salmonella a las células hospederas. La expresion,
concentracion y actividad de HilD esta altamente controlada. La proteina HilE reprime la
expresion de los genes de SPI-1 a través de su interaccion con HilD. En este estudio, mediante el
uso de métodos genéticos y bioquimicos demostramos el mecanismo por el cual HilE regula la
actividad transcripcional de HilD. Encontramos que HilD requiere dimerizar para inducir la
expresion de sus genes blanco. Ademas, nuestros resultados indican que HilE interacciona de
manera independiente con la region central y C-terminal de HilD, las cuales son requeridas para
la dimerizacion y la unién al DNA, respectivamente. Consistentemente, observamos que estas
interacciones inhiben la dimerizacién y la union de HilD al DNA. Asimismo, demostramos que
los aminoécidos Y180, F181 y F184, localizados en la regién central de HilD, estan directamente
involucrados en la interaccion con HilE. De manera interesante, andlisis computacionales
revelaron que HilE esta estructuralmente relacionada con las proteinas Hcp, las cuales son
componentes estructurales del sistema de secrecion tipo 6 (SST6) de bacterias Gram negativas.
Adicionalmente, encontramos que la region N-terminal de HilD participa en la deteccion de
moléculas que inhiben la actividad de HilD, como &cidos grasos de cadena corta, propionato y
butirato, de cadena larga como el oleato y sales biliares como deoxicolato de sodio, presentes en
el intestino de humanos y animales. En conclusién, nuestros resultados revelan el mecanismo

molecular a través del cual HilE, una proteina similar a Hcp, controla la dimerizacion y union al
14



DNA del regulador de virulencia HilD. Estos hallazgos podrian indicar que la actividad de HilE
es el resultado de una adaptacion funcional durante la evolucion de los mecanismos de
patogenicidad de Salmonella. Asimismo, nuestros resultados revelan la funcién de la regién N-
terminal del regulador HilD, involucrado en la dimerizacion y en la deteccion de sefiales que le
permiten a la bacteria expresar los genes requeridos para la invasion del epitelio, en una region

especifica del intestino de sus hospederos.
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Abstract

HilD is an AraC-like transcriptional regulator that plays a central role in Salmonella virulence.
HilD controls the expression of the genes within the Salmonella pathogenicity island 1 (SPI-1),
encoding a type 3 secretion system (T3SS), as well of several genes located outside SPI-1, which
are mainly required for Salmonella invasion of host cells. The expression, amount and activity of
HilD are tightly controlled by the activities of several factors. The HilE protein represses the
expression of the SPI-1 genes through its interaction with HilD. In this study, we used genetic
and biochemical assays to determine how HilE controls the transcriptional activity of HilD. We
found that HilD needs to dimerize to induce expression of its target genes. Our results indicate
that HilE interacts with each the central and the C-terminal regions of HilD, mediating
dimerization and DNA binding, respectively. We also observed that these interactions
consistently inhibit HilD dimerization and DNA binding. Additionally, we found that the amino
acids Y180, F181 and F184, located in the central region of HilD, are directly involved in the
interaction of HilD with HilE. Interestingly, computational analysis revealed that HilE shares
sequence and structural similarities with Hcp proteins, which act as structural components of type
6 secretion systems (T6SS) in Gram-negative bacteria. Furthermore, we observed that the N-
terminal region of HilD senses the effect of molecules that inhibit HilD activity, such as the
short-chain fatty acids propionate and butyrate, the long-chain fatty acid oleate and the bile salt
sodium deoxycolate, which are present in the intestine of humans and animals. In conclusion, our
results uncover the molecular mechanism by which the Hcp-like protein HilE controls the activity
of the virulence-promoting transcriptional regulator HilD. Our findings may indicate that HilE’s
activity represents a functional adaptation during the evolution of Salmonella pathogenicity.

Additionally, our results reveal that the N-terminal region of HilD contains domains for
16



dimerization and for the sensing of molecules that Salmonella uses as signals to colonize a

specific intestinal niche.
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1. Introduccién

1.1. El género Salmonella

El género Salmonella agrupa dos especies, Salmonella enterica y Salmonella bongori. Son
bacterias Gram-negativas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae causantes de
enfermedades en animales y humanos. S. enterica comprende seis subespecies y mas de 2500
serovariedades, clasificadas de acuerdo a los antigenos O del lipopolidacérido y H del flagelo.
Dependiendo de la serovariedad y del hospedero, S. enterica puede causar desde infecciones
intestinales localizadas que producen diarrea, hasta infecciones sistémicas severas (Haraga et al.,
2008; Sanchez-Vargas et al., 2011). S. enterica serovar Typhi (S. Typhi) es especifica de
humanos y causa infeccion sistémica, también denominada fiebre tifoidea; en contraste, S.
enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium), en humanos y varios animales causa infeccion
intestinal, pero en algunos animales causa infeccidn sistémica. Debido a que S. Typhimurium
puede ocasionar tanto la infeccion intestinal localizada como la infeccion sistémica, dependiendo
de su hospedero, este serotipo se ha empleado como modelo para estudiar los mecanismos de

patogenicidad de S. enterica (Haraga et al., 2008).

1.2. Mecanismos de patogenicidad
La infeccion por Salmonella empieza con la ingestion de agua y alimentos contaminados. Una
vez dentro del hospedero, Salmonella es capaz de sobrevivir al pH acido estomacal, mediante la
activacion de un mecanismo de tolerancia al acido (Garcia-del Portillo et al., 1993). Asimismo,
evade mdaltiples mecanismos de defensa del hospedero con el fin de alcanzar el epitelio del
intestino delgado, donde invade células no fagociticas, como los enterocitos y las células M

(Haraga et al., 2008). Salmonella se adhiere a la superficie apical de las células epiteliales
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intestinales a través de fimbrias y adhesinas e induce cambios en el citoesqueleto de las células
hospederas que permiten su entrada a través de endocitosis. Simultdneamente, se desencadena
una respuesta inflamatoria local, con el reclutamiento de macrofagos a la submucosa y al lumen
intestinal, secrecion de citocinas e incluso dafio de las uniones estrechas celulares, que
contribuyen a la aparicion de la diarrea. Dentro de las células, Salmonella se aloja en las vacuolas
contenedoras de Salmonella (SCV, del inglés Salmonella-containing vacuoles), las cuales son
formadas durante el proceso de endocitosis y son el compartimiento en el que Salmonella
sobrevive y se replica. Las SCV alcanzan la superficie basolateral y atraviesan el epitelio
intestinal, donde posteriormente pueden ser fagocitadas por macréfagos u otras celulas
fagociticas presentes en la submucosa. La migracion de las células fagociticas infectadas facilita
la diseminacion de la bacteria a través de la via linfatica, asi como sanguinea, alcanzando 6rganos
como el higado y el bazo, donde este patdgeno se replica preferencialmente (Fabrega and Vila,

2013; Haraga et al., 2008).

1.3. Factores de virulencia de S. enterica
Salmonella posee diversas estrategias que le permiten invadir las células hospederas, asi como
evadir diversos mecanismos de la respuesta inmune para sobrevivir dentro del hospedero. La
mayor parte de los genes que codifican para los factores de virulencia, se encuentran en regiones
del cromosoma denominadas islas de patogenicidad, pero ademas pueden encontrarse codificados

en otras regiones del cromosoma o en plasmidos.

1.3.1. Flagelo
Es una estructura filamentosa requerida para la movilidad, quimiotaxis y otras funciones

importantes para la patogénesis bacteriana. La funcion flagelar requiere de la expresién de mas de
50 genes organizados en diversos operones, que es regulada a diferentes niveles en respuesta a
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sefiales ambientales. El flagelo permite a la bacteria llegar al sitio donde debe invadir y

establecerse (Chilcott and Hughes, 2000; Fabrega and Vila, 2013).

1.3.2. Plasmidos
Algunas serovariedades de Salmonella contienen un pldsmido especifico de virulencia. En el caso

de S. Typhimurium, este plasmido se denomina pSLT Yy tiene un tamafio aproximado de 95 kb;
contiene el locus spvRABCD que codifica los efectores SpvB y SpvC, los cuales inhiben la
polimerizacion de la actina, la apoptosis y la respuesta inflamatoria del hospedero. Asimismo, el
plasmido pSLT codifica para SpvA, una proteina de membrana externa, y para SpvD, una
proteina secretada cuya funcion es desconocida, asi como para el regulador transcripcional de
tipo LysR, SpvR, el cual se autoregula y activa la expresion de los deméas genes del operén

(Fabrega and Vila, 2013).

1.3.3. Adhesinasy fimbrias
Se han descrito mas de 13 locus fimbriales en S. Typhimurium LT2. Las fimbrias estan

involucradas en diversos procesos patogénicos como la adhesién a células epiteliales,
acumulacion del fluido intestinal y formacion de biopeliculas (Fabrega and Vila, 2013). La
inactivacion individual de los operones fimbriales altera poco la virulencia de S. Typhimurium en
modelos de raton. Sin embargo, una combinacién de mutaciones en estos genes, evidencia el
efecto sinérgico de las diferentes fimbrias durante la colonizacion intestinal en ratones (van der

Velden et al., 1998).

1.3.4. lslas de patogenicidad
Son genes agrupados en ciertas regiones del cromosoma, adquiridos por transferencia horizontal.

Las islas de patogenicidad codifican varios factores de virulencia, ausentes en cepas no patdégenas

0 incluso en especies relacionadas. Se caracterizan por un contenido de G + C menor al resto del
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genoma y un uso de codones diferente al del genoma central; estan insertadas adyacentes a genes
como los de los RNA de transferecia (RNAt) y asociadas con elementos genéticos moviles como
integrasas, transposasas, fagos y origenes de replicacion (Gal-Mor and Finlay, 2006). En
Salmonella, los genes de virulencia indispensables para la invasion a células hospederas y la
patogénesis intracelular, se encuentran codificados dentro de islas de patogenicidad denominadas
SPI’s (del inglés, “Salmonella pathogenicity islands™). Hasta la fecha, se han descrito 23 islas de
patogenicidad en el género Salmonella, las cuales pueden variar de acuerdo a la especie o a la
serovariedad.
1.34.1. SPI-1

SPI-1 se localiza en el centisoma 63 y estd compuesta de 39 genes que abarcan una region

cromosomal de 40 kb con un contenido de G + C de 44.97% (Que et al., 2013). Esta

presente en todas las serovariedades y en las distintas subespecies de S. enterica (Fookes

et al., 2011). Los genes presentes en esta isla codifican un sistema de secrecién tipo 3

(SST3-1), reguladores, chaperonas y proteinas efectoras, las cuales juegan un papel

fundamental en la invasion de Salmonella a las células del hospedero (figura 1).

SPI-1
sit avrA sprB hilC  org  prg hilD hilA iagB sptP sicP iacP sip sicA  spa inv invH

ABCD ] |ADCB | SRQPO |JIC |B |AEG
K mC)

[::> Aparato de secrecion
|:> Efectores secretados |::> Chaperonas |:> Adquisicion de hierro

mm) Reguladores C—) Enzimas citoplasmicas B Funcién desconocida
transcripcionales

Figura 1. SPI-1 de Salmonella enterica (tomado y modificado de Fabrega y Vila, 2013).

El SST3-1 es un complejo multiproteico similar a una jeringa, el cual inyecta proteinas

efectoras desde la bacteria al citoplasma de la célula hospedera. Estad evolutivamente
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relacionado con el sistema de exportacion flagelar y esta compuesto de un cuerpo basal
que atraviesa las membranas celulares, un complejo similar a una aguja que se extiende
desde la membrana externa, y un translocon que forma el poro en la membrana de la
célula hospedera y que esta asociado con la punta de la aguja (Moest and Meresse, 2013).
Los operones prg/org e inv/spa, codifican el cuerpo basal y el complejo de la aguja y los
operones sic/sip, codifican el translocon y las proteinas efectoras. Ademas, diversas
chaperonas estdn codificadas dentro de SPI-1, las cuales impiden la degradacién o
interacciones prematuras de las proteinas efectoras y ayudan a su reconocimiento por el
SST3-1 (Fabrega and Vila, 2013; Moest and Meresse, 2013; Que et al., 2013). Una vez
que los efectores son secretados al citoplasma de la célula hospedera, dirigen el rearreglo
de la actina del citoesqueleto y modifican diferentes rutas de transduccién de sefales, que
inducen la formacion de proyecciones en la membrana, permitiendo la invasion de la
bacteria a las células hospederas y el desarrollo de la respuesta inflamatoria intestinal

(Fabrega and Vila, 2013; Haraga et al., 2008).

Ademas de su importante papel en la invasion a las células del hospedero, el SST3-1
también participa en la replicacion intracelular y en la evasion de la respuesta inmune del
hospedero, que permiten la supervivencia intracelular de Salmonella. SopB es un efector
translocado a traves del SST3-1, tiene actividad de fosfatasa fosfoinositido y modifica la
carga de la membrana de las SCV nacientes, impidiendo su fusion con el lisosoma
(Bakowski et al., 2010). Asimismo, SptP es otro efector que ademas de inducir cambios
en el citoesqueleto de la célula hospedera, también se asocia con las SCV, incrementando

la replicacion intracelular de Salmonella (Humphreys et al., 2009).
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Adicionalmente, S. enterica expresa otro SST3, cuyos genes se encuentran codificados en
SPI-2 (SST3-2), el cual esta involucrado en la replicacién y sobrevivencia intracelular dentro
de los macrofagos y por lo tanto es necesario para la infeccion sistémica (Hansen-Wester and
Hensel, 2001; Haraga et al., 2008; Hensel, 2004). La expresion de los genes que codifican
este SST3-2, es inducida en ambientes que semejan las condiciones encontradas
intracelularmente, como baja osmolaridad, baja concentracién de cationes divalentes y pH
acido (Marcus et al., 2000), y su expresion es regulada principalmente por el sistema de dos

componentes SsrA/SsrB (Bustamante et al., 2008)

1.4. Regulacién de la expresion de los genes de SPI-1

Las bacterias patdgenas requieren regular sus factores de virulencia para expresarlos en el
tiempo y nicho adecuados durante el curso de una infeccion. En sustento de su importante
papel en la patogénesis, los genes de SPI-1 se expresan cuando Salmonella se encuentra
principalmente en el lumen del intestino o asociada al epitelio intestinal (Laughlin et al.,
2014), en respuesta a sefiales ambientales como bajas concentraciones de oxigeno, alta
osmolaridad, pH ligeramente alcalino, concentracién de acidos grasos, bilis, entre otros (Eade
et al., 2016; Fabrega and Vila, 2013; Hung et al., 2013; Lawhon et al., 2002). In vitro, los
genes de SPI-1 se expresan durante la fase estacionaria temprana cuando Salmonella es
crecida en medios ricos en nutrientes como LB (Bustamante et al., 2008; Kroger et al., 2013;

Lundberg et al., 1999; Miao and Miller, 2000).

La expresion de los genes de SPI-1 es controlada por una compleja red de regulacion que
involucra a varios reguladores codificados dentro y fuera de esta isla (Fabrega and Vila,
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2013). Los reguladores HilD, HilA e InvF, codificados en SPI-1, actian en cascada para
inducir la expresion de los genes de esta isla: HilD es un regulador transcripcional de la
familia AraC/Xyls que induce directamente la expresion de HilA, el cual a su vez induce la
expresion de InvF; HilA e InvF activan la expresion de los genes que codifican para el SST3-
1y las proteinas efectoras de SPI-1, respectivamente (Fabrega and Vila, 2013; Golubeva et
al., 2012). HilD induce la expresion de HilA, directamente 0 a través de un circuito de
regulacién positiva que forma con HilC y RtsA (Ellermeier et al., 2005). HilC y RtsA son
reguladores transcripcionales de la familia AraC/XylS que unen la misma secuencia de DNA
que HilD (Olekhnovich and Kadner, 2007); HilC esta codificado en SPI-1, mientras que RtsA
esta codificado en otra isla (Ellermeier and Slauch, 2003). HilD también controla la expresion
de muchos otros genes de virulencia localizados fuera de SPI-1, incluyendo genes adquiridos
y genes ancestrales, directa o indirectamente a través de HilA, InvF u otros reguladores,
estableciéndose de esta manera una asociacion del papel de estos genes a la funcion de SPI-1
(Bustamante et al., 2008; Colgan et al., 2016; Cordero-Alba and Ramos-Morales, 2014;
Main-Hester et al., 2008; Martinez-Flores et al., 2016; Martinez et al., 2014a; Petrone et al.,

2014; Singer et al., 2014; Smith et al., 2016; Thijs et al., 2007).

1.4.1. Reguladores clave de la expresién de los genes de SPI-1

HilA

Es un activador transcripcional perteneciente a la familia OmpR/ToxR, codificado en SPI-
1 (figura 1). Es un regulador importante para la invasion. Activa la expresion de los
operones prg/ogr e inv/spa codificados dentro de la misma isla e importantes para el

ensamble del SST3-1. Asimismo, HilA activa la expresion de genes que codifican para
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efectores del SST3-1 localizados en otras islas de patogenicidad, como SPI-4 y SPI-5

(Bajaj et al., 1995; Fabrega and Vila, 2013; Thijs et al., 2007).

HilD

Es considerado el regulador principal de SPI-1. HilD se une al promotor de hilA e induce
su expresion al contrarrestar la represion mediada por el regulador H-NS sobre este gen
(Boddicker et al., 2003; Ellermeier et al., 2005). Como se mencion6 anteriormente, junto
con HilC y RtsA forman un circuito de regulacion que amplifica la sefial para inducir la
expresion de HilA; sin embargo, se ha visto que la pérdida de HilD tiene un efecto
dominante sobre la transcripcion de hilA, comparado con el efecto de HilC y RtsA
(ENlermeier et al., 2005).

HilD es un miembro de la familia de reguladores transcripcionales AraC/XylS, los cuales
tienen homologia en su regidn carboxilo terminal (C-terminal) que contiene el dominio de
union a DNA (figura 2A). Este dominio se caracteriza por tener dos motivos de union de
hélice vuelta hélice (HTH) que comprenden aproximadamente 100 aminoacidos (Gallegos
et al., 1997). Aunque los miembros de la familia AraC presentan homologia en su
dominio de unién a DNA, la secuencia que reconocen no es la misma. Existe un mayor
grado de identidad en el segundo motivo HTH que en el primero entre estas proteinas, lo
cual podria indicar que el segundo HTH esta involucrado en alguna interaccion comun y

que el primero determina la especificidad de union al DNA (Gallegos et al., 1997). }
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HTH AraC_Dominio de HTH
ARAC unién a arabinosa ARAC

Figura 2. Predicciénde dominios por medio de SMART (simple modular architecture research tool).
A. HilD. B. AraC.

En contraste con la identidad que presentan en la region C-terminal, la secuencia de la
region amino terminal (N-terminal) es diferente para cada regulador y se ha asociado con
el reconocimiento de sefiales ambientales que determinan su activacién o inhibicion, asi
como su dimerizacion. Por ejemplo, AraC, en su region N-terminal tiene un dominio de
deteccion de arabinosa y un dominio de dimerizacion (figura. 2B) (Gallegos et al., 1997;
Schleif, 2010). Asimismo, se ha demostrado que otros reguladores de la familia AraC
también dimerizan por su regién N-terminal, como ToxT, UreR, ExsA, AggR, XylS, entre
otros (Brutinel et al., 2009; Parra and Collins, 2012; Prouty et al., 2005; Ruiz et al., 2003;

Santiago et al., 2016).

Dada su importancia como regulador central de genes de virulencia, la expresion,
concentracion y actividad de HilD esta altamente controlada (Fabrega and Vila, 2013;
Golubeva et al., 2012; Martinez et al., 2011). La transcripcion de hilD se reprime por el
regulador H-NS vy se auto-activa positivamente (Ellermeier et al., 2005; Olekhnovich and
Kadner, 2007), mientras que la traduccion del RNAm de hilD se reprime por el regulador
CsrA (Martinez et al., 2011). Asimismo, la concentracion de HilD se controla por la

proteasa Lon (Boddicker and Jones, 2004; Takaya et al., 2005). Ademas, la actividad de
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HilD se regula positivamente por FliZ y Fur, a través de mecanismos ain desconocidos
(Chubiz et al., 2010; Ellermeier and Slauch, 2008) y negativamente por su interaccion con
la proteina HIlE (Baxter et al., 2003) (figura 3). Asimismo, modificaciones
postraduccionales, como la acetilacion, afectan la estabilidad de HilD (Hung et al., 2016;
Sang et al., 2016). No obstante, su efecto aln es controvertido; algunos autores sugieren
que la acetilacion aumenta la estabilidad de HilD (Sang et al., 2016) mientras que otros

sugieren que la disminuye (Hung et al., 2016).

HilC, RtsA, InvF

HilC, RtsA e InvF son otros tres reguladores tipo AraC de S. enterica que también
participan en la regulacion de los genes de SPI-1 y genes realacionados. Como se
menciono anteriormente, HilC y RtsA forman un circuito de regulacion positiva con HilD
para activar la expresion de hilA (Ellermeier et al., 2005); se unen a los mismos sitios de
las regiones promotoras descritas para HilD (Olekhnovich and Kadner, 2007; Singer et
al.,, 2014) y también antagonizan la represion transcripcional mediada por H-NS
(Olekhnovich and Kadner, 2007). InvF en complejo con la chaperona SicA regula la
expresion de los operones sic/sip que codifican proteinas chaperonas y efectores
secretados del SST3-1, respectivamente. Asimismo, regula la expresién de sopE y sigD,
dos efectores codificados fuera de SPI-1 (Darwin and Miller, 2000; Eichelberg and Galan,
1999). HilC e InvF estan codificados dentro de SPI-1, mientras que RtsA esta codificado
en una isla cromosomal de 15 kb de Salmonella (Ellermeier and Slauch, 2003). Estos
reguladores comparten homologia en su dominio C-terminal con los reguladores tipo
AraC. Se desconoce la funcion de su region N-terminal, si participa en el reconocimiento

de sefiales especificas o0 en la formacion de oligdbmeros.
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HilE

HilE es una proteina de 148 aminoécidos, codificada en un gen localizado en una region
similar a una isla de patogenicidad, en el cromosoma de Salmonella sp. (figura 4). Es
importante para controlar la expresion de los genes de SPI-1, a través de la regulacion
negativa de HilD (Baxter et al., 2003). La expresion de HilE es regulada positivamente
por FimZ, un regulador transcripcional de los genes que codifican para la fimbria tipo I,
cuya expresion es a su vez regulada por los sistemas de dos componentes PhoPQ y
PhoBR (Baxter and Jones, 2005; Baxter and Jones, 2015). Asimismo, la transcripcién de
hilE es inducida por LeuO, un regulador de tipo LysR, el cual se une a la region
promotora de hilE (Espinosa and Casadesus, 2014), y reprimida por Mlc, un regulador
global de la captacién de azUcares, el cual une al promotor 3 de hilE (Lim et al., 2007). De
manera interesante, la traduccion de HilE es controlada negativamente por IsrM, un RNA
pequefio presente en una isla de patogenicidad de Salmonella (Gong et al., 2011), asi

como por la unién directa de CsrA al RNAm (datos no publicados).
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Figura 3. Cascada de regulacion de los genes de SPI-1. Las lineas azules continuas representan la
activacion de la expresion de los genes; las lineas azules punteadas indican que se desconoce el mecanismo
de activacién y las lineas rojas indican represion.
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E. coli MG1655
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S. Typhimurium SL1344 L
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Figura 4. El gen hilE esta localizado en una isla genémica de S. Typhimurium y S. bongori que esta
ausente en E. coli K-12. Representacion esquemaética de la region de DNA entre los genes ancestrales uxuR
y hypT en E. coli K-12 MG1655, S. Typhimurium SL1344 y S. bongori NCTC 12419. El gen hilE est4
presente en S. Typhimurium y S. bongori, pero no en E. coli K-12. Los genes trpS2, SL1344 4438 and
SL1344 4431 que codifican para una triptofanil-tRNA sintetasa, una proteina hipotética y una aspartato
racemasa putativa, respectivamente. El contenido de G + C de cada uno de los genes de S. Typhimurium
SL1344 esté indicado en la figura.
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2. Antecedentes

2.1. Interaccion de HilD con HilE

HilE fue identificado inicialmente como un regulador negativo de la expresion de hilA, mediante
mutagénesis al azar por transposicion (Fahlen et al., 2000). Posteriormente, la delecién y la
sobrexpresion del gen hilE confirmaron el efecto sobre la expresion de los genes de SPI-1(Baxter
et al., 2003). Para determinar el mecanismo por el cual HilE regulaba la expresion de los genes de
de SPI-1, Baxter y cols, estudiaron diversas posibilidades. Primero, analizaron la secuencia de
HIlE en las bases de datos para buscar proteinas similares con funciones conocidas, pero no
encontraron ort6logos; segundo, se exploré si HilE podria unirse a la region promotora de hilA'y
de esta manera reprimir la expresion de los genes de SPI-1, por un mecanismo similar al usado
por las proteinas similares a histonas como Hha o H-NS, pero no se pudo detectar la union de la
proteina HilE purificada a hilA. Asimismo, se analiz6 si HilE regulaba negativamente la
transcripcion de hilD, pero sus resultados indicaron que el mecanismo de regulacién sobre hilD
era postranscripcional, por lo cual, finalmente se investigd si HilE podria interaccionar con HilD
usando el sistema de dos hibridos en bacterias basado en LexA. Este sistema genético para el
estudio de la interaccion proteina-proteina, aprovecha la habilidad de LexA de reprimir la
expresion del gen sulA solo cuando forma dimeros (Daines and Silver, 2000; Dmitrova et al.,
1998). Esta propiedad permite remplazar el dominio de dimerizacion de LexA por dominios de
homo o heterodimerizacion heterdlogos que contribuyen a la recuperacion de la funcién del
represor in vivo. Cuando se fusionan dos proteinas que interaccionan entre si al dominio de union
al DNA de LexA, se recupera la capacidad de LexA de dimerizar y por lo tanto de reprimir la

expresion de sulA. HilE y HilD fueron fusionados al dominio de union a DNA de LexA, y
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posteriormente se midio la represion de sulA mediada por LexA, evidenciandose por primera vez

la interaccion proteina-proteina de HilD con HilE (Baxter et al., 2003).

2.2. Efecto de compuestos producidos por la microbiota sobre la expresion de los genes
de SPI-1

Estudios recientes indican que uno de los principales factores de resistencia a la colonizacion
intestinal por patdgenos es la microbiota. Salmonella induce inflamacién intestinal aguda como
estrategia para desplazar a la microbiota. Para esto cuenta con mecanismos que le permiten evadir
diferentes respuestas antimicrobianas que se generan en el intestino inflamado, lo cual hace a esta
bacteria mas competitiva que la microbiota en su capacidad de sobrevivencia y replicacion en
este medio ambiente (Ahmer and Gunn, 2011; Antunes et al., 2014; Peixoto et al., 2017; Rivera-
Chavez et al., 2016; Santos, 2014; Thiennimitr et al., 2012). Compuestos derivados del
metabolismo de las bacterias de la microbiota pueden favorecer o no la colonizacion e invasion
por S. Typhimurium. Moléculas derivadas de especies de Clostridium y compuestos aromaticos
provenientes del microbioma fecal reprimen la expresion de genes de invasion de S.
Typhimurium (Antunes et al., 2014; Peixoto et al., 2017). Los &acidos grasos de cadena corta
presentes en el intestino se han asociado con resistencia a la colonizacion por Salmonella en
dependencia de sus concentraciones. La deplecion de especies de Clostridium productoras de
butirato incrementa el crecimiento aerdbico y la expansion intestinal de Salmonella (Rivera-
Chavez et al., 2016). EIl butirato afecta la interaccion de S. enterica con las células epiteliales
intestinales de pollo, disminuyendo la tasa de invasion (Van Immerseel et al., 2004). De hecho,
se ha usado comercialmente para disminuir la colonizacion en pollos y protegerlos de la infeccién

por S. Enteritidis (Van Immerseel et al., 2005). Adicionalmente, un analisis transcriptomico por
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microarreglos reveld que el butirato disminuye la expresion de los genes de SPI-1 de S.
Typhimurium y S. Enteritidis asociados con la invasion, como los que codifican los reguladores
transcripcionales HilA y HilD (Gantois et al., 2006). Asimismo, el propionato derivado de
especies de Bacteroides presentes en la microbiota intestinal, representa un mecanismo
importante de resistencia a la colonizacion por S. enterica, al disminuir el crecimiento de este
patdgeno debido a cambios en la homedstasis del pH intracelular de la bacteria (Jacobson et al.,
2018). De manera interesante, el propionato también regula la estabilidad de HilD por un
mecanismo independiente de la proteasa Lon, lo cual podria sugerir una union de HilD a
propionato (Hung et al., 2013). También se ha visto que &cidos grasos de cadena larga
insaturados, como el oleato, y saturados, como el miristato y palmitato, tienen efectos negativos
sobre la expresion de los genes de SPI-1. Particularmente, el oleato inhibe la union de HilD a su
DNA blanco (Golubeva et al., 2016). Por otro lado, las sales biliares reprimen la expresion de los

genes de SPI-1 mediante la disminucion de la estabilidad de la proteina HilD (Eade et al., 2016).

En contraste con las sefiales inhibitorias mencionadas anteriormente, se han descrito otras sefiales
que activan la expresion de los genes de SPI-1. El acetato, un &cido graso de cadena corta
encontrado naturalmente en el intestino de humanos y animales, activa la expresion de los genes
de SPI-1 a través del sistema de dos componentes BarA/SirA (Altier et al., 2000; Chavez et al.,
2010; Lawhon et al., 2002), promoviendo indirectamente la expresion de HilD (Martinez et al.,
2011). El acetil-fosfato, un derivado del metabolismo del acetato puede fosforilar al regulador de
respuesta SirA o al sensor cinasa BarA o ambos, y de esta manera activar la expresion de CsrB y
CsrC, dos moléculas de RNA que unen y secuestran a la proteina de union a RNAm CsrA, que
como se menciond anteriormente une al RNAm de HilD reprimiendo su traduccion (Lawhon et

al., 2002; Martinez et al., 2011). Por lo tanto, la activacion de esta cascada de sefalizacion
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inducida por el acetato, conlleva a la disminucion de la cantidad de CsrA libre, permitiendo la
expresion de HilD y por consiguiente de los genes de invasion de S. enterica. Igualmente, el
formato, otro &cido graso presente en el intestino, induce la expresion de HilD por mecanismos
desconocidos, y constituye otra sefial de activacion de la expresion de los genes de SPI-1 (Huang

et al., 2008).

De manera interesante, se ha demostrado que el acetato y el formato son predominantes en la
porcidn distal del intestino delgado (ileum), donde Salmonella infecta, mientras que el butirato y
el propionato se encuentran en mayor concentracion en el colon y el ciego, donde la expresion de
los genes de invasion esté reprimida (Huang et al., 2008; Lawhon et al., 2002). Asimismo la bilis
es secretada en la porcion proximal del intestino, reprimiendo la invasion de S. enterica (Eade et
al., 2016). Estos hallazgos sugieren que a su paso por el tracto intestinal, Salmonella encuentra
diferentes sefiales ambientales que le permiten reconocer regiones especificas del tracto intestinal

y expresar los genes de virulencia requeridos para la invasion en el sitio adecuado.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Caracterizar los dominios funcionales del regulador de virulencia HilD de S. enterica serovar

Typhimurium.

3.2. Objetivos especificos
1. Determinar el dominio de HilD que interacciona con HilE.
2. Determinar el posible dominio de dimerizacion de HilD.
3. Determinar el mecanismo por el cual HIlE regula a HilD.
4. Definir aminodcidos involucrados en la interaccion especifica de HilD con HilE.
5. Determinar si la region N-terminal de HilD est4 involucrada en la deteccion de sefiales

inhibitorias como el propionato, butirato, oleato y sales biliares.
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4. Métodos

4.1. Cepas bacterianas y medios de cultivo

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio estan listadas en la tabla 1. Las bacterias fueron

crecidas en medio liquido LB (del inglés, Lysogenic broth), el cual contiene 0.1% de triptona,

0.5% de extracto de levadura y 0.1% de NaCl, ajustado a pH 7.5. Cuando fue necesario, los

medios fueron suplementados con antibidticos: ampicilina (200 pg/ml), estreptomicina (100

pg/ml), tetraciclina (12 pg/ml) o kanamicina (20 pg/ml).

Tabla 1. Cepas bacterianas usadas en este estudio

Cepa

Genotipo o descripcion

Referencia

Cepas de S. Typhimurium

SL1344 Silvestre; xyl hisG rpsL; Sm® | (Hoiseth and Stocker, 1981)
14028s Silvestre ATCC
JPTM25 AhilD (Martinez et al., 2011)

Ahi|D13o.3og: ‘kan

Ahil D130-309: kan

Este estudio

Cepas de E. coli K-12

DH5a

Cepa de laboratorio

Invitrogen

Su101

Cepa reportera del sitema
genético basado en LexA para
ensayos de homodimerizacion;
Kan®

(Dmitrova et al., 1998)

SuU202

Cepa reportera del sitema
genético basado en LexA para
ensayos de
heterodimerizacion; Kan®

(Dmitrova et al., 1998)

BL21/DE3

Cepa para la expresion de

Invitrogen
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proteinas recombinantes

MC4100 Cepa para clonacion (Casadaban, 1976)

Ap", ampicilina resistente; Sm® estreptomicina resistente; Kan~, kanamicina resistente; TcF,
tetraciclina resistente.

4.2. Construccion de plasmidos
Los plasmidos y oligonucledtidos utilizados en este estudio estan listados en las tablas 2 y 3,
respectivamente. Para construir los plasmidos pSR658-HilD1, pSR658-HilD2, pSR658-HilD3,
pSR658-HilD4 y pSR658-HilD5, fragmentos del gen hilD fueron amplificados por PCR usando
el par de oligonucledtidos HilD-Sacl/HilDexR-Pstl, HilD-Sacl/HilD-130, HilD130-2/HilDexR-
Pstl, HilD-Sacl/HilD-220 and HilD-221/HilDexR-Pstl, respectivamente. Los productos de PCR
resultantes fueron digeridos con Sacl y Pstl y clonados en el vector pSR658 digerido con las
mismas enzimas de restriccion. Para construir el plasmido pSR658-HilD6, un fragmento de DNA
que codifica para 35 aminoacidos del motivo de leucina “zipper” (LZ) de la proteina GCN4 de
Saccharomyces cerevisiae fue amplificado usando los oligonucleétidos LZ-F y HilD221LZR, y
DNA del plasmido pUT18C-zip. El fragmento de la region que codifica para HilD desde el
aminoacido 221 al 309 (HilD21-300) fue amplificado por PCR usando los oligonucle6tidos LZ-
HilD221F y HilDexR-Pstl. Después los productos resultantes, LZ y HilD2y1.3009, fueron
fusionados por “overlap extension PCR” usando los oligonucleétidos LZ-F y HilDexR-Pstl. El
producto obtenido fue digerido con Xhol y Pstl y clonado en el vector pSR658 digerido con las
mismas enzimas. Para construir el plasmido pSR658-HilD7, fragmentos de DNA que codifican
para el gen hilD, fueron amplificados con oligonucleétidos que contienen cambios en la

secuencia que introducen las mutaciones Y180A, F181A y F184A, HilD-Sacl/HIIDALA2-RV y
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HiIDALA2-FW/HilDexR-Pstl. Después los productos resultantes fueron fusionados por “overlap
extension PCR” usando los oligonucleotidos HilD-Sacl y HilDexR-Pstl. El producto obtenido fue
digerido con Sacl y Pstl y clonado en el vector pSR658 digerido con las mismas enzimas. Para
construir el plasmido pSR658-HilD8, fragmentos de DNA que codifican para el gen hilD, fueron
amplificados con oligonucledtidos que contienen cambios en la secuencia que introducen las
mutaciones L177A, 1178A, HilD-Sacl/HiIIDALA1-RV y HilDALA1-FW/HilDexR-Pstl. Los
productos resultantes fueron fusionados por “overlap extension PCR” usando los
oligonucledtidos HilD-Sacl y HilDexR-Pstl. El producto obtenido fue digerido con Sacl y Pstl y
clonado en el vector pSR658 digerido con las mismas enzimas. Para construir el plasmido
pSR659-HIlEL, el gen hilE fue amplificado por PCR usando el par de oligonucleétidos HilE-Sacl
y HilE-HindllI-3". Los productos de PCR resultantes fueron digeridos con Sacl y Hindlll y
clonados en el vector pSR659 digerido con las mismas enzimas de restriccion. Para construir el
plasmido pSR658-HIlE1, el gen hilE fue amplificado por PCR usando el par de oligonucleotidos
HilE-Sacl y HilE-Pstl. Los productos de PCR resultantes fueron digeridos con Sacl y Pstl y
clonados en el vector pSR658 digerido con las mismas enzimas de restriccion. Para construir los
plasmidos pA6-HilE1 y pK6-HilEl, el gen hilE fue amplificado por PCR con los
oligonucle6tidos HilE-Ncol-2 y HilE-His6. El producto de PCR obtenido fue digerido con Ncol y
Hindlll y clonado en el vector pMPM-A6Q o pMPM-K6Q, digerido con las mismas enzimas.
Para construir el plasmido pET32-HilE que expresa la proteina de fusion Trx-His-HilE, el gen
hilE fue amplificado por PCR con los oligonucleotidos HilE-Ncol-2 y HilE-PUT-BamHI. El
producto de PCR resultante fue digerido con Ncol y BamHI y clonado en el vector pET32b(+)
digerido con las mismas enzimas de restriccion. Para construir el plasmido p2795-HilD130, el

fragmento del gen hilD que codifica para los aminoacidos 130-309 (HilD130-309) fue amplificado
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por PCR usando el par de oligonucle6tidos HilD130-5" y HiIDPK-BamHI. El producto de PCR
resultante fue digerido con Sacl y BamHI y clonado en el vector p2795 digerido con las mismas

enzimas de restriccion.

Tabla 2. Plasmidos usados en este estudio

Plasmido Genotipo o descripcion Referencia

pSR658 Vector que expresa LexApgpwt para los | (Daines and Silver, 2000)
ensayos de homodimerizacién; Tc®

pSR658-HilD1 Plasmido derivado del pSR658 que Este estudio
expresa la proteina de fusion
LEXADBDW[-HilDl.gog; TCR

pSR658-HilD2 Plasmido derivado del pSR658 que Este estudio
expresa la proteina de fusion
LEXADBDW[-H”Dl.Bo; TCR

pSR658-HilD3 Plasmido derivado del pSR658 que Este estudio
expresa la proteina de fusion
LexApgpw-HilD130-300; TCT

pSR658-HilD4 Plasmido derivado del pSR658 que Este estudio
expresa la proteina de fusion
LeXADBDWrH”Dl.zzo; TCR

pSR658-HilD5 Plasmido derivado del pSR658 que Este estudio
expresa la proteina de fusion
LexApgpw-HilD21-30; TCT

pSR658-HilD6 Plasmido derivado del pSR658 que Este estudio
expresa la proteina de fusion
LexApgpwi-LZ-HilD2s1.300; TCY

pSR658-HNS Plasmido derivado del pSR658 que (Martinez et al., 2011)
expresa la proteina de fusion
LexApspw-H-NS; Tc®

pSR658-HilD7 Plasmido derivado del pSR658 que Este estudio
expresa la proteina de fusion
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LexApepwt-HilDv1goa-Fis1a-F184A

PSR658-HilD8

Plasmido derivado del pSR658 que
expresa la proteina de fusion
LexApepwt-HilD177-1178

Este estudio

PSR658-HIlE1

Plasmido derivado del pSR658 que
expresa la proteina de fusion
LexApgpw-HilE; Tc®

Este estudio

PSR659

Vector que expresa LexApgpmut para
los ensayos de heterodimerizacion; Ap®

(Daines and Silver, 2000)

PSR659-HIlEL

Plasmido derivado del pSR659 que
expresa la proteina de fusion
LexApgpmu-HilE fusion; Ap®

Este estudio

PMAL-c2X

Vector de expresion para la
construccién de proteinas
recombinantes fusionadas a la proteina
de unién a maltosa (MBP), promotor
lac; Ap®

New England Biolabs

PMAL-HiID1

Plasmido derivado del pMAL-c2x que
expresa la proteina de fusion MBP-
HilD; Ap®

(Bustamante et al., 2008)

PMPM-ABQ

Vector de clonacion de bajo nimero de
copias, p15A , promotor ara ; Ap"

(Mayer, 1995)

pAG-HIlE1

Plasmido derivado del pMPM-A6Q que
expresa HilE; Ap®

Este estudio

PMPM-K6Q

Vector de clonacion de bajo nimero de
copias, p15A , promotor ara; Kan®

(Mayer, 1995)

pK6-HilE1

Plasmido derivado del pPMPM-K6Q que
expresa HilE; Kan®

Este estudio

pUT18C-zip

Vector que expresa 35 aminoacidos del
motivo de leucina zipper de GCN4
fusionado en fase con el fragmento T18
de CyA; Ap®

Euromedex
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PET32b(+)

Vector de expresion para la
construccion de proteinas
recombinantes fusionadas a
Tiorredoxina (Trx), promotor T7; Ap®

Novagen

pET32-HilE Plasmido derivado del pET32b(+) que | Este estudio
expresa Trx-HilE; Ap®

pBAD-HilD1 Plasmido derivado del pBADMycHis (Martinez et al., 2011)
que expresa HilD-MycHis; Ap®

philA-catl Plasmido derivado del pKK232-8 que | (Bustamante et al., 2008)
expresa la fusion transcripcional hilA-
cat desde los nucleotidos - 410 al + 446

p2795 Plasmido pBluescript SK + que (Husseiny and Hensel,

contiene aph, FRT; Ap®, Kan®

2005)

p2795-HilD130

Plasmido derivado del p2795 que
expresa a HilD130.300; Ap~, Kan®

Este estudio

pKD46

Plasmido derivado del pINT-ts que
expresa la recombinasa Ared, bajo un

(Datsenko and Wanner,
2000)

promotor inducible por arabinosa; Ap®

Ap", ampicilina resistente; Sm® estreptomicina resistente; Kan~, kanamicina resistente; TcF,
tetraciclina resistente.

Tabla 3. Oligonucle6tidos usados en este estudio

Oligonucleétido Secuencia (5°-3”) Gen ER
blanco

HilD-Sacl GAT GAG CTC GAA AAT GTAACCTTT GTA | hilD Sacl
AGT AAT AG

HilDexR-Pstl TCC CTG CAG AAC AAT GAT ATT GAA TAG | hilD Pstl
C

HilD130-5° CCC ACA GAG CTC GCG CAG AAG ATCTTC | hilD Sacl
TAT ACG

HilD-130 ATAGAACTGCAGTTACGCTTTCTC TGT | hilD Pstl
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GGG TAC CG

HilD-220 AAG CTT CTG CAG TTA ACT GGG TGA CGA | hilD Pstl
AGA TAT AAT G

HilD-221 TCG TCA GAG CTC AGA CAG TGG AAG CTT | hilD Sacl
ACG GAT G

LZ-F GTA CTC GAG CAG CGT ATG AAA CAG gcn4* Xhol
CTGGAAG

LZ-HilD221F GAA AAA ACT GGT GGG TGA ACG TAG gcn4*
ACA GTG GAAGCT TACGGA TG

HilD221LZR CAT CCG TAAGCT TCCACT GTCTACGTT | hilD
CACCCACCAGTTTITTC

HilE-Sacl GGG GAG CTC GAC GCC ATC TAT TTA AAA | hilE Sacl
CTGG

HIlE- HindllI-3° TCCGCAAGCTTGTTT TGT CC hilE Hindlll

HilE-Ncol-2 GAG GGG CCATGG ACG CCATCT ATT hilE Ncol
TAA AAC TGG

HilE-Pstl CCT CTG CAG GCA ATCGAT TGG TTACAT | hilE Pstl
G

HilE-His6 CCC AAG CTT TCC TCA ATG ATG ATG ATG | hilE Hindlll
ATG ATG TCG CCA CAG CGC CTG TCG
G

HIlE-PUT-BamHI | ATA ACG GAT CCG AGG GCC ACG CGT hilE BamHI
TAT CGC

HiIlCRR-F GGAATG TAATTATTG GCT ATAATA ATA | hilC
AAA AAATCG GAT TTAAAT CATCT

HiIlCRR-R GAG ATG ATTTAAATCCGATTT TTT TAT | hilC
TAT TAT AGC CAATAATTACAT TC

HiIDALAL-F CAA AAG TTG TAT TGA AAA TGA AGA hilD

GGCTGCTCCTTATTT TCT GCT GTT CCT

42




GCTTACTGC

HiIDALAL-R GCA GTA AGC AGG AAC AGC AGA AAA hilD
TAA GGA GCAGCCTCTTCATTT TCA ATA
CAACTTTTG

HiIDALA2-FW GTATTG AAA ATG AAG AGT TAATTCCTG | hilD
CTGCTCTGCTGG CTCTGCTTACTGCTT
TTCTCC GACTC

HiIDALA2-RV GAG TCG GAG AAA AGC AGT AAG CAG hilD
AGC CAG CAG AGC AGC AGG AAT TAA
CTCTTCATTTTC AAT AC

HiIDPK-BamHI GCC TCG GAT CCT AGT AGA GCG TGT TAA | hilD BamHI
TG

HilD228 CCG GGATCC ACACAG GGATTC CTG ATG | hilD
AAA ATAG

HilD160 GTT ACT CTG CAGTTAGCT TGT ATCCTT | hilD Pstl
CGT ACAGGAG

R-FW CAG TAAGGA ACATTA AAATAA CAT hilD
CAA CAA AGG GAT AAT ATG GCG CAG
AAG ATC TTC TAT ACG

R-RV TCAGTATAAGCT GTC TTC CGG ACA GAA | hilD
CAATGATAT TGAATACGT GTAGGC TGG
AGCTGCTTC

K2 CGG TGC CCT GAATGA ACT GC aph

ER, enzima de restriccion para la cual fue generado un sitio en el oligonucledtido. Las letras
subrayadas indican el sitio respectivo para cada enzima. * gcn4 codificado en el plasmido
pUT18C-zip (Tabla 2).

4.3. Ensayos de dimerizacion de HilD
Para probar si HilD dimeriza, los plasmidos pSR658, pSR658-HilD1 o pSR658-HNS fueron
transformados a la cepa reportera E. coli SU101 usada para ensayos de homodimerizacion, la
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cual contiene en su cromosoma la fusion transcripcional sulA-lacZ (Daines and Silver, 2000;
Dmitrova et al., 1998). Por otro lado, para determinar el dominio de HilD involucrado en la
dimerizacion, los plasmidos pSR658, pSR658-HilD1, pSR658-HilD2, pSR658-HilD3, pSR658-
HilD4 o pSR658-HilD5, también fueron transformados en la misma cepa reportera E. coli
SU101. Asmismo, para determinar si HilDvigoa-risiarigaa Y HilDri77a.178 dimerizan, los
plasmidos pSR658-HilD7 y pSR658-HilD8, fueron transformados en la cepa reportera de E. coli
SU101. Las bacterias transformantes fueron cultivadas en LB con tetraciclinay 1 mM de IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactopiranosido) para inducir la expresion de LexApgpwt Y las proteinas de
fusion LexApgpwt-H-NS, LexApepw-HilD1:300, LeXApspwi-HilD1:130,  LeXApgpwy-HilD1-220,
LexApepwi-HilD221-300 Y LeXApgpwi-HilD13o-300, LeXApepwt-HilDv1soa-Fisiarissa Y LEXApppwt-
HilDp177a-n78  respectivamente. Los cultivos fueron incubados a 37°C en agitacion hasta una

D.Oggo de 1.0 y posteriormente fueron usados para determinar la actividad de B-galactosidasa.

Para probar si HilE afecta la dimerizacion de HilD, la cepa reportera de E. coli SU101 fue
primero transformada con los plasmidos pSR658, pSR658-HilD1, pSR658-HNS o0 pSR658-
HilD6; y luego fueron transformados con el vector pMPM-A6Q o con el plasmido pA6-HIlEL
que expresa a HilE a partir de un promotor inducible por arabinosa. Las bacterias transformantes
fueron crecidas en LB con tetraciclina, ampicilinay 1 mM de IPTG para inducir la expresion de
LexApspwt, LeXApspwi-HilD1-3009, LeXApspwi-H-NS Yy LexApepwt-LZ-HilD221.309. También fue
adicionado 0.1% de L-Arabinosa al medio de cultivo para inducir la expresion de HilE. Los
cultivos fueron incubados a 37°C en agitacion hasta una D.Ogoo de 1.0 y posteriormente fueron

usados para determinar la actividad de 3-galactosidasa.
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4.4. Ensayo de interaccién de HilD con HilE
Para probar la interaccion entre HilD y HilE, la cepa reportera de E. coli SU202 del sistema
genético basado en LexA, la cual contiene una fusion transcripcional sulA-lacZ con un operador
hibrido, fue primero transformada con los plasmidos pSR658, pSR658-HilD1, pSR658-HilD2,
pSR658-HilD4, pSR658-HilD5 0 pSR658-HilD7 y posteriormente con el vector pSR659 o el
plasmido pSR659-HIlEL. Las bacterias transformantes fueron crecidas en LB con tetraciclina,
ampicilinay 1 mM de IPTG para inducir la expresion de LexApgp, LeXApsp-HilD1-309, LEXApeD-
HilD1.130, LeXApgp-HilD1.220, LeXApgp-HilD221.309, LEXApep-HilDy1goa F181a-F18aa, LEXADBDMUt Y
LexApspmut-HIIE. Los cultivos fueron incubados a 37°C en agitacion hasta una D.Oggo de 1.0 y

posteriormente fueron usados para determinar la actividad de -galactosidasa.

4.5. Ensayo dimerizacion de HilE
Para probar si HilE dimeriza, los plasmidos pSR658, pSR658-HIlE1 0 pSR658-HNS fueron
transformados a la cepa reportera E. coli SU101, la cual contiene en su cromosoma la fusion
transcripcional sulA-lacZ (Daines and Silver, 2000; Dmitrova et al., 1998). Las bacterias
transformantes fueron cultivadas en LB con tetraciclina y 1 mM de IPTG para inducir la
expresion de LexApgpwt Y las proteinas de fusion LexApspw-HIlE y LexApgpwi-H-NS. Los
cultivos fueron incubados a 37°C en agitacion hasta una D.Ogy de 1.0 y posteriormente fueron

usados para determinar la actividad de f-galactosidasa.

4.6. Determinacion de la actividad especifica de p-galactosidasa (B-gal) y de

Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT)
4.6.1. Determinacion de la concentracion de proteinas totales
Las muestras provenientes de los cultivos fueron centrifugadas durante 2 min a 13000 rpm vy las

pastillas obtenidas fueron resuspendidas en TDTT (Tris-HCI pH 7.8 50 mM; DTT 30 uM). Las
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bacterias se lisaron por sonicacion con pulsos de 10 seg y otros 10 seg de descanso, durante 6
min. Los restos celulares fueron separados por centrifugacion a 13000 rpm durante 15 min y los

sobrenadantes conteniendo los extractos totales fueron recuperados en un tubo nuevo.

Las proteinas totales fueron detectadas y cuantificadas mediante un método colorimétrico usando
el reactivo de acido bicinconinico (BCA, Pierce) y sulfato cuprico, en placas de 96 pozos.
Primero, 10 ul de los extractos fueron depdsitados en cada pozo, por duplicado. Luego, los
reactivos fueron mezclados en una proporcion de 50:1, para posteriormente agregar 200 ul de
esta mezcla a cada uno de los pozos de la placa. Como blanco, 10 ul de TDTT fueron depdsitados
en los pozos correspondientes. La placa fue incubada a 37°C por 30 min y se procedio a leer en
un lector de microplacas automatizado (CERES) a 562 nm. La concentracién de proteina fue
calculada interpolando los datos en una curva estandar de albumina sérica bovina (BSA) de 0 a

1.5 mg/ml.

4.6.2. Determinacion de la actividad especifica de B-gal
Para determinar la actividad de B-gal, en otra placa de 96 pozos fueron depositados 20 ul de los

extractos en cada pozo, por duplicado. Como blanco, 20 ul de TDTT fueron depdsitados en los
pozos correspondientes. Posteriormente, 200 ul de 2-Nitrofenil-B-D-galactopirandésido (ONPG)
0.5 mg/ml fueron agregados e inmediatamente se procedio a leer en el CERES, en una reaccion
cinética a 405 nm. La actividad de las muestras fue determinada interpolando los datos en una
curva estandar de 0 a 5400 U. La actividad especifica (U/mg) fue obteninda dividiendo el valor

de la actividad obtenida en la concentracion de proteinas totales.

4.6.3. Determinacion de la actividad especifica de CAT
Para determinar la actividad especifica de CAT, en una placa de 96 pozos fueron depositados 5 pl

de los extractos en cada pozo, por duplicado y 200 ul de una mezcla de Tris-HCI 1M pH 7.8,
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DNTB (5,5'-Ditiobis-2-a4cido nitrobenzoico), Acetil-CoA y Cloranfenicol. Inmediatamente se
procedio a leer en el CERES, en una reaccion cinética a 415 nm. La actividad de las muestras fue
determinada interpolando los datos en una curva estandar de 0 a 2500 U. La actividad especifica
de CAT (umoles/min/mg), fue obtenida dividiendo el valor de la actividad obtenida entre la

concentracion de proteinas totales.

4.7. Deteccion de proteinas por Western-blot
Para detectar las proteinas por Western-blot, 10 pug de extractos totales o de las proteinas

purificadas fueron cargadas en geles de SDS-PAGE al 12% y separadas por electroforesis a 35 A
por 3 h. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa de 0.45
um usando una camara de transferencia semi-seca (Bio-Rad) a 15 V por 50 min. Las membranas
conteniendo las proteinas transferidas fueron bloqueadas con leche reducida en grasa al 5%
durante toda la noche en agitacion a 4°C. Posteriormente, las membranas fueron lavadas tres
veces con PBST e incubadas con el anticuerpo primario correspondiente para cada caso por 3 h a
4°C en agitacion: anticuerpos monoclonales anti-Flag (1:2000), anti-cMyc (1:5000), anti-Hisg
(1:1000) o anticuerpos policlonales anti-LexA (1:10000) y anti-GroEL (1:100000) fueron usados.
Pasado el tiempo de incubacién, las membranas fueron lavadas tres veces con PBST y después
fue adicionado el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano, anti-raton
(1:10000) o anti-conejo (1:10000), e incubado por 1 h a 4°C en agitacion. Posteriormente, las
membranas fueron lavadas tres veces con PBST para remover el exceso de anticuerpo no unido y
las bandas de las proteinas inmovilizadas en la membrana, fueron reveladas usando el reactivo
Western Lightning Chemiluminescence reagent plus (PerkinElmer) y peliculas azules Kodak X-

OMAT, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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4.8. Expresion y purificacion de MBP-HilD

La proteina de fusion MBP-HilD (MBP, del inglés “Maltose Binding Protein’) fue expresada en
E. coli BL21/DE3 conteniendo el plasmido pMAL-HiID1. Las bacterias fueron cultivadas en 1 L
de medio LB con ampicilina (200 pug/ml) a 37°C en agitacion (200 rpm) hasta alcanzar una DOggg
de 0.6. Posteriormente, la expresion de MBP-HilD fue inducida afiadiendo IPTG 1mM al medio
de cultivo e incubandolo a 30°C por 4 h en agitacion (200 rpm). Pasado el tiempo de incubacién,
las bacterias fueron recolectadas por centrifugacion a 8000 rpm por 8 min a 4°C. Las pastillas
fueron lavadas con 50 ml de la solucién de columna fria (20mM Tris-HCI pH 7.5, 200mM NacCl,
ImM EDTA y 10mM B-mercaptoetanol) y posteriormente resuspendidas en 30 ml de la misma
solucion. Las células se lisaron en la prensa de French a 1200 psi. Los restos celulares fueron
removidos por centrifugacion a 4°C, a 10000 rpm durante 30 min, y la fraccion soluble

recuperada en un tubo nuevo.

Para purificar la proteina, se utilizé una columna de polipropileno de 5 mL (Qiagen) conteniendo
2.5 ml de resina de amilosa (New England Biolabs). La columna fue equilibrada con 50 ml de
solucién de columna y posteriormente la fraccion soluble del extracto total fue pasada a través de
la columna. Luego, la columna fue lavada cinco veces con 10 ml de la solucién de columna, cada
uno, seguido de un lavado con 10 ml de solucion de columna + 0.1 mM de maltosa, y de otros 5
lavados con 10 ml de solucion de columna, cada uno. Finalmente, la proteina fue eluida en 15 ml

de solucion de elucion (solucion de columna + 10 mM de maltosa).

Las fracciones recuperadas fueron analizadas por electroforesis en geles de SDS-PAGE al 12% y
posteriormente cargadas en casetes Slide-A-Lyzer 7K (Thermo) y dializadas a 4°C en una
solucién de dialisis (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 40 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT y 20%

48



(v/v) glicerol). Luego, la concentracion de la proteina dializada fue determinada por el método de

Bradford, alicuotada y guardada a -70°C hasta su uso.

4.9. Expresion y purificacion de Trx-His y Trx-His-HilE
Las proteinas Trx-His y Trx-His-HilE fueron expresadas en E. coli BL21/DE3 conteniendo los
plasmidos pET32b(+) y pET32-HilE, respectivamente. Las bacterias fueron cultivadas en 250 ml
de LB con ampicilina (200 pug/ml) a 37°C en agitacion (200 rpm) hasta alcanzar una DOg de
0.6. Posteriormente, la expresion de Trx-His o Trx-His-HilE fue inducida afiadiendo IPTG 1mM
al medio de cultivo e incubandolo a 30°C por 4 h en agitacion (200 rpm). Pasado el tiempo de
incubacidn, las bacterias fueron recolectadas por centrifugacion a 4°C, 8000 rpm por 8 min. Las
pastillas fueron lavadas con 50 ml de solucién de unién fria (5 mM imidazol, 500 mM NaCl, 20
mM Tris-HCI pH 8.0) y posteriormente resuspendidas en 30 ml de la misma solucion. Las células
se lisaron en la prensa de French a 1200 psi. Los restos celulares fueron removidos por
centrifugacion a 4°C, 10000 rpm durante 30 min, y la fraccién soluble fue recuperada en un tubo

nuevo.

Para purificar las proteinas, se utilizaron columnas de polipropileno de 5 mL (Qiagen)
conteniendo 2.0 ml de resina de niquel Ni-NTA (Qiagen). Las columnas fueron equilibradas con
50 ml de solucion de unidn y posteriormente, la fraccion soluble de cada extracto total fue pasada
a través de las columnas. Luego, las columnas fueron lavadas 10 veces con 10 ml de la solucién
de union, cada uno, seguidos de 10 lavados con 10 ml de la solucion de lavado (20 mM imidazol,
500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0), cada uno. Finalmente, las proteinas fueron eluidas en

10 ml de solucion de elucion (250 mM imidazol, 500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0).
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Las fracciones recuperadas fueron analizadas por electroforesis en geles de SDS-PAGE al 12% y
posteriormente cargadas en casetes Slide-A-Lyzer 7K (Thermo) y dializadas a 4°C en solucion de
dialisis (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 40 mM KCI, 1 mM EDTA y 20% (v/v) glicerol). Luego, la
concentracion de las proteinas dializadas fue determinada por el método de Bradford, alicuotadas

y guardadas a -70°C hasta su uso.

4.10. Ensayos de retardo en gel (EMSA, del inglés “Electrophorectic Mobility Shift
Assay”) con DNA

Para realizar los EMSAs, las proteinas purificadas MBP-HilD, Trx-His, Trx-His-HilE, y un
fragmento de 50 pb de DNA de hilC fueron usados. Este fragmento de DNA fue generado a
través del alineamiento de dos oligonucle6tidos complementarios HiIICRR-F y HIlICRR-R. Una
mezcla de los oligonucledtidos fue preparada, en un volumen de 200 ul, conteniendo una
concentracion final de cada oligo de 15 uM. Posteriormente, la mezcla fue calentada a 95°C por
10 min y luego dejada enfriar a temperatura ambiente, durantel5 min. Para los EMSAS
competitivos, Las reacciones de unién fueron realizadas en un volumen final de 20 ul, utilizando
~ 100 ng de la mezcla de oligonucledtidos hibridados, una concentraciéon constante de MBP-
HilD (0.5 uM) y concentraciones crecientes de Trx-His-HilE o Trx-His (0.3, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0
uM) y “buffer” de unién (100 pg/ul BSA, 30 MM HEPES pH 7.7, 5 mM EDTA, 3 mM DTT, 200
mM KCI, 25 mM MgCl, y 5% glicerol). Para los EMSAs no competitivos, las reacciones de
unién fueron realizadas en el mismo volumen final, utilizando el mismo fragmento de DNA de
hilC y el mismo “buffer” de unidn, pero solo fueron agregadas concentraciones crecientes de Trx-
His-HilE (0.3, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 uM). Todas las reacciones de union fueron incubadas a 37°C por
20 min y separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 6% a

temperatura ambiente, usando como “buffer” de corrida Tris-Borato-EDTA (TBE) 0.5x. Los
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fragmentos de DNA fueron tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en el transiluminador
Alpha-Imager UV (Alpha Innotech Corp.) o en el Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ (Bio-

Rad).

4.11. Ensayo de estabilidad de HilD
La estabilidad de HilD fue determinada en las cepas mutantes de S. Typhimurium AhilD,
AhilDAhIIE y AhilDAlon, conteniendo el plasmido pBAD-HilD1. Las bacterias fueron cultivadas
en LB a 37°C en agitacion (200 rpm) hasta alcanzar una DOgy de 0.8 La expresion de HilD-Myc
a partir del plasmido pBAD-HilID1 fue inducida adicionando 0.05% de L-arabinosa e incubando
durante 45 minutos a 37°C en agitacion. Posteriormente, fue adicionado un coctel de antibioticos
conteniendo estreptomicina 200 pg/ml, rifampicina 100 pg/ml y cloranfenicol 200 ug/ml, para
detener la transcripcion y la traduccion, asi como glucosa al 2% para asegurar la represion de
promotor ara del plasmido pBAD-HilD1. Los cultivos se siguieron incubando a 37°C en
agitacion y las muestras fueron tomadas a los 0, 10, 20, 30, 60 y 180 min posteriores a la adicion
del coctel de antibioticos. La expresion de la proteina HilD-Myc fue detectada por Western blot
en los diferentes tiempos. Como control de carga la expresién de GroEL fue detectada. La
intensidad de las bandas obtenidas por Western blot, fueron cuantificadas por densitometria
usando el programa Image J, version 1.47v (National Institutes of Health, USA). Los valores de
las bandas de HilD-Myc fueron normalizados con respecto a los valores de GroEL e indicados
como el porcentaje relativo de HilD-Myc con respecto al tiempo “0”. La vida media de HilD (ty2)

fue calculada con la ecuacién de decaimiento exponencial.
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4.12. Analisis de proteinas secretadas
Las cepas de S. Typhimurium fueron cultivadas en medio LB a 37°C durante 9 h en agitacion
(200 rpm). Muestras de 1.5 ml de cada uno de los cultivos fueron tomadas y centrifugadas a
14000 rpm por 5 min. El sobrenadante conteniendo las proteinas secretadas fue recuperado en un
tubo nuevo (aproximadamente 1.3 ml) y posteriormente fue adicionado acido tricloroacético 15%
(v/v) para precipitar las proteinas, e incubado toda la noche a 4°C. Al siguiente dia, las proteinas
precipitadas se recuperaron por centrifugacion a 14000 rpm durante 30 min. Las pastillas fueron
resuspendidas con 25 ul de “buffer” de carga de SDS-PAGE y las proteinas separadas por
electroforesis en geles de SDS-PAGE al 12% a 35 A por 3 h. Los geles fueron tefiidos con azul

de Coomasie R-250.

4.13. Cromatografia de exclusion molecular
La proteina MBP-HilD fue analizada por cromatografia de exclusion molecular, a través del
sistema AKTA-FPLC (del inglés, “fast protein liquid chromatography”). La columna utilizada
fue Superdex 200 HiLoad™ 26/60 (GE Healthcare Life Sciences). El procedimiento fue
realizado en una solucion conteniendo 200 mM Tris-HCI pH 8.0 y 150 mM NacCl, con un flujo de
0.5 ml/min, 0.3 MPa de presion, a 20°C. La columna fue calibrada previamente con marcadores
de pesos molecular para filtracion en gel (Sigma-Aldrich), los cuales incluyen citocromo C de
corazon de caballo (12.4 kDa), anhidrasa carbonica de eritrocitos bovinos (29 kDa), albumina
sérica bovina (66 kDa), alcohol deshidrogenasa de levadura (150 kDa) y amilasa de camote (200
kDa). El peso molecular relativo de MBP-HilD fue determinado por interpolacion del valor

obtenido en la curva de calibracion.
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4.14. Ensayos de “pull-down”
Para este ensayo fueron utilizadas las proteinas purificadas Trx-His-HilE, Trx-His y extractos
totales conteniendo las proteinas LexXApgpwt, LeXApspwt-HilD1-309, LeXApgpwi-HilD1-130,
LexApepwi-HilD1-220 0 LexApgpwi-HilD221-309. Primero, las proteinas cebo, Trx-His-HilE o Trx-
His fueron inmovilizadas sobre una resina de niquel. Para esto, en un tubo de 1.5 ml fueron
agregados 80 ul de resina Ni-NTA (Qiagen) previamente equilibrada con solucién de lisis (50
mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8.0) y 15 ug de proteinas purificadas Trx-His-
HilE o Trx-His. La mezcla fue incubada a 10°C por 1 h en agitacién (800 rpm). Luego, la resina
fue lavada para eliminar el exceso de proteina cebo no unida, con 1 ml de solucion de lavado (70
mM NaH,PQO,4, 300 mM NaCl y 35 mM imidazol, pH 8.0), y cetrifugada a 6500 rpm por 1 min.
El sobrenadante fue restirado y posteriormente, 80 ul de los extractos totales conteniendo las
proteinas presas correspondientes fueron agregados a la resina lavada previamente. Los tubos
fueron incubados nuevamente a 10°C por 1 h en agitacién (800 rpm). Para remover el exceso de
proteinas no unidas, la resina fue lavada 5 veces con solucién de lavado, centrifugando a 6500
rpm por 1 min, entre cada lavado. Finalmente, la resina con las proteinas unidas fue resuspendida
en 20 ul de “buffer” de carga de SDS-PAGE con 1.5% de B-mercaptoetanol. Las muestras fueron
calentadas a 99°C por 5 min y las proteinas separadas en un gel de SDS-PAGE al 12%, las cuales

fueron analizadas posteriormente por Western blot.

4.15. Alineamiento de secuencia y prediccion de estructura terciaria de HIilE y HilD

y prediccion de la estructura cuaternaria de HilE
Las secuencias de HilE y varias proteinas Hcp fueron alineadas utilizando el servidor Clustal
Omega. La prediccion de la estructura terciaria de HIlE y HilD fue realizada mediante el uso del

servidor I-TASSER de modelado estructural. La prediccion de la estructura cuaternaria de HilE
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fue hecha por superposicion de cada monomero de HilE sobre la estructura cristalografica del
hexamero de Acinetobacter baumannii PDB 4W64 (Ruiz et al., 2015). Todos los graficos fueron

realizados en PyMOL version 1.8 (PyMOL Molecular Graphics System, version 1.8).

4.16. Construccién del modelo del dimero de HilD y de interaccion de HilD con
HIlE y mutagénesis in silico por alanina

Para construir los modelos del dimero de HilD y de interaccion de HilD con HilE fue utilizado el

servidor ClusPro (Comeau et al., 2004). La mutagenesis in silico por alanina fue realizada

mediante el uso del servidor Robetta (Kim et al., 2004).

4.17. Construccién de la cepa mutante AhilD13p.300::kan
Para generar la cepa AhilD130-300::kan que expresa la proteina HilD130-300 @ partir de su propio
promotor en el cromosoma, fue utilizado un método descrito previamente basado en la
recombinasa Ared y el plasmido p2795-HilD130 (Datsenko and Wanner, 2000; Gerlach et al.,
2007; Husseiny and Hensel, 2005). Usando el DNA del plasmido p2795-HilD130 como molde,
se realiz6 un PCR con los oligonucleétidos R-FW y R-RV para amplificar la secuencia del gen
que codifica la proteina HilD130-300 Y €l gen de resistencia a kanamicina. El producto obtenido,
fue precipitado y transformado en la cepa mutante AhilD de S. Typhimurium SL1344
conteniendo el plasmido pKD46 que codifica la recombinasa Ared. Las bacterias transformantes
fueron cultivadas en LB con kanamicina a 42°C durante toda la noche. Posteriormente, algunas
colonias fueron seleccionadas y cultivadas nuevamente en LB con kanamicina e incubadas a
42°C. Luego, las colonias que crecieron en este medio, fueron cultivadas en LB con ampicilina e
incubadas a 37°C por toda la noche. Aquéllas colonias que fueron resistentes a kanamicina pero

sensibles a ampicilina, fueron seleccionadas como candidatas de la recombinacion y checadas por
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secuenciacion y PCR con las siguientes combinaciones de oligonucledtidos HilD228/K2,

HilD228/HilD160, HilD228/HilD220.

4.18. Andlisis estadisticos
Los datos de actividad especifica de CAT y B-gal fueron analizados usando el analisis de
varianza (ANOVA) de una sola via y la prueba de Tukey para comparaciones multiples. El valor
de p<0.05 fue considerado como significativo. Todos los anlisis se realizaron con el programa

Prism 6, version 6.01 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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5. Resultados

5.1. HilE interacciona con la region central de HilD

Para estudiar més a fondo la interaccion de HilE con HilD, usamos el sistema de interaccion
proteina-proteina basado en LexA; que fue el mismo sistema que se usé cuando se identificd
inicialmente la interaccion entre HilD y HilE (Baxter et al., 2003). El sistema para la
heterodimerizacion consta de dos plasmidos, pSR658 y pSR659, los cuales expresan un LexApgp
WT (LexApspwi) Y un LexApgp mutado (LexApspmut), respectivamente, asi como de la cepa
reportera E. coli SU202 que contiene en su genoma la fusion sulA-lacZ con un sitio de union de
LexA hibrido, una mitad WT y la otra mutada (Daines and Silver, 2000; Dmitrova et al., 1998),
de tal manera que s6lo un heterodimero LexApspwi-LeXApspmut Puede unirse al sitio hibrido y asi

reprimir la expresion de la fusién sulA-lacZ en esta cepa reportera.

Se clond al gen de hilD en el plasmido pSR658 y a hilE en el pSR659, en fase con la secuencia
que codifica para el LexApgpwt Y LexApspmut respectivamente, obteniéndose los plasmidos que
expresan las proteinas LexApgpwi-HilD y LexApgpmut-HIIE. Se confirmd que HilD interacciona
con HilE, evidenciado por la represion de sulA en presencia de LexApgpwt-HilD y LexXApspmut-
HIlE (figura 5B). Para comenzar a delimitar la region de HilD que interacciona con HilE, se
clonaron diferentes segmentos de hilD en el plasmido pSR658 en fase con LexApgpwt Y S€
obtuvieron los plasmidos que expresan las proteinas LexApgpwi-HilD1-130, LEXApepuwt-HilD1-220 Y
LexApspwi-HilD221-309 (figura 5A). Se transformaron en la cepa reportera E. coli SU202, junto
con el plasmido que expresa a la proteina LexApgpmut-HIlE. La expresion de la fusiéon sulA-lacZ

disminuyd en presencia de las proteinas de fusion LexApgpwt-HilD1.220 + LexXApspmut-HIIE, Y
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LexApepwi-HilD221.300 + LeXApepmut-HIIE 'y no en presencia de LexApgpwi-HilD1.130 +
LexApspmut-HIIE, asi como sus respectivos controles negativos LexApgpwt-HilD1.130 +
LexApepmut, LEXApepwi-HilD1-220 + LEXApepmut Y LEXApspwt-HilD221-300 + LEXApsDmut, iNdicando
que HilE interacciona con HilD, de manera independiente con dos regiones comprendidas entre
los aminoacidos 130 al 220 y 221 al 309 (figura 5B). Asimismo, la expresion de las proteinas
fusionadas a LexApgpw: fue confirmada por Western blot (figura 5C); sin embargo, no se pudo
detectar la expresion de LexApgpwt, 10 cual ya ha sido reportado anteriormente por otros autores
quienes atribuyen que la ausencia de deteccion se debe a inestabilidad de esta proteina (Poore et
al., 2001). En conjunto, estos resultados indican que HilE interacciona con la regién central de
HilD, entre los aminoacidos 130 a 220, y con el dominio de union a DNA, comprendido entre los

aminoacidos 221 a 309.
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Figura 5. HilE interacciona con la regién central de HilD. (A) Representacién de las proteinas de fusion
LexApgpwt-HilD1.130, LeXApgpwt-HilD1220 Y LexApppwi-HilD221.300. (B) La expresion de la fusion sulA-lacZ se
determiné en E.coli SU202 conteniendo los plasmidos pSR658 y pSR659 (LexApgpwt + LeEXApepmut), PSR658-HilD1
y pSR659-HIIE1 (LexApgpw-HilD1.309 + LexApppmu-HIlE), pSR658-HilD1 y pSR659 (LexApgpwi-HilDi309 +
LexApgpmut), PSR658-HilD2 y pSR659-HIIEL (LexApgpwi-HilD1.130 + LeXApgpmu-HIIE), pSR658-HiD2 y pSR659
(LexApgpwi-HilD1.130 + LexApgpmur), PSR658-HilD4 y pSR659-HIIE1 (LexApgpwi-HilD1220 + LeXApppmu-HIIE),
pSR658-HilD4 y pSR659 (LexApgpwi-HilD1.220 + LEXApgpmut), PSR658-HIID5 y pSR659-HIlE1 (LexApgpw-HilD o1
300 + LeXApgpmu-HIIE), 0 los plasmidos pSR658-HilD5 y pSR659 (LexApgpwi-HilD221-309 + LeXApgpmu-HIIE). La
actividad de B-galactosidasa se determind en cultivos crecidos en LB e incubados a 37°C hasta una DOgq de 1.0. La
expresion de LexApppwt, LeXApepw-HilD1300, LeXApppwt-HilD1.130, LeXApgpwi-HilD1-220, LeXApgpw-HilD221-309,
LexApspmut Y LeXApspmu-HIIE fue inducida adicionando 1 mM de IPTG al medio de cultivo. Los datos representan
el promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. *** datos estadisticamente significativos
comparados con el alcanzado en ausencia de LexApgpmu-HIIE (p<0,001). (C) Western blot para analizar la expresién
de las proteinas LexApppwt, LEXApgpwt-HilD1 300, LeXApepwt-HilD1 130, LeXApepwi-HilD1.220 Y LeXApgpwi-HilD221.300-
Extractos de proteina total fueron analizados con anticuerpos policlonales Anti-LexA o Anti-GroEL. Las muestras
fueron obtenidas de los cultivos crecidos en LB con 1mM de IPTG e incubados a 37°C hasta una DOggq de 1.0. M,
marcador de peso molecular. Las cabezas de flecha indican las bandas esperadas.

Para confirmar la interaccion de HilD con HilE por otro método, se realizaron ensayos de “pull-

down”. Para esto se expresd y purificd la proteina HilD fusionada por la region N-terminal a la
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proteina de unién a maltosa (MBP-HilID), la proteina HilE fusionada por la region N-terminal a
Tiorredoxina (Trx-His-HIilE) y la proteina Tiorredoxina (Trx-His), tal y como se describe en la
seccion de metodos. La purificacion se realizd por cromatografia de afinidad utilizando resina de
amilosa para MBP-HIlID o de niquel para Trx-His-HIilE y Trx-His, respectivamente. Las
diferentes fracciones recuperadas, se cargaron en geles de SDS-PAGE al 12% para comprobar la
pureza de las proteinas (figura 6), las cuales posteriormente fueron dializadas, cuantificadas y
guardadas hasta su uso. La proteina de fusion MBP-HilD tiene un tamafio aproximado de 78 kDa
(figura 6A), mientras que Trx-His tiene un tamafio de 17 kDa y la proteina de fusion Trx-His-

HIlE de 33 kDa (figura 6B).
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Figura 6. Purificacion de proteinas MBP-HIlD, Trx-His-HIilE y Trx-His. (A) MBP-HilD purificada por
cromatografia de afinidad con resina de amilosa. (B) Trx-His-HIilE y Trx-His purificadas por cromatografia de
afinidad con resina de niquel. Los nimeros representan las fracciones obtenidas. M, marcador de peso molecular.

Asimismo, se comprobo la funcionalidad de las proteinas expresadas a partir de estos plasmidos,
mediante analisis de perfiles de proteinas secretadas. Dentro de los genes de SPI-1, se encuentran
aquellos que codifican las proteinas efectoras SipA, SipB, SipC y SipD, las cuales pueden

detectarse en sobrenadantes de cultivos de S. Typhimurium crecidos en LB y visualizarse en un
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gel SDS-PAGE. Si MBP-HilD expresada a partir del plasmido pMAL-HilD1 es funcional, se
espera que restaure la expresion y secrecion de proteinas en una cepa de S. Typhimurium AhilD;
por otro lado si Trx-His-HIlE expresada a partir del plasmido es funcional, se espera que reprima
la expresion de los genes de SPI-1, incluyendo aquellos que codifican para las proteinas efectoras
secretadas al medio de cultivo en una cepa de WT de S. Typhimurium. MBP-HIID restauro la
secrecion de proteinas en una cepa de S. Typhimurium 4hilD (figura 7A). De la misma manera,
Trx-His-HilE reprimio la expresion de los genes de SPI-1 y por consiguiente la secrecion de las
proteinas al medio de cultivo, en una cepa WT de S. Typhimurium (figura 7B). Estos resultados

indican que ambas proteinas, MBP-HilD y Trx-His-HilE, son funcionales.
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Figura 7. Perfil de proteinas secretadas de la cepa mutante A4hilD y WT de S. Typhimurium conteniendo los
plasmidos que expresan las proteinas MBP-HilD y Trx-His-HilE, respectivamente. La secrecion de proteinas
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SipA, SipB, SipC,y SipD codificadas en SPI-1 fue determinada en S. Typhimurium WT vy en su derivada mutante
AhilD, asi como en (A) la mutante AhilD conteniendo el plasmido pMAL-HilD1 que expresa la proteina MBP-HilD
o0 el vector pMAL-c2x y en (B) S. Typhimurium WT conteniendo el plasmido pET32-HIlE que expresa a HilE o el
vector pET32b(+), en presencia (+) o ausencia (-) de IPTG. Los cultivos bacterianos fueron crecidos en LB a 37°C
por 9 h y los sobrenadantes fueron analizados en geles de SDS-PAGE AL 12%. FIiC es una proteina flagelar cuya
secrecion es independiente de SPI-1. M, marcador de peso molecular.

Teniendo las proteinas purificadas, se realizo6 el ensayo de “pull-down”. Primero se inmovilizo a
Trx-His-HIlE en la resina de niquel Ni-NTA (Qiagen); posteriormente, extractos totales que
contenian las proteinas LexApgpwt, LEXApspwi-HilD1-309, LEXApspwt-HilD1-130, LeXApgpwt-HilDs-
220 0 LexApgpwi-HilD221.309 S€ pusieron a interactuar con la resina que tenia a Trx-His-HilE
inmovilizada. Como control negativo, los extractos totales que contenian las diferentes versiones
de LexApspwi-HilD se pusieron a interactuar con tiorredoxina (Trx-His). Trx-His-HIlE capturo a
las proteinas LexApgp-HilD1.309 Y LexApspwt-HilD1-220, indicando que HilD interacciona por la
region central (aminoacidos 130 a 220) con HilE (figura 8A). Sin embargo, la interaccion de
LexApepwi-HilD221-309 con HilE evidenciada por el sistema de dos hibridos, no pudo confirmarse
con el ensayo de pull-down, lo que podria explicarse debido al bajo nivel de expresion de
LexApepwi-HilD221-309. EN contraste, ninguna proteina fue capturada por Trx-His (figura 8B),

confirmando que la interaccion de HilD es especifica con HilE y no con la proteina de fusion Trx.
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Figura 8. Ensayo de “pull-down” que muestra la interaccion de HilD con HilE. Las proteinas Trx-His-HilE (A)
o0 Trx-His (B) fueron inmovilizadas en la resina de niquel Ni-NTA e incubadas con extractos totales que contenian
las prOteinaS LexXApepwts LEXADBD\M'H“Dl_gog, LEXADBDwt'HiIDl_lgo, LeXADBDwt'HiIDl-ZZO 0 LEXADBDwt'Hilngl_gog.
Después de lavar, las proteinas capturadas por Trx-His-HilE o Trx-His, fueron analizadas por Western-blot usando
anticuerpos policlonales anti-LexA. Las proteinas Trx-His-HilE y Trx-His también fueron detectadas con anticuerpos
monoclonales anti-Hiss. M, marcador de peso molecular; las cabezas de flecha indican las bandas esperadas; el
asterisco indica bandas inespecificas.

5.2. HIlE no afecta la estabilidad de HilD

Existen varios mecanismos a través de los cuales HilE podria afectar la actividad de HilD, uno de
ellos es mediante la disminucion de la estabilidad de HilD, promoviendo asi su degradacién e
interfiriendo de esta manera con su funcion. Para definir esto, se determind la vida media in vivo
de HilD en presencia o ausencia de HilE o la proteasa Lon, la cual degrada HilD. Los niveles de
HilD-Myc, expresados bajo un promotor inducible por arabinosa a partir del plasmido pBAD-
HilD1, en medio rico LB, fueron monitoreados en las respectivas mutantes, AhilD, AhilD AhIlE y
AhiIlD Alon, posterior a la adicion del coctel de antibi6ticos para inhibir la transcripcion y la
traduccion (estreptomicina 200ug/mL, cloranfenicol 200pug/mL y rifampicina 100pg/mL). La
estabilidad de HilD-Myc en LB no fue afectada significativamente por la ausencia de HilE,
siendo su vida media (ty,) en la cepa AhilD igual a 12.60 minutos, mientras que su ty, en la cepa
AhilD AhilE fue 11.68 minutos. Por otro lado, y como era de esperarse, en la cepa AhilD Alon la
estabilidad de HilD-Myc se aumentd drasticamente (figura 9). Estos resultados indican que la

interaccion con HilE no afecta la estabilidad de HilD.
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Figura 9. HilE no afecta la estabilidad de HilD. (A) La estabilidad de HilD-Myc fue determinada en cepas
mutantes de S. Typhimurium AhilD, AhilD AhilE y AhilD Alon conteniendo el plamido pBAD-HiID1, crecidas en
medio LB a 37°C. La expresion de HilD-Myc a partir del plasmido pBAD-HilD1 fue inducida con L-arabinosa al
0.05% por 45 minutos. Posterior a eso se adicion6 un céctel de antibidticos (estreptomicina 200pug/mL, cloranfenicol
200pg/mL y rifampicina 100pg/mL) mas glucosa 2% para inhibir la transcripcion y la traducciéon y se tomaron
muestras de los cultivos en los tiempos indicados. La expresion de HilD-Myc fue determinada por Western-blot,
usando el anticuerpo monoclonal anti-cMyc y 10ug de extracto total de proteinas. Como control de carga, la
expresién de GroEL también fue determinada usando el anticuerpo policlonal anti-GroEL. Se muestra un Western-
blot representativo de tres ensayos independientes. (B) Andlisis densitométricos de las bandas de HilD-Myc
obtenidas en los Western-blot indican el porcentaje relativo de HilD con respecto al tiempo cero. Los valores de
intensidad de las bandas de HilD-Myc fueron normalizados con los valores de intensidad de GroEL. Los valores
representan el promedio de tres ensayos independientes. Las barras representan las desviaciones estandar y ty, la
vida media de HilD-Myc. M, marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™: Bio-Rad).
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5.3. HilD acttda como dimero y su dominio de dimerizacion se encuentra en la region
central

Nuestros resultados demuestran que HilE interacciona con la region central de HilD. Hasta el
momento se desconoce si esta region contiene alguna funcion importante para HilD, como un
dominio de dimerizacion o sitios de reconocimiento de sefiales. Previos estudios han mostrado
que algunas proteinas pertenecientes a la familia AraC dimerizan y que los dominios de
dimerizacion estan contenidos en la region N-terminal (Brutinel et al., 2009; Bustos and Schleif,
1993; Poore et al., 2001; Prouty et al., 2005). Para determinar si HilD también forma dimeros se
usé el sistema genético de interaccion proteina-proteina basado en LexA, pero con la
modificacion para homodimerizacion. Este consta de un plasmido, pSR658, que expresa
LexApspwt, asi como de la cepa reportera E. coli SU101 que contiene en su genoma la fusion
sulA-lacZ con un sitio de union de LexA silvestre (Daines and Silver, 2000; Dmitrova et al.,
1998), de tal manera que s6lo un homodimero LexApgpwi-LeXApspwt puede unirse al sitio de

unién de LexA silvestre y asi reprimir la expresion de la fusion sulA-lacZ en esta cepa reportera.

Se transformé el plasmido pSR658-HilD1 que expresa a la proteina LexApgpwi-HilD1-309 €0 la
cepa reportera E. coli SU101, la cual contiene en su cromosoma una fusién transcripcional del
gen sulA al gen reportero lacZ (Daines and Silver, 2000). El gen sulA se reprime por LexA,; por lo
tanto, si HilD dimerizara, la presencia del plasmido pSR658-HilD1 reprimiria la expresion de la
fusion sulA-lacZ en este cepa. Como controles se analizaron transformantes con el vector que
expresa a LexApgpwt (control negativo) y con el plasmido que expresa la proteina de fusion
LexApspwi-H-NS, cuya capacidad de dimerizar ya ha sido probada por este sistema (lbarra et al.,
2003; Martinez et al., 2014b). La expresion de la fusion sulA-lacZ disminuyo drasticamente en

presencia de las proteinas de fusion LexApgpwi-HilD1-300 Y LeXApsow-H-NS (figura 10A), lo cual
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indica que HilD contiene un dominio de dimerizacion que permite restaurar la capacidad de
LexA de reprimir la expresion de sulA. Asimismo, la expresion de estas proteinas fue confirmada

por Western blot (figura 10B).
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Figura 10. HilD forma homodimeros. (A) La expresion de la fusion sulA-lacZ se determin6 en E.coli SU101
conteniendo el vector pSR658 (LexApgpwi), 0 los plasmidos pSR658-HilD1 (LexApgpwi-HilD1.309) 0 pPSR658-HNS
(LexApepwi-H-NS). La actividad especifica de p-galactosidasa se determiné en cultivos crecidos en LB incubados a
37°C hasta una DOggy de 1.0. La expresion de LexApgpwt, LeXApepwi-HilD1.309 Y LexApepwi-H-NS fue inducida
adicionando 1 mM de IPTG al medio de cultivo. Los datos representan el promedio de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. Las barras indican la desviacion estandar, *** datos estadisticamente
significativos comparados con el valor alcanzado en LexApgpwt (p<0,001). (B) Western blot para analizar la
expresién de las proteinas LexXApgpwt, LEXApepw-HilD Yy LexApgpwi-H-NS. Extractos de proteina total provenientes
de E. coli SU101 conteniendo el vector pSR658, el plasmido pSR658-HilD1 o pSR658-HNS fueron analizados con
anticuerpos policlonales Anti-LexA o Anti-GroEL. Las muestras fueron obtenidas de los cultivos crecidos en LB con
1mM de IPTG e incubados a 37°C hasta una DOgqq de 1.0.

Adicionalmente, se analiz6 el tamafio de la proteina MBP-HilD mediante experimentos de
cromatografia de exclusion molecular. La proteina de fusion MBP-HIilD tiene un tamafio
aproximado de 78 kDa. Al analizar el volumen de elucion en el que fue recuperada MBP-HilD
posterior a la exclusion, y compararlo contra una curva de calibracién realizada previamente, se

observo que el tamafio correspondia a un producto de aproximadamente de 178 kDa (figura 11),
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que se aproxima al tamafio tedrico esperado de un dimero de MBP-HilID (~156 kDa). En

conjunto, estos resultados demuestran que HilD dimeriza.
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Figura 11. Cromatografia de exclusion molecular de MBP-HilD. Cromatograma que muestra el perfil de elucion
de la proteina de fusion MBP-HilD, analizada en la columna Superdex 200 column (HiLoad™ 16/60) en una
solucién que contiene 200 mM Tris—HCI pH 8.0 y 150 mM NaCl. A la derecha se muestra la curva de calibracién
obtenida usando el kit “Gel Filtration Molecular Weight Markers Kit (Sigma-Aldrich)”. Las flechas indican el peso
molecular relativo de MBP-HiID calculado por interpolacion de los datos en la curva de calibracion.

Para delimitar la region que contiene el dominio de dimerizacién de HilD, se usaron los
diferentes segmentos de hilD clonados anteriormente en el plasmido pSR658, en fase con el
LexApepwt (figura 5A). La presencia del plasmido que expresa la proteina LexApgp-HilD1-220
reprimié la expresion de la fusién sulA-lacz, indicando que dimeriza (figura 12). En contraste, las
proteinas LexApgp-HilD1.130 ¥ LexApgp-HilD221309 N0 reprimieron la expresion de la fusion
sulA-lacZ (figura 12). Esto indica que el dominio de dimerizacion se encuentra entre los
aminoacidos 130 al 220. Para corroborar este resultado, se clon6 un segmento de HilD que
contenia los aminoacidos 130 a 309 en fase con LexApgpwt Y S€ transformo en la cepa reportera

de E. coli SU101. Como era esperado, la proteina de fusién LexApgpwt-HilD130-300 reprimio la
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expresion de la fusion sulA-lacZ (figura 12). En conjunto, nuestros resultados sugieren que
similar a otros miembros de la familia AraC, HilD contiene un dominio de dimerizacion (Bustos
and Schleif, 1993; Childers et al., 2011; Prouty et al., 2005), el cual esta localizado en la region
central comprendida entre los aminoacidos 130 al 220. De manera interesante esta es la misma

region que interacciona con HilE.
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Figura 12. HilD forma homodimeros a través de su regién central. La expresion de la fusion sulA-lacZ se
determiné en E. coli SU101 transformada con los plasmidos pSR658 (LexApgpwt), PSR658-HilD1 (LexApgpwt-
HilDy 309), pPSR658-HilD2 (LexApgpwi-HilD1.130), pPSR658-HilD4 (LexApgpwi-HilD1.220), pPSR658-HilD5 (LexApgput-
HilD5y1.309) 0 pSR658-HilD3 (LexApgpwt-HilD13g.309). La actividad de B-galactosidasa se determind en cultivos
crecidos en LB e incubados a 37°C hasta una DOggy de 1.0. La expresion de LexApgpwt, LeXApepwt-HilD1.30,
LexApgpwt-HilD1.130, LEXApgpwi-HilD1.220, LeXApgpwi-HilD 221300 ¥ LEXApepuwt-HilD130.309 fue inducida adicionando 1
mM de IPTG al medio de cultivo. Los datos representan el promedio de tres experimentos independientes realizados
por duplicado. *** datos estadisticamente significativos comparados con el valor alcanzado en LexApgpwt (p<0,001).
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5.4. La dimerizacion de HilD es importante para la funcion

Para determinar si la dimerizacidn es importante para la funcion de HilD evaluamos si la proteina
LexApgsp-HilD221-300, 1a cual ya no es capaz de dimerizar (figura 12) pero contiene los elementos
necesarios para unir al DNA, induce la expresion de hilA. Para esto se empleo la cepa de E. coli
MC4100 que contiene la fusion transcripcional hilA-cat, la cual se transformé con el plasmido
que expresa a la proteina LexApgpwi-HilD221-309. Como control se transformé a E. coli con el
plasmido que expresa la proteina LexApgpwt-HilD1-309 0 con el vector que expresa a LeXApspwt.
También se midio la actividad de hilA-cat en una cepa de S. Typhimurium WT y en su derivada
mutante AhilD. LexApgpwt-HilD1-300 induce la expresion de hilA-cat; en contraste, LexApgpwt-
HilD221-300, |2 cual no dimeriza, no induce la expresion de hilA-cat (figura 13). Posteriormente, se
fusion6 un motivo de leucina “zipper” (LZ) de la proteina GCN4 de Saccharomyces cerevisiae a
la porcion de HilDjz;-309. ESte motivo ha sido caracterizado como dominio de dimerizacion y
usado para la construccion de proteinas quiméricas (Bustos and Schleif, 1993; Karimova et al.,
2000), que al ser fusionadas recuperan la capacidad de dimerizar y funciéon (Karimova et al.,
1998). Se amplificd la porcion de HilD2y1-300 @ partir de DNA cromosémico de S. Typhimurium
SL1344 y mediante PCR se obtuvo el producto LZ-HilD21.300, €l cual se cloné en el plasmido
pSR658, con lo que se obtuvo el plasmido pSR658-HilD6 que expresa la proteina LexApgp-LZ-

HilD221-300 (figura 14A).
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Figura 13. LexApgp-HilDy1.309 N0 induce la expresion de hilA. La expresion de la fusion hilA-cat, contenida en el
plasmido philA-catl, se determiné en S. Typhimurium WT y en su derivada mutante 4kilD, asi como en E. coli
MC4100 conteniendo el vector pSR658 (LexApgpwt) 0 10s plasmidos pSR658-HilD1 (LexApgpwt-HilD1.309), pPSR658-
HilD5 (LexApgpwi-HilD221.309) 0 pSR658-HilD6 (LexApgpwi-LZ-HilD2,1.309). La actividad especifica de CAT se
determiné en cultivos crecidos en LB e incubados a 37°C. La expresion de LexApgpwt, LeXApgpwi-HilD1.309,
LexApgpwt-HilD221.309, LEXApepwt-HilD130.300 Y LeXApepwi-LZ-HilD,y1.309 fue inducida adicionando 1 mM de IPTG
al medio de cultivo. Los datos representan el promedio de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. Las barras indican la desviacion estandar, *** datos estadisticamente significativos comparados con el
control (p<0,05).

Después de obtener la proteina quimérica LexApgp-LZ-HilD2,1-309, €l plasmido pSR658-HilD6 se
transformé la cepa reportera E. coli SU101 que contiene la fusién transcripcional sulA-lacZ y se
probd la capacidad de dimerizar de la proteina; como controles se transformaron los plasmidos
que expresan las proteinas LexApgpw-HilD1-309 0 LEXApgpwt. La proteina LexApgp-LZ-HilDy)1-
300, al igual que LexApspwt-HilD1.309, reprimid la expresion de la fusion sulA-lacZ indicando que

LZ-HilD5;1-309 dimeriza (figura 14B).
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Figura 14. LexApgpw-LZ-HilDy309 dimeriza. (A) Representacion de la proteina quimérica LexApgpw-LZ-
HilD,y1.309. (B) La expresion de la fusién sulA-lacZ se determiné en E. coli SU101 conteniendo el vector pSR658
(LexApgpwt), 0 los plasmidos pSR658-HilD1 (LexApgpwi-HilD1.309) Y pPSR658-HilD6 (LexApgpwi-LZ-HilD,y1.300). La
actividad especifica de p-galactosidasa se determin6 en cultivos crecidos en LB e incubados a 37°C hasta una DOgg
de 1.0. La expresion de LexApgpws LeXApepwt-HilD1.30e, LeXApepwi-HilD221.300 ¥ LeXApgpwi-LZ-HilDyy1 309 fue
inducida adicionando 1 mM de IPTG al medio de cultivo Los datos representan el promedio de tres experimentos
realizado por duplicado. Las barras indican la desviacion estdndar, *** datos estadisticamente significativos
comparados con el control (p<0.001).

Posteriormente evaluamos si la fusién del motivo de LZ a HilD,y;-300 permitia recuperar la
funcién de la porcion C-terminal de HilD. La proteina LexApgpwi-LZ-HilD21-309 indujo la
expresion de la fusion hilA-cat en la cepa de E. coli, al igual que la proteina LexApgpwt-HilD1-309,
indicando que HilDy1.309 recupera su funcion al ser fusionado con un dominio de dimerizacion

heter6logo (figura 13). En conjunto, nuestros resultados demuestran que la dimerizacién de HilD
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es importante para su funcion, ya que al fusionar un dominio de dimerizacién heterélogo a la
region C-terminal de HilD2,1.309 Se recuperé completamente su capacidad de dimerizar y de

inducir la expresion de hilA.

5.5. HIlE interfiere con la dimerizacion de HilD

Nuestros resultados muestran que la interaccion con HilE esta dada por la region central de HilD,
donde también se encuentra localizado el dominio de dimerizacion, lo cual podria sugerir que
HiIlE interfiere con la dimerizacién de HilD. Para evaluar esto, primero se cloné a hilE en un
vector que contiene un promotor inducible por arabinosa (pMPM-A6Q). Se comprobd la
funcionalidad de HilE expresada a partir de este plasmido mediante un perfil de proteinas
secretadas. Para ello se transformd una cepa de S. Typhimurium WT con el plasmido pA6-HilE1
o con el vector pMPM-A6Q, como control negativo. HIilE reprime la expresion de los genes de
SPI-1 mediante la regulacion negativa que ejerce sobre HilD (Baxter et al., 2003). Si HilE,
expresado a partir del plasmido pMPM-AG6-hilE, es funcional, se esperaria que reprima la
expresion de los genes de SPI-1, incluyendo aquellos que codifican para las proteinas efectoras
secretadas al medio de cultivo. Se probaron varias concentraciones de L-arabinosa para observar
la concentracion minima requerida para reprimir la secrecion de las proteinas y tenerlo en cuenta
para futuros experimentos. HilE expresada a partir del pA6-HilE1, pero no el vector (PMPM-
A6Q), es capaz de reprimir la secrecion de las proteinas SipA, SipB, SipC y SipD, indicando que
la proteina HIlE expresada a partir de ese plasmido es funcional (figura 15A). Luego, la cepa
reportera del sistema de dos hibridos de interaccion proteina-proteina basado en LexA, E. coli
SU101, fue cotransformada con los plasmidos que expresan las proteinas LexApgpwt-HilD1-309 +

HilE, respectivamente. Como control se utilizé la misma cepa reportera cotransformada con los
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plasmidos que expresan las proteinas LexApgpwi-HilD1-309 + €l vector, LexApgpwt-HN-S + HilE,
LexApsowi-HN-S + el vector, LexApgp-LZ-HilD2y1.309 + HIlE, LexApgp-LZ-HilD321-309 + €l
vector, LexApgpwt + HIIE 0 LexApgpwt + €l vector. LexApgpwt-HilD1-309 reprimio la expresion de
la fusion sulA-lacZ en presencia del vector, mostrando que LexApgpwi-HilD1-309 dimeriza; sin
embargo, la represion de la fusion sulA-lacZ mediada por LexApgpwi-HilD1-309 €N presencia de
HIlE es significativamente menor, comparado con LexApgpwt-HilD1.309 €n presencia del vector
(p<0.05). En contraste, HilE no afectd la represion de la fusion sulA-lacZ mediada por
LexApepwi-HN-S 0 LexApgp-LZ-HilD21.309, indicando que el efecto de HilE es especifico sobre

el dominio de dimerizacion de HilD (figura 15B).
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Figura 15. HilE afecta la dimerizacion de HilD. (A) La secrecion de proteinas SipA, SipB, SipC y SipD
codificadas en SPI-1 fue determinada en S. Typhimurium WT y en su derivada mutante AhilD, asi como en S.
Typhimurium WT conteniendo el pldsmido pA6-HIlE1 que expresa a HilE a partir de un promotor inducible por
arabinosa, o el vector pMPM-A6Q, en presencia (+) o ausencia (-) de concentraciones crecientes de L-arabinosa. Los
cultivos bacterianos fueron crecidos en LB a 37°C por 9 h y los sobrenadantes fueron analizados en geles de SDS-
PAGE AL 12%. FIiC es una proteina flagelar cuya secrecion es independiente de SPI-1. M, marcador de peso
molecular (Precision Plus ProteinTM; Bio-Rad). (B) La expresion de la fusion sulA-lacZ se determiné en E.coli
SU101 conteniendo los plasmidos pSR658 y pA6-HIlEL (LexApgpwt + HIlE), pSR658 y pMPM-A6Q (LexApgpwt +
Vector), pSR658-HilD1 y pA6-HIlE1(LexApgpwi-HilD1.309 + HilE), pSR658-HilD1 y pMPM-A6Q (LexApgpwt-
HilD; g9 + Vector), pSR658-HNS y pA6-HIlE1 (LexApgpw-H-NS + HilE) 0 pSR658-HNS y pMPM-A6Q
(LexApepwi-H-NS + Vector), pSR658-HilD6 y pA6-HIlEL1 (LexApgpwi-LZ-HilDjy1.309 + HIlE) 0 pSR658-HilD6 y
PMPM-A6Q (LexApgpwt-LZ-HilD,y.309 + Vector). La actividad especifica de B-galactosidasa se determind en
cultivos crecidos en LB incubados a 37°C en agitacion hasta una ODgy de 1.0. La expresion de LexApgpw,
LexApgpwt-HilD1.309, LeXApppwi-H-NS Y LexApppwi-LZ-HilD2,1 309 fue inducida adicionando 1 mM de IPTG al
medio de cultivo, y la expresion de HilE fue inducida adicionando 0.1% de L-arabinosa. Los datos representan el
promedio de tres experimentos realizados por duplicado. Las barras indican la desviacion estandar, *** datos
estadisticamente significativos comparados con el valor alcanzado en ausencia de HilE (p<0,001).

5.6. HIIE afecta la actividad de HilD por un mecanismo independiente de la
dimerizacion

Los resultados anteriores demuestran que HilE afecta la dimerizacion de HilD por interaccionar
con su region central, donde se encuentra el dominio de dimerizacién. Sin embargo, nuestros
resultados indican que HilE también interacciona con la porcion C-terminal de HilD, que
contiene el dominio de union a DNA, lo que sugiere que HilE podria también afectar
directamente la union al DNA (figura 5B). Para evaluar esto, se analizé el efecto del HilE sobre
la capacidad de las proteinas LexApgpwi-HilD1-300 ¥ LeXApspwt-LZ-HilD221-309 de inducir la
expresion de la fusion hilA-cat en la cepa de E. coli MC4100. La presencia de HilE abolid
completamente la capacidad de LexApgpwi-HilD1-309 de inducir la expresion de hilA (figura 16).
De manera interesante, HilE también tuvo un efecto negativo sobre la actividad de LexApgpwt-
LZ-HilD2;1-309, debido a que en presencia de HilE, se disminuyo la capacidad de la proteina
quimérica LZ-HilDy21.309 de inducir la expresion de hilA (figura 16); sin embargo, la presencia de

HilE no tuvo efecto sobre la dimerizacion de dicha proteina quimérica (figura 15B). En conjunto,
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estos resultados demuestran que HilE tiene un efecto en la actividad de HilD independiente del

efecto observado sobre la dimerizacion.
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Figura 16. HilE afecta la actividad de HilD por un mecanismo independiente de la dimerizacion. La expresion
de la fusion hilA-cat, contenida en el pldsmido philA-catl, se determind en E. coli MC4100 conteniendo los
plasmidos pSR658 y pK6-HIlEL (LexApgpwt + HIlE), pSR658 y pMPM-K6Q (LexApgpw: + Vector), pSR658-HilD1
y pK6-HilE1(LexApppwi-HilD1.309 + HIlE), pSR658-HiID1 y pMPM-K6Q (LexApgpwi-HilD1.309 + Vector), pSR658-
HilD6 y pA6-HIlEL (LexApgpwi-LZ-HilD3y1.309 + HIlE) 0 pSR658-HilD6 y pMPM-A6Q (LexApgpwi-LZ-HilD 2,1 300 +
Vector). La actividad especifica de CAT se determind en cultivos crecidos en LB e incubados a 37°C. La expresion
de LexApspw, LeXApepwt-HilD1.300 Y LeXApgpwi-LZ-HilD2,1 309 fue inducida adicionando 1 mM de IPTG al medio de
cultivo, y la expresién de HilE fue inducida adicionando 0.1% de L-arabinosa. Los datos representan el promedio de
tres experimentos realizados por duplicado. Las barras indican la desviacion estandar, *** datos estadisticamente
significativos comparados con el valor alcanzado en ausencia de HilE (p<0,001).

5.7. HIlE inhibe la unién de HilD al DNA

Nuestros resultados sugieren que HilE inhibe la actividad de HilD, interaccionando con sus
dominios de dimerizacion y union al DNA, lo cual apoya que HilE inhibe la uniéon al DNA de

HilD. Para determinar esto, se realizaron EMSAs competitivos utilizando las proteinas
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purificadas MBP-HilD, Trx-His-HilE, Trx-His y un fragmento de DNA de 50 pb de la region
reguladora de hilC, que contiene el sitio de unién de HilD. Se incubé el fragmento de hilC con
concentraciones constantes de MBP-HilID (0.5 uM) y concentraciones crecientes de Trx-His-HilE
(0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 uM). Como control, se realizaron reacciones incubando el fragmento de
hilC con Trx-His en lugar de Trx-His-HilE. A partir de una concentracion de 1.0 uM, Trx-His-
HilE, pero no Trx-His, inhibié la formacién del complejo MBP-HilD-DNA, lo cual indica que
HilE interfiere con la union de HilD al DNA (figura 17A y B). Como control adicional, se probd
si Trx-His-HilE, puede unir por si solo, a la region reguladora de hilC de 50 pb. Incluso a la
mayor concentracion probada (2 uM), HilE es incapaz de unir al DNA (figura 17C). Estos

resultados demuestran que la interaccion de HilE inhibe la unién de HilD al DNA.

A MBP- HilD 0.5 uM B MBP- HilD 0.5 uM C

0 0 03 05 1.0 15 2.0 Trx-His-HIlIE 0 0 0.3 05 1.0 15 20 Trx-His 0 03 05 1.0 1.5 2.0 Trx-His-HilE
HM uM M

L . * ’

B bt b b bl e | >

hilc .uuuuuu hilc Hh““h““ hilc “N“““U

Figura 17. HIlE inhibe la union de HilD al DNA. EMSAs competitivos no radioactivos fueron realizados para
analizar el efecto de HilE sobre la unién de HilD al DNA. Un fragmento de 50 pb de DNA de hilC conteniendo el
sitio de union de HilD fue incubado con MBP-HilID (0.5 uM) y concentraciones crecientes (0, 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0
pUM) de (A) Trx-His-HilE o (B) Trx-His. (C) EMSA para evaluar la unién de HilE al DNA. El fragmento de 50 pb de
hilC fue incubado con concentraciones crecientes (0, 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 uM) de Trx-His-HilE purificada. Los
complejos DNA-proteina son indicados con asteriscos y fueron resueltos en geles de poliacrilamida no
desnaturalizante al 6% vy tefiidos con bromuro de etidio.
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5.8. HIlE comparte similitud de secuencia y esta estructuralmente relacionada con las
proteinas Hcp del sistema de secrecion tipo 6 (SST6)
Previos estudios reportaron que HilE estd codificado en una isla genémica del cromosoma de
Salmonella y que no tiene ortélogos que se puedan predecir con base en su secuencia de
amino&cidos (Baxter et al., 2003). Nuestros analisis recientes de BLASTp mostraron que HilE
tiene aproximadamente 30% de identidad con proteinas relacionadas estructuralmente con el
sistema de secrecion tipo 6 (SST6), denominadas Hcp (del inglés, Haemolysin corregulated
protein) (figura 18A). Para determinar si HilE también presenta analogia estructural con las
proteinas Hcp, su secuencia fue modelada con el servidor I-TASSER (Roy et al., 2010),
resultando en una estructura con un C-score de 1.07 y TM score de 0.86. La estructura predicha
estd compuesta por un barril  con dos laminas  con 4 y 5 hebras cada una, flanqueada por una
hélice a (figura 18B y C). La estructura modelada de HilE es muy similar a aquella descrita para
la subunidad monomérica de las proteinas Hcp-1 de P. aeruginosa (Mougous et al., 2006), Hcp-1
de Acinetobacter baumanii (Ruiz et al., 2015), EvpC de Edwarsiella tarda (Jobichen et al.,
2010), un efector del TSS6 de Yersinia pestis (E. V. Filippova, et al, datos no publicados) y Hcp-
2 de S. Typhimurium (Lin et al., 2017), mostrando valores de TM iguales a 0.95, 0.89, 0.88 y
0.78, respectivamente, con estas proteinas. Los valores de TM > 0.5 indican que las proteinas
comparten la misma topologia. Estos resultados indican que existe una similaridad estructural

entre HIlE y las proteinas Hep.
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Figura 18. Comparacion de la secuencia y estructura de HilE con las proteinas Hcp. (A) Alineamiento de
secuencia de HilE con cinco proteinas Hcp: Hepl de P. aeruginosa (Hcpl-Pa), Hepl de A. baumannii (Hcpl-Ab),
EvpC de E. tarda (EvpC-Et), T6SSe de Y. pestis (T6SSe-Yp) y Hcp2 de S. Typhimurium (Hcp2-Stm). (B)
Representacion de Ribbon de la estructura predicha de HilE, coloreada de acuerdo a la estructura secundaria: [aminas
B (azul), a-hélice (naranja), bucle (gris). (C) Superposicion de la estructura predicha de HilE, con las estructuras
resueltas de Hcpl-Pa (PDB 4KSR) (rojo), Hepl-Ab (PDB 4W64) (verde), EvpC-Et (PDB 3EAA) (amarillo), T6SSe-
Yp (PDB 3V4H) (azul celeste) and Hcp2-Stm (PDB 5XEU) (magenta). EI nimero de PDB para cada estructura esta

indicado.
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5.9. HIlE forma dimeros y el modelo de la estructura cuaternaria indica que podria
formar hexameros

Se ha visto que las proteinas Hcp forman hexameros (Mougous et al., 2006; Records, 2011); sin
embargo, el estado oligomérico de HilE es desconocido. Para investigar si HilE podria
interaccionar consigo misma, primero se evalud si HilE era capaz de dimerizar mediante el uso
del sistema de interaccion proteina-proteina basado en LexA. Para esto se clond el gen hilE en el
plasmido pSR658 en fase con la secuencia que codifica para LexApgpw:, Obteniéndose el
plasmido pSR658-HIlE1 que expresa la proteina LexApgspwi-HIlE, el cual posteriormente se
transformé a la cepa reportera E. coli SU101. Como controles se analizaron transformantes con el
vector que expresa a LexApgpwt (control negativo) y con el plasmido que expresa la proteina de
fusién LexApgpwt-H-NS (control positivo). La expresion de la fusion sulA-lacZ disminuyé en
presencia de las proteinas de fusion LexApgpwi-HIlE y LexApgpwi-H-NS (figura 19A), lo cual
indica que HilE puede formar dimeros. Asimismo, la expresion de estas proteinas fue confirmada

por Western blot (figura 19B).
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Figura 19. HilE forma dimeros. (A) La expresion de la fusion sulA-lacZ se determiné en E.coli SU101 conteniendo
el vector pSR658 (LexApgpwt), 0 los plasmidos pSR658-HIIEL (LexApgpwi-HIlIE) 0 pSR658-HNS (LexApgpwi-H-
NS). La actividad especifica de B-galactosidasa se determind en cultivos crecidos en LB e incubados a 37°C hasta
una DOgqyp de 1.0. La expresion de LexApgpw, LeXApepwi-HIIE ¥ LexApgpwi-H-NS fue inducida adicionando 1 mM
de IPTG al medio de cultivo. Los datos representan el promedio de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. Las barras indican la desviacion estandar, *** datos estadisticamente significativos comparados con el
valor alcanzado en LexApgpw: (p<0,001). (B) Western blot para analizar la expresion de las proteinas LexApgpwt
LexApepwt-HIIE y LexApspwi-H-NS. Extractos de proteina total provenientes de E. coli SU101 conteniendo el vector
pSR658, el plasmido pSR658-HIlE1 o pSR658-HNS fueron analizados con anticuerpos policlonales Anti-LexA o
Anti-GroEL. Las muestras fueron obtenidas de los cultivos crecidos en LB con 1mM de IPTG e incubados a 37°C
hasta una DQOgg de 1.0.

Debido a que este sistema genético de interaccion, nos da informacion de la capacidad de
dimerizar de las proteinas pero no de la formacion de oligébmeros, y se ha visto que las proteinas
Hcp forman hexdmeros, se construyd un modelo de la estructura cuaternaria de HilE, mediante la
superposicién de cada subunidad monomérica de HilE sobre el molde del hexdmero de Hcp-1 de
A. baumannii (PDB 4W64) obtenido por cristalografia. EI modelo resultante, indica que HilE
podria formar hexdmeros de manera similar que las proteinas Hcp (figura 20). No obstante, la
comprobacion experimental y la implicacion bioldgica de este hallazgo quedan por investigarse.
En conjunto, nuestros resultados indican que HilE probablemente forme hexameros similares a

aquellos formados por las proteinas Hcp del SST6.
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Figura 20. Modelo del hexamero de HilE. (A) Vista superior y (B) Vista lateral de una representacion de Ribbon
del modelo del hexdmero de HilE. Cada subunidad monomérica estd coloreada diferencialmente para resaltar su

organizacion.

5.10. Modelo de la estructura terciaria de HilD

Actualmente no se cuenta con la estructura cristalogréfica de HilD; sin embargo, mediante el uso
del servidor I-TASSER (Roy et al., 2010) se predijo la estructura terciaria de HilD, tomando
como molde la estructura cristalogréafica de ToxT (PDB 3GBG), un regulador transcripcional de
la familia AraC de V. cholerae (Lowden et al., 2010). EI modelo obtenido tiene un C-score de -
0.99 y un TM score de 0.59. La superposicion del modelo de HilD vy la estructura cristalogréfica
de ToxT muestra que son muy similares, con un valor de RMSD de 0.95 A. Similar a ToxT, el
modelo de HilD comprende varios dominios. EI N-terminal, estd compuesto por una regién
desordenada de aproximadamente 20 aminoacidos, seguida de 9 hebras B que conforman un
sandwich B, con una hélice a que interconecta una de las hebras. La region central estd compuesta
de 2 hélices o y estd seguida de la regién C-terminal que contiene dos motivos de HTH,
interconectados por una hélice o (figura 21). Los dominios estan representados en la figura de
acuerdo a los resultados obtenidos experimentalmente mediante el sistema de interaccion
proteina-proteina basado en LexA: el N-terminal (ocre) comprendiendo los aminoacidos 1 a 130,
la region central (roja), aminoacidos 131 a 220 y el C-terminal (azul), aminoacidos 221-309. Es
importante notar que en el modelo obtenido de HilD, parte de los aminoacidos representados en

la regidn central parecen ser parte de la region C-terminal de la proteina.
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Figura 21. Modelo de la estructura terciaria de HilD. Representacion de Ribbon de la estructura terciaria de HilD
modelada con el servidor I-TASSER de acuerdo a la estructura cristalografica de ToxT (PDB 3GBG). Las regiones
de HilD se muestran en diferentes colores: N-terminal (aminoécidos 1 a 130) en ocre, region central (aminoacidos
131 a 220) en rojo, dominio de unién a DNA (aminoacidos 221-309) en azul.

5.11. Prediccion de aminoacidos de HilD involucrados en la dimerizacion

Nuestros resultados indican que HilD forma dimeros por su region central (figura 12). Para tratar
de definir los aminoacidos involucrados en la dimerizacién, se modelé el dimero de HilD

mediante el uso del servidor ClusPro (https://cluspro.bu.edu) (Comeau et al., 2004). El modelo

resultante, indica que cada mondémero de HilD est4 asociado a través de una interfaz hidrofobica
localizada en la region central de la proteina (rojo) (figura 22), lo cual corresponde con los

hallazgos encontrados experimentalmente.
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Figura 22. Modelo del dimero de HilD. Representacion de Ribbon del homodimero de HilD modelada con el
servidor ClusPro, que indica la interaccion de cada mondémero de HilD por su region central (rojo). En violeta se
muestran algunos aminoécidos que participan en la dimerizacion.

Posteriormente, se realizé una mutagénesis in silico por alanina a través del servidor Robetta

(http://robetta.bakerlab.org). Se eligieron algunos aminoéacidos que podrian tener un papel

importante en la dimerizacién, de acuerdo al cambio de energia libre del Gibbs (AAG). Entre
mayor sea el AAG, mas se alejara del equilibrio y por lo tanto la probabilidad de que el dimero se

disocie sera mayor (tabla 4).

Tabla 4. Aminoéacidos probablemente involucrados en la dimerizacion de HilD

Aminoéacido | HilD-cadena A HilD-cadena B

AAG (Kcal mol™) | AAG (Kcal mol™)

Y180A 1.15 2.36
F181A 1.15 2.36
F184A 2.07 1.63
L177A 1.16 0.78
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F139A 1.61 1.55

5.12. Los amino&cidos L177, L178, Y180, F181 y F184 no estan involucrados en la
dimerizacién de HilD

De acuerdo con los resultados arrojados por el analisis de mutagénesis in silico por alanina, se
eligieron los aminoacidos Y180, F181, F184 y se construy6 una mutante de HilD en la cual estos
tres aminoacidos fueron sustituidos por alanina. De manera interesante, la L177 hace parte de un
grupo de leucinas conservadas que se ha visto estan involucradas en la dimerizacion del
regulador AraC y XylS y en la funcion de UreR (Poore et al., 2001; Ruiz et al., 2003; Soisson et
al., 1997). Un alineamiento de HilD con AraC de E. coli, mostré que esta leucina esta conservada
y corresponde con la L150 de AraC. Asimismo, la L151 de AraC, también involucrada en la
dimerizacion de este regulador, corresponde con la 1178 de HilD (figura 23), por lo cual, también

se genero la sustitucion por alanina de los aminoécidos L177 e 1178 de HilD.

AraC-1402-169 AGQGEGRYSELLUAINLLEQLLLRRMEAINE
HilD-167-194 NNKSCIENEELIPYF--LLFLLTAFLRLPE

Figura 23. Alineamiento de las secuencias de HilD y AraC. Se muestra la parte de la secuencia donde se observan
la leucinas conservadas de AraC y los aminoacidos correspondientes en HilD.

Los productos obtenidos por PCR, conteniendo las mutaciones, se clonaron en el plasmido
pSR658, generando los plasmidos pSR658-HilD7 y pSR658-HilD8, que expresan las proteinas
LexApspwi-HilDv1goa-risi-Figaa Y LeXApspwt-HilDL177a-1178a, respectivamente. Posteriormente,
cada uno de estos plasmidos se transformd en la cepa reportera de E. coli SU101 y se probd su

capacidad para dimerizar. Como controles, la cepa reportera se transformd con el vector, que
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expresa LexApgpwt Y con el plasmido que expresa la proteina de fusion LexApgpwi-HilD1-300. La
expresion de la fusion sulA-lacZ disminuyd en presencia de las proteinas de fusion LexXApgpwt-
HilD1-309, LeXApgpwi-HilDy1s0a-F181a-F184a Y LEXApeDwt-HilD177a-1178a (figura 24), lo cual indica
que HilD puede formar dimeros, a pesar de las sustituciones por alanina en los aminoacidos
Y180, F181, F184, L177 e 1178, descartando estos aminoacidos como importantes para la

dimerizacion de HilD.
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Figura 24. Las proteinas mutantes HilDy1go.rig1.r184 Y HilDy177.117¢ forman dimeros. La expresion de la fusion
sulA-lacZ se determiné en E.coli SU101 conteniendo el vector pSR658 (LexApgpwi), 0 l0s plasmidos pSR658-HilD1
(LexApepwt-HilD1.309), pSR658-HilD7 (LexApgpwt-HilDy1go.r181-F184) 0 PSR658-HilID8 (LexApgput-HilD 177.1178). La
actividad especifica de p-galactosidasa se determind en cultivos crecidos en LB e incubados a 37°C hasta una DOgqg
de 1.0. La expresién de LexApgpw, LeXApgpwt-HilD1.309, LEXApepuwt-HilDy1go.r181-F184 Y LEXApepwi-HilD177.1178 fue
inducida adicionando 1 mM de IPTG al medio de cultivo. Los datos representan el promedio de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. Las barras indican la desviacion estandar, *** datos estadisticamente
significativos comparados con el valor alcanzado en LexApgpw: (p<0,05).
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5.13. Prediccion de aminoécidos de HilD involucrados en la interaccién con HilE

Nuestros resultados indican que HilD interacciona por su region central y por el C-terminal con
HIlE (figura 5B). A partir de los monomeros de HilD y HilE modelados anteriormente, se

construy6 un modelo de interaccion usando el servidor ClusPro (https://cluspro.bu.edu) (Comeau

et al., 2004). Analisis de los modelos obtenidos, revelan que podrian existir dos formas probables
de interaccidn, las cuales involucran la region central de HilD y dos regiones distintas de HilE
(figura 25). En el modelo A, HilD interacciona por su region central con la cara superior de HilE.
Si se considera a HIlE como un hexamero, esta forma de interaccionar con HilD no impediria la
formacion de la estructura hexamérica (figura 25A). Por otro lado, en el modelo B, HilD
interacciona por su regién central con la cara lateral del monémero de HilE. En este modelo,
probablemente HilD interfiera con la formacion del hexamero de HilE (figura 25B). Cabe
mencionar, que no fue posible obtener un modelo que mostrara la interaccion de la regién C-

terminal de HilD con HilE.
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Modelo A

Figura 25. Modelos de interaccion de HilD con HilE. Representacion de Ribbon que muestra la interaccion de
HilD con HilE modelada con el servidor Cluspro. (A) Modelo A, la region central de HilD interacciona con la cara
superior de HilE. (B) Modelo B, la region central de HilD interacciona con la cara lateral de HilE. Las regiones de
HilD se muestran en diferentes colores: N-terminal (aminoacidos 1 a 130) en ocre, region central (aminoacidos 131 a

220) en rojo, dominio de unién a DNA (aminodcidos 221-309) en azul. HIilE en azul rey.
Para definir los aminoacidos de la region central de HilD involucrados en la interaccion con HilE
en cada uno de estos modelos, se realiz6 una mutagénesis in silico por alanina con el servidor

Robetta (http://robetta.bakerlab.org). Se eligieron algunos aminoacidos de HilD que podrian

participar en la interaccion de acuerdo a los valores de AAG para cada modelo (tabla 5).

Tabla 5. Aminoéacidos de HilD probablemente involucrados en la interaccién con HilE

Aminoacidos Modelo A Modelo B
AAG (Kcal mol™) AAG (Kcal mol™)
Y180A 1.7 2.0
F184A 1.7 1.58
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F139A 3.4 2.05

R191 1.7 -

E118 - 1.52

De manera interesante, los aminoacidos Y180, F184 y F139 de HilD, parecen ser importantes

para la interaccion con HilE en ambos modelos.

5.14. Los aminoacidos Y180, F181 y F184 estan involucrados en la interaccion de
HilD con HilE

Debido a que los aminoécidos Y180 y F184 se mutaron previamente, junto con F181, para probar
su efecto en la dimerizacion de HilD, y al observar que estos aminoacidos también podrian estar
involucrados en su interaccion con HilE, se utiliz6 esta misma mutante para probar ahora su
efecto en la interaccion con la proteina HilE. Para esto, los plasmidos pSR658-HilD7 y pSR659-
HIlEL, los cuales expresan a las proteinas LexApgpwt-HilDvigoa-risia-Figsa Y LeXApepmut-HIlE,
respectivamente, se transformaron en la cepa reportera E. coli SU202 que contiene en su genoma
la fusién sulA-lacZ con un sitio de union de LexA hibrido (Daines and Silver, 2000; Dmitrova et
al., 1998). La expresion de la fusion sulA-lacZ disminuyo drasticamente en presencia de las
proteinas LexApgpwt-HilD1300 + LexApspmut-HIlE, usadas como control positivo de la
interaccién; sin embargo, la disminucion de la expresion de la fusion sulA-lacZ fue menos
evidente en presencia de las proteinas LexApgpwt-HilD vigoa-Fisiarigsa + LeXApepmu-HIIE Y
estadisticamente diferente con respecto al control positivo (p<0.001). En contraste, la expresion
de la fusién sulA-lacZ no disminuyd en presencia de las proteinas LexApgpwi-HilD1-300 +

LexApspmut Y LeXApspwi-HilD vigoa-risia-rigsa + LEXApspmut, USadas como controles negativos

87



(figura 26). Estos resultados sugieren que las mutaciones Y180A, F181A y F184A afectan

parcialmente la interaccion de HilD con HilE.
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Fusiones a LexApgp

Figura 26. Los aminoacidos de HilD Y180, F181 Y F184 son requeridos para su interaccion con HilE. La
expresion de la fusion sulA-lacZ se determiné en E.coli SU202 conteniendo los plasmidos pSR658 y pSR659
(LexApepwt + LeXApepmut), PSR658-HilD1 y pSR659-HIlIE1 (LexApgpwi-HilD1.309 + LeXApgpmut-HIIE), pSR658-
HilD1 y pSR659 (LexApgpwi-HilD1.300 + LeXApepmur), PSR658-HilD7 y pSR659-HIlEL (LexApppwi-HilDyigoaris1a-
F18sa + L€XApppmu-HIlE) y pSR658-HID7 y pSR659 (LexApgpw- HilDy1goaris1a-risan + LEXApepmu). La actividad
de B-galactosidasa se determiné en cultivos crecidos en LB e incubados a 37°C hasta una DOgy de 1.0. La expresion
de LexApgpw, LexApepwt-HilD130e, LeXApppwi-HilDy1goris1-Fisar LEXApepmut Y LeXApepmu-HIlE fue inducida
adicionando 1 mM de IPTG al medio de cultivo. Los datos representan el promedio de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. *** datos estadisticamente significativos comparados con el alcanzado en
ausencia de LexApgpmu-HIIE (p<0,05).
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5.15. Las mutaciones Y180A, F181A y F184A no afectan la actividad de la proteina
HilD

Después de observar el efecto de las mutaciones Y180A, F181A y F184A sobre la dimerizacion
de HilD y su interaccion con HilE, investigamos si podrian afectar la actividad de HilD. Para
esto, se analizo si la proteina LexApspwt-HilD vi1g0a-v1s1a-F18aa iNduce la expresion de hilA. Se
transformé el plasmido que expresa la proteina LexApgpwt-HilD y1s0a-F181a-F184a €N la cepa de E.
coli MC4100 que contiene la fusién transcripcional hilA-cat. Los plasmidos que expresan las
proteinas LexApgpwt-HilD 1300 Y LexXApgpwt también fueron transformados en esta cepa, como
controles positivo y negativo, respectivamente. LeXApgpwi-HilDy1soa-F181a-F184a indujo la
expresion de hilA-cat a niveles incluso mayores a los alcanzados con LexApgpwi-HilD1-309 (figura

27), indicando que las mutaciones Y180A, F181A y F184A no afectan la actividad de HilD.
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Figura 27. HilDyigoar1s1a-Fisaa induce la expresion de hilA. La expresion de la fusion hilA-cat, contenida en el
plasmido philA-catl, se determind en E. coli MC4100 conteniendo el vector pSR658 (LexApgpwi) 0 l0s plasmidos
pSR658'H|ID1 (LEXADBDM-HiIDl_gog) 0 pSR658'H||D7 (LeXADBDwt'HilDy130A_|:181A_|:184A). La actividad espeCI'fica de
CAT se determiné en cultivos crecidos en LB e incubados a 37°C. La expresion de LexApgpw, LEXApgpuwt-HilD1.309 Y
LexApgpwt-HilDy1so.r181-F184 fue inducida adicionando 1 mM de IPTG al medio de cultivo Los datos representan el
promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras indican la desviacion estandar,
*** datos estadisticamente significativos comparados con el control (p<0,05).

5.16. HIlE no inhibe la dimerizacién de la mutante de HilD en los aminoéacidos
Y180, F181, F184, pero si afecta su actividad

Para determinar si estas mutaciones también afectan la capacidad de HilE de inhibir la
dimerizacion de HilD, la cepa reportera del sistema de dos hibridos de interaccion proteina-
proteina basado en LexA, E. coli SU101, fue cotransformada con los plasmidos que expresan las
proteinas LexApgpwi-HilDy1goa-r1s1a-F1saa + HIlE, respectivamente. Como control se utilizo la
misma cepa reportera cotransformada con los plasmidos que expresan las proteinas LexApgpwt-
HilDYlSOA-FlSlA-F184A + el vector, LEXADBDWt-H“Dl.gog + HilE, LeXADBDwt-H”Dl.gog + el vector,
LexApgpwt + HIIE 0 LexApgpwt + €l vector. HIlE no afectd la represion de la fusion sulA-lacz
mediada por LexApepwt-HilDy1s0a-F181a-F184a; €N contraste, con el control positivo LexApgpwt-
HilD1-309, cuya dimerizacion si es afectada por la presencia de HilE (figura 28A). Estos resultados

indican que HilE no afecta la dimerizacion de la cepa mutante de HilDy1goa-F1s1a-F184A.

Adicionalmente, se investigo si HilE tendria efecto sobre la actividad de HilDvigoa-Fisia-F184A.
Para esto, se evalud la capacidad de la proteina LexApgpwi-HilDv1soa-Fisia-ris4a de inducir la
expresion de hilA en presencia de HilE. La cepa de E. coli MC4100 que expresa la fusion
transcripcional hilA-cat, se cotransform0 con los plasmidos que expresan las proteinas
LexApspwi-HilDy1soa-F1s1a-F184a + HIIE, respectivamente. Como controles, se analizd la expresion

de hilA-cat en la cepa de E. coli conteniendo los plasmidos que expresan LexApgpwt-HilDy1goa-
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F1s1a-F1saa + Vector, LeXApgpwi-HilD1-309 + HIIE y LexApgpwi-HilD1-309 + €l vector. La presencia
de HilE tuvo un efecto negativo sobre la actividad de LexApgpwi-HilDy1soa-F181a-F184a, debido a
que en presencia de HIlE se disminuyo su capacidad de inducir la expresion de hilA (figura 28B).
Sin embargo, este efecto podria considerarse parcial, si se considera que la presencia de HilE
abolio por completo la capacidad de LexApgpwt-HilD1-309 (Silvestre) de inducir la expresion de
hilA. En conjunto, estos resultados demuestran que HilE tiene un efecto negativo parcial en la
actividad de HilDvy1goa-F181a-F184a, PEro No afecta su dimerizacién. Esto podria explicarse por el
hecho de que HilE ya no interacciona con la region de dimerizacién de HilDvigoa-Fis1a-F184a, PEIO

probablemente si con su region de union al DNA.
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Figura 28. HilE no inhibe la dimerizacién de HilDy1goar1s1a-F18aa PEro si afecta su actividad. A. La expresion de
la fusion sulA-lacZ se determind en E.coli SU101 conteniendo los plasmidos pSR658 y pA6-HIlEL (LexApgpwt +
HilE), pSR658 y pMPM-A6Q (LexApgpwt + Vector), pSR658-HilD1 y pA6-HIlE1(LexApgpuwt-HilD13g9 + HilE),
pSR658-HilD1 y pMPM-A6Q (LexApppwi-HilD1.309 + Vector), pSR658-HilD7 y pA6-HIlEL (LexApgpwi-HilDy1goa-
risiaFissa + HIIE) 0 pSR658-HilID7 y pMPM-A6Q (LexApppwi-HilDv1goa-FisiaFissa + Vector). B. La expresion de la
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fusion hilA-cat, contenida en el plasmido philA-catl, se determind en E. coli MC4100 conteniendo los plasmidos
pSR658-HilD1 y pK6-HIlE1(LexApgpwi-HilD1.309 + HiIlE), pSR658-HilD1 y pMPM-K6Q (LexApgpwi-HilD1.309 +
Vector), pSR658-HilD7 y pK6-HIlE1 (LexApgpwi-HilDy1goa-risia-riesa + HIlE) 0 pSR658-HilD7 y pMPM-K6Q
(LexApepwi-HilDy1goaF1s1aF18aa + Vector). La actividad especifica de B-galactosidasa y de CAT se determind en
cultivos crecidos en LB incubados a 37°C en agitacion hasta una ODgy de 1.0. La expresion de LexApgpu,
LexApgpwtHilD1309 ¥ LexApepwi-HilDvigoa-risiarisaa fue inducida adicionando 1mM de IPTG al medio. La
expresion de HilE fue inducida adicionando 0.1% de L-arabinosa. Los datos representan el promedio de tres
experimentos realizados por duplicado. Las barras indican la desviacién estandar, *** datos estadisticamente
significativos comparados con el valor alcanzado en ausencia de HilE (p<0,05).

5.17. La regién N-terminal de HilD participa en la deteccion de sefiales como los
acidos grasos y sales biliares

Varios estudios han demostrado que ciertos miembros de la familia de reguladores

transcripcionales AraC/Xyls reconocen sefiales por su region N-terminal, las cuales pueden

inducir o inhibir su actividad. Particularmente, la actividad de HilD es regulada negativamente

por acidos grasos y sales biliares. Sin embargo, se desconoce si estas moléculas interaccionan con

HilD y en su caso, con qué region de la proteina.

Para investigar si HilD detecta sefiales por su region N-terminal, se generd una cepa de S.
Typhimurium que expresa una variante de HilD, la cual carece de los primeros 129 aminoacidos
de su region N-terminal. Anteriormente, habiamos expresado a la proteina LexApgpwi-HilD130-309
a partir de plasmido y comprobado su capacidad de dimerizar e inducir la expresion de hilA, lo
cual demostraba su funcionalidad (figuras 12 y 13). Con base en este antecedente, decidimos
expresar a HilD13p-309 a partir de su propio promotor en el cromosoma y evaluar su capacidad
para detectar y responder a las sefiales inhibitorias descritas como importantes para la expresion
de los genes de SPI-1. Para esto, se construy0 la cepa AhilD13o.300::kan, usando un método
previamente reportado, basado en el sistema de recombinacion con la recombinasa Ared

(Husseiny and Hensel, 2005), en la cual el fragmento del gen que codifica para la proteina
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HilD130.309 fue insertado en una cepa AhilD, en la misma posicion del cromosoma donde se

encontraria el gen hilD silvestre (figura 29).

S. Typhimurium WT

prgH  —{  hilD { hilA D=

AhilD

ARilD 39 399::kan

P W A< - hiA >

Figura 29. Representacion esquematica de la construccién de la mutante AhilD,3y.309::kan.

La cepa AhilDi3p-300::kan obtenida se verificd por PCR y secuenciacion. Utilizando varias
combinaciones de oligonucle6tidos se confirmé el tamafio del gen insertado en el cromosoma, el
cual carece de 387 pb con respecto al gen silvestre (figura 30). En la combinacién de
oligonucledtidos HilD228 + K2, que amplifica el gen mas el casete de kanamicina, se observa un
fragmento de aproximadamente 2000 pb, el cual esta ausente en la cepa WT de S. Typhimurium
debido a que carece del casete de kanamicina. Por otro lado, con las combinaciones de
oligonucleétidos HilD228 + HilD220 y HilD228 + HilD160 se obtuvieron fragmentos de ~501 y
321 pb, respectivamente. Estos oligonucle6tidos solo amplifican una parte de la secuencia del gen
HilD sin incluir el casete de kanamicina. En conjunto, estos resultados indican que el gen
insertado es de menor tamafio al gen silvestre y que esta seguido del casete de resistencia a

antibiotico, confirmando nuestra construccion.
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Figura 30. PCR para verificar la mutacion AhilD;3q 309::kan en el cromosoma de S. Typhimurium. Se muestran
tres combinaciones de oligonucle6tidos: HilD228-K2, producto esperado ~2000 pb. HilD228-HilD220, producto
esperado ~501 pb. HilD228-HilD160, producto esperado ~321 pb.

Para determinar si la proteina HilD130.309 €xpresada a partir de su propio promotor activa la
expresion de sus genes blanco, se evalud si inducia la expresion del gen hilA. Para esto se
transformd la mutante AhilD130.300::kan con el plasmido philA-catl y se cuantificd la expresion
de la fusion hilA-cat. Como control, se midié la actividad de hilA-cat en la cepa WT de S.
Typhimurium y en su derivada mutante AhilD. En la mutante AhilD;30.300::kan se indujo la
expresion de la fusion hilA-cat, incluso a niveles mayores que en la cepa WT de S. Typhimurium;
en contraste, no se detectd expresion en la mutante AhilD (figura 31). Estos resultados indican

que la proteina HilD130-309 puede activar la expresién de sus genes blanco.
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Figura 31. La cepa de S. Typhimurium 4hilD13,.309::kan induce la expresiéon de hilA. La expresion de la fusion
hilA-cat, contenida en el plasmido philA-catl, se determind en S. Typhimurium WT y en sus derivadas mutantes
AhilD 'y AhilD139.509::Kan. La actividad especifica de CAT se determind en cultivos crecidos en LB e incubados a
37°C. Los datos representan el promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras
indican la desviacidn estandar, *** datos estadisticamente significativos comparados con la cepa WT (p<0,05).

Para investigar si la region N-terminal de HilD participa en la deteccion de sefiales, se evaluo el
efecto de la presencia de acidos grasos en la expresion de hilA, tanto en la cepa WT de S.
Typhimurium que expresa a HilD silvestre, como en su derivada mutante AhilD130.300::kan que
expresa a HilDi3.309. Para descartar que el efecto en la expresién fuera causado por la
osmolaridad del medio, la expresion de hilA-cat también fue probada en LB con NaCl a las
mismas concentraciones que los &cidos grasos. Los experimentos fueron realizados en LB
tamponado a pH 6.7 que corresponde con el pH reportado para la porcién del intestino delgado
donde tiene lugar la invasion por Salmonella, excepto para el ensayo con deoxicolato de sodio, el

cual fue realizado a pH 8.0 debido a que su solubilidad aumenta a este pH, como se reportd

previamente (Eade et al., 2016).

La presencia de los acidos grasos de cadena corta, propionato y butirato, disminuyeron la

expresion de hilA-cat en la cepa WT de S. Typhimurium pero no en la cepa mutante AhilD130-
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300--kan (figura 32A). Asimimo, el oleato, un acido graso de cadena larga y el deoxicolato de
sodio, una sal biliar presente en el intestino, disminuyeron la expresion de la fusion hilA-cat en la
cepa WT pero no en la mutante AhilD130-309::kan (figura 32B y C). En conjunto, estos resultados
indican que HilD detecta la presencia de estas moléculas inhibitorias por su region N-terminal,
debido a que la cepa AhilD130-309::kan que expresa a la proteina HilD130-309, la cual carece de esta

region, se vuelve resistente al efecto producido por los acidos grasos y la sal biliar probada.
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Figura 32. La actividad de la proteina HilD.30309 N0 es inhibida por el propionato, butirato, oleato ni
deoxicolato de sodio. La expresién de la fusion hilA-cat, contenida en el pldsmido philA-catl, se determiné en S.
Typhimurium WT y en su derivada mutante AhilD134.399::kan, cultivadas en presencia de (A) propionato y butirato,
(B) oleato o (C) deoxicolato de sodio. Como control de osmolaridad, las cepas también fueron cultivadas en
presencia de NaCl. La actividad especifica de CAT se determind en cultivos crecidos en medio LB tamponado con
MOPS 100 mM a pH 6.7 para los acidos grasos propionato, butirato y oleato, 0 con HEPES 100 mM a pH 8.0 para
el deoxicolato de sodio. Los cultivos fueron incubados a 37°C por 16 h en agitacion. Las concentraciones de acidos
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grasos usadas estan indicadas en la figura. Los datos representan el promedio de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. Las barras indican la desviacién estandar, *** datos estadisticamente significativos
comparados con la cepa WT (p<0,05).
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6. Discusion

El control de la expresion de los genes de virulencia constituye un aspecto importante para la
patogénesis bacteriana porque permite su expresion en el tiempo y nicho adecuados. Ademas,
contribuye a reducir el gasto energético en momentos donde la expresion de ciertos genes no es
requerida. La expresion de los genes relacionados con el ensamble y funcionamiento del SST3
tiene un efecto negativo sobre la tasa de crecimiento de diversas bacterias patdgenas, incluyendo
Salmonella (Sturm et al., 2011). En S. enterica, la expresion de los genes del SST3-1 requerido
para la invasion, es controlada por HilD, cuyo gen se encuentra codificado dentro de SPI-1. La
expresion, concentracion y actividad de HilD esta altamente controlada por diversos reguladores.
Previamente se demostr6 que HilE regula la actividad de HilD a través de la interaccion proteina-
proteina (Baxter et al., 2003). En este estudio, demostramos que HilE regula la actividad de HilD
al inhibir su dimerizacion y su unién al DNA (figuras 15B y 17). En concordancia con nuestros
resultados, un estudio reciente también demostré que HilE bloquea la union de HilD al DNA
(Grenz et al., 2018). Asimismo, demostramos que HilD requiere dimerizar para inducir la
expresion de sus genes blanco (figura 13); consistentemente, los sitios de unién de HilD sobre el
DNA de varios genes constan de dos secuencias repetidas directas, sugiriendo la unién de un
dimero de HilD (Olekhnovich and Kadner, 2007; Schechter and Lee, 2001; Singer et al., 2014).
Otros miembros de la familia AraC/Xyls, como ToxT, UreR, ExsA, AggR, que participan en la
regulacion de la expresion de genes de virulencia de V. cholerae, P.mirabilis, P. aeruginosa y E.
coli, respectivamente, también dimerizan (Brutinel et al., 2009; Brutinel et al., 2010; Poore et al.,
2001; Prouty et al., 2005; Santiago et al., 2016). HilE interacciona por la region central de HilD
(figura 5B) e inhibe su dimerizacion y probablemente esto también afecte de manera indirecta,

su union al DNA. Adicionalmente, HilE interacciona con la region C-terminal de HilD, que
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contiene el dominio de unién de DNA, inhibe su union y afecta su actividad transcripcional de
una manera independiente de la dimerizacion (figuras 5B, 16 y 17A). Esta regulacion dual,
demuestra el estricto control de la actividad de HilD. Se ha visto que AaR interacciona con la
region N-terminal de AggR, un regulador de tipo AraC, que regula la expresion de genes
relacionados con la adhesion de E. coli enteroagregativa, inhibiendo su dimerizacion y union al
DNA (Santiago et al., 2016). Asimismo, ExsA de P.aeruginosa, involucrado en el control de la
expresion del SST3, es regulado negativamente por ExsD, a través de su interaccién con la region
N-terminal, inhibiendo su dimerizacion y unién al DNA (Brutinel et al., 2009; Brutinel et al.,
2010; Thibault et al., 2009). Aunque el mecanismo de accion de estos reguladores negativos es
similar a HilE, no se ha demostrado que Aar o ExsD unan la region C-terminal de sus proteinas
blanco. Un ejemplo de una proteina que se une directamente al dominio de union a DNA del
regulador transcripcional es el control ejercido por CarS sobre el represor CarA de Myxococcus
xanthus. CarS se une al dominio de union a DNA de CarA e inhibe la interaccion con sus genes
blanco. De manera interesante, la estructura de CarS mimetiza al operador reconocido por CarA
(Leon et al., 2010). Estudios adicionales como analisis de las estructuras tridimensionales,
calorimetria y otros, son requeridos para conocer la relacion estequiométrica exacta de la

interaccién entre HilD y HilE.

Por otro lado, se ha visto que la interaccion proteina-proteina con reguladores negativos, puede
afectar la estabilidad de ciertas proteinas. Por ejemplo, FIiT interacciona con el complejo
FIhD,C, (Yamamoto and Kutsukake, 2006), el regulador central de los genes del flagelo, e
incrementa la degradacion de la subunidad FIhC por la proteasa ClpXP (Sato et al., 2014).

Nuestros resultados descartan el efecto negativo de HilE sobre la estabilidad de HilD, en las
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condiciones de crecimiento probadas (figura 9), demostrando que HilE solo controla la actividad

regulatoria de HilD y no su estabilidad.

De manera interesante, encontramos que HilE comparte ~30% de identidad con las secuencias de
diversas proteinas Hcp de bacterias Gram negativas. Asimismo, las estructuras terciaria y
cuaternaria modeladas de HilE son homologas a la estructuras cristalograficas de estas proteinas
(figura 18), por lo cual podriamos sugerir que HilE es una proteina similar a Hcp. Es importante
mencionar que este grupo de proteinas aungque son muy similares estructuralmente, comparten
poca identidad de secuencia (Mougous et al., 2006). Las proteinas Hcp son componentes
estructurales del sistema de secrecion tipo 6 (SST6), un sistema de translocacion de efectores,
compuesto por aproximadamente 13 proteinas que semeja a un fago invertido y que participa en
diversas funciones incluyendo virulencia y actividad antibacteriana (Gallique et al., 2017,
Records, 2011). Hcp es una proteina hexdmerica que forma la estructura del nanotubo que
permite la traslocacion de las proteinas efectoras, desde el citoplasma de la bacteria a la célula
presa 0 al medio extracelular. Ademas, tiene un papel como chaperona, que ayuda a la
traslocacion de la proteinas efectoras e incluso puede ser secretada a través de este sistema
(Mougous et al., 2006; Records, 2011). Las proteinas del SST6 estan relacionadas con proteinas
de fagos; Hcp es homdloga a la proteina gpl9 del fago T4 (Records, 2011). S. enterica tiene un
SST6 funcional codificado en SPI-6 (Folkesson et al., 2002). A pesar de la similitud encontrada
entre HIlE y Hcp, se desconoce si HilE tiene alguna funcion estructural o de chaperona

relacionada con el SST6 de Salmonella, lo cual queda por ser investigado.

Previamente, se reportd que el gen hilE se encuentra codificado en una regién del cromosoma
que tiene caracteristicas de isla gendmica (Baxter et al., 2003). Analisis con BLASTp de las

proteinas adyacentes a HilE, codificadas dentro de la misma isla gendmica (figura 4), revelan que
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no tienen homologia con proteinas relacionadas con el SST6. Es posible especular que HilE
podria provenir de un una proteina Hcp del SST6, cuya funcién se adapt6 durante la evolucion de

Salmonella, para actuar como un regulador de la expresion de los genes de virulencia.

HilD dimeriza e interacciona con HilE por su regién central. El andlisis de la mutagénesis in
silico por alanina realizado con los modelos obtenidos del dimero de HilD y de la interaccion con
HilE revelaron varios aminoacidos probablemente involucrados en estas interacciones (tablas 4 y
5). Los aminoécidos sustituidos por alanina Y180A, F181A, F184A, L177A e 1178A no tuvieron
efecto sobre la dimerizacion de HilD (figura 24). Esto podria explicarse, debido a que
probablemente la conformacion obtenida en el modelo del dimero de HilD, no sea exactamente la
que se encuentra en la naturaleza y por lo tanto las interacciones sugeridas por el analisis
computacional no estan involucradas en la dimerizacion. Por otro lado, las sustituciones por
alanina de los aminoécidos Y180A, F181A, F184A de HilD, tuvieron un efecto parcial en su
interaccion con HilE (figura 26). Este hallazgo es muy importante, ya que definir los aminoacidos
directamente involucrados en la interaccion de HilD con su regulador negativo, constituye un
blanco para el disefio de péptidos y/o compuestos que inhiban la actividad de HilD y en
consecuencia la virulencia de Salmonella. Ademéas, con estos resultados comprobamos
experimentalmente, que los amino&cidos predichos de acuerdo a los modelos de interaccion de
HilD con HilE tienen un papel importante en la interaccion de estas proteinas, sugiriendo que el
modelo obtenido podria corresponder con la conformacion real de las proteinas. Adicionalmente,
resultados preliminares de sustituciones por alanina de aminoacidos de HilE, realizadas de
acuerdo a los modelos, sugieren que estos estan involucrados en su interaccion con HilD,

indicando nuevamente que el modelo probablemente corresponda con la estructura que se
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encuentra en la naturaleza (datos no mostrados). Sin embargo, se requieren estudios de

cristalografia para definir con precision la estructura de estas proteinas.

Los &cidos grasos y otros compuestos naturalmente encontrados a lo largo del tracto digestivo
tienen efectos antibacterianos. Muchos de estos compuestos son derivados del metabolismo de la
microbiota. Acidos grasos de cadena corta como el acetato, propionato y butirato se han visto
involucrados en la regulacién de la expresion de genes de virulencia de diversas bacterias. Estos
acidos grasos incrementan la expresion de TcdB, la toxina producida por Clostridium difficile, el
agente causal de la colitis pseudomembranosa en humanos (Hryckowian et al., 2018), modulan la
expresion de los determinantes requeridos para el comensalismo y la virulencia de
Campylobacter jejuni, un comensal intestinal de aves que puede ser transmitido a los humanos
donde produce infeccién intestinal inflamatoria (Luethy et al., 2017). Por otro lado, se ha visto
que estos y otros acidos grasos pueden controlar directamente la actividad de reguladores
transcripcionales de la familia AraC. El palmitato y el oleato inhiben la dimerizacion y union de
ToxT al DNA (Childers et al., 2011; Lowden et al., 2010). Asimismo, el &cido linoleico, presente
en la bilis inhibe la union de ToxT al DNA (Plecha and Withey, 2015). Aunque se ha reconocido
la importancia de estos acidos grasos sobre el control de la expresion de genes de virulencia, para
la mayoria de los casos se desconoce si se unen directamente a las proteinas que regulan. En este
estudio demostramos que la regién N-terminal de HilD participa en la deteccion de moléculas
inhibitorias, como propionato, butirato, oleato y deoxicolato de sodio (figura 32). La region N-
terminal de las proteinas de la familia AraC ha sido asociada con el reconocimiento de sefiales de
activacion. Se ha visto que AraC y UreR unen por su region N-terminal arabinosa y urea,
respectivamente (D'Orazio et al., 1996; Schleif, 2010). Sin embargo, solo para ToxT se demostro,
mediante estudios de cristalografia, que une por su region N-terminal al acido palmitoleico
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(Lowden et al., 2010), el cual constituye una sefial inhibitoria. Dilucidar el sitio de
reconocimiento de sefiales en HilD sera muy importante, debido a que se podrian disefiar
compuestos que se unan a esta region e inhiban la actividad del regulador y por lo tanto la
expresion de los genes de virulencia. Sin embargo, se requieren de estudios adicionales para
comprobar si los acidos grasos unen directamente la proteina HilD, asi como definir los

aminodcidos claves, involucrados en la deteccion de estas sefiales inhibitorias.
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7. Conclusiones

En este estudio encontramos que HilD requiere dimerizar para activar la expresion de sus
genes blanco.

El dominio de dimerizacion de HilD se encuentra localizado entre los aminoacidos 130 a 220,
en la region central de la proteina.

HilD interacciona con HilE por su region central y C-terminal, que constituyen los sitios de
dimerizacion y de unién al DNA de HilD, respectivamente.

HilE inhibe la dimerizacion y la union de HilD al DNA.

Los aminoéacidos Y180, F181 y F184 localizados en la regién central de HilD son importantes
para su interaccion con HilE.

HIilE es una proteina estructuralmente relacionada con las proteinas Hcp del SST6, que
dimeriza y se sugiere podria formar hexameros similares a los de Hcp.

Nuestros resultados sugieren que la region N-terminal de HilD estd involucrada en la
deteccion de moléculas que inhiben su actividad, como el propionato, butirato, oleato y
deoxicolato de sodio, las cuales se encuentran naturalmente en el intestino y representan
sefiales de localizacion que indican a las bacterias los nichos especificos de colonizacion.
Finalmente, proponemos un modelo en el cual la interaccion dual de HilE con la region
central y el dominio de unién a DNA de HilD inhibe la dimerizacion y la union de HilD al
DNA, respectivamente, afectando la capacidad de HilD de activar la expresion de sus genes

blanco (figura 33).
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Figura 33. Modelo del mecanismo de regulacion de HilD por HilE. (A) HilD dimeriza por la region central, une
al DNA a través de su dominio de unién a DNA (DBD) y activa la expresion de sus genes blanco. (B) HilE se une a
la region central y al DBD de HilD, inhibiendo la dimerizacidn y unién al DNA de HilD, respectivamente, lo que
impide la posterior activacion de la expresién de los genes blanco de HilD.
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9. Perspectivas

Obtener la esctructura cristalografica de HilD, HilE y del complejo HilD-HIilE.

Definir los aminoacidos involucrados en la dimerizacién de HilD.
Definir los aminoacidos de HilE involucrados en la interaccion con HilD.
Demostrar la interaccion de HilD con &cidos grasos.

Definir el estado oligdmerico de HilE.

Definir si HilE tiene relacién con el SST6 de Salmonella.

106



10.Referencias

Ahmer, B. M., Gunn, J. S., 2011. Interaction of Salmonella spp. with the Intestinal Microbiota. Front
Microbiol. 2, 101.

Altier, C., Suyemoto, M., Lawhon, S. D., 2000. Regulation of Salmonella enterica serovar Typhimurium
invasion genes by csrA. Infect Immun. 68, 6790-7.

Antunes, L. C., McDonald, J. A., Schroeter, K., Carlucci, C., Ferreira, R. B., Wang, M., Yurist-Doutsch,
S., Hira, G., Jacobson, K., Davies, J., Allen-Vercoe, E., Finlay, B. B., 2014. Antivirulence activity
of the human gut metabolome. MBio. 5, e01183-14.

Bajaj, V., Hwang, C., Lee, C. A., 1995. hilA is a novel ompR/toxR family member that activates the
expression of Salmonella Typhimurium invasion genes. Mol Microbiol. 18, 715-27.

Bakowski, M. A., Braun, V., Lam, G. Y., Yeung, T., Heo, W. D., Meyer, T., Finlay, B. B., Grinstein, S.,
Brumell, J. H., 2010. The phosphoinositide phosphatase SopB manipulates membrane surface
charge and trafficking of the Salmonella-containing vacuole. Cell Host Microbe. 7, 453-62.

Baxter, M. A., Fahlen, T. F., Wilson, R. L., Jones, B. D., 2003. HilE interacts with HilD and negatively
regulates hilA transcription and expression of the Salmonella enterica serovar Typhimurium
invasive phenotype. Infect. Immun. 71, 1295-305.

Baxter, M. A., Jones, B. D., 2005. The fimYZ genes regulate Salmonella enterica Serovar Typhimurium
invasion in addition to type 1 fimbrial expression and bacterial motility. Infect Immun. 73, 1377-
85.

Baxter, M. A., Jones, B. D., 2015. Two-component regulators control hilA expression by controlling fimZ
and hilE expression within Salmonella enterica serovar Typhimurium. Infect. Immun. 83, 978-85.

Boddicker, J. D., Jones, B. D., 2004. Lon protease activity causes down-regulation of Salmonella
pathogenicity island 1 invasion gene expression after infection of epithelial cells. Infect. Immun.
72, 2002-13.

Boddicker, J. D., Knosp, B. M., Jones, B. D., 2003. Transcription of the Salmonella invasion gene
activator, hilA, requires HilD activation in the absence of negative regulators. J Bacteriol. 185,
525-33.

Brutinel, E. D., Vakulskas, C. A., Yahr, T. L., 2009. Functional domains of ExsA, the transcriptional
activator of the Pseudomonas aeruginosa type Il secretion system. J. Bacteriol. 191, 3811-21.

Brutinel, E. D., Vakulskas, C. A., Yahr, T. L., 2010. ExsD inhibits expression of the Pseudomonas
aeruginosa type Ill secretion system by disrupting ExsA self-association and DNA binding
activity. J. Bacteriol. 192, 1479-86.

Bustamante, V. H., Martinez, L. C., Santana, F. J., Knodler, L. A., Steele-Mortimer, O., Puente, J. L.,
2008. HilD-mediated transcriptional cross-talk between SPI-1 and SPI-2. Proc. Natl. Acad. Sci. U
S A. 105, 14591-6.

Bustos, S. A,, Schleif, R. F., 1993. Functional domains of the AraC protein. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A.
90, 5638-42.

Casadaban, M. J., 1976. Transposition and fusion of the lac genes to selected promoters in Escherichia
coli using bacteriophage lambda and Mu. J Mol Biol. 104, 541-55.

Colgan, A. M., Kroger, C., Diard, M., Hardt, W. D., Puente, J. L., Sivasankaran, S. K., Hokamp, K.,
Hinton, J. C., 2016. The Impact of 18 Ancestral and Horizontally-Acquired Regulatory Proteins
upon the Transcriptome and sSRNA Landscape of Salmonella enterica serovar Typhimurium.
PLo0S. Genet. 12, e1006258.

Comeau, S. R., Gatchell, D. W., Vajda, S., Camacho, C. J., 2004. ClusPro: a fully automated algorithm for
protein-protein docking. Nucleic Acids Res. 32, W96-9.

Cordero-Alba, M., Ramos-Morales, F., 2014. Patterns of expression and translocation of the ubiquitin
ligase SIrP in Salmonella enterica serovar Typhimurium. J. Bacteriol. 196, 3912-22.

107



Chavez, R. G., Alvarez, A. F., Romeo, T., Georgellis, D., 2010. The physiological stimulus for the BarA
sensor kinase. J Bacteriol. 192, 2009-12.

Chilcott, G. S., Hughes, K. T., 2000. Coupling of flagellar gene expression to flagellar assembly in
Salmonella enterica serovar Typhimurium and Escherichia coli. Microbiol Mol Biol Rev. 64,
694-708.

Childers, B. M., Cao, X., Weber, G. G., Demeler, B., Hart, P. J., Klose, K. E., 2011. N-terminal residues
of the Vibrio cholerae virulence regulatory protein ToxT involved in dimerization and modulation
by fatty acids. J Biol Chem. 286, 28644-55.

Chubiz, J. E., Golubeva, Y. A., Lin, D., Miller, L. D., Slauch, J. M., 2010. FliZ regulates expression of the
Salmonella pathogenicity island 1 invasion locus by controlling HilD protein activity in
Salmonella enterica serovar Typhimurium. J. Bacteriol. 192, 6261-70.

D'Orazio, S. E., Thomas, V., Collins, C. M., 1996. Activation of transcription at divergent urea-dependent
promoters by the urease gene regulator UreR. Mol Microbiol. 21, 643-55.

Daines, D. A, Silver, R. P., 2000. Evidence for multimerization of neu proteins involved in polysialic acid
synthesis in Escherichia coli K1 using improved LexA-based vectors. J. Bacteriol. 182, 5267-70.

Darwin, K. H., Miller, V. L., 2000. The putative invasion protein chaperone SicA acts together with InvF
to activate the expression of Salmonella Typhimurium virulence genes. Mol Microbiol. 35, 949-
60.

Datsenko, K. A., Wanner, B. L., 2000. One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-
12 using PCR products. Proc Natl Acad Sci U S A. 97, 6640-5.

Dmitrova, M., Younes-Cauet, G., Oertel-Buchheit, P., Porte, D., Schnarr, M., Granger-Schnarr, M., 1998.
A new LexA-based genetic system for monitoring and analyzing protein heterodimerization in
Escherichia coli. Mol. Gen. Genet. 257, 205-12.

Eade, C. R, Hung, C. C., Bullard, B., Gonzalez-Escobedo, G., Gunn, J. S., Altier, C., 2016. Bile Acids
Function Synergistically to Repress Invasion Gene Expression in Salmonella by Destabilizing the
Invasion Regulator HilD. Infect. Immun. 84, 2198-208.

Eichelberg, K., Galan, J. E., 1999. Differential regulation of Salmonella Typhimurium type Il secreted
proteins by pathogenicity island 1 (SPI-1)-encoded transcriptional activators InvF and hilA. Infect
Immun. 67, 4099-105.

Ellermeier, C. D., Ellermeier, J. R., Slauch, J. M., 2005. HilD, HilC and RtsA constitute a feed forward
loop that controls expression of the SPI1 type three secretion system regulator hilA in Salmonella
enterica serovar Typhimurium. Mol. Microbiol. 57, 691-705.

Ellermeier, C. D., Slauch, J. M., 2003. RtsA and RtsB coordinately regulate expression of the invasion and
flagellar genes in Salmonella enterica serovar Typhimurium. J Bacteriol. 185, 5096-108.

Ellermeier, J. R., Slauch, J. M., 2008. Fur regulates expression of the Salmonella pathogenicity island 1
type 111 secretion system through HilD. J. Bacteriol. 190, 476-86.

Espinosa, E., Casadesus, J., 2014. Regulation of Salmonella enterica pathogenicity island 1 (SPI-1) by the
LysR-type regulator LeuO. Mol. Microbiol. 91, 1057-69.

Fabrega, A., Vila, J., 2013. Salmonella enterica serovar Typhimurium skills to succeed in the host:
virulence and regulation. Clin. Microbiol. Rev. 26, 308-41.

Fahlen, T. F., Mathur, N., Jones, B. D., 2000. Identification and characterization of mutants with increased
expression of hilA, the invasion gene transcriptional activator of Salmonella Typhimurium. FEMS
Immunol Med Microbiol. 28, 25-35.

Folkesson, A., Lofdahl, S., Normark, S., 2002. The Salmonella enterica subspecies I specific centisome 7
genomic island encodes novel protein families present in bacteria living in close contact with
eukaryotic cells. Res. Microbiol. 153, 537-45.

Fookes, M., Schroeder, G. N., Langridge, G. C., Blondel, C. J., Mammina, C., Connor, T. R., Seth-Smith,
H., Vernikos, G. S., Robinson, K. S., Sanders, M., Petty, N. K., Kingsley, R. A., Baumler, A. J.,
Nuccio, S. P., Contreras, |., Santiviago, C. A., Maskell, D., Barrow, P., Humphrey, T., Nastasi, A.,

108



Roberts, M., Frankel, G., Parkhill, J., Dougan, G., Thomson, N. R., 2011. Salmonella bongori
provides insights into the evolution of the Salmonellae. PLoS Pathog. 7, €1002191.

Gal-Mor, O., Finlay, B. B., 2006. Pathogenicity islands: a molecular toolbox for bacterial virulence. Cell
Microbiol. 8, 1707-19.

Gallegos, M. T., Schleif, R., Bairoch, A., Hofmann, K., Ramos, J. L., 1997. Arac/XylS family of
transcriptional regulators. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 61, 393-410.

Gallique, M., Bouteiller, M., Merieau, A., 2017. The Type VI Secretion System: A Dynamic System for
Bacterial Communication? Front. Microbiol. 8, 1454.

Gantois, 1., Ducatelle, R., Pasmans, F., Haesebrouck, F., Hautefort, I., Thompson, A., Hinton, J. C., Van
Immerseel, F., 2006. Butyrate specifically down-regulates Salmonella pathogenicity island 1 gene
expression. Appl. Environ. Microbiol. 72, 946-9.

Garcia-del Portillo, F., Foster, J. W., Finlay, B. B., 1993. Role of acid tolerance response genes in
Salmonella Typhimurium virulence. Infect Immun. 61, 4489-92.

Gerlach, R. G., Holzer, S. U., Jackel, D., Hensel, M., 2007. Rapid engineering of bacterial reporter gene
fusions by using Red recombination. Appl Environ Microbiol. 73, 4234-42.

Golubeva, Y. A., Ellermeier, J. R., Cott Chubiz, J. E., Slauch, J. M., 2016. Intestinal Long-Chain Fatty
Acids Act as a Direct Signal To Modulate Expression of the Salmonella Pathogenicity Island 1
Type Il Secretion System. MBio. 7, e02170-15.

Golubeva, Y. A., Sadik, A. Y., Ellermeier, J. R., Slauch, J. M., 2012. Integrating global regulatory input
into the Salmonella pathogenicity island 1 type 111 secretion system. Genetics. 190, 79-90.

Gong, H., Vu, G. P., Bai, Y., Chan, E., Wu, R,, Yang, E., Liu, F., Lu, S., 2011. A Salmonella small non-
coding RNA facilitates bacterial invasion and intracellular replication by modulating the
expression of virulence factors. PL0S. Pathog. 7, €1002120.

Grenz, J. R., Cott Chubiz, J. E., Thaprawat, P., Slauch, J. M., 2018. HilE Regulates HilD by Blocking
DNA Binding in Salmonella enterica Serovar Typhimurium. J Bacteriol. 200.

Hansen-Wester, I., Hensel, M., 2001. Salmonella pathogenicity islands encoding type Il secretion
systems. Microbes. Infect. 3, 549-59.

Haraga, A., Ohlson, M. B., Miller, S. 1., 2008. Salmonellae interplay with host cells. Nat. Rev. Microbiol.
6, 53-66.

Hensel, M., 2004. Evolution of pathogenicity islands of Salmonella enterica. Int J Med Microbiol. 294,
95-102.

Hoiseth, S. K., Stocker, B. A., 1981. Aromatic-dependent Salmonella Typhimurium are non-virulent and
effective as live vaccines. Nature. 291, 238-9.

Hryckowian, A. J., Van Treuren, W., Smits, S. A., Davis, N. M., Gardner, J. O., Bouley, D. M.,
Sonnenburg, J. L., 2018. Microbiota-accessible carbohydrates suppress Clostridium difficile
infection in a murine model. Nat Microbiol. 3, 662-669.

Huang, Y., Suyemoto, M., Garner, C. D., Cicconi, K. M., Altier, C., 2008. Formate acts as a diffusible
signal to induce Salmonella invasion. J. Bacteriol. 190, 4233-41.

Humphreys, D., Hume, P. J., Koronakis, V., 2009. The Salmonella effector SptP dephosphorylates host
AAA+ ATPase VCP to promote development of its intracellular replicative niche. Cell Host
Microbe. 5, 225-33.

Hung, C. C., Eade, C. R., Altier, C., 2016. The protein acyltransferase Pat post-transcriptionally controls
HilD to repress Salmonella invasion. Mol Microbiol. 102, 121-36.

Hung, C. C., Garner, C. D., Slauch, J. M., Dwyer, Z. W., Lawhon, S. D., Frye, J. G., McClelland, M.,
Ahmer, B. M., Altier, C., 2013. The intestinal fatty acid propionate inhibits Salmonella invasion
through the post-translational control of HilD. Mol. Microbiol. 87, 1045-60.

Husseiny, M. I., Hensel, M., 2005. Rapid method for the construction of Salmonella enterica Serovar
Typhimurium vaccine carrier strains. Infect Immun. 73, 1598-605.

109



Ibarra, J. A., Villalba, M. I., Puente, J. L., 2003. Identification of the DNA binding sites of PerA, the
transcriptional activator of the bfp and per operons in enteropathogenic Escherichia coli. J
Bacteriol. 185, 2835-47.

Jacobson, A., Lam, L., Rajendram, M., Tamburini, F., Honeycutt, J., Pham, T., Van Treuren, W., Pruss,
K., Stabler, S. R., Lugo, K., Bouley, D. M., Vilches-Moure, J. G., Smith, M., Sonnenburg, J. L.,
Bhatt, A. S., Huang, K. C., Monack, D., 2018. A Gut Commensal-Produced Metabolite Mediates
Colonization Resistance to Salmonella Infection. Cell Host Microbe. 24, 296-307 e7.

Jobichen, C., Chakraborty, S., Li, M., Zheng, J., Joseph, L., Mok, Y. K., Leung, K. Y., Sivaraman, J.,
2010. Structural basis for the secretion of EvpC: a key type VI secretion system protein from
Edwardsiella tarda. PLoS. One. 5, €12910.

Karimova, G., Pidoux, J., Ullmann, A., Ladant, D., 1998. A bacterial two-hybrid system based on a
reconstituted signal transduction pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 95, 5752-6.

Karimova, G., Ullmann, A., Ladant, D., 2000. Bordetella pertussis adenylate cyclase toxin as a tool to
analyze molecular interactions in a bacterial two-hybrid system. Int J Med Microbiol. 290, 441-5.

Kim, D. E., Chivian, D., Baker, D., 2004. Protein structure prediction and analysis using the Robetta
server. Nucleic Acids Res. 32, W526-31.

Kroger, C., Colgan, A., Srikumar, S., Handler, K., Sivasankaran, S. K., Hammarlof, D. L., Canals, R.,
Grissom, J. E., Conway, T., Hokamp, K., Hinton, J. C., 2013. An infection-relevant transcriptomic
compendium for Salmonella enterica Serovar Typhimurium. Cell Host Microbe. 14, 683-95.

Laughlin, R. C., Knodler, L. A., Barhoumi, R., Payne, H. R., Wu, J., Gomez, G., Pugh, R., Lawhon, S. D.,
Baumler, A. J., Steele-Mortimer, O., Adams, L. G., 2014. Spatial segregation of virulence gene
expression during acute enteric infection with Salmonella enterica serovar Typhimurium. MBio.
5, e00946-13.

Lawhon, S. D., Maurer, R., Suyemoto, M., Altier, C., 2002. Intestinal short-chain fatty acids alter
Salmonella Typhimurium invasion gene expression and virulence through BarA/SirA. Mol.
Microbiol. 46, 1451-64.

Leon, E., Navarro-Aviles, G., Santiveri, C. M., Flores-Flores, C., Rico, M., Gonzalez, C., Murillo, F. J.,
Elias-Arnanz, M., Jimenez, M. A., Padmanabhan, S., 2010. A bacterial antirepressor with SH3
domain topology mimics operator DNA in sequestering the repressor DNA recognition helix.
Nucleic. Acids. Res. 38, 5226-41.

Lim, S., Yun, J., Yoon, H., Park, C., Kim, B., Jeon, B., Kim, D., Ryu, S., 2007. Mlc regulation of
Salmonella pathogenicity island | gene expression via hilE repression. Nucleic. Acids. Res. 35,
1822-32.

Lin, Q. P., Gao, Z. Q., Geng, Z., Zhang, H., Dong, Y. H., 2017. Crystal structure of the putative
cytoplasmic protein STMO0279 (Hcp2) from Salmonella Typhimurium. Acta. Crystallogr. F.
Struct. Biol. Commun. 73, 463-468.

Lowden, M. J., Skorupski, K., Pellegrini, M., Chiorazzo, M. G., Taylor, R. K., Kull, F. J., 2010. Structure
of Vibrio cholerae ToxT reveals a mechanism for fatty acid regulation of virulence genes. Proc
Natl Acad Sci U S A. 107, 2860-5.

Luethy, P. M., Huynh, S., Ribardo, D. A., Winter, S. E., Parker, C. T., Hendrixson, D. R., 2017.
Microbiota-Derived Short-Chain Fatty Acids Modulate Expression of Campylobacter jejuni
Determinants Required for Commensalism and Virulence. MBio. 8.

Lundberg, U., Vinatzer, U., Berdnik, D., von Gabain, A., Baccarini, M., 1999. Growth phase-regulated
induction of Salmonella-induced macrophage apoptosis correlates with transient expression of
SPI-1 genes. J Bacteriol. 181, 3433-7.

Main-Hester, K. L., Colpitts, K. M., Thomas, G. A., Fang, F. C., Libby, S. J., 2008. Coordinate regulation
of Salmonella pathogenicity island 1 (SPI1) and SPI4 in Salmonella enterica serovar
Typhimurium. Infect. Immun. 76, 1024-35.

Marcus, S. L., Brumell, J. H., Pfeifer, C. G., Finlay, B. B., 2000. Salmonella pathogenicity islands: big
virulence in small packages. Microbes Infect. 2, 145-56.

110



Martinez-Flores, 1., Perez-Morales, D., Sanchez-Perez, M., Paredes, C. C., Collado-Vides, J., Salgado, H.,
Bustamante, V. H., 2016. In silico clustering of Salmonella global gene expression data reveals
novel genes co-regulated with the SPI-1 virulence genes through HilD. Sci. Rep. 6, 37858.

Martinez, L. C., Banda, M. M., Fernandez-Mora, M., Santana, F. J., Bustamante, V. H., 2014a. HilD
Induces Expression of SPI-2 Genes by Displacing the Global Negative Regulator H-NS from
ssrAB. J. Bacteriol. 196, 3746-55.

Martinez, L. C., Martinez-Flores, 1., Salgado, H., Fernandez-Mora, M., Medina-Rivera, A., Puente, J. L.,
Collado-Vides, J., Bustamante, V. H., 2014b. In silico identification and experimental
characterization of regulatory elements controlling the expression of the Salmonella csrB and
csrC genes. J. Bacteriol. 196, 325-36.

Martinez, L. C., Yakhnin, H., Camacho, M. I., Georgellis, D., Babitzke, P., Puente, J. L., Bustamante, V.
H., 2011. Integration of a complex regulatory cascade involving the SirA/BarA and Csr global
regulatory systems that controls expression of the Salmonella SPI-1 and SPI-2 virulence regulons
through HilD. Mol. Microbiol. 80, 1637-56.

Mayer, M. P., 1995. A new set of useful cloning and expression vectors derived from pBlueScript. Gene.
163, 41-6.

Miao, E. A., Miller, S. 1., 2000. A conserved amino acid sequence directing intracellular type 111 secretion
by Salmonella Typhimurium. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 97, 7539-44.,

Moest, T. P., Meresse, S., 2013. Salmonella T3SSs: successful mission of the secret(ion) agents. Curr.
Opin. Microbiol. 16, 38-44.

Mougous, J. D., Cuff, M. E., Raunser, S., Shen, A., Zhou, M., Gifford, C. A., Goodman, A. L.,
Joachimiak, G., Ordonez, C. L., Lory, S., Walz, T., Joachimiak, A., Mekalanos, J. J., 2006. A
virulence locus of Pseudomonas aeruginosa encodes a protein secretion apparatus. Science. 312,
1526-30.

Olekhnovich, I. N., Kadner, R. J., 2007. Role of nucleoid-associated proteins Hha and H-NS in expression
of Salmonella enterica activators HilD, HilC, and RtsA required for cell invasion. J. Bacteriol.
189, 6882-90.

Parra, M. C., Collins, C. M., 2012. Mutational analysis of the N-terminal domain of UreR, the positive
transcriptional regulator of urease gene expression. Microbiol Res. 167, 433-44.

Peixoto, R. J. M., Alves, E. S., Wang, M., Ferreira, R. B. R., Granato, A., Han, J., Gill, H., Jacobson, K.,
Lobo, L. A., Domingues, R., Borchers, C. H., Davies, J. E., Finlay, B. B., Antunes, L. C. M.,
2017. Repression of Salmonella host cell invasion by aromatic small molecules from the human
fecal metabolome. Appl Environ Microbiol.

Petrone, B. L., Stringer, A. M., Wade, J. T., 2014. Identification of HilD-regulated genes in Salmonella
enterica serovar Typhimurium. J. Bacteriol. 196, 1094-101.

Plecha, S. C., Withey, J. H., 2015. Mechanism for inhibition of Vibrio cholerae ToxT activity by the
unsaturated fatty acid components of bile. J Bacteriol. 197, 1716-25.

Poore, C. A., Coker, C., Dattelbaum, J. D., Mobley, H. L., 2001. Identification of the domains of UreR, an
AraC-like transcriptional regulator of the urease gene cluster in Proteus mirabilis. J. Bacteriol.
183, 4526-35.

Prouty, M. G., Osorio, C. R., Klose, K. E., 2005. Characterization of functional domains of the Vibrio
cholerae virulence regulator ToxT. Mol. Microbiol. 58, 1143-56.

Que, F., Wu, S., Huang, R., 2013. Salmonella pathogenicity island 1(SPI-1) at work. Curr Microbiol. 66,
582-7.

Records, A. R., 2011. The type VI secretion system: a multipurpose delivery system with a phage-like
machinery. Mol. Plant. Microbe. Interact. 24, 751-7.

Rivera-Chavez, F., Zhang, L. F., Faber, F., Lopez, C. A., Byndloss, M. X., Olsan, E. E., Xu, G,
Velazquez, E. M., Lebrilla, C. B., Winter, S. E., Baumler, A. J., 2016. Depletion of Butyrate-
Producing Clostridia from the Gut Microbiota Drives an Aerobic Luminal Expansion of
Salmonella. Cell Host Microbe. 19, 443-54.

111



Roy, A., Kucukural, A., Zhang, Y., 2010. I-TASSER: a unified platform for automated protein structure
and function prediction. Nat. Protoc. 5, 725-38.

Ruiz, F. M., Santillana, E., Spinola-Amilibia, M., Torreira, E., Culebras, E., Romero, A., 2015. Crystal
Structure of Hcp from Acinetobacter baumannii: A Component of the Type VI Secretion System.
PLoS. One. 10, e0129691.

Ruiz, R., Marques, S., Ramos, J. L., 2003. Leucines 193 and 194 at the N-terminal domain of the XyIS
protein, the positive transcriptional regulator of the TOL meta-cleavage pathway, are involved in
dimerization. J Bacteriol. 185, 3036-41.

Sanchez-Vargas, F. M., Abu-El-Haija, M. A., Gomez-Duarte, O. G., 2011. Salmonella infections: an
update on epidemiology, management, and prevention. Travel. Med. Infect. Dis. 9, 263-77.

Sang, Y., Ren, J., Ni, J.,, Tao, J., Lu, J.,, Yao, Y. F., 2016. Protein Acetylation Is Involved in Salmonella
enterica Serovar Typhimurium Virulence. J Infect Dis. 213, 1836-45.

Santiago, A. E., Yan, M. B., Tran, M., Wright, N., Luzader, D. H., Kendall, M. M., Ruiz-Perez, F.,
Nataro, J. P., 2016. A large family of anti-activators accompanying XylIS/AraC family regulatory
proteins. Mol. Microbiol. 101, 314-32.

Santos, R. L., 2014. Pathobiology of Salmonella, intestinal microbiota, and the host innate immune
response. Front Immunol. 5, 252,

Sato, Y., Takaya, A., Mouslim, C., Hughes, K. T., Yamamoto, T., 2014. FIiT selectively enhances
proteolysis of FIhC subunit in FIhD4C2 complex by an ATP-dependent protease, ClpXP. J. Biol.
Chem. 289, 33001-11.

Schechter, L. M., Lee, C. A, 2001. AraC/XylS family members, HilC and HilD, directly bind and
derepress the Salmonella Typhimurium hilA promoter. Mol. Microbiol. 40, 1289-99.

Schleif, R., 2010. AraC protein, regulation of the l-arabinose operon in Escherichia coli, and the light
switch mechanism of AraC action. FEMS Microbiol Rev. 34, 779-96.

Singer, H. M., Kuhne, C., Deditius, J. A., Hughes, K. T., Erhardt, M., 2014. The Salmonella Spil
virulence regulatory protein HilD directly activates transcription of the flagellar master operon
flhDC. J. Bacteriol. 196, 1448-57.

Smith, C., Stringer, A. M., Mao, C., Palumbo, M. J., Wade, J. T., 2016. Mapping the Regulatory Network
for Salmonella enterica Serovar Typhimurium Invasion. MBio. 7, e01024-16.

Soisson, S. M., MacDougall-Shackleton, B., Schleif, R., Wolberger, C., 1997. Structural basis for ligand-
regulated oligomerization of AraC. Science. 276, 421-5.

Sturm, A., Heinemann, M., Arnoldini, M., Benecke, A., Ackermann, M., Benz, M., Dormann, J., Hardt,
W. D., 2011. The cost of virulence: retarded growth of Salmonella Typhimurium cells expressing
type 111 secretion system 1. PLoS. Pathog. 7, €1002143.

Takaya, A., Kubota, Y., Isogai, E., Yamamoto, T., 2005. Degradation of the HilC and HilD regulator
proteins by ATP-dependent Lon protease leads to downregulation of Salmonella pathogenicity
island 1 gene expression. Mol. Microbiol. 55, 839-52.

Thibault, J., Faudry, E., Ebel, C., Attree, 1., Elsen, S., 2009. Anti-activator ExsD forms a 1:1 complex with
ExsA to inhibit transcription of type 111 secretion operons. J. Biol. Chem. 284, 15762-70.

Thiennimitr, P., Winter, S. E., Baumler, A. J., 2012. Salmonella, the host and its microbiota. Curr Opin
Microbiol. 15, 108-14.

Thijs, 1. M., De Keersmaecker, S. C., Fadda, A., Engelen, K., Zhao, H., McClelland, M., Marchal, K.,
Vanderleyden, J., 2007. Delineation of the Salmonella enterica serovar Typhimurium HilA
regulon through genome-wide location and transcript analysis. J. Bacteriol. 189, 4587-96.

van der Velden, A. W., Baumler, A. J., Tsolis, R. M., Heffron, F., 1998. Multiple fimbrial adhesins are
required for full virulence of Salmonella Typhimurium in mice. Infect Immun. 66, 2803-8.

Van Immerseel, F., Boyen, F., Gantois, I., Timbermont, L., Bohez, L., Pasmans, F., Haesebrouck, F.,
Ducatelle, R., 2005. Supplementation of coated butyric acid in the feed reduces colonization and
shedding of Salmonella in poultry. Poult Sci. 84, 1851-6.

112



Van Immerseel, F., De Buck, J.,, De Smet, I., Pasmans, F., Haesebrouck, F., Ducatelle, R., 2004.
Interactions of butyric acid- and acetic acid-treated Salmonella with chicken primary cecal
epithelial cells in vitro. Avian Dis. 48, 384-91.

Yamamoto, S., Kutsukake, K., 2006. FIiT acts as an anti-FIhD2C2 factor in the transcriptional control of
the flagellar regulon in Salmonella enterica serovar Typhimurium. J Bacteriol. 188, 6703-8.

113



11.Anexo: articulo

Articulo derivado de la presente tesis: “The Hcp-like protein HilE inhibits homodimerization
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HilD is an AraC-like transcriptional regulator that plays a
central role in Salmonella virulence. HilD controls the expres-
sion of the genes within the Salmonella pathogenicity island 1
(SPI-1) and of several genes located outside SPI-1, which are
mainly required for Salmonella invasion of host cells. The
expression, amount, and activity of HilD are tightly controlled
by the activities of several factors. The HilE protein represses
the expression of the SPI-1 genes through its interaction with
HilD; however, the mechanism by which HilE affects HilD is
unknown. In this study, we used genetic and biochemical assays
revealing how HilE controls the transcriptional activity of HilD.
We found that HilD needs to assemble in homodimers to induce
expression of its target genes. Our results further indicated that
HilE individually interacts with each the central and the C-ter-
minal HilD regions, mediating dimerization and DNA binding,
respectively. We also observed that these interactions consis-
tently inhibit HilD dimerization and DNA binding. Interest-
ingly, a computational analysis revealed that HilE shares
sequence and structural similarities with Hcp proteins, which
act as structural components of type 6 secretion systems in
Gram-negative bacteria. In conclusion, our results uncover the
molecular mechanism by which the Hcp-like protein HilE con-
trols dimerization and DNA binding of the virulence-promoting
transcriptional regulator HilD. Our findings may indicate that
HilFE’s activity represents a functional adaptation during the
evolution of Salmonella pathogenicity.

The genus Salmonella groups pathogenic bacteria for human
and many animals; it comprises only two species, Salmonella
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enterica and Salmonella bongori, the former is further divided
into six subspecies and more than 2500 serovars. Depending on
the host, S. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium)
can cause diseases ranging from gastroenteritis to life-threat-
ening systemic infection (1, 2). For instance, in humans, calves,
and chickens, S. Typhimurium causes self-limiting gastroen-
teritis, whereas in laboratory mice, it causes a systemic infection
resembling that produced by S. Typhi in humans; thus,
S. Typhimurium is frequently used as a model to study the
molecular mechanisms mediating the Salmonella virulence (1,
3, 4). Horizontal gene transfer events have greatly contributed
to the evolution of the Salmonella pathogenicity (5, 6). Most of
the genes gained by Salmonella are clustered in chromosomal
regions called Salmonella pathogenicity islands (SPIs)* (4, 5).
SPI-1isa40-kb region conserved in the two Salmonella species,
which includes 39 genes encoding a type 3 secretion system
(T3SS-1), their chaperones and effector proteins, as well as
some transcriptional regulators that control the expression of
many virulence genes located within and outside SPI-1 (4, 7).
The T3SSs are molecular syringes that extend from the mem-
branes of several bacteria, composed of a basal body and a nee-
dle-like complex, through which effector proteins are injected
from the bacterial cytoplasm into the cytoplasm of eukaryotic
cells (8). Salmonella injects the SPI-1 effector proteins into the
intestinal epithelial cells through the T3SS-1, which induces
cytoskeletal rearrangements promoting the Salmonella inva-
sion of these eukaryotic cells leading to enteritis (1, 4, 8).

The expression of the SPI-1 genes is controlled by several
environmental clues, such as osmolarity, oxygen tension, pH,
short- and long-fatty acid concentration, and bile (4, 9-11). In
vitro, expression of the SPI-1 genes is induced at early station-
ary phase when Salmonella is grown in the nutrient-rich lyso-
genic broth (LB) (12, 13). Several regulators control the expres-
sion of the SPI-1 genes, including HilD, HilA, and InvF, all
encoded in SPI-1, which act in a cascade fashion: HilD, a mem-

3 The abbreviations used are: SPIs, Salmonella pathogenicity islands; SPI-1,
Salmonella pathogenicity island 1; T3SS, type 3 secretion system; T6SS,
type 6 secretion system; LexApgpwe LeXA DNA-binding domain wildtype;
LexApgomur LeXA DNA-binding domain mutated; MBP, maltose-binding
protein; Trx, thioredoxin; LZ, leucine zipper; Hcp, hemolysin-coregulated
protein; CAT, chloramphenicol acetyltransferase; LB, lysogenic broth;
Ni-NTA, nickel-nitrilotriacetic acid; EMSA, electrophoretic mobility assay;
IPTG, isopropyl B-p-thiogalactopyranoside; 3-gal, B-galactosidase; PDB,
Protein Data Bank.
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ber of the AraC/XylS transcriptional regulators family, directly
induces the expression of HilA, which in turn activates the
expression of InvF; HilA and InvF activate the expression of all
components of the T3SS-1, their chaperones, and effector pro-
teins (4, 14). HilD induces the expression of HilA directly or
through a positive feed-forward loop that it forms with HilC
and RtsA (15, 16). HilC and RtsA are AraC-like transcriptional
regulators that bind the same DNA sequence recognized by
HilD; HilC is encoded within SPI-1, whereas RtsA is encoded in
another island. HilD also controls the expression of many other
virulence genes located outside SPI-1, including acquired and
ancestral genes, directly, or indirectly through HilA, InvF, or
other regulators (12, 17-25). In agreement with its role as a
master transcriptional regulator for a high number of genes, the
expression, concentration, and activity of HilD is tightly con-
trolled. Transcription of 4ilD is positively autoregulated (15,
26) and is repressed by H-NS (27), whereas its translation is
repressed by CsrA (28). In addition, Fur and FliZ control HilD
at post-translational level (29, 30); the Lon protease degrades
HilD, thus mediating its concentration (31, 32); and the
CpxR/A two-component system decreases the stability of HilD
through Lon-dependent and independent mechanisms (33).
Furthermore, several compounds affect HilD: propionate and
bile salts decrease its stability (9, 10); butyrate and oleate nega-
tively affect its regulatory activity, whereas acetate and formate
enhance this (11, 34—36); and L-arabinose affects HilD expres-
sion at post-transcriptional level (37).

The activity of HilD is also negatively controlled by HilE
through protein—protein interaction (38). However, the spe-
cific effect of this interaction on HilD has remained unknown.
The hilE gene resides in a region of the Salmonella chromo-
some similar to a pathogenicity island (38), supporting that it
was acquired by horizontal transfer. The expression of KilE is
positively regulated by the PhoPQ and PhoBR two-component
systems, as well as by FimZ and LeuO (39, 40), whereas this is
negatively regulated by Mlc and the small RNA IsmR (41, 42),
which provides additional inputs controlling the activity of
HilD.

Here we show that HilE negatively affects dimerization and
DNA binding of HilD, by interacting with both the central and
C-terminal regions of HilD, which mediate dimerization and
DNA binding, respectively. Therefore, our results demonstrate
how HIilE regulates HilD activity. Additionally, our results
revealed that HilE shares sequence and structural similarities
with proteins called Hcp (hemolysin-coregulated protein),
which are structural components of type 6 secretion systems in
Gram-negative bacteria, supporting the hypothesis that HilE
was adapted to act as an important regulatory protein during
the Salmonella pathogenicity evolution.

Results

HilE interacts with the central region and with the C-terminal
region of HilD

To investigate how HilE negatively affects the activity of
HilD, we analyzed the interaction of HilE with different regions
of HilD by using the LexA-based genetic system for het-
erodimerization, which is similar to a two-hybrid system to
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analyze protein—protein interactions (43, 44). It is important to
remark that the interaction between HilE and HilD was previ-
ously demonstrated with this system (38). In the LexA-based
genetic system for heterodimerization, the WT LexA DNA-
binding domain (LexAppp..) and a derivative mutant of this
(LexApgpmut) are expressed from two different plasmids in the
Escherichia coli SU202 reporter strain, which carries a chromo-
somal sulA—lacZ transcriptional fusion containing a LexA
hybrid operator (43, 44). LexApgpw: and LexApppmae cannot
affect the expression of sulA-lacZ; however, when they are
fused to proteins that interact between them, an active dimer of
LexApppwe and LexAppp oy 1S formed that is able to bind the
hybrid LexA operator on sulA-lacZ and thus to repress the
expression of this fusion. Fusion proteins of LexAgp.,, With
full-length or distinct regions of HilD and of LexA 5. With
full-length HilE were generated and assessed. The LexApppwi—
HilD fusions were named according to the amino acid position
for the ends of the HilD fragment carried (Fig. 14). As expected,
the combination LexApp.—HilD;_ 50 (full-length HilD) +
LexApppmuac—HIlE (full-length HilE), but not LexA g +
LexApgpmue OF LexApppw—HilD + LexApppmee mediated
repression of sulA—lacZ (Fig. 1B), further confirming the inter-
action between HilD and HilE. Interestingly, the fusion proteins
LexApppwi—HilD, 55 or LexAppp.—HilDys1 506, in combi-
nation with LeXA pzpma—HILlE, also repressed the expression of
sulA—lacZ (Fig. 1B), indicating that HilE interacts with the
regions of HilD spanning amino acids 1-220 and 221-309. In
contrast, the combination LexApppw—HilD; 130 + LeXApspmu—
HilE did not repress the expression of sulA—lacZ, supporting
that HilE does not interact with the N-terminal region of HilD
from amino acids 1 to 130. However, the lack of interaction
between LexApgp..—HilD; 5, and LexApgpp,,..—HIlE could
be due to an incorrect folding of LexApgp..—HilD;_;55. As
expected, the combination LexAzp—HilD; ;30 + LeXApppmue
LexApppwi—HilD; 550 +  LexApgpmue O LeXApppwi—
HilD,,; 300 T LeXApppmar Used as a negative control, did not
affect the expression of sulA-lacZ (Fig. 1B). Western blotting
analysis showed expression signals for all the LexA5p,,.—HilD
fusion proteins tested (Fig. 1C). To note, the LexApgpw—
HilD,,, 300 fusion repressed the sulA—lacZ fusion, in combina-
tion with LexA pgpmuc—HIIE (Fig. 1B), even when its expression
level was lower than that of the LexApgp.,,—HilD; 54, and
LexApppwi—HilD; 55, fusions (Fig. 1C), indicating that differ-
ences in the amount of the LexApp,.—HilD fusion proteins
assessed did not affect the results of these assays. In agreement
with a previous report (45), expression of LexApgp was not
detected in our Western blotting analysis (Fig. 1C). These
results support that HilE interacts with regions spanning amino
acids 130-220 and 221-309 of HilD.

Pulldown assays were performed to confirm the HilE inter-
actions with HilD. For this, we purified HilE fused to the Trx
protein and a His, tag (Trx—His—HilE) as described under
“Experimental procedures.” The Trx—His—HIilE fusion protein
repressed the SPI-1-mediated protein secretion profile of the
WT S. Typhimurium strain (Fig. 24), which supports that it is
able to negatively affect HilD. Trx—His—HilE was used as the
bait protein in the pulldown assays; first, it was immobilized
on Ni-NTA resin, and then whole-cell extracts containing
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Figure 1. HilE interacts with two different regions of HilD. A, schematic representation of the LexApgpw—HilD and LexApgpmu—HilE fusion proteins tested.
The numbers indicate the residues of LexApgp, HilD, or HIlE carried in the respective fusion protein. B, expression of the sulA-lacZ fusion was determined in the
E. coli SU202 reporter strain containing the pair of plasmids pSR658 and pSR659 (LexApgow: T LeXApgpmuy): PSR658-HiID1 and pSR659-HilET (LeXApgpwi—
HilD;_300 + LeXApgpmur—HiIlE), pSR658-HilD1 and pSR659 (LexApgpwi—HilD; 500 + LeXApgomur): PSR658-HilD2 and pSR659-HIlE1 (LexApgpw—HilD;_ 130 +
LexApgomut—HIlE), pSR658-HilD2 and pSR659 (LexApgpwi—HilID1_130 T LeXApgomur): PSR658 -HilD4 and pSR659-HIlE1 (LexApgpwi—HiID1 220 + LeXApgomu—
HilE), pSR658-HilD4 and pSR659 (LexApgpw—HilD; 520 + LeXApgomud, PSR658-HIID5 and pSR659-HIlET (LeXApgpw—HilD5s1-300 + LeXApgomu—HIlE), OF
pSR658-HilD5 and pSR659 (LexApgpwi—HilD251-300 T LEXApgpmur)- The B-gal activity was determined from samples collected of bacterial cultures grown in LB
at 37 °C up to an Agy, of 1.0. Expression of the LexApgp fusion proteins was induced by adding 1 mm IPTG to the medium. The data are the averages of three
independent experiments performed in duplicate. The bars represent the standard deviations. ***, expression statistically significantly different compared
with that reached in the absence of HilE (p < 0.001); n.s., no significant difference. C, expression of the LexApgpwy LeXApgpwi—HIID, LexApgpw—HilD;_ 30,
LexApgpwi—HilD;_ 550, and LexApgpw—HilD,51_300 Proteins was analyzed by Western blotting using polyclonal anti-LexA antibodies. Whole cell lysates were
prepared from samples of bacterial cultures grown in LB at 37 °C up to an A4, of 1.0. As a loading control, the expression of GroEL was also determined using
polyclonal anti-GroEL antibodies. MW, protein molecular weight standards (Precision Plus Protein™; Bio-Rad). The arrowheads indicate the expected bands.

either LexA = or LexApgp,,—HilD; 340, LexApgp,,—HilD,_  that HilE binds to both the central region and the C-terminal
130, LexApppw—HilD; 550, LexApppw—HilDys, 500 prey pro-  region of HilD.

teins were loaded to the Ni-NTA resin carrying Trx—His—HilE.

As expected, Trx—His—HilE captured the LexApsp.~HilD,  HilE does not affect the stability of HilD

soo and LexAppp..—HilD,_,,, prey proteins, but not The interaction with HilE could affect the stability of HilD, to
LexApppwi—HilD; 130 or LexApgspw: (Fig. 2B), confirming the investigate this, we determined the in vivo half-life of HilD
interaction of HilE with full-length HilD and the central region in presence or absence of HilE or the Lon protease, which
of HilD. LexA 5, —HilD,5, _500 showed interaction with HilE ~ degrades HilD. The cellular levels of Myc-tagged HilD (HilD—
in the LexA-based genetic system (Fig. 1B); however, in the Myc) expressed from the pBAD-HilD plasmid, under an arabi-
pulldown assays, this interaction was no evident (Fig. 2B), nose-inducible promoter, were monitored in the S. Typhimu-
which could be explained by the low level of expression showed  rium AhilD, AhilD AhilE, and AhilD Alon mutants, at different
by LexA pgpwi—HilD5y; 506 (Fig. 1C). As a control, parallel pull-  times after adding a mix of transcription and translation inhib-
down assays were performed using Trx—His as the bait protein, itors. The levels of HilD-Myc were similar over time in the
which was unable to capture any of the LexApzp..—HilD prey  AhilD and AhilD AhilE mutants, showing a half-life of HilD—
proteins tested (Fig. 2C). Taken together, these results indicate  Myc of 12.60 and 11.68 min, respectively; as expected, the sta-
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Figure 2. Pulldown assays showing the interaction between HilE and HilD. A, secretion of the SPI-1-encoded proteins SipA, SipB, SipC, and SipD was tested
in the WT S. Typhimurium strain and its isogenic AhilD mutant, as well as in the WT S. Typhimurium strain carrying the pET32-HilE plasmid expressing
Trx-His-HilE or the pET32b(+) vector expressing Trx-His. The bacterial cultures were grown for 9 h in LB at 37 °C, in the presence (+) or absence (=) of 1 mm
IPTG to induce or not the expression of Trx—His—HilE or Trx-His. Supernatants of the cultures were analyzed in SDS-PAGE at 12%. FliCis a flagellar protein whose
secretion is SPI-1-independent. B and C, bait proteins Trx-His—HilE (B) or Trx-His (C) immobilized on Ni-NTA resin were incubated with whole-cell extracts
containing the LexApgpwu LeXApgpwi—HilD 300, LEXApgpwe—HIID; 130, LeXApgpuwi—HilD; 520, OF LeXApgpw—HilD5 1300 Prey proteins. After washing, the proteins
captured by the Trx-His—HilE or Trx-His bait proteins were analyzed by Western blotting using polyclonal anti-LexA antibodies. The Trx-His-HilE or Trx-His bait
proteins were also detected with monoclonal anti-Hiss antibodies. MW, protein molecular weight standards (Precision Plus Protein™; Bio-Rad). The arrowheads
indicate the expected bands. Asterisks indicate bands showing cross-reaction with the polyclonal anti-LexA antibodies.

bility of HilD—Myc was drastically increased in the AhilD Alon
mutant (Fig. 3, A and B). These results demonstrate that the
interaction with HilE does not affect the stability of HilD.

HilD acts as a dimer, and its central region mediates the
interaction itself

Several AraC-like transcriptional regulators act as dimers
(46 —49). Therefore, we thought that the interaction of HilE
with the central region of HilD could affect dimerization of
HilD. To investigate this possibility, we first analyzed whether
HilD indeed dimerizes by using the LexA-based genetic system
for homodimerization (43, 44). In this case, LexApgpw 1S
expressed from a plasmid in the E. coli SU101 reporter strain,
which carries a chromosomal sulA—lacZ transcriptional fusion
containing the LexA WT operator (43, 44). LexApsp... does not
affect the expression of sulA—lacZ; however, when it is fused to
a protein that itself interacts, an active dimer of LexApp... IS
formed, which is able to bind the WT LexA operator on sulA—
lacZ and thus represses the expression of this fusion. The

SASBMB

same LexApp...—HilD fusion proteins used before in the het-
erodimerization assay were now tested in the homodimeriza-
tion assay. LexAppp... alone and the fusion protein LexAppp.—
H-NS, whose dimerization capacity has been tested before
(50), were used as negative and positive controls, respectively.
Both LexApppw—H-NS and LexApppw—HilD; 300, but not
LexApppwe repressed the expression of sulA—lacZ (Fig. 4A),
indicating that HilD dimerizes. A Western blotting analysis
showed expression signals for the LexApsp..—HilD; ;44 and
LexApppwi—H-NS fusion proteins (Fig. 4B). To confirm the
dimerization of HilD, the size of the maltose-binding protein
(MBP)-HilD fusion, purified in native conditions, was analyzed
by gel-filtration chromatography. The MBP-HilD fusion pro-
tein eluted from the gel-filtration chromatography as a ~178-
kDa product (Fig. S1), which corresponds to a size similar to
that expected for a dimer of this protein.
LexApgpw—HilD; 55, also repressed the expression of sulA-
lacZ (Fig. 4C), indicating that the region spanning amino
acids 1-220 mediates the dimerization of HilD. In contrast,
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Figure 3. HilE does not affect the stability of HilD. A, stability of HiID-Myc was determined in the AhilD, AhilD AhilE, and AhilD Alon mutants of S. Typhimu-
rium carrying the pBAD-HilD1 plasmid, grown in LB at 37 °C. Expression of HilD-Myc, from the arabinose-inducible promoter of pBAD-HilD1, was induced with
0.05% L-arabinose for 45 min; then transcription and translation were halted by the addition of a mixture of antibiotics and glucose, and samples of bacterial
cultures were taken at the indicated times. HilD-Myc was detected from whole-cell lysates of the samples by Western blotting using monoclonal anti-Myc
antibodies. As a loading control, the expression of GroEL was also determined using polyclonal anti-GroEl antibodies. A representative Western blotting of
three independent experiments is shown. The figure is composed by four different blots. B, densitometric analysis of the HilD-Myc bands from the Western
blotting is indicated as the relative percentage of HilID-Myc at each time with respect to time 0. Intensity values of HilD-Myc bands were normalized with those
respective of GroEL bands. The data are the averages of three independent experiments. The bars represent the standard deviation, and t/, indicates the

half-life of HilD. MW, protein molecular weight standards (Precision Plus Protein"™; Bio-Rad).

LexApppwi—HilD; 130, LexApppwi—HilDys; 500, and the nega-
tive control LexAgp.. did not affect the expression of sulA-
lacZ (Fig. 4C), supporting that the regions between amino acids
1 and 130 and amino acids 221 and 309 are not involved in the
dimerization of HilD. These results suggest that the dimeriza-
tion of HilD seems to be mediated by the region comprising
amino acids 130 -220. To further investigate this asseveration,
we constructed and tested the LexA ;. —HilD; 55500 fusion
protein, containing an extended N-terminal HilD region with
respect to LexApppwi—HilD,o; 300 As could be expected,
LexApppwi—HilD; 30 300 Was able to represses the expression of
sulA-lacZ (Fig. 4C), indicating that it interacts itself. Together,
these results indicate that HilD dimerizes through its central
region ranging from amino acids 130 to 220.

Next, we sought to determine whether dimerization is
required for the regulatory activity of HilD. For this, the
ability to induce the expression of a hilA— cat transcriptional
fusion of LexApgpwi—HilD; 309, LeXApppwi—HilDss1 309, and
LexApppwi—HilD; 50300, Which carry the DNA-binding do-
main of HilD, was tested in an E. coli K-12 strain. Because /ilA
is a gene directly and positively controlled by HilD (4, 51) and
HilD is not present in E.coli K-12. As a negative control,
LexA pppwe Was also assessed; additionally, as a reference for the
expression of hilA- cat in the presence or absence of HilD, the

6582 . Biol. Chem. (2018) 293(17) 65786592

activity of this fusion was also determined in the WT S.
Typhmurium strain and its isogenic Aki/D mutant. The expres-
sion of hilA— cat was induced in the presence of LexApgpi—
HilD, ;49 or LexApppw—HilD; 30 300, Which show dimeriza-
tion, but it was not induced by LexApp.—HilD5,; 300 that
does not dimerize (Fig. 5). As expected, the expression of hilA—
cat was also induced in the WT S. Typhimurium strain, but not
in the AZilD mutant or in the presence of LexApgp.,, (Fig. 5).
These results support that HilD needs to form dimers to induce
the expression of target genes. To confirm this, we generated
and analyzed the chimeric protein LexAppp.—LZ~HilD,y; 500
which is a fusion of LexAppp.. the leucine zipper
(LZ) motif of the GCN4 transcriptional factor of Saccharomy-
ces cerevisiae, and the DNA-binding domain of HilD (amino
acids 221-309) (Fig. 6A). The LZ motif has been used before as
a dimerization module (52). The ability of the LexApgp.w.—LZ-
HilD,,, 54, fusion protein to undergo dimerization and to
induce the expression of /1ilA was assessed and compared with
that of the LexApgpwi—HilD551 300 and LexApppwi—HilD; 500
fusion proteins. Both LexApppwi—LZ—HilD,y; 300 and LexAppp—
HilD; 509, but not LexApgpw:—HilD,sy; 500, repressed the
expression of sulA—lacZ in the E. coli SU101 reporter strain
(Fig. 6B), indicating that LexApppwi—LZ—HilD,,; 500 dimerizes
through the heterologous LZ motif. Notably, LexAzp..—LZ—
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Figure 4. HilD forms homodimers through its central region. A, expression of the sulA-lacZ fusion was determined in the E. coli SU101 reporter strain
containing the plasmids pSR658 (LexApgpu), PSR658-HilD1 (LexApgpw:—HilD;_500), 0F pPSR658 —HNS (LexApgpwi—H-NS). B, expression of LeXApgowe LEXApspwi—
HilD,_300, and LexApgp,—H-NS was analyzed by Western blotting using polyclonal anti-LexA antibodies. As a loading control, the expression of GroEL was also
determined using polyclonal anti-GroEL antibodies. MW, protein molecular weight standards (Precision Plus Protein™; Bio-Rad). The arrowheads indicate the
expected bands. C, expression of the sulA-lacZ fusion was determined in the E. coli SUT01 reporter strain containing the plasmids pSR658 (LexApgpwe):
PSR658-HilD1 (LeXApgpw—HilD;_300), PSR658 ~HilD2 (LeXApgpu—HilD;_;50), PSR658 ~HilD4 (LeXApgpuw—HilD; _s50), PSRE658 ~HIlD5 (LeXApgpu—HilDss1_300), OF
pSR658-HilD3 (LexApgpwi—HilD130_300)- The B-gal activity was determined from samples collected of bacterial cultures grown in LB at 37 °Cup to an Ag, of 1.0.
Expression of LexApgp,,. and the LexApgp,,. fusion proteins was induced by adding 1 mm IPTG to the medium. The data are the averages of three independent
experiments performed in duplicate. The bars represent the standard deviations. ***, expression statistically significantly different compared with that reached

in the presence of LexApgp,.. (p < 0.001).

HilD,,; 300 and LexApgp—HilD; 300, but not LexApppi—
HilD,,; 300, induced the expression of the 4ilA-cat fusion in
E. coli K-12 (Fig. 5), showing that the LZ motif generates dimers
of the DNA-binding domain of HilD, which are able to induce
expression of target genes. Overall, these results demonstrate
that HilD dimerizes through its central region spanning amino
acids 130-220, which is essential for the regulatory activity of
HilD.

HilE negatively affects the dimerization of HilD

Based on the results described above, we now analyzed
whether HilE affects the dimerization of HilD. For this, the
LexApppw—HilD; 544 fusion protein, which carries the dimer-
ization domain of HilD, was tested for homodimerization in the
presence of the pA6 —HilE1 plasmid expressing HilE or in the
presence of the pMPM—A6() vector. Expression of HilE from
pA6—HIlE1 drastically reduced the SPI-1-mediated protein
secretion profile of the WT S. Typhimurium strain (Fig. 74),
supporting that the amount of HilE reached from this plasmid

SASBMB

can negatively affect HilD. The effect of HilE on LexApp.—
LZ-HilD,,; 300 and LexApgpw—H-NS, which dimerize
through the LZ motif and the H-NS dimerization domain,
respectively, was also assessed as negative controls. Interestingly,
HilE affected the repression of sulA—lacZ mediated by the
dimerization of LexAppp.«—HilD; _500; in contrast, it did not affect
the repression of sulA—lacZ mediated by the dimerization of
LexApppuw—LZ-HilD,,, 200 of LexAppp.—H-NS (Fig. 7B).
These results indicate that HilE negatively affects the dimerization
of HilD but not that of H-NS or the LZ motif tested.

HilE directly affects the DNA-binding domain of HilD

The results described above indicate that HilE affects the
dimerization of HilD by interacting with the central region of
this regulator, which in turn would indirectly inhibit its regula-
tory activity. However, our results revealed that HilE also inter-
acts with the C-terminal region of HilD (Fig. 1B), carrying the
DNA-binding domain, suggesting that HilE could also directly
affect the DNA binding of HilD. To investigate this, we ana-
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Figure 5. Dimerization is required for the HilD regulatory activity. Expres-
sion of the hilA- cat fusion contained in the philA-cat1 plasmid was tested in
the WT S. Typhimurium SL1344 and its isogenic AhilD mutant, as well as in
the E.coli MC4100 strain carrying the plasmids pSR658 (LexApgpwt)
PSR658-HIID1 (LeXApgowi—HilD;_300), PSR658-HIID5 (LeXApgrw—HilDs1_300)s
pSR658-HilD3 (LexApgpwi—HilD130_300), OF PSR658-HilD6 (LexApgpwi—LZ-
HilD,,;_300)- The CAT-specific activity was determined from samples collected
of bacterial cultures grown in LB at 37 °C up to an Ag, of 1.2. Expression of
LexApgpwtr LexApepwi—HiID: 300, LeXApgpuw—HilD21 300 LeXApgpua—HilD130 300,
and LexApgpw—LZ-HilD,5,_300 Was induced by adding 1 mm IPTG to the
medium. The data are the averages of three independent experiments per-
formed in duplicate. The bars represent the standard deviations. ***, expres-
sion statistically significantly different compared with that reached in the
presence of LexApgpw: (p < 0.001).

lyzed the effect of HilE on the ability of the LexA = ~HilD;_344
and LexApppw.—LZ-HilD,,; 54, to induce the expression of
the hilA—cat fusion in E. coli K-12. The presence of
HilE completely blocked the activity of hilA—cat induced by
LexApppwi—HilD; 340, carrying the full-length HilD protein
and partially inhibited the activity of this fusion mediated
by LexApppwi—LZ—HilD,,; 540, containing the DNA-binding
domain of HilD fused to the heterologous LZ dimerization
motif (Fig. 8). These results, together with the results indicating
that HilE does not affect the dimerization mediated by the LZ
motif (Fig. 7B), show that HilE can directly affect the DNA-binding
domain of HilD, independently of its effect on the dimerization of
this regulator. Therefore, the higher negative effect of HilE on
the regulatory activity of LexAppp.—HilD;_ 50, than that of
LexApppwi—LZ—HilD,,; 34, (Fig. 8) could be the result of a dou-
ble effect of HilE on LexApp,—HilD; _506, on the dimerization
and the DNA-binding domain, and just one effect of HilE on
LexApppwi—LZ-HilD,,; 56, on the DNA-binding domain.

HilE inhibits the DNA binding of HilD

Our results strongly support that HilE inhibits the DNA-
binding activity of HilD. To confirm this, we performed com-
petitive electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) with

6584 J. Biol. Chem. (2018) 293(17) 65786592
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Figure 6. LexApgp,«—LZ-HilD,,,_50o dimerizes. A, schematic representa-
tion of LexApgpwi—LZ-HilD5_500- The numbers indicate the residues of Lex-
Apgp or HilD carried in this fusion protein. B, expression of the sulA-lacZ fusion
was determined in the E. coli SU101 reporter strain containing the plasmids
PSR658 (LexApgpwe), PSR658-HilD1 (LexApgpw—HilD;_300), PSR658-HilD5
(LexApgpwi—HilD251_300), OF pSR658-HilD6 (LexApgpwi—LZ-HilD,5;_500). The
B-gal activity was determined from samples collected of bacterial cultures
grown in LB at 37 °Cup to an Agy, of 1.0. Expression of LexApgpwy LEXApsowt—
HilD; _300, LeXApgpwi—HilD4s1 500 and LexApgpui—LZ-HilD,, ;500 Was induced
by adding 1 mm IPTG to the medium. The data are the averages of three
independent experiments performed in duplicate. The bars represent the
standard deviations. ***, expression statistically significantly different com-
pared with that reached in the presence of LexApgpw: (p < 0.001); n.s., no
significant difference.

purified Trx—His—HilE and MBP-HilD proteins and a 50-bp
fragment of the regulatory region of /i/C carrying a HilD-bind-
ing site. As shown above, purified Trx—His—HilE interacts with
HilD (Fig. 2B), and on the other hand, in a previous study we
demonstrated that purified MBP-HilD binds to target genes in
EMSAs (12). The hilC fragment was incubated with a constant
concentration of MBP-HilD (0.5 um) without or with increas-
ing concentrations of Trx—His—HilE (0.3, 0.5, 1.0, 1.5, and 2
uM). Parallel binding reactions were performed with purified
Trx—His instead Trx—His—HIlE, as negative controls. From the
concentration of 1.0 uM, Trx—His—HilE, but not Trx—His, dras-
tically reduced the formation of the DNA/MBP-HilD complex
(Fig. 9, A and B), indicating that Trx—His—HilE interferes with
the DNA binding of MBP—HilD. Additional binding reactions
ruled out a possible DNA-binding activity of Trx—His—HIilE,
even at the highest concentration tested (2.0 um) (Fig. 9C).
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Figure 7. HIlE inhibits the dimerization of HilD. A, secretion of the SPI-1-encoded proteins SipA, SipB, SipC, and SipD was tested in the WT S. Typhimurium
strain and its isogenic AhilD mutant, as well as in the WT S. Typhimurium strain carrying the pA6 -HilE1 plasmid expressing HilE from an arabinose-inducible
promoter, or carrying the pMPM-A6() vector, in the presence (+) or absence (—) of increasing concentrations of L-arabinose. Bacterial cultures were grown for
9hinLBat37 °C, and supernatants were analyzed in SDS-PAGE at 12%. FliC s a flagellar protein whose secretion is SPI-1-independent. MW, protein molecular
weight standards (Precision Plus Protein™; Bio-Rad). B, expression of the sulA-lacZ fusion was determined in the E. coli SU101 reporter strain containing the
pair of plasmids pSR658 and pA6 -HilE1 (LexApgpw: + HilE), pSR658 and pMPM-A6() (LexApgp.,: + Vector), pSR658 -HilD1 and pA6 -HilE1 (LexApgpwe—
HilD;_390 + HilE), pSR658 -HilD1 and pMPM-A6€) (LexApgpw—HilD;_300 + vector), pSR658 -HNS and pA6 -HilE1 (LexApgp,—H-NS + HilE), pSR658 -HNS
and pMPM-A6() (LexApgpwi—H-NS + vector), pSR658 -HilD6 and pA6 —HilE1 (LexApgpwi—LZ-HilD55,_300 + HilE), or pSR658-HilE6 and pMPM-A6() (LeXApgpwi—
LZ-HilD,,,_30o t vector). The B-gal activity was determined from samples collected of bacterial cultures grown in LB at 37 °C up to an A4, of 1.0. Expression of
LexApgpwe LeEXApeowi—HIID1 300, LeXApgowi—HN-S, and LexApgpw—LZ-HilD,5; 300 Was induced by adding T mm IPTG to the medium. 0.1% L-arabinose was also
added to induce the expression of HilE from pA6-HilE1. The data are the averages of three independent experiments performed in duplicate. The bars
represent the standard deviations. ***, expression statistically significantly different compared with that reached in the absence of HilE (p < 0.001); n.s., no
significant difference.

modeled yielding a structure with a C-score of 1.07 and a TM-
score of 0.86. The predicted structure is composed by a tight
B-barrel domain with two B-sheets, with four and five
B-strands each, flanked in one side by an a-helix (Fig. 10B).
The overall modeled structure of HilE highly resembles that

Thus, these results further confirm the interaction of HilE with
HilD and demonstrate that this interaction inhibits the HilD
binding to DNA.

HilE shares sequence and structure similarities with Hcp

proteins from T6SSs

HilE was reported several years ago as a protein that does not
present homology with any other protein in the databases (38).
However, our recent BLASTp analysis revealed that the HilE
sequence present an identity of ~30% with Hcp proteins from
type 6 secretion systems (T6SSs) of different Gram-negative
bacteria (Fig. 104 and data not shown). To determine whether
HilE also presents structural analogy with the Hcp proteins, it
was modeled by I-TASSER server (53, 54). HilE was successfully

SASBMB

described for the monomeric subunits of Hep proteins: Hep1 of
Pseudomonas aeruginosa (55), Hepl of Acinetobacter bauman-
nii (56), EvpC of Edwardsiella tarda (57), a T6SS effector
(T6SSe) of Yersinia pestis,* and Hcp2 of S. Typhimurium (58)
(Fig. 10C), showing TM values of 0.95, 0.89, 0.88, 0.86, and 0.78,
respectively, with these proteins. TM values of >0.5 indicates

“E.V.Filippova, A. Halavaty, G. Minasov, L. Shuvalova, |. Dubrovska, J. Winsor,
L. Papazisi, and W. F. Anderson, unpublished observations.
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Figure 8. HilE directly affects the DNA-binding domain of HilD. Expression
of the hilA- cat fusion contained in the philA-cat1 plasmid was tested in the
E. coli MC4100 strain carrying the pair of plasmids pSR658-HilD1 and
PK6-HIlE1 (LexApgpw—HilD; 590 + HilE), pSR658-HilD1 and pMPM-K6Q)
(LexApgpwi—HilD,_30¢ + vector), pSR658-HilD6 and pK6-HilE1 (LexApgpwi—
LZ-HilD55,_30o + HilE), pSR658-HilD6 and pMPM-K6Q) (LexApgpw—LZ—
HilD,5,_309 *+ Vector), pSR658 and pK6-HilE1 (LexApgp,,: + HilE), or pSR658
and pMPM-K6() (LexApgpw: + Vector). The CAT-specific activity was deter-
mined from samples collected of bacterial cultures grown in LB at 37 °C up to
an Agqo of 1.2. Expression of LexApgpwe LeXApgpw—HilD;_ 300, aNd LeXApgpuwi—
LZ-HilD,,,_30o Was induced by adding 1 mm IPTG to the medium. 0.1% L-a-
rabinose was also added to induce the expression of HilE from pK6 -HilE1. The
data are the averages of three independent experiments performed in dupli-
cate. The bars represent the standard deviations. ***, expression statistically
significantly different compared with that reached in the absence of HilE (p <
0.001).

structures sharing the same topology. These results are consis-
tent with structural similarity shared between HilE and Hcp
proteins.

Discussion

Negative regulation of HilE on the SPI-1 virulence genes is
important for Salmonella fitness (59). Previously, it was shown
that HilE negatively controls the expression of the SPI-1 genes
by interacting with HilD, a central positive regulator for SPI-1
(38). In this study, we show that HilE specifically regulates the
DNA-binding activity of HilD by inhibiting the dimerization
and by directly acting on the DNA-binding domain of this reg-
ulator. In agreement with this, a recent study also found that
HilE blocks the DNA binding of HilD (60). Our results indicate
that HilD requires dimerization to induce the expression of
target genes. Consistently, the HilD-binding sites on different
genes have two direct repeat sequences (21, 27, 51). Several
other AraC-like transcriptional regulators act as dimers, such
as ToxT, ExsA, UreR, and AggR, which control expression of
virulence genes in Vibrio cholerae, P. aeruginosa, Proteus mira-
bilis, and E. coli (45, 48, 49, 61, 62). HilE interacts with the
central region of HilD and thus inhibits its dimerization, which
indirectly would affect the DNA-binding activity of this regula-
tor. Additionally, HilE interacts with the C-terminal region of
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HilD containing the DNA-binding domain, which negatively
affects the transcriptional activity of HilD independently of its
dimerization. This double interaction and effect supports a
tight control of the HilD activity by HilE. In enteroagregative
E. coli, the Aar protein interacts with the central region of
AggR, containing the dimerization domain, inhibiting the
dimerization and the DNA binding of this AraC-like regulator
(62). Similarly, in P. aeruginosa, the ExsD protein interacts with
the N-terminal region of ExsA, containing the dimerization
domain, thus preventing the dimerization and DNA binding of
this regulator (45, 61, 63). Neither Aar nor ExsD seem to
directly compromise the DNA-binding domain of their target
regulators. One example of a protein that directly acts on the
DNA-binding domain of a transcriptional regulator is the con-
trol exerted by CarS on the CarA repressor in Myxococcus xan-
thus. CarS binds to the DNA-binding domain of CarA and thus
inhibits its interaction with target genes; interestingly, the
structure of CarS mimics the operator DNA recognized by
CarA (64). Further studies, such as three-dimensional analysis,
are required to determine the precise stoichiometry and the
amino acids mediating the interaction between HilE and HilD,
which is a matter of our current investigation.

Protein—protein interaction has been shown to regulate the
stability of transcriptional regulators. For instance, FIiT inter-
acts with the FIhD,C, complex, the central positive regulator of
the flagellar genes, which enhances the degradation of FIhC
subunit by the ClpXP protease (65). Our results discarded a
negative effect of HilE on the stability of HilD in the growth
conditions tested, further supporting that HilE only controls
the regulatory activity of HilD. However, because HilD pos-
itively autoregulates (15, 26), HilE indirectly controls the
expression and thus the amount of HilD.

Interestingly, we found that HilE shares sequence identity
and structure analogy with Hcp proteins from different Gram-
negative bacteria; thus, HilE could be postulated as a Hcp-like
protein. Important to note, the Hcp-like proteins, including
HilE, conserve high structure similarity but low sequence iden-
tity among them (55) (Fig. 10A). The Hcp proteins are struc-
tural components of the T6SSs, which are translocation
machines that resemble an inverted phage tail, involved in dif-
ferent functions such as antibacterial activity and virulence (66,
67). Interestingly, the T6SSs components, including the Hcp
proteins, are closely related to those of the phages tail, which
work as channels for DNA delivery into bacteria (66, 67). Spe-
cifically, the Hcp proteins form a hexameric ring structure that
stacks in a head-to-tail fashion, forming the tube through which
T6SS effector proteins are either injected from the bacterial
cytoplasm into the prey cell or released to the extracellular
milieu (66 —68). Furthermore, the Hcp proteins can also act as
chaperones that help to the translocation of the T6SS effector
proteins (69). S. Typhimurium possesses a functional T6SS,
which is encoded in SPI-6 (70). Whether HilE has a structural/
chaperone role in this T6SS remains to be determined.

The hilE gene is located in a genomic region that shows char-
acteristics to be acquired by Salmonella (Fig. S2) (38); BLASTp
analysis indicated that the other proteins also encoded in this
Salmonella genomic island do not show homology with any
protein related to the T6SSs. It is tempting to speculate that
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Figure 9. HilE inhibits the DNA-binding activity of HilD. Competitive nonradioactive EMSAs were performed to analyze the effect of HilE on the DNA-
binding activity of HilD. A and B, a 50-pb DNA fragment of hilC, containing a HilD-binding site, was incubated with purified MBP-HilD (0.5 um) and increasing
concentrations (0, 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, and 2.0 um) of purified Trx—His-HilE (A) or Trx—His (B) proteins. C, EMSA was performed to evaluate DNA-binding activity of
HilE. The 50-pb DNA fragment of hilC was incubated with increasing concentrations of purified Trx—His-HilE (0, 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, and 2.0 um). The DNA-protein
complexes are indicated with asterisk and were resolved in a nondenaturing 6% polyacrylamide gel and stained with ethidium bromide.

HilE diverged from an ancestral T6SS or phage Hcp protein.
Thus, our results could illustrate the adaptation of a structural
protein, during the evolution of Salmonella, to act as a regulator
of virulence genes expression.

Experimental procedures
Bacterial strains and growth conditions

Bacterial strains used in this study are listed in Table S1.
Bacterial cultures were grown in LB containing 1% tryptone,
0.5% yeast extract, and 1% NaCl at pH 7.5. When necessary, the
media were supplemented with the following antibiotics: ampi-
cillin (200 wg/ml), streptomycin (100 ug/ml), tetracycline (12
pg/ml), or kanamycin (20 pg/ml). Cultures for the determina-
tion of chloramphenicol acetyltransferase activity (CAT) and
for the LexA-based genetic system assays were performed as we
described previously (12, 28, 50).

Construction of plasmids

Plasmids and primers used in this study are listed in Table S1
and Table S2, respectively. To construct the plasmids pSR658 —
HilD1, pSR658 -HilD2, pSR658 —HilD3, pSR658 —HilD4, and
pSR658 —HilD5, fragments of the hilD gene were amplified
by PCR using the primers pairs HilD-Sacl/HilDexR-PstI, HilD-
Sacl/HilD-130, HilD130-2/HilDexR-Pstl, HilD-Sacl/HilD-
220, and HilD-221/HilDexR-Pstl, respectively. The resulting
PCR products were digested with Sacl and Pstl and cloned into
the vector pSR658 digested with the same restriction enzymes.
To construct the pSR659-HilE1 plasmid, the KilE gene was
amplified by PCR using the primers HilE-Sacl and HilE-
HindIII-3'. The resulting PCR product was digested with Sacl
and HindIII and cloned into the vector pSR659 digested with
the same restriction enzymes. To construct the plasmid
pSR658 —HilD6, the DNA fragment encoding 35 amino acids of
the LZ motif from GCN4 of S. cerevisiae was amplified by PCR
using the primers LZ-F and HilD221LZR and DNA of the
pUT18C-zip plasmid as template. The fragment encoding the
region of HilD from codons 221 to 309 (HilD,,, 5,,) was also
amplified by PCR using the LZ-HilD221F and HilDexR-PstI
primers. Then the LZ and HilD,,;_5,, fragments were fused by
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overlap extension PCR using the LZ-F and HilDexR-PstI prim-
ers. The resulting PCR product was digested with XhoI and PstI
and cloned into the pSR658 vector digested with the same re-
striction enzymes. To construct the pA6—HilE1 and pK6-—
HilE1 plasmids, the /ilE gene was amplified by PCR using the
HilE-Ncol-2 and HilE-His, primers. The resulting PCR prod-
uct was digested with Ncol and HindIII and cloned into the
pMPM-A6() or pMPM-K6() vectors digested with the same
restriction enzymes. To construct the plasmid pET32-HilE
expressing the Trx—His—HIlE fusion protein, the 4ilE gene was
amplified by PCR using the HilE-Ncol-2 and HilE-PUT-
BamHI primers. The resulting PCR product was digested with
Ncol and BamHI and cloned into the pET32b(+) vector
digested with the same restriction enzymes.

HilD dimerization assays

To test dimerization of HilD, the plasmids pSR658, pSR658 —
HilD1, or pSR658-HNS were transformed into the E. coli
SU101 reporter strain for homodimerization assays, which car-
ries the chromosomal sulA—lacZ transcriptional fusion (43, 44).
Likewise, to determine the region of HilD containing the
dimerization domain, the plasmids pSR658, pSR658 —HilD1,
pSR658 —HilD2, pSR658 —HilD3, pSR658 —HilD4, or pSR658 —
HilD5 were transformed into the same reporter strain. Trans-
formants were grown in LB with tetracycline and 1 mm IPTG to
induce expression of LexApgp and LexAppp fusion proteins.
The samples were collected at an A, of 1.0 and used for the
determination of B-gal activity.

To test whether HilE affects the dimerization of HilD, the
E. coli SU101 reporter strain was first transformed with the
plasmids pSR658, pSR658 —HilD1, pSR658 —HNS, or pSR658 —
HilD6 and then transformed with the pMPM—A6() vector or
the pA6—HilE1 plasmid expressing HilE from the arabinose-
inducible promoter. Transformants were grown in LB with tet-
racycline and ampicillin, as well as with 1 mm IPTG to induce
the expression of LexAy and LexA,, fusion proteins and
with 0.1% L-arabinose to induce the expression of HilE. The
samples were collected at an A, of 1.0 and used for the deter-
mination of 3-gal activity.
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Figure 10. Sequence and structure comparison of HilE with Hcp proteins. A, sequence alignment of HilE and five Hcp proteins: Hcp1 of P. aeruginosa
(Hep1-Pa), Hep of A. baumannii (Hcp1-Ab), EvpC of E. tarda (EvpC-Et), T6SSe of Y. pestis (T6SSe-Yp), and Hcp2 of S. Typhimurium (Hcp2-Stm). B, ribbon repre-
sentation of the HilE predicted structure with I-TASSER server, colored by secondary structure: B-strands (blue), a-helix (orange) and loops (gray). C, overlapping
of the HilE predicted structure (blue) with the crystallographic structure of the proteins Hcp1-Pa (PDB code 4KSR) (red), Hcp1-Ab (PDB code 4W64) (green),
EvpC-Et (PDB code 3EAA) (yellow), T6SSe-Yp (PDB code 3V4H) (cyan), and Hcp2-Stm (PDB code 5XEU) (magenta).

HilD-HilE heterodimerization assays

To test the interaction between HilD and HilE, the E. coli
SU202 reporter strain for heterodimerization assays, which
carries the sulA—lacZ transcriptional fusion with a hybrid LexA
operator (43, 44) was first transformed with the plasmids
pSR658, pSR658 —HilD1, pSR658 —HilD2, pSR658 —HilD4, or
pSR658 —HilD5 and then transformed with the pSR659 vector
or the pSR659-HilE1 plasmid. Transformants were grown in LB
with tetracycline and ampicillin and with 1 mm IPTG to induce
expression of LexA 5, and LexA 5, fusion proteins. The sam-
ples were collected at an A, of 1.0 and used for the determi-
nation of 3-gal activity.

B-gal assays

The B-gal assay and protein quantification to calculate
specific activities were performed as previously described
(71).
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CAT assays

The CAT assays and protein quantification to calculate
CAT-specific activities were performed as previously described
(72).

Western blotting

Whole-cell extracts were prepared from bacterial samples
collected at the indicated time points from LB cultures. 10 ug of
each extract were subjected to electrophoresis in SDS-12%
polyacrylamide gels and then transferred to 0.45-um pore size
nitrocellulose membranes (Merck), using a semidry transfer
apparatus (Bio-Rad). The membranes containing the trans-
ferred proteins were blocked in 5% nonfat milk overnight and
then incubated with anti-c-Myc (Sigma, catalog no. M4439) or
anti-His, (Roche, catalog no. 11922416001) monoclonal anti-
bodies at 1:5000 and 1:1000 dilutions, respectively, or with anti-
LexA (Abcam, catalog no. ab14553) or anti-GroEL (Sigma, cat-
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alog no. G6532) polyclonal antibodies at 1:10,000 and 1:100,000
dilutions, respectively. Horseradish peroxidase— conjugated
anti-mouse (Sigma, catalog no. A9044) or anti-rabbit (Rock-
land, catalog no. 611-1302) at a dilution of 1:10,000 were used as
the secondary antibodies. The bands on the blotted membranes
were developed by incubation with the Western Lightning Chemi-
luminescence reagent plus (PerkinElmer) and exposed to Kodak
X-Omat films or Amersham Imager 600 (GE Healthcare).

Expression and purification of MBP-HilD

Expression and purification of MBP—HilD were performed
as we previously described (12).

Expression and purification of Trx-His and Trx—His-HilE

The Trx—His and Trx—His—HIilE proteins were expressed in
E. coli BL21/DE3 carrying the pET32b(+) or pET32—HIlE plas-
mids, respectively, and purified from soluble bacterial extracts
by using Ni-NTA-agarose columns (Qiagen). Bacterial cul-
tures were grown in 250 ml of LB with ampicillin up to an A,
of 0.6, at 37 °C. Then the expression of Trx—His or Trx—His—
HilE was induced by adding 1 mm IPTG, and the cultures were
incubated at 30 °C for 4 h. Bacteria were collected by centrifu-
gation at 4 °C, and the pellets were washed once with ice-cold
binding buffer (5 mm imidazole, 500 mm NaCl, 20 mm Tris-HCI,
pH 8.0) and resuspended in 30 ml of the same buffer. The cells
were lysed with French press, and bacterial debris were
removed by centrifugation at 4 °C. The soluble bacterial
extracts were loaded into Ni-NTA-agarose columns previ-
ously equilibrated with 50 ml of binding buffer. The columns
were washed with 100 ml of binding buffer and then with 100
ml of wash buffer (20 mm imidazole, 500 mm NaCl, 20 mm
Tris-HCI, pH 8.0). The proteins were eluted with elution buffer
(250 mm imidazole, 500 mm NaCl, 20 mm Tris-HCI, pH 8.0).
The collected fractions were analyzed in a 12% SDS-PAGE.
Those fractions containing the purified Trx—His and Trx—His—
HilE proteins were loaded into a Slide-A-Lyzer 7K cassette
(Thermo) and dialyzed at 4 °C in a buffer containing 20 mm
Tris-HCI, pH 8.0, 40 mm KCI, 1 mm EDTA, and 20% (v/v) glyc-
erol. Protein concentration was determined by the Bradford
procedure. Aliquots of the purified Trx—His and Trx—His—HilE
proteins were stored at —70 °C.

Electrophoretic mobility assays

EMSAs were performed using the purified MBP—-HilD, Trx—
His—HilE, or Trx—His proteins and a 50-bp DNA fragment of
hilC containing a binding site of HilD. The 50-bp 4ilC fragment
was generated by annealing the complementary primers
HilCRR-F and HilCRR-R. For this, the primers, each at a final
concentration of 15 uM, were boiled together at 95 °C for 10
min and then slowly cooling to room temperature. Competitive
binding reactions were performed by mixing ~100 ng of
the %ilC fragment with MBP-HilD (0.5 um) and increasing
amounts of Trx—His—HilE or Trx—His (0.3, 0.5, 1.0, 1.5, and 2.0
M), in a total volume of 20 ul of binding buffer containing 100
png/ml BSA, 30 mm HEPES, pH 7.5, 5 mm EDTA, 3 mm DTT,
200 mMm KCl, 25 mm MgCl,, and 5% glycerol. For noncompeti-
tive EMSAs, only increasing amounts of Trx—His—HIilE purified
protein (0.3, 0.5, 1.0, 1.5, and 2.0 uMm) were used. Protein—-DNA
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binding reactions were incubated at 37 °C for 20 min and then
electrophoretically separated in 6% nondenaturing polyacryl-
amide gels in 0.5X Tris borate-EDTA buffer, at room tempera-
ture. The DNA fragments were stained with ethidium bromide
and visualized with an Alpha-Imager UV Transilluminator (Alpha
Innotech Corp.).

HilD stability assays

HilD stability assays were performed as we described previ-
ously (33). The values for HilD—Myc bands were normalized
with respect to those for GroEL bands, and then the relative
percentage of HilD—Myc at each indicated time, with respect to
time 0, was calculated. The half-life time (¢, ,,) of HilD was cal-
culated by one phase decay equation.

Protein secretion analysis

Protein secretion assays were performed as we described pre-
viously (28). The samples were analyzed in a 12% SDS-PAGE
and stained with Coomassie Brilliant Blue R-250.

Gel-filtration assay

The purified protein MBP—HilD was subjected to gel filtra-
tion chromatography analysis by using AKTA-FPLC system
(Superdex 200 HiLoad™ 26/60 column; GE Healthcare Life
Sciences), with a flow rate of 0.5 ml/min and a pressure limit of
0.3 MPa, in a buffer containing 200 mm Tris-HCI, pH 8.0, 150
mwm NaCl at 20 °C. The column was precalibrated by using a
gel filtration molecular weight markers kit (Sigma—Aldrich)
including cytochrome ¢ from horse heart (12.4 kDa), carbonic
anhydrase from bovine erythrocytes (29 kDa), albumin bovine
serum (66 kDa), alcohol dehydrogenase from yeast (150 kDa),
and B-amylase from sweet potato (200 kDa). The relative
molecular mass of MBP-HilD was determined by comparison
to the five-point molecular weight calibration curve.

Pulldown assays

Pulldown assays were performed with purified Trx—His—
HilE or Trx—His fusion proteins and whole-cell extracts from
E. coli SU101 expressing LexApppwe LeXApppw—HilD; 500,
LexApppwi—HilD; 130, LexApppw—HilD; 550, Or LeXAppp—
HilD,,;_50o- To immobilize the bait protein, 15 ug of purified
Trx—His—HIilE or Trx—His were incubated for 1 h at 10 °C with
80 ul of Ni-NTA resin (Qiagen) previously equilibrated with
lysis buffer (50 mm NaH,PO,, 300 mm NaCl, 5 mm imidazole,
pH 8.0) in a 1.5-ml microcentrifuge tube. The resin containing
the immobilized bait protein was washed with 1 ml of wash
buffer (70 mm NaH,PO,, 300 mm NaCl, 35 mm imidazole, pH
8.0) by centrifugation at 4000 X g for 1 min. The supernatant
was carefully removed, and then the resin was incubated for 1 h
at 10 °C with 80 ul of the whole-cell extract containing the
respective prey protein. To remove the unbound proteins, the
resin was washed five times with 1 ml of wash buffer by centrif-
ugation at 4000 X g for 1 min. Finally, the resin was resus-
pended with 20 ul of SDS loading buffer containing 1.5% of
B-mercaptoethanol and boiled for 5 min at 99 °C. After this, the
samples were analyzed by Western blotting.
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HilE controls dimerization and DNA binding of HilD

Sequence alignment and structure prediction of HilE

The sequence of HilE and that of some Hcp proteins were
aligned using the Clustal Omega server (73). The sequence of
HilE was submitted to I-TASSER server for structural modeling
(53, 54), and a final model with a C score of 1.07, a TM score of
0.86, and a root mean square deviation of 2.7 A was selected. All
molecular graphics were done in PyMOL version 1.8 (PyMOL
Molecular Graphics System, version 1.8).

Statistical analysis

Data from CAT and 3-gal assays were analyzed using one-
way analysis of variance with the Tukey’s multiple comparison
test. A p value of < 0.05 was considered significant. This statis-
tical analysis was performed using Prism 6 program version
6.01 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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Table S1. Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid

| Genotype or description

Reference or source

Strains

S. Typhimurium strains

SL1344 Wild type; xyl hisG rpsL; Sm® (1)
14028s Wild type ATCC
JPTM5 AhilD::kan (2)
E. coli K-12 strains
DH5a Laboratory strain Invitrogen
SuU101 Reporter strain of the LexA-

based genetic system for

homodimerization assays; Kan® | (3)
SU202 Reporter strain of the LexA-

based genetic system for

heterodimerization assays; Kan® | (3)
BL21/DE3 Strain for expression of

recombinant protein Invitrogen
MC4100 Cloning strain (4)
Plasmids
pSR658 Vector expressing LexApgpw: for

homodimerization assays; Tc® (5)
pSR658-HilD1 pSR658 derivative expressing

LexApgowi-HilD1.00; TCY This study
pPSR658-HilD2 pSR658 derivative expressing

LexApgpwi-HilD1.130; TcR This study
pSR658-HilD3 pSR658 derivative expressing

LexApgpwi-HilD1so.300; TCR This study
pSR658-HilD4 pSR658 derivative expressing

the LexApgpw-HilD120; Tc® This study
pSR658-HilD5 pSR658 derivative expressing

the LexApgpwi-HilD2s1.300; TCT This study
pSR658-HilD6 pSR658 derivative expressing

the LeXADBDwt-LZ'HiIDzzl.gog;

TcR This study
pSR658-HNS pSR658 derivative expressing

LexApgpw-H-NS; TcR (6)
pSR659 Vector expressing LexApgpmy: for

heterodimerization assays; Ap" (5)
pSR659-HilE1 pSR659 derivative expressing

the LexApgpmu-HilE fusion; Ap® | This study
pMAL-c2x Expressing vector for

constructing Maltose binding

protein (MBP) fusions, lac

promoter; Ap" New England Biolabs
pMAL-HilD1 pPMAL-c2x derivative expressing

MBP-HilD fusion protein; Ap® | (2)
pPMPM-AGQ Cloning vector p15A derivative

low-copy-number, ara promoter;

Ap* )
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pAG6-HIIEL

pMPM-ABQ derivative
expressing HilE; Ap®

This study

PMPM-K6Q

Cloning vector p15A derivative
low-copy-number, ara promoter;
Kan®

()

pK6-HIlE1

pMPM-K6Q derivative
expressing HilE; Kan®

This study

pUT18C-zip

Vector expressing 35 amino
acids of the leucine zipper motif
from GCN4 fused in frame with
the T18 fragment of CyA; Ap®

Euromedex

PET32b(+)

Expressing vector for
constructing Thioredoxin (Trx)
fusions, T7 promoter; Ap"

Novagen

PET32-HilE

pET32b(+) derivative expressing
Trx-HilE; Ap®

This study

pBAD-HilD1

pBADMycHis derivative
expressing HilD-MycHis; Ap®

(6)

philA-catl

pKK232-8 derivative expressing
a hilA-cat transcriptional

fusion from nucleotides - 410 to
+ 446

)

ApF, ampicillin resistance; Sm” streptomycin resistance; Kan", kanamycin resistance; Tc", tetracycline

resistance.

S-3




Table S2. Primers used in this study

Primer Sequence (5°-3) Target gene | RE
HilD-Sacl GAT GAG CTC GAA AAT GTAACCTTT GTA

AGT AAT AG hilD Sacl
HilDexR-Pstl TCC CTG CAG AAC AAT GAT ATT GAATAG C hilD Pstl
HilD130-5’ CCC ACA GAG CTC GCG CAG AAG ATCTTC

TAT ACG hilD Sacl
HilD-130 ATA GAACTG CAG TTACGCTTT CTC TGT

GGG TAC CG hilD Pstl
HilD-220 AAG CTT CTG CAG TTA ACT GGG TGA CGA

AGA TAT AAT G hilD Pstl
HilD-221 TCG TCA GAG CTC AGA CAG TGG AAG CTT

ACG GAT G hilD Sacl
LZ-F GTA CTC GAG CAG CGT ATG AAA CAG

CTGGAAG gcn4* Xhol
LZ-HilD221F GAA AAA ACT GGT GGG TGA ACG TAG ACA

GTG GAA GCT TAC GGA TG gcnd*
HilD221LZR CAT CCG TAAGCT TCC ACT GTCTACGTT CAC

CCACCAGTTTTTTC hilD
HilE-Sacl GGG GAG CTC GAC GCC ATC TAT TTA AAA

CTGG hilE Sacl
HilE- Hindll1-3” TCC GCAAGCTTGTTT TGT CC hilE HindllI
HilE-Ncol-2 GAG GGG CCATGG ACGCCATCT ATT TAA

AAC TGG hilE Ncol
HIlE-His6 CCC AAG CTT TCC TCA ATG ATG ATG ATG

ATG ATG TCG CCACAG CGCCTG TCG G hilE HindllI
HIlE-PUT-BamHI ATA ACG GAT CCG AGG GCC ACG CGT TAT

CGC hilE BamHI
HIICRR-F GGAATG TAATTATTG GCT ATA ATA ATA

AAA AAATCG GAT TTA AAT CATCT hilC
HIICRR-R GAG ATGATT TAAATCCGATTT TTT TAT TAT

TAT AGC CAATAATTACATTC hilC

RE, restriction enzyme for which a site was generated in the primer. Underlined letters indicate the

respective restriction-enzyme site in the primer. * gcn4 carried by pUT18C-zip (Table 1).
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MBP-HilD
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Figure S1. Gel filtration chromatography of MBP-HilD. Chromatogram showing the elution profile of
MBP-HilID, fractionated on a Superdex 200 column (HiLoad™ 16/60), in a buffer containing 200 mM
Tris—HCI pH 8.0 and 150 mM NaCl. On the right, a five-point calibration curve was performed using the
Gel Filtration Molecular Weight Markers Kit (Sigma-Aldrich). The arrow indicates the relative molecular
mass of MBP-HilD calculated by comparison with the five-point calibration curve.
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E. coliMG1655

uxuR pr _---iraD hypT

S. Typhimurium SL1344

uxuR trpS2  SL1344_4439 hilE SL1344_4441  hypT

% G+C 54.6 52.9 33.3 49.2 55.6 52.3

S. bongori NCTC 12419

) — ) ——

uxuR trpS2 hilE SGB3926 hypT

Figure S2. The hilE gene is located in a genomic island of S. Typhimurium and S. bongori that is
absent in E. coli K-12. Schematic view of the DNA region between the uxuR and hypT ancestral genes in
E. coli K-12 MG1655, S. Typhimurium SL1344 and S. bongori NCTC 12419. The hilE gene is present in
S. Typhimurium and S. bongori, but not in E. coli K-12. The trpS2, SL1344 4438 and SL1344 4431
genes encode for a tryptophanyl-tRNA systethase, a hypothetical protein and a putative aspartate-
racemase, respectively. The G + C content for each of the S. Typhimurium SL1344 genes is shown.
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