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1 RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria ambiental y un importante
patdbgeno oportunista. Los genes que codifican para los factores de virulencia
estan regulados a nivel de transcripcion por la respuesta de deteccion de quérum.
En esta respuesta, el regulador LasR junto con el autoinductor 3-oxo-dodecanoil
homoserina-lactona (30C12-HSL) activa la transcripcién de genes que codifican
para factores de virulencia y este mismo complejo activa la transcripcion del
segundo sistema de regulacion de quorum, por activar al segundo regulador
transcripcional RhIR, y la sintasa Rhll, quien produce el autoinductor de butanoil-
homoserina lactona (C4-HSL) que interactia con RhIR. Los genes activados por
RhIR / C4-HSL incluyen aquellos implicados en la producciéon de ramnolipidos
(como el operdn rhlAB) y lecA, que codifica la lectina PA-IL; entre otros. La
especificidad de unién de estos reguladores al DNA en regiones denominadas
cajas las no se ha determinado claramente, asi que el objetivo de este trabajo es
contribuir a su comprension. Por lo tanto, analizamos la interaccion de LasR/3-O-
C12-HSL y RhIR/C4-HSL a la caja las de rhlA y sus variantes que se construyeron
con base en la comparacion de la secuencia de esta caja con la caja de lecA.
Concluimos que la especificidad de union a DNA de LasR y RhIR es un fenémeno
multifactorial complejo en el que estan implicados tanto efectos positivos como
negativos, y que la union de estas proteinas no necesariamente da como

resultado la activacion de genes.



2 ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an environmental bacterium and an important
opportunistic pathogen. The genes coding for virulence-associated traits are
regulated at the level of transcription by the quorum-sensing response. In this
response the regulator LasR coupled with the autoinducer 3-oxo-dodecanoyl
homoserine-lactone (30-C12-HSL) activates transcription of genes for several
virulence-factors. LasR/30-C12-HSL also activates transcription of the genes
coding for a second transcriptional regulator RhIR, and of rhll, that encodes for the
synthase that produces the autoinducer butanoyl-homoserine lactone (C4-HSL),
that interacts with RhIR. Genes activated by RhIR/C4-HSL include those involved
in rhamnolipids production (like the rhIAB operon) and lecA, coding for PA-IL lectin.
The molecular basis of LasR/30-C12-HSL and RhIR/C4-HSL DNA-binding
specificity (at the so called las-boxes), has not been clearly determined, and the
aim of this work is to contribute to its understanding. Therefore, we analyzed the
interaction of LasR and RhIR to variants of the rhlA las-box that were constructed
based on the comparison of this las-box to the las-box of lecA. We conclude that
LasR and RhIR DNA-binding specificity is a complex multifactorial phenomenon in
which both positive and negative effects are involved, and that binding of these

proteins does not necessarily results in gene activation.



3 LISTA DE FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Factores de Virulencia en P. aeruginosa. Imagen que muestra los
diferentes factores de virulencia que produce Pseudomonas aeruginosa y los
sistemas de secrecion involucrados. Imagen modificada de Stephen P. Diggle
2020.

Figura 2 Modelo de activacion de la respuesta sensora de quérum. Conforme la
bacteria se va duplicando, el autoinductor se sintetiza y acumula hasta una cierta
concentracion y es cuando interactia con una proteina y juntos regulan la
expresion genética de la luz. Modificado de Soberén Chavez 2003.

Figura 3 Modelo de activacion de la respuesta sensora de quérum de Vibrio fisheri.
A una densidad celular baja, la expresion de luxl es basal y los niveles de OHHL
dentro y fuera de la célula es también baja; pero cuando aumenta la densidad
celular también aumenta OHHL y este se une al regulador LuxR, este complejo
promueve la transcripcion de luxl como también los genes de luciferasa.
Modificado de Soberén Chavez 2003.

Figura 4. Representacion del sistema LasRIl. El regulador LasR se une al
autoinductor C12- HSL y juntos activan la expresion de los genes lasl y rsal y a su
vez Rsal reprime la expresion del gen lasl, regulando la expresion del
autoinductor.

Figura 5. Representacion del sistema RhIRI. El sistema LasRI activa la expresion
de RhIR y a la sintasa Rhll que produce el autoinductor C4-HSL y juntos
Regulador-Autoinductor activa la expresion el operén de rhlIABR.

Figura 6. Representacion del sistema PQS El sistema LasRI activa la expresion
del regulador PgsR y PqsH, este ultimo convierte la molécula de HHQ a PQS, a su
vez PQS unido a PgsR activa la expresion del operon pgsABCDE responsable de
sintetizar HHQ y phnAB.

Figura 7. Modelo de activacion de la respuesta sensora de quérum en P.
aeruginosa. Garcia-Reyes, S et. al. 2020. P. aeruginosa tiene 3 sistemas
dependientes de la densidad celular, dos de ellos son dependientes de moléculas
tipo homoserin lactona y otra de naturaleza de quinolona. El primer sistema LasRI
encabeza la cascada de regulacion que en presencia del autoinductor regulan los
otros dos sistemas, ademas de regular diferentes factores de virulencia como
proteasas y elastasa. El segundo sistema RhIRI regula al tercer sistema de PQS
por activar el regulador PgsR y reprime el gen pgsH, ademas es responsable de
produccion de ramnolipidos, piocianina, entre otros; y el sistema PqsR/pgs regula
la produccion de piocianina y cianuro de hidrogeno entre otros.



Fig. 8 Modelo de recombinacibn homodloga para obtener las fusiones en el
cromosoma de E. coli. Los genes flanquentes lacZY y el gene de kanamicina se
recombinan y el promotor de rhlA se sustituye por el gen cat (cloranfenicol) en la
cepa Te2680.

Fig. 9 Modelo del promotor artificial Modelo para medir la unién de las proteinas
reguladoras de la respuesta sensora de quérum de Pseudomonas aeruginosa a
distintas cajas las, en el fondo genético de E. coli.
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LasR/RhIR



4 INTRODUCCION.
4.1 Generalidades

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es una bacteria Gram-negativa
gue pertenece a la clase y-proteobacteria, es un microorganismo considerado
ubicuo y altamente adaptable que puede colonizar ecosistemas terrestres y
acuaticos; se llega a encontrar en sedimentos, campos petroleros o asociada a
plantas y sus rizésferas, en animales incluyendo en humanos (1,2) P. aeruginosa
es capaz de metabolizar un amplio rango de compuestos organicos como fuente
de alimento, respirar bajo condiciones anaerdbicas y aeroObicas, metabolizar
antibidticos, detergentes, metales pesados y solventes (3) esta versatilidad le
permite colonizar nichos ecologicos, donde los nutrientes son escasos para otro
tipo de microorganismos. P. aeruginosa es un modelo de estudio que ofrece varias
areas de investigacion como el biotecnolégico en el area de biorremediacion, el

médico, por ser una bacteria con una alta incidencia nosocomial (4).

P. aeruginosa es un patdégeno oportunista de humanos y de otros
organismos incluyendo plantas, nematodos, insectos, peces y mamiferos (5,6). En
humanos sanos podemos encontrarlo formando parte de la biota normal, se aisla
de la piel, la mucosa nasal, heces y garganta; sin embargo, en personas
inmunosuprimidas, como pacientes con cancer, trasplantados, infectados con VIH,
personas quemadas, o pacientes en cuidados intensivos, genera serios procesos,
infecciosos (7,8). Es el principal causante de muerte en pacientes con fibrosis
guistica (FQ), padecimiento que es mas frecuente en la poblacién caucasica. La

enfermedad es causada por una mutacion en el gene cftR involucrado en el



transporte de ion cloro hacia el exterior de la membrana celular. La ausencia de
esta proteina conduce a la disminucién en la funcion del epitelio reduciendo el

transporte de electrolitos y la funcion secretora del pulmon (9).

4.2 Genoma de P. aeruginosa

El primer genoma secuenciado y liberado de P. aeruginosa (PAO1) fue en
el aflo 2000, pertenece a un aislado proveniente de una otitis y es la cepa de
referencia mas utilizada en los trabajos de investigacion. Su gran versatilidad
radica en la diversidad funcional de su genoma (6.3 Mpb), el cual contiene
significativamente mas familias de genes de distinto origen que otros genomas
comparables en tamafio como Eschericha coli, Bacillus subtilis y Mycobacterium
tuberculosis (10), tiene un alto contenido de G-C (66%) y cerca de 6,200 marcos
de lectura abierta (ORFs). De estos, el 32% no tienen homologia con proteinas
reportadas. Cerca del 9.4% son genes que participan en la regulacion de su
genoma, la mayoria de ellos son factores transcripcionales y genes que codifican
proteinas reguladoras; aunado a esto se cree que el 6% del genoma de P.
aeruginosa esta regulado por una respuesta colectiva rapida y eficaz para la
colonizacion del huésped. Hasta la fecha se han secuenciado 9454 (www.
Pseudomonas.com) aislamientos de P. aeruginosa completos o parciales y la
disponibilidad y andlisis de esta informacién ha permitido saber que el genoma
central “Core” esta representado por el 90% del genoma total y en este porcentaje
se encuentran los genes que codifican para los factores de virulencia. Esta
informacion también ha permitido saber que, independiente de donde se aislé las

cepas, todas son capaces de ser patdgenas (11). El otro 10% del genoma total



pertenece al genoma accesorio donde se llegan a encontrar islas de
patogenicidad, en estas islas se encuentran elementos integrativos, conjugativos y
profagos y secuencias de insercion e integrones (12,13). En esta bacteria se
conocen dos islas de patogenicidad que tiene P. aeruginosa llamadas PAPI-1 y
PAPI.2 que codifican para determinantes de virulencia, esenciales en la infeccién
de modelos animales y plantas; particularmente en la isla PAPI-2 se encuentra el
gene que codifica para la citotoxina ExoU, una proteina efectora asociada a la

virulencia (13).

4.3 Factores de Virulencia

P. aeruginosa posee diferentes factores de virulencia que son estructuras o
mecanismos que contribuyen a la infeccion y colonizacion por parte de un
patdgeno a su huésped; ejemplos de estos son las capsulas, flagelos, sistemas de
secrecion, la proteasa alcalina, elastasas, piocianina, ramnolipidos, lectinas,
fosfolipasa C, sideroforos, entre otros. Generalmente los factores de virulencia se
clasifican en tres: factores asociados a la célula, factores extracelulares y factores
de virulencia secretados (14).

Los factores asociados a la célula son las estructuras que permiten tener
contacto con el huésped. P. aeruginosa utiliza adhesinas como el flagelo, el pili
tipo IV, el alginato, el lipolisacarido (LPS) y las lectinas; que en conjunto permiten
anclar a P. aeruginosa al epitelio del huésped (14). El alginato es un
exopolisacarido lineal compuesto por &cido manurénico y glucorénico, es

producido particularmente por aislados clinicos mucoides (15), En el caso del



lipopolisacarido (LPS), éste es un glicolipido complejo y es el principal
componente en membranas de las bacterias Gram negativas. Las cadenas del
polisacérido o antigeno O, se utilizan para la identificacion de los 20 serotipos
existentes en P. aeruginosa (16). En el caso de las lectinas, son proteinas que
reconocen y se unen, de manera reversible, a carbohidratos especificos. P.
aeruginosa tiene dos lectinas, LecA y LecB, las cuales se unen a galactosa y
fucosa respectivamente; ambas sirven como adhesinas e inhiben los movimientos
ciliares del epitelio pulmonar (17,18).

Los factores de virulencia extracelulares son proteinas bacterianas, los
cuales estan en la superficie de las células, o pueden ser secretadas en el espacio
extracelular, o ser inyectadas en el citosol de la célula huésped. Para llevar a cabo
esto ultimo, se requiere de un sistema de secrecion (SS), en P. aeruginosa se han
identificado cinco tipos; tres de ellos se conoce su funcionamiento. El sistema de
secrecion tipo | (SSTI) esta involucrado en la secrecion de la proteasa alcalina
AprA, la cual es una metalproteasa que esta involucrada en la hidrolisis de la
fibrina y el fibrinbgeno lo que origina un dafio tisular (19). Los factores secretados
por el sistema de secrecion tipo Il (SST2) son la exotoxina A 0 ToxA, las elastasas
LasA y elastasa B, la fosfolipasa C hemolitica proteasa IV, lipasa LipC y la
fosfatasa alcalina o pho A entre otras (19,20). El sistema de secrecién tipo llI
(SST3) es el mas conocido que utiliza P. aeruginosa para inyectar toxinas,
llamadas efectores dentro del citosol de las células huésped. Es necesario el
contacto célula-célula para que sean translocados los efectores del citosol

bacteriano hasta el citosol de la célula eucarionte y esto se logra gracias a una
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estructura que asemeja a una jeringa y que es conocida como inyectisoma
(20,21).

La presencia de los genes que codifican para estos efectores varia de un
aislado a otro, pero la presencia de ExoU y ExoS es mutuamente excluyente.
ExoS solo esta presente en las cepas PAOL1 y LESB58 y ExoU solo se encuentra
en la cepa PAl14. ExoT y ExoY estan presentes en las cepas PAO, PA14 y LESB
(22). La cepa PA7, un aislado clinico, no secreta ningun efector ya que carece
completamente del SST3 (22,23). El sistema de secrecién tipo V (SSV) que esta
involucrado en autotransportador y recientemente se describié el sistema de
secrecion tipo VI (SSVI) que se ha propuesto que puede ser usado en procesos de
competencia intra-especie (22). Fig. 1

Otros factores de virulencia extracelulares que produce Pseudomonas son:
ramnolipidos, piocianina, cianuro y sideroforos. Los ramnolipidos son glicolipidos
gue estan conformados por una o dos moléculas de ramnosa unidos a lipido.
Dentro de sus funciones esta degradar los fosfolipidos del surfactante pulmonar
(24) y es vital para la invasion del epitelio respiratorio y el establecimiento de la
infeccion (25,26). La piocianina (PCN) es un metabolito secundario con actividad
oxido-reductora y responsable de la coloraciéon azul, caracteristico de los
aislamientos de P. aeruginosa (27). Se le han asignado funciones tales como la de
inhibir la respiracion celular, la funcion ciliar, induccion de apoptosis de neutrofilos,
disminucion de la produccion de quimiocinas, prostaglandinas, oxidacion del
glutation disminuyendo su concentracion intracelular e inactivando la catalasa (27).
El cianuro es otro metabolito secretado por esta bacteria, es el responsable de la

muerte de organismos eucariontes como Caenorhabditis elegans (C. elegans) y se
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ha sugerido que es el responsable de la destruccion de tejidos en pacientes con
heridas infectadas (28). La sintesis de este compuesto se lleva a cabo por la
descarboxilacion oxidativa de la glicina por la HCN sintasa codificada por el
operén hcnABC. Una vez sintetizada, el HCN difunde rapidamente y actua a nivel
del citocromo C oxidasa, resultando en una disminucion en la produccién de ATP
(28,29), Sin embargo, P. aeruginosa para contender con el cianuro Otro factor de
virulencia que produce P. aeruginosa y que esta involucrado en la capacidad de
competir por hierro, elemento importante para el crecimiento y desarrollo de las
bacterias, pero poco disponible en la naturaleza son los sideroforos. P. aeruginosa
cuenta con dos: la pioverdina, un pigmento verde-amarillo-fluorescente y la
piochelina. Ambos pigmentos se producen en deprivacion de hierro; y su funcion
es quelar el hierro del ambiente e interanalizarlo de nuevo en la bacteria a través
de receptores especificos en la membrana tales como Fpva y dependientes de la
proteina TonB (30). En cuanto a su papel en la virulencia se ha demostrado que
mutantes en los genes de la biosintesis de pioverdina o en los receptores no son
virulentas en modelos animales y son importantes en el establecimiento de

biopeliculas (31). Fig. 1
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Figura 1. Factores de Virulencia en P. aeruginosa. Imagen que muestra los diferentes factores de
virulencia que produce Pseudomonas aeruginosa y los sistemas de secrecion involucrados.
Imagen modificada de Stephen P. Diggle 2020192

4.4 Respuesta sensora de quérum (RSQ)

El éxito de la colonizacion y establecimiento de esta bacteria en diferentes
nichos es su capacidad que tienen las células de comunicarse. El lenguaje
utilizado en esta comunicacion consiste en pequefias moléculas difusibles
producidas por la bacteria llamadas autoinductores (Als) que son las responsables
gue una poblaciéon bacteriana regule su comportamiento. A este tipo de
comunicacion se le acufi6 el término de Quérum Sensing (32,33) y se describio por
primera vez en las bacterias marinas Vibrio fischeri (34) y Vibrio harveyi (35),
ambas simbiontes de los 6rganos luminosos de algunos peces pifia (Monocentris
japonica y Cleidopus gloriamaris) (36), en ambas bacterias se estudiaba la
produccion de la enzima luciferasa, la cual tiene como finalidad emitir luz (37). De

manera general la respuesta sensora de quérum (RSQ) se lleva a cabo a lo largo
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de la curva de crecimiento, conforme se va duplicando la bacteria, se sintetiza el
autoinductor que se va acumulando hasta alcanzar una concentracion critica, y es
cuando interactian con factores transcripcionales especificos, permitiendo asi
detectar la densidad celular de la poblacién circundante y responder
coordinadamente modificando el patrén de expresion genética ya sea activando o
reprimiendo genes (38). Dicho de otra manera, para que se lleve a cabo la
regulaciébn genética via respuesta sensora de quorum se necesita, dos
componentes, una enzima que sintetice el autoinductor hasta una cierta
concentracion y una proteina que detecte, interactie con el autoinductor, y

responda. Fig. 2
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Figura 2 Modelo de activacién de la respuesta sensora de quérum. Conforme la bacteria se va
duplicando, el autoinductor se sintetiza y acumula hasta una cierta concentracion y es cuando
interactla con una proteina y juntos regulan la expresién genética de la luz. Modificado de Soberén
Chavez 2003 ¥

Se conoce en la actualidad diferentes sefiales de comunicacion bacteriana,
tanto en bacterias Gram positivas como en Gram negativas, la naturaleza de estas
sefiales varia, cominmente en Gram positivas encontramos aminoacidos y
péptidos cortos, mientras los del tipo acilados de homoserin lactonas, quinolonas o
furanosil borato di éster se encuentran en bacterias Gram negativas. En la tabla

uno se muestra diferentes ejemplos de estas sefiales (39). Tabla 1.
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Tabla 1. Sefales de comunicacién en bacterias

Seiial Estructura Organismo
Gram-negativos o} o
A NI) Vibrio fischeri (n=1, R=H)
N-acil homoserin WI Agrobacterium
lactonas (AHL) H tumefaciens (n=2, R=0)
Pseudomonas aeruginosa
g™ 0 Lo Vibrio harveyi (A)
. HO OH 10rio narveyl
Familia Al- HO } é CHs HD:E o Salmonella
HO 0 Typhimurium (B)
(A) (B)
. oH O
Metil ester PP Y . :
4cido o Ralstonia solanacearum
hidroxi-
8]
B ) OH
de Pseudomonas +
(PQS)
M Xanthomonas
OH  campestris
Stenotrophomonas
Familia DSF

A~~~ Burkholderia
\/L/\/\/\/\/\].JL
oi  Xylella fastidiosa

Gram-positivos

OH
v- butriolactonas Gm\/\)\ Streptomyces griseus

o o

Tabla 1. Estructuras quimicas de diversas sefiales de comunicacion bacteriana. Modificado de He y
Zhang, 2008 (39)
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4.5 Respuesta sensora de quérum en Vibrio fischeri.

Como ya se menciond la produccion de bioluminiscencia esté regulada por
la RSQ y fue descrita inicialmente en la bacteria marina Vibrio fischeri. Esta
bacteria puede vivir como simbionte en 6rganos especiales de algunos peces o
calamares, llega alcanzar una alta densidad celular, cerca de 10'° a 0! células /ml
y es a esta concentracion que se induce la produccién de luz por la actividad de la
enzima luciferasa, esto le confiere cierta proteccion a su huésped contra
depredadores al eliminar su sombra creada por la luz de la luna (33,34,35). El
sistema de QS en Vibrio fisheri requiere dos componentes; el regulador
transcripcional LuxR y la sintasa de la molécula seial Luxl, de alli que se le
denomina a este sistema (LuxR/Luxl) (40). Estos genes estan dispuestos en
unidades transcripcionales divergentes y separadas por una region intergenica
regulatoria de 218 pares de bases: el gen IluxR que codifica para el activador
transcripcional LuxR y el gene luxl, que da origen a la sintasa del autoinductor,
llamado N-(3-oxo-hexanoil)-L-homoserin lactona (OHHL). El activador LuxR, es un
polipéptido de 250 aminoacidos que tiene dos dominios, el N-terminal,
responsable de la union del autoinductor OHHL y el C-terminal, requerido para la
unién al DNA a través de un motivo H-T-H (hélix-turn-hélix) (40,41). Cuando la
densidad celular de V. fisheri es baja, el gene luxl se expresa a niveles basales y
la activacion de LuUxR es poca, pero cuando la densidad poblacional aumenta, la
concentracion del autoinductor también, en un orden de 10nM y esta cantidad es
suficiente para alcanzar los niveles necesarios para activar la transcripcion del

operon lux mediante la unibn de OHHL a LuxR; dicha activacion implica la
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dimerizacién y la exposicion del dominio H-T-H que se unen a una secuencia
especifica de 20 pb denominada caja Ilux, con la secuencia 5-
ACCTGTAGGATCGTACAGGT-3’, centrada a —40 pb del inicio de la transcripcion
de luxl. EI complejo LuxR/OHHL unido a la caja lux interacciona con la RNA
polimerasa (RNA-P) y activa la transcripcion del operon luxiICDABEG (41,42) Este
mecanismo de autoinduccién permite la induccion transcripcional del operén que
codifica tanto funciones de bioluminiscencia, como de sintesis de OHHL llevando a
una produccion continua de luz (Fig 3). Cuando la concentracion del autoinductor
es muy alta, LuxR reprime la transcripcion de su propio gene, lo cual provee de
una autolimitacion al sistema, ya que se requiere de una cantidad de energia
considerable para la produccion de bioluminiscencia que no es conveniente gastar
si no se encuentran condiciones adecuadas (42). Este sistema "sensor de
guérum” sélo depende de la densidad celular y no de la composicién del medio de
cultivo, por lo que se sugiere que se expresa siempre que se alcanza una elevada

densidad de bacterias (38).
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Figura 3 Modelo de activacién de la respuesta sensora de quérum de Vibrio fisheri. A una

densidad celular baja, la expresion de luxl es basal y los niveles de OHHL dentro y fuera de la
célula es también baja; pero cuando aumenta la densidad celular también aumenta OHHL y este
se une al regulador LuxR, este complejo promueve la transcripcion de luxl como también los genes
de luciferasa. Modificado de Soberén Chavez 2003. (38)

Este tipo de comunicacion bacteriana, tipo LuxR/Luxl se encuentra

distribuido en diferentes grupos bacterianos, cada especie presenta su propia

sefal y controla diversos fenotipos (43,44). Ejemplos de esto, se encuentran en la

Tabla 2.

Tabla 2. Ejemplos de sistemas de QS en bacterias (Williams P, 2007) (92

Organismo
Aeromonas hydrophila

Aeromonas salmonicida
Agrobacterium tumefaciens
Agrobacterium vitiae

Burkholderia cenocepacia

Burkholderia pseudomallei

AHLs
C4-HSL, C6-HSL

C4-HSL, C6-HSL
3-Oxo0-C8-HSL

C14:1-HSL, 3-ox0-C16:1-HSL
C6-HSL, C8-HSL

C8-HSL, C10-HSL, 3-hydroxy-

C8-HSL, 3-hydroxy-C10-HSL,
3-hydroxy-C14-HSL.

Fenoétipo

Biofilms, exoproteasas,
virulencia
Exoproteasas

Conjugacién

Virulencia

Exoenzimas, formacion de
biofilm, swarming,

sideroforos, virulencia.
Virulencia, exoproteasas
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Burkholderia mallei
Chromobacterium violaceum
Erwinia carotovora

Pantoea (Erwinia) stewartii
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aureofaciens

Pseudomonas chlororaphis

Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas syringae

Rhizobium leguminosarum bov.

viciae

Rhodobacter sphaeroides

Serratia liquefaciens MG1

Sinorhizobium meliloti

Vibrio fischeri

C8-HSL, C10-HSL
C6-HSL
3-Oxo0-C6-HSL

3-Oxo0-C6-HSL

C4-HSL,; C6-HSL, 3-oxo0-C12-
HSL

C6-HSL

C6-HSL

3-Ox0-C10-HSL, 3-oxo0-C12-
HSL

3-Ox0-C10-HSL
3-Oxo0-C6-HSL

C14:1-HSL, C6-HSL, C7-HSL,
C8-HSL, 3-ox0-C8-HSL, 3-
hydroxy-C8-HSL

7-cis-C14-HSL

C4-HSL, C6-HSL

C8-HSL, C12-HSL, 3-ox0-C14-
HSL, 3-oxo0-C16:1-HSL, C16:1-

HSL, C18-HSL
3-Oxo0-C6-HSL

Virulencia

Exoenzimas, pigmentos
Carbapenem, exoenzimas,
virulencia
Exopolisacaridos
Exoenzimas, exotoxinas,
proteinas de secrecion,
biofilms, swarming,
metabolitos secundarios,
virulencia.

Fenazinas, proteasas,
agregacion, colonizacién en la
raiz.
Fenazina-1-carboxamide

Biofilm

Mupirocina
Exopolisacaridos, swimming
virulencia.
Nodulacién/Simbiosis,
transferencia de plasmidos,
inhibicién de crecimiento.

Agregacion

Exoproteasas, biofilm
biosurfactantes

Eficiencia de nodulaciéon
simbiosis, exopolisacaridos.

Bioluminescencia

4.6 Respuesta sensora de quérum en P. aeruginosa.

En P. aeruginosa varios factores de virulencia estan regulados por una
respuesta sensora de quérum similar a la de V. fischeri (45). Dicha respuesta es
mucho mas compleja que en V. fischeri, no solo por los multiples genes
involucrados, sino también porque esta respuesta es modulada por factores

medioambientales (46). En Pseudomonas aeruginosa existen dos sistemas
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homologos al sistema LuxR/ Luxl de V. fisheri; y un tercer sistema que utiliza la 2-
alquil- 4-quinolona como sefial y se denominado PQS (Pseudomonas Quinolone
Signal) (47) y su mecanismo es similar; cuando la concentracién de los Als
alcanzan concentraciones umbrales dentro de la célula, estos forman un complejo
funcional con su respectivo regulador transcripcional, el complejo se une
especificamente a secuencias del promotor de los genes regulados por cada
sistema de QSR, referidas como cajas las (47), estos tres sistemas regulan la
expresion genética del 6% del genoma de P. aeruginosa (48). A continuacién, se

describe cada sistema.

4.7 Sistema LasRI

El primer sistema de QS que fue descrito en P. aeruginosa, fue el conocido
como lasRI, estd conformado por el regulador LasR y la sintasa Lasl que da
origen al autoinductor N-(3-oxododecanoil)-L-homoserin-lactona (3-O-C12-HSL);
juntos son capaces de unirse a secuencias llamadas cajas las y activar la
transcripcion de los genes que codifican para la elastasa B (49,50), hemolisinas
(fosfolipasa C), la exotoxina A y las sintasas Lasl y Rhll (51), esta ultima
responsable de la sintesis del segundo autoinductor N- butiril-L-homoserin-
lactona (C4-HSL) (52), ademas también activa a los reguladores RhIR (53) y PgsR
(54) y a pgsH (55), responsable en convertir a HHQ en PQS. Este sistema es
activado por el regulador Vfr un homélogo de Crp, en E. coli

(56,57). Fig. 4

21



Sistema LasR @R e

I

N
—‘ lasR ! rsal
4 .

Figura 4. Representacion del sistema LasRI. El regulador LasR se une al autoinductor C12- HSL y
juntos activan la expresion de los genes lasl y rsal y a su vez Rsal reprime la expresion del gen
lasl, regulando la expresién del autoinductor.

. El sistema las es regulado negativamente por la proteina Rsal, la cual se
une a la region promotora de lasl reprimiendo su expresion (58). Los genes lasl y
rsaL son transcritos de forma divergente y ambos son regulados por LasR/3-O-
C12-HSL; RsaL y LasR no compiten por el mismo sitio de unién, pero ocupan
regiones adyacentes y cuando ambos reguladores se unen al promotor, la
actividad represora de Rsal es dominante sobre la activacion de LasR. Se conoce
gue RsaL controla cerca de 130 genes y reprime de forma independiente a su
efecto sobre lasl, otros genes que son activados por los sistemas Las y RhIR, se
ha encontrado que mutantes en el gene rsalL generan un fenotipo hipervirulento en
el modelo de Galleria mellonella y un incremento en la motilidad y la produccién de

factores de virulencia (59).
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4.8 Sistema RhIRI

El nombre acufiado al sistema rhiRl es debido a la regulacién en la
produccion de los ramnolipidos, estd formado por el activador transcripcional
RhIR y la sintasa Rhll (C4-HSL) (60). Cuando el autoinductor interactua
con RhIR se une e interacciona con secuencias las y regulan
diferentes genes de virulencia; como son, la produccion de
ramnolipidos (60), elastasa (61), piocianina (62), HCN (63), lectinas,
a su vez este complejo es capaz de regular al sistema PQS y lo
puede hacer tanto negativamente reprimiendo al regulador pqgsR

como positivamente al activar al operon pqsABCDE (64,65). Fig 5

! Sistema RhIR [ ... ca

Figura 5. Representacion del sistema RhIRI. El sistema LasRI activa la expresion de RhIR y a la
sintasa Rhll que produce el autoinductor C4-HSL y juntos Regulador-Autoinductor activa la
expresion el operon de rhlABR.
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4.9 Sistema PQS

El sistema PQS (Pseudomonas Quinolone Signal) se reportd inicialmente
con experimentos donde se adicionaban extractos producidos por la cepa silvestre
P. aeruginosa PAQOL1 al cultivo de la cepa mutante en el gene lasR y se observd
que sbélo se expresd el gen lasB en presencia del sistema funcional de rhiR
(66,67), por otra parte, un andlisis de microarreglos se 6bservo que el sistema
PQS regulan 141 genes (68). La sefal 2-heptil-3hidroxi-4-quinolona mejor
conocida como PQS esta codificada por dos operones: pgqsABCDE, phnB vy el
gene pgsH (69). El operén pgsABCDE da origen al precursor HHQ, el cual se
convierte en PQS por la actividad del gene pgsH, este operdon se activa por el
regulador PgsR, un regulador transcripcional de la familia LysR, solo si esta en
presencia de PQS y HHQ, generando asi un circuito de regulacion positiva
(54,67,69). La importancia de PQS en la produccion de factores de virulencia e
infeccion de P. aeruginosa es aun debatible, no obstante, mutantes en este
sistema muestran una significativa reduccion en la produccion de piocianina,
elastasa, lectina A, ramnolipidos y en la formacion de biopeliculas (55), asi mismo,

es requerido para su virulencia en plantas y nematodos (69). Fig. 6
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Figura 6. Representacion del sistema PgS El sistema LasRI activa la expresion del regulador PgsR
y PgsH, este ultimo convierte la molécula de HHQ a PQS, a su vez PQS unido a PgsR activa la
expresion del operon pgsABCDE responsable de sintetizar HHQ y phnAB.

Otros genes que se ha visto que estan involucrados en la produccion de
PQS, son los genes pgsL y pgskE. Mutantes en pgsL sobre expresan PQS y
acumulan HHQ ocasionando autolisis y muerte de la bacteria (70). El gen pgsE,
aunque es parte del operon, codifica para una Tioesterasa que forma parte de la
biosintesis de alquil quinolona; una mutante en este gene no afecta la produccion
de PQS ni de HHQ, sin embargo, no producen piocianina, lo cual sugiere un papel
en la capacidad de responder a PQS efectivamente por parte de la bacteriay a

través de una sefial desconocida (71).

4.10 Relacién entre los sistemas de QS
Los sistemas las, rhIR y pgsR estan autoregulados y conectados formando
una cascada de regulacién encabezada por LasR (72,73,74) cuya expresion inicia

en la fase exponencial y se incrementa en la fase estacionaria. Sin embargo,
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diversos estudios muestran que dicha jerarquia es flexible y esta condicionada
principalmente por la disponibilidad de hierro y fosfatos. El primer regulador del
sistema es LasR, que unido al autoinductor 30-C12- HSL, modula positivamente la
transcripcion de los otros dos sistemas rhiR y PqsR, especificamente activa tanto
a las sintasas Lasl, Rhll como a los reguladores RhIR y pgsR y al gen pqsH.(76)

La relacion del sistema PQS con los sistemas las y rhl es antag6nica y se
da por la dependencia de la transcripcion positiva de pgsR y pqgsH por parte de
LasR/ Lasl y la represion de pgsABCDE y pgsR por RhIR/rhll, ambos efectos
dependientes de la relacion de los Als (70,77,78). Fig. 7.

Sistema
Las Exoproteasas

—————> Regulacion positiva - Exotoxina A
’ ‘ @ HoN

—| Regulacion negativa J_

Ramnolipidos
Piocianina
Lectinas
Elastasa
HCN

\ ‘ Sis;te?a
@@@@ B (e

CE=N)

Figura 7. Modelo de activacion de la respuesta sensora de quérum en P. aeruginosa. Modificado
de Garcia-Reyes, S. et. al. 2020. P. aeruginosa tiene 3 sistemas dependientes de la densidad
celular, dos de ellos son dependientes de moléculas tipo homoserin lactona y otra de naruraleza de
quinolona. El primer sistema LasRI encabeza la cascada de regulacion que en presencia del
autoinductor regulan los otros dos sistemas, ademas de regular diferentes factores de virulencia
como proteasas y elastasa. El segundo sistema RhIRI regula al tercer sistema de PQS por acativar
el regulador PgsR y reprime el gen pgsH, ademas es responsable de produccién de ramnolipidos,
piocianina, entre otros; y el sistema pgsR/pgs regula la produccién de piocianina y cianuro de
hidrogeno entre otros. (77)
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La expresion de factores de virulencia a través del sistema QS en P.
aeruginosa es dependiente de la fase de crecimiento. El factor sigma de la fase
estacionaria RpoS (0S), tiene efecto sobre algunos genes regulados por el
sistema QS y que son expresados en esta etapa de crecimiento (79,80). Aunque
hay una induccion marginal de RpoS sobre los genes lasR y rhIR en la fase
estacionaria, se sugiere que el mecanismo de regulacién sobre los genes
dependientes de QS es indirecto por los reguladores. RpoS regula positivamente a
lecA, algR y toxA, entre otros y reprime la expresion de los operones hcnABC y

phzA1 (81).

4.11 Familia de activadores transcripcionales LuxR

El regulador mejor estudiado en el modelo de regulacion genética que
depende de la densidad celular es LuxR. Es una proteina citoplasmatica que
pertenece a la familia de reguladores tipo H-T-H (hélice-vuelta- hélice) consta de
250 aminoacidos en dos dominios, hacia la region amino terminal se encuentra el
sitio de unién al autoinductor 3-oxo-hexanoil homoserin lactona, y hacia la region
carboxilo terminal se encuentra el dominio de union al DNA. Al unirse al
autoinductor se dimeriza y se une a la region regulatoria del operén lux, una
secuencia palindroma imperfecta de 20 pb llamada caja lux localizada en la region
promotora de luxl a -40 pb del inicio de la transcripcion. La region C-terminal de
este regulador interactia directamente con la subunidad alfa de la RNA
polimerasa (RNAP), permitiendo su reclutamiento al promotor luxl (41,42). Existen
toda una familia de reguladores tipo lux. En la tabla 3, (82) se muestran algunos
ejemplos.
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Tabla 3. Algunos ejemplos de reguladores LuxR. Modificado de Bassler 20012

Bacteria Regulador Sefial Fendotipo
Vibrio fisheri LuxR-Luxl 3-0x0-C6-HSL Bioluminiscencia

AinR-AInS C8-HSL Bioluminiscencia
Pseudomonas LasR-Lasl 3-0x0-C12-HSL Elastasa, proteasa
aeruginosa RhIR-RAlI alcanlina

C4-HSL Piocianina,
ramnolipidos.

Agrobacterium TraR-Tral 3-0x0-C8-HSL Conjugacion
tumefaciencs
Erwinia CarR-Carl 3-0x0-C6-HSL Antibioticos y
caratovora ExpR exoenzimas.
Pantoea EsaR-EsaR 3-0x0-C6-HSL Exopolisacarido
stewartii
Rhodobacter CerR-Cerl Cl14-HSL Agregacion
Sphaeroides
Vibrio VanR-Vanl 3-0x0-C10-HSL Agregacion y
anguillarum movilidad

4.12 Regulacion Transcripcional por LasR.

En el afio 2002, usando la interaccidon con la proteina LexA se demostré que
LasR es un activador transcripcional que solo lleva a cabo su funcidon cuando esta
acomplejado con el autoinductor 30-C12-HSL su estado formando multimeros
(83). Mediante fusiones transcripcionales rhiR::lacZ en una mutante lasR se
demostré que LasR regula la expresion de rhiR (54,84) y promueve la transcripcion
de los genes elastasas A y B, asi como otras proteasas (73,74,75) y genes que
codifican para las sintetasas de los autoinductores C4-HSL y 30-C12-HSL

respectivamente (52,53). En el 2004 se purificd la proteina LasR y se evalud su
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unién a diferentes promotores. Se encontrd que esta proteina efectivamente es un
dimero en presencia del 30-C12-HSL, y que se une especificamente a las cajas
las de ciertos genes como se habia inferido por los datos in vivo, pero
sorpresivamente esta proteina se unid a otras secuencias que no habian sido
identificadas por medios genéticos y que no son del tipo de las cajas las conocidas
(85).

Este mecanismo de dimerizarse se ha observado también en otros
reguladores transcripcionales de la respuesta sensora de quérum como es LuxR

en V. fischeri y Erwinia carotovora, Agrobacterium tumefaciens

4.13 Regulacion Transcripcional por RhIR.

La proteina RhIR es responsable de promover la transcripcién de genes que
codifican para la produccion del biosurfactante ramnolipido, tales como el operon
rhlAB, que codifica para la ramnosiltransferasa 1 (54,86) y rhlC que codifica para
la ramnosiltransferasa 2 (87), y el operén de rmIBDAC (88) que esta involucrado
en la produccion de ramnosa. Se han reportado otros factores de virulencia como
la piocianina y cianida de hidrégeno que estan también bajo el control del sistema
RhIR (71).

La union de RhIR a la caja de rhlIAB no se ve afectada por el 30-C12-HSL
(73). Sin embargo, mediante una fusion rhlA::lacZ se observé que la interaccidon de
RhIR con este autoinductor compite la union del C4-HSL y disminuye su actividad
de activador transcripcional (73). Actualmente se desconoce el mecanismo

mediante el cual esta interaccibn con el 30-C12-HSL afecta la actividad
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transcripcional de RhIR. Asi mismo RhIR en ausencia del autoinductor C4-HSL
reprime la expresion de lasB y de su propio gene rhiR (86).

Hubo muchos intentos por purificar a RhIR en afos pasados pero las
estrategias estaban basadas en purificarlo con su autoinductor C4-HSL y la
mayoria de veces no se podia tener una fraccion soluble que permitiera que el
regulador fuese funcional, otros intentos que se realizaron fue tratar de plegarla in
vitro pero aun asi la actividad era muy baja (89), fue hasta el afio 2018 que se
logré purificar este regulador en presencia del ligando llamado meta-bromo-
tiolactona (mBTL), el cual fue capaz de estabilizar a RhIR y se evaluo su
funcionalidad tanto in vitro por ensayos de EMSA como in vivo, activando una

fusion transcripcional del promotor de rhlA fusionado a lux en E.coli (90).

4.14 Especificidad de las cajas las.

Como se menciond anteriormente los reguladores transcripcionales de la
familia LuxR, se unen a una secuencia palindromica imperfecta de 18 a 20 pares
de bases, centrada aproximadamente a -42 pb del inicio de la transcripcion
(41,42). En P. aeruginosa esta secuencia se le llama caja las y posee el consenso
N2CT-N1-AGN2, pero fuera de las bases invariables no se sabe cuales son las
bases importantes para la especificidad de pegado de las diferentes proteinas
reguladoras (91,92). Las cajas las pueden ser reguladas por LasR, RhIR o por
ambos reguladores transcripcionales, y los cambios que existen entre estas cajas
pueden representar grandes diferencias por la afinidad del regulador (93,94). En la

Tabla 3 se muestran algunas de estas cajas las.®V
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Tabla 3 Secuencia de las cajas las de genes regulados por LasR (L) o por LasR/RhIR (LR)

Gene Secuencia R Referencia
RsalL AACTAGCAAATGAGATAGAT L De Kievit et al.,1999
gsc-104(PA2592)  AACTACCAGTTCTGGTAGGT L Whiteley et al., 1999
Lasl ATCTATCTCATTTGCTAGTT L Seed et al., 1995
LasA TACTGGAAAAGCTGATAGTT L Toder et al., 1994
lasB OP2 ACCTGCTTTTCTG-CTAGCT L Rust et al., 1996
rhiR-2 CCCTCGCCCCACGACCAGTT L Medina et al., 20032
gsc-102(PA1897) ACCTGCCCGGAAGGGCAGGT L Whiteley et al., 1999
rhiR-1 ATCTGCGCGCTTG-ACAGCG L Medina et al., 2003
LecA TCCTGCATGAATTGGTAGGC LR Winzer et al., 2000
HcnA ACCTACCAGAATTGGCAGGG LR Pessi & Hass,2000
RhIA TCCTGTGAAATCTGGCAGTT LR Pearson et al., 1997
gsc-117(PA1869) CACTGCCAGATCTGGCAGTT LR Whiteley et al., 1999
lasB OP1 ACCTGCCAGTTCTGGCAGGT LR Rust et al., 1996
Rhll CCCTACCAGATCTGGCAGGT LR De Kievit et al., 2002
phzAl ACCTACCAGATCTTGTAGTT LR Whiteley et al., 1999
gsc-126(PA3327) ACCTAACAGATTTGTAAGTT LR Whiteley et al., 1999
gsc-132(PA4217) CCCTACGCGGCCTTGGAGCC LR Whiteley etal., 1999
rhliS2b CAAGAATTGATCTGGCAGGT LR De Kievit et al. 2002
gsc-1028 A-13T ACCTGCCAGGAATGGCAGGT LR Whiteley&Greenberg

2001

Ejemplos de las cajas lux, en negritas se encuentras las bases invariables CT y AG. Los
nucleétidos en italicas son excepciones a los consensos propuestos para las cajas las regulados
por LasR/30-C12-HSL y RhIR/ C4-HSL. Los nucleétidos que se encuentran subrayados en las
cajas lasB, rhll, phzAl y hcnA son diferencias con respecto a la caja las de rhlA, y estas diferencias
pudieran estar involucradas en la regulacién diferencial de LasR/30-C12-HSL y RhIR/ C4-HSL.
Tomado de Soberdn-Chavez, G. et. al. 2005.(89)
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Salvo en casos contados (73,74,75), no existe evidencia directa de la unién
de las proteinas reguladoras a determinada caja las. La informacion que se
presenta en la Tabla 3, por tanto, representa en su mayoria datos indirectos
basados en similitud de secuencia y en patrones de regulacién en mutantes de P.
aeruginosa en genes de la respuesta sensora de quérum o en su expresiéon en E.
coli en presencia de un determinado regulador y autoinductor. Es claro, pues, que
para varias de las cajas las no hay datos de unién directa de ninguna de las
proteinas y que lo que se ha predicho de la especificidad en la mayoria de los
casos es basado en datos indirectos. (95)

Por otra parte, como se puede observar en esta tabla, existen genes
regulados por la respuesta sensora de quorum, tales como lasB (96) y rhiIR(54)
gue tienen dos cajas las funcionales. En el caso de lasB y hcnA una de estas
cajas juega un papel principal en la activacion genética (94,96,97), mientras que
para el gene rhiR, LasR/30-C1.-HSL, se une a la primera caja (las box-1) y activa
Su expresion y para la segunda caja (las box-2), este mismo regulador tiene un
efecto negativo (54).

Por ensayos de mutagénesis de genes regulados por la respuesta sensora
de quérum, se postuld las caracteristicas que debian tener las cajas las y se les
nombro cajas tipo L y las llamadas tipo LR (Tabla 3). Aquellas cajas que fueron
activadas por LasR/30-C1-HSL presentaban la secuencia NNCTN12AGNN, donde
las letras en negritas son bases invariables. Sin embargo, esto no siempre se
cumple ya que Medina et al. (54) y Rust et al., (97,98) reportaron que cajas con
11, en lugar de 12 nucleétidos entre los sitios consenso son también funcionales y

son reconocidos por LasR/30-C12-HSL. Por otra parte, las cajas las que son
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reconocidas por ambos reguladores presentan la siguiente secuencia
NNCTN3ANsTN3AGNN. Cabe sefialar que esta regla tampoco se cumplen su
totalidad ya que la caja las de lecA no tiene la adenina conservada en la posicion
8(94). Asimismo, se sabe que, aunque las cajas llamadas LR pueden ser
reconocidas tanto por LasR/30-C12-HSL como por RhIR/C4-HSL, lo hacen con
distinta especificidad. Por ejemplo, RhIA es activado por LasR/30-C12-HSL sélo
en un 10% de lo que lo hace por RhIR/C4-HSL (86), mientras que el caso de lasB
es el contrario, siendo mayor la especificidad por LasR/30-C12-HSL(97). No se
sabe qué determina la afinidad por cada uno de los reguladores, en el caso de las
cajas que son reguladas por ambos reguladores. Para verificar la especificidad de
los reguladores Whiteley y Greenberg (94,95), hicieron mutagénesis dirigida y
midieron los cambios en la activacion transcripcional, encontrando que, cuando se
introduce una adenina en la posicién 8 y una timina en la posicion 13 de las cajas
tipo-L, ahora son reconocidas por RhIR/C4-HSL ademas de por LasR/30-C12-
HSL, es decir cambia la especificidad.

4.15 Sistemas de Represion.

Muchos activadores transcripcionales pueden funcionar como represores de
promotores artificiales, simplemente con la union del activador al DNA ya sea
sobrelapando o posicionando rio abajo de la region de union de la RNA
polimerasa, de tal manera que esta union (activador-DNA) puede separarse de su
interaccién con la RNA polimerasa y medirse in vivo. Se han utilizado sistemas de
represion para estudiar la regulacion de luciferasa en V. fischeri, la sintesis

polisacarido exocapsular en Pantoea stewartii y EXpRecc y la regulacion de sintesis
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de pectinasas en Erwinia carotovora. Este sistema consistio en fusionar con el
gene de lacZ, la secuencias TTGACA y TATAAT que corresponden a la region -35
y -10 del promotor sigma 70, espaciadas con la secuencia de 18 pares de bases
de la caja lux y se demostré; para todos los casos, que en presencia del regulador
y su respectivo autoinductor, la expresion transcripcional del gene lacZ se redujo

(99).

5 ANTECEDENTES

El trabajo de maestria que realicé en el laboratorio de la Dra. Soberon del
Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM, consistio en evaluar la union de
las proteinas de RhIR y LasR a distintas cajas las mediante un sistema in vivo,
usando a E. coli como modelo. Encontré datos que sugieren que RhIR se une con
y sin su inductor C4-HSL a la caja las de rhlA, en concordancia con lo encontrado
mediante geles de retardamiento, a diferencia de la caja de lecA que solo se une
en presencia de C4-HSL y por otra parte esta caja también es reconocida por el
complejo LasR/30-C12-HSL.

Como se puede ver en la Tabla 4, las cajas rhlA, lecA y rmIB, son activadas
por RhIR/C4-HSL, pero presentan distintas bases en las posiciones 11y 12, por lo
gue pensamos que dichas posiciones no estarian involucradas en la
determinacién de la especificidad de RhIR vs LasR. Por otra parte, la caja lecA no
presenta la A en la posicion 8, y se ha propuesto que es fundamental para el
reconocimiento por RhIR/C4-HSL (95). Ya que encontré en mi tesis de maestria

que LasR/3-O-C12-HSL puede unirse a la caja de lecA y no a las de rhlA y rmiIB,
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pudiera ser que la posicion 8, jugara un papel en la determinacién de la

especificidad de union.

Tabla 4. Alineamiento de las cajas las de genes regulados por LasR (L) o por LasR/RhIR

GENE secuencia caja las Regulacion

rmiB ACCTIACCAGATCTGGQEGTITG R
lecA TQCTIGCATGAATTGGTIAGIGC LR
rhlA TQCTIGTGAAATCTGGQAG|ITT LR
phzA1 ACQCTACCAGATCTTGTIAGTT LR
lasB OP1 AQCTIGCCAGTTCTGG(CAGIGT LR
rhll CQQCTIACCAGATCTGG(GAGGT LR
lasl ATICTIATCTCATTTGCTIAGTT

Alineamiento de diferentes cajas las donde se muestra las posiciones invariables en las posiciones
3ydyl7y18

De tal forma que es interés del laboratorio de la Dra. Gloria Soberén, vy el
objetivo de esta tesis es estudiar la union de los reguladores transcripcionales in

Vivo a las cajas las de los genes rhlA'y lecA.

6 Hipotesis
Un nuamero reducido de bases de las cajas las determina la especificidad de

unién de las proteinas RhIR o LasR.
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7 Objetivo General

Determinar la especificidad de union de RhIR y LasR a las cajas las de los
promotores rhlA y lecA usando mutantes puntuales en las posiciones 8, 11y 12,
asi como el efecto de estas posiciones en la activacion transcripcional por estos

reguladores.

8 Objetivos Especificos

a) Determinar la especificidad de la union de RhIR y LasR a las cajas las de
los genes rhlA 'y lecA, asi como también los cambios en las posiciones 8, 11
y 12 a través de ensayos in vivo en E. coli.

b) Determinar la actividad transcripcional de los promotores rhlA y lecA y
evaluar el efecto de los cambios puntuales en las posiciones 8, 11 y 12 de
las cajas las, en la bacteria E. coli.

c) Determinar la actividad transcripcional de los promotores rhlA y lecA y el
efecto de los cambios puntuales en las posiciones 8, 11 y 12 de las cajas
las, en P.aeruginosa PAO1l asi como en las mutantes rhiIR y la doble

mutante A laslirhll

9 Estrategia experimental.

9.1 Construccion de promotor artificial y los cambios 8,11y 12.
Para estudiar la interaccion de los reguladores LasR y RhIR, de la
respuesta sensora de quérum de P. aeruginosa, a las cajas las de los genes rhlA,

lecA y los cambios sencillos en las posiciones 8 (A>T), 11 (T2>A)y 12 (C->T1), los
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dobles 8(A>T)/11(T>A), 8(A>T)/12(C>T) y 11 (T>A) /12 (C>T) y la triple 8
(A>T)/ 11 (T>A) 12 (C->T), se disefid un sistema que permitiera medir esta
union (DNA-Regulador), haciendo un promotor artificial. Este promotor artificial
consistio en fusionar con el gene de lacZ, las cajas del promotor sigma 70 -35
(TTGACA) y -10 (TATAAT) espaciadas con la secuencia de las cajas las rhlA'y
lecA. (Tabla 4.) Como se menciond anteriormente, las cajas las constan de 20
pares de bases, pero en nuestro disefio experimental incluimos Unicamente 19, ya
qgue, en la gran mayoria de las secuencias, la Ultima base es una T que coincide
con la primera T de la secuencia -10 del promotor. A los lados de estas
secuencias se incluyeron secuencias de reconocimiento para las enzimas EcoR1 y
BamH1. Estas secuencias de reconocimiento no son complementarias en los dos
oligonucledtidos, sino que quedan algunas bases no apareadas, como seria el
producto después de que las enzimas hubieran hecho el corte de un DNA de
doble cadena. Dichos oligonucledtidos se hibridaron 1:1 a una temperatura de
60°C y la doble cadena se clono en los sitios EcoR1-BamH1 del plasmido pRS551,
(100) el cual se transform6 en la cepa E. coli Topl0. Las transformantes se
seleccionaron en cajas con ampicilina (200 ug/ml) y 40ug/ml de (X-gal). Las
colonias azules resultantes se purificaron estriando dos veces una colonia aislada
y de ellas se purificé el plasmido mediante el kit de Qiagen, segun las
instrucciones del fabricante. Los plasmidos obtenidos se mandaron a secuenciar al
Instituto de Biotecnologia (UNAM) para estar seguros de que no hubiera algin
cambio. Con la finalidad de obtener las fusiones transcripcionales en el
cromosoma de E. coli, se transformd quimicamente cada plasmido digerido con la

endonucleasa Xhol en la cepa de E. coli Te2680 (101), de tal forma que por
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recombinacibn homologa se insertaria el promotor artificial. Fig. 8. Las
transconjugantes se seleccionaron en kanamicina (100 ug/ml) en presencia de X-
gal. Las colonias sensibles a ampicilina y cloranfenicol, pero resistentes a
kanamicina y con un fenotipo azul fueron las que llevaban la fusion en el
cromosoma. Dicha fusiéon se moviliz6 a la cepa MC4100 (102) por el método de

transduccion con la ayuda del fago P1vir

IacZ># lacY
Iacz> lacY

Fig. 8 Modelo de recombinacién homdloga para obtener las fusiones en el cromosoma de E. coli.
Los genes flanquentes lacZY y el gene de kanamicina se recombinan y el promotor de rhlA se
sustituye por el gen cat (cloranfenicol) en la cepa Te2680. (109

Posteriormente dichas fusiones se transformaron quimicamente con
derivados del plasmido pUCP20 que codifican para los reguladores
transcripcionales LasR o RhIR y como control se uso el plasmido pUCP20 sin
inserto.

Para determinar la unién de los reguladores transcripcionales LasR y RhIR
a las cajas las de rhlA, lecA y sus derivados, se cuantificd la actividad de B-
galactosidasa descrita por Miller (103), en presencia o ausencia del autoinductor
C12-HSL o C4-HSL. En ausencia de las proteinas reguladoras, la actividad de B-
galactosidasa se tomaria como 100% del valor maximo posible (Fig. 5A), dado no

habria algun impedimento para que la polimerasa se uniera a los sitios consenso -
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10 y —35 y transcribiera el gene lacZ, mientras que en el caso donde hubiera
regulador la actividad B-galactosidasa disminuiria dado por el impedimento que
ejerce el regulador al unirse a su caja las. De tal forma que con dicho sistema
podriamos saber in vivo, qué regulador se une a las cajas las y como los

autoinductores modulan esta interaccion. (Fig. 5B)

100 % ACTIVIDAD

.35 Cajalas -1()

rhir | thiR

<100 % ACTIVIDAD

Fig. 9 Modelo del promotor artificial para medir la union de las proteinas reguladoras de la
respuesta sensora de quérum de Pseudomonas aeruginosa a distintas cajas las, en el fondo
genético de E. coli.

9.2 Construccion del promotor natural de rhlA.

Para construir las fusiones transcripcionales de rhlA y lecA se utilizo la
misma metodologia. Se amplificé una regién del promotor de rhlA (-476 +80) con
los oligos rhlAf y rhlAr a partir del ADN cromosomal de P. aeruginosa, el producto
se clono en el vector pJET 1.2/blunt (Thermo Scientific) bajo las recomendaciones

del fabricante, se transformaron en E. coli y la candidata se le nombro pJrhlAnft,
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se mando a secuenciar en el Instituto de Biotecnologia, después de verificar que el
plasmido no tenia ningun cambio se subclon6 en el vector pMP220 (104) en los

sitios EcoR1-Pstl, o en el vector pLP170 (105) en los sitios EcoR1-Xhol.

9.3 MUTAGENESIS SITIO DIRIGIDA

Para obtener los cambios en la caja las de rhlA en la posicion 8, 11y 12 se
utilizé la técnica de mutagenesis sitio dirigida con la ayuda del kit Quick Change
XL (Agilent Technologies), de los oligonucle6tidos con los cambios sencillos en la
posicion 8 (A=>T), 11 (T=>A) y 12 (C->T), los dobles 8(A>T)/11(T>A),
8(A>T)/12(C>T)y 11 (T>A) /12 (C>T) y la triple 8 (A>T)/ 11 (T=>A)/ 12 (C->T),
previamente sintetizados y como templado se utilizé el plasmido pJrhlAnft, todo se
realiz6 como lo sugiere el fabricante. Se escogieron dos candidatas por cada
cambio y se mandaron a secuenciar para comprobar que el cambio se habia
realizado, posteriormente se subcloné cada plasmido de la misma manera que el

promotor silvestre en lo vectores pMP220 y pLP170.

9.4 Actividad del promotor de rhlA en E. Coli y P. aeruginosa

Para evaluar la actividad del promotor de rhlA en E. coli se utilizé la cepa
DH5a, en ella se transformaron los plasmidos que llevan la secuencia del promotor
silvestre y aquellos que llevan los diferentes cambios y se midio la actividad de la
enzima -galactosidasa en presencia de los reguladores LasR o RhIR en

presencia o ausencia de sus respectivos autoinductores.

40



Para saber el efecto de las mutaciones en la caja de rhlA en el fondo de P.
aeruginosa, los plasmidos fueron transformados en la cepa paol y en la doble
mutante en las sintasas Alaslrhll, se midi6 la actividad de la enzima [-
galactosidasa y en el caso de la doble mutante se evalué la actividad en presencia

0 ausencia de los autoinductores.

9.5 EMSA

El ensayo de geles de retardo se realiz6 en colaboraciéon con la Dra. Katy
Juérez y el Dr. Alberto Hernandez- Eligio de la siguiente manera:
Para realizar el Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA) se
amplificaron los fragmentos del promotor silvestre de la regidon reguladora de rhiA,
de la mutante sencilla rhlA-12 (C->T) o de la doble mutante rhlA 11 (T>A)/ 12
(C>T) a partir de los plasmidos previamente construidos, de igual manera se
amplifico el promotor de lecA (508 pb) y lasl (198 pb) a partir de ADN
cromosémico de P. aeruginosa y se utilizd6 como control negativo en las
reacciones de unién al ADN un fragmento de la region reguladora del gen GUS303
de Geobacter sulfurreducens. Las reacciones de union se realizaron mezclando
0,5 ng de cada producto de PCR marcado con (Y-*2P) -ydATP con
concentraciones crecientes del extracto de proteina en un volumen final de 20uL
de amoriguador de union, que contenia Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM., DTT 1 mM,
EDTA 0,5 mM, glicerol al 5% (vol / vol), 10 ug IL 1 BSA y 0,2 ug poli (dI-dC). Para
la interaccion proteina-ADN, las muestras se incubaron a temperatura ambiente

durante 30 minutos y luego se separaron por electroforesis en geles de
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poliacrilamida no desnaturalizantes al 6% en un amortiguador Tris-borato-EDTA a

temperatura ambiente.

10 RESULTADOS

Como resultado del trabajo se publico el siguiente articulo.

Abigail Gonzalez-Valdez, Luis Servin-Gonzalez, Katy Juarez, Joseé-Alberto
Hernandez (2014). Effect of specific rhlA las-box mutations in DNA binding and
gene activation by Pseudomonas aeruginosa quorum-sensing transcriptional
regulators RhIR and LasR. Gloria Soberon-Chavez. FEMS Microbiol Lett. 2014 Jul;

356 (2):217-25.

11 DISCUSION GENERAL

La regulacién transcripcional de diferentes factores de virulencia de
Pseudomonas aeruginosa esta regulada por la respuesta sensora de quérum; en
esta regulacion intervienen varios factores, pero un elemento crucial son las
secuencias de las bases que conforman las cajas las.

Para evaluar la especificidad de union in vivo de los reguladores LasR y RhIR a
las cajas las de rhlA y lecA se disefido un sistema de promotores artificiales-lacZ
para las cajas las rhlA y lecA, asi como también se realizaron cambios en las
posiciones 8, 11 y 12 y se determin6 el efecto de los reguladores
transcripcionales, cuantificando el porcentaje de represion de la actividad de B-
galactosidasa en presencia 0 ausencia de los autoinductores. De acuerdo con los

ensayos de union, encontramos que el regulador RhIR es capaz de unirse a la
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secuencia de rhlA tanto en presencia como en ausencia de su autoinductor, como
ya se habia reportado (Medina, G., et. al. 2003), y este dato correlaciona con los
ensayos de EMSA. En contraste, la secuencia de lecA, es reconocida por LasR o
RhIR, pero solo cuando estan en presencia de su propio autoinductor, lo que nos
indica que las bases que hay entre las invariables si son importantes para la unién
de los reguladores al DNA.

Para saber cuéles eran las bases que pudieran determinar la especificidad,
hicimos varios cambios y encontramos que cuando se introduce el cambio en la
posicion 8 (A—>T) en la secuencia de rhlA, la actividad de B-galactosidasa es
mucho menor comparada con la secuencia silvestre y esto es independiente de si
esta o no presente el auoinductor C4-HSL en el medio, este dato sugiere, que la
Timina afecta la union de RhIR al DNA, posiblemente porque se pierde la
inteaccion DNA-RhIR. En contraste cuando el cambio es en la posicion 11 (T>A)
no se observa que disminuya la actividad y por lo tanto, este cambio no afecta la
unién de RhIR. Sin embargo, si se cambia la posicion 12 (C->T), solo se afecta
cuando el autoinductor C4-HSL esta ausente; presentando el mismo
comportamiento que presenta la caja de lecA. Estos datos sugieren
aparentemente que RhIR se puede unir al DNA en ausencia de su autoinductor a
la caja las cuando en la posicion 12 se encuentre una citosina mientras que en
presencia de C4-HSL la reconoce cuando hay una timina en la misma posicion.

A diferencia del regulador RhIR, los cambios sencillos 11 y 12 favorecen la
interaccion del complejo LasR/3-O-C1>-HSL ya que la represion es mayor, pero Si
se introducen los cambios juntos, 11 (T->A)/ 12 (C->T) se observa que el complejo

LasR/3-O-C12-HSL ya no se une. Los resultados nos permiten decir que las
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diferentes bases desempefian un papel en la selectividad de union por una
proteina; es decir, que la conformacion de un regulador transcripcional podria
verse afectada por la secuencia de ADN especifica a la que esta unido.

Para determinar si el comportamiento observado en los ensayos de union
de los reguladores LasR y RhIR es el mismo con respecto a los niveles de
transcripcion, se realizaron fusiones transcripcionales lacZ para el promotor de
rhlA, lecA y para las mutantes sencillas y dobles sobre la caja las de rhlA y se
midié la actividad de B-galactosidasa en E. coli . Los resultados sugieren que en E.
coli, el mayor cambio se da en la posicion 8 (A->T) de la caja las del promotor de
rhlA, ya que soélo se activa un 10% con respecto al promotor silvestre, en
concordancia con lo encontrado en los ensayos de unién. Un comportamiento
similar sucede para las mutantes dobles 8(A>T)/11(T>A) o 8(A—>T)/12(C->T);
esta observacion muestra que la Adenina en la posicion 8 es esencial para que
RhIR interaccione con el DNA y active el promotor, en el caso del cambio
11(T->A) se observa una activacion del 45%, este dato no correlaciona con el
ensayo de unién, donde rhIR se une en presencia o ausencia del autoinductor casi
en los mismos niveles que el promotor silvestre. Una explicacion a esto pudiera
ser que la conformacién que adquiere rhIR/C4-HSL al DNA con este cambio
afectard la interaccién con la RNA polimerasa disminuyendo la activacion del
promotor. Por otro lado, los niveles de activacion para la mutante sencilla
12(C->T) y la mutante doble 11 (T->A)/ (12 C>T) son semejantes a los niveles
del promotor silvestre. Una posible explicacion del porqué no se ve afectada la
doble mutante 11 (T->A)/ (12 C->T) es porque el cambio en posicion 12 llega a ser

compensatorio. Sin embargo, ninguna de las mutaciones es activada por el
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complejo LasR/3-O-C1>-HSL a pesar de que los datos de union sugieren que las
mutaciones sencillas en las posiciones 11y 12, si se les une.

Para determinar si los patrones de transcripcion en E. coli eran semejantes
en P aeruginosa PAOL1, construimos las diferentes fusiones transcripcionales para
los promotores de los genes rhlA, lecA, los cambios sencillos 8 (A—>T), 11 (T2>A)y
12(C->T), dobles: 8(A>T)/11(T>A), 8(A>T)/12(C>T) 11 (T>A)/ (12 C>T) para
las caja las de rhlA y evaluamos la actividad de B-galactosidasa en la cepa PAO1
y comparamos estos niveles con los obtenidos en las mutantes ArhIR y Alaslirhll,
esta ultima fue evaluada en presencia de 3-O-C12-HSL 0 3-O-C12-HSL mas C4-
HSL. Los resultados sugieren que en Pseudomonas aeruginosa, ambos
promotores rhlA y lecA son activados por RhIR/Cs-HSL y esta activacion es mas
fuerte con el promotor de rhlA. Adicionalmente a lo anterior, nuestros datos
sugieren que LasR/3-O-C1>-HSL contribuye en una pequefia parte en la expresion
del promotor silvestre de rhlA pero no tiene un efecto cuando las posiciones 8, 11
y 12 de la caja las son cambiadas, a pesar que los ensayos de unidn sugieren que
LasR/3-O-C1>-HSL se une. El mayor efecto se tiene con la mutacion sencilla
8(A—>T) y la doble 8(A—>T) /11(T->A) donde sblo se tiene una activacion del 40 y
15%, respectivamente comparada con la secuencia silvestre. Estos datos
coinciden con los datos obtenidos en E. coli y en los datos de union y al menos en
el caso de la posicidon 8 correlaciona con el consenso propuesto por Whiteley et.
al., 1999. En comparacién del cambio en la posicion 8 donde la actividad es del
35% el cambio en la posicion 12 (C->T) no tiene efecto. Cuando evaluamos las
mutantes dobles 8(A>T)/12(C>T) o 11 (T>A)/(12 C>T) se observo que la

actividad es mayor para la doble mutacién 8(A->T)/12(C->T) con respecto a la
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sencilla 8(A>T) y en el caso de 11 (T>A)/12(C->T) los niveles de activacién son
comparables a los de la secuencia silvestre; lo que nos sugiere que el cambio en
la posicion 12 compensa el efecto del cambio en la posicion 8 y 11, de alguna
manera la conformacion que adquiere rhlIR-C4-HSL al DNA con este cambio
favorece la interaccidén con la RNA polimerasa y este cambio se ve reflejado en la
activacion del promotor. Cuando se evalud el promotor rhlA y sus variantes en la
doble mutante Alasirhll y se complementan adicionando los dos autoinductores 3-
O-C12-HSL y C4-HSL solo el promotor con la secuencia silvestre se restaura en los
mismos niveles que en la cepa parental.

Nuestros datos nos sugieren que la especificidad de la unién al ADN y la
activacion de la transcripcion génica por parte de los reguladores RhIR y LasR de

Quorum Sensing es compleja.

12 CONCLUSIONES

Estos datos nos sugieren que:

» La construccion del promotor artificial que hemos hecho nos permite
detectar la union especifica de los reguladores LasR y RhIR de P.
aeruginosa a sus secuencias blanco de DNA (cajas las).

 RhIR se une a la caja las de rhlA en ausencia o en presencia de Cs-HSL
mientras que so6lo reconoce la caja de lecA cuando el autoinductor esta
presente.

« El cambio de la Adenina por Timina en la posicién 8 en la caja las del

promotor rhlA, afecta considerablemente en la union de RhIR al DNA como
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en los niveles transcripcionales en E. coli como en Pseudomonas
aeruginosa, por lo que es indispensable.

« Los cambios en la posicion 11 (T>A) y 12 (C->T) favorecen la union de
LasR/3-O-C1>-HSL al DNA, pero esta aparente unién no es capaz de activar

la expresion transcripcional en E. coli

13 PERSPECTIVAS

Estudiar cambios en otras posiciones de las cajas las que son reguladas por RhIR
o LasR como la caja de lecA .
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Introduction

Abstract

Pseudomonas aeruginosa is a free-living bacterium and an important opportu-
nistic pathogen. The genes coding for virulence-associated traits are regulated
at the level of transcription by the quorum-sensing response. In this response,
the regulator LasR coupled with the autoinducer 3-oxo-dodecanoyl homoserine
lactone (30-C12-HSL) activates transcription of genes for several virulence fac-
tors. LasR/30-C12-HSL also activates transcription of rhiR, the gene coding for
the transcriptional regulator RhIR, and of rhil that encodes the synthase that
produces the autoinducer butanoyl-homoserine lactone (C4-HSL) that interacts
with RhIR. Genes activated by RhIR/C4-HSL include those involved in rhamn-
olipids production (like the rhIAB operon) and lecA, coding for PA-I lectin.
The molecular basis of LasR/30-C12-HSL- and RhIR/C4-HSLDNA-binding
specificity (at the so-called las-boxes) has not been clearly determined, and the
aim of this work was to contribute to its understanding. Therefore, we ana-
lyzed the interaction of LasR and RhIR to variants of the rhlA-las-box that were
constructed based on the comparison of this las-box to the las-box of lecA. We
conclude that LasR and RhIR DNA-binding specificity is a complex multifacto-
rial phenomenon in which both positive and negative effects are involved and
that binding of these proteins does not necessarily result in gene activation.

The rhIAB operon encodes the enzymes involved in the
production of rhamnolipids (Soberén-Chavez et al,

Pseudomonas aeruginosa is a free-living y-proteobacteri-
um, but also an opportunistic human pathogen (Driscoll
et al., 2007); the production and secretion of virulence-
associated traits at the transcriptional level is regulated by
the so-called quorum-sensing response (QSR), which is
mediated by the P. aeruginosa-produced autoinducers
(mainly 3-oxo-dodecanoyl-homoserine lactone [30-C12-
HSL] and butanoyl-homoserine lactone [C4-HSL]) that
interact with LasR and RhIR transcriptional regulators
(Williams & Cédmara, 2009).

Some genes coding for different virulence factors are
activated by RhIR/C4-HSL, among which are pyocyanin,
lectin PA-IL (encoded by the lecA gene), and the bio-
surfactants rhamnolipids (Williams & Camara, 2009).

FEMS Microbiol Lett 356 (2014) 217-225

2005). The expression of the rhlABR operon plays a
central role in the regulation of the QSR (Croda-Garcia
et al, 2011; Wenner et al., 2014; M.V. Grosso-Becerra,
G. Croda-Garcia, E. Merino, L. Servin-Gonzilez, R.
Mojica-Espinosa & G. Soberén-Chavez, unpublished
data 2014).

RhIR or LasR bind to las-boxes to regulate transcrip-
tion with different binding affinities (Whiteley & Green-
berg, 2001; Soberon-Chavez et al., 2005). The particular
sequence of each las-box determines whether LasR, RhIR,
or both regulatory proteins regulate a gene, but the basis
for this specificity is not fully understood (Whiteley &
Greenberg, 2001; De Kievit et al, 2002; Schuster &
Greenberg, 2007). Genes that can be regulated either by

© 2014 Federation of European Microbiological Societies.
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RhIR or by LasR have the las-boxes with the sequence
(N),CT(N);A(N),T(N);AG(N), (Whiteley et al., 1999).
Using an in silico approach, the consensus RhIR-specific
sequence (N),CTNCCAG(N),TTNGNAGN (nucleotides
in bold type are invariable) was proposed (rhl-box;
Schuster & Greenberg, 2007).

The 5 untranslated region (5'-UTR) of the rmIBDAC
operon that encodes the enzymes that convert glucose-
1-phosphate to TDP-L-rhamnose (the substrate for the
synthesis of rhamnolipids) contains a sequence where
RhIR binds specifically (rhl-box), both in the presence
and in the absence of C4-HSL; this rhl-box has the
sequence: ~ ACCTACCAGATCTGGGGTTG  (Aguirre-
Ramirez et al., 2012). Thus, the rmIB-rhl-box lacks the A
at position 17 and the G at position 18 that was pro-
posed to be invariable for las-boxes (Whiteley & Green-
berg, 2001). These results show that the dinucleotide AG
at positions 17 and 18 is fundamental for LasR/30-Cl12-
HSL DNA binding, but not for binding of RhIR/C4-
HSL, and is the only part of the binding sequence that
has been shown to determine RhIR vs. LasR DNA-bind-
ing specificity.

The aim of this work was to determine the role in
RhIR and LasR DNA-binding specificity, of some posi-
tions in the las-boxes present in the promoter regions of
two genes activated by RhIR/C4-HSL, rhlA (Medina
et al.,, 2003b), and lecA (Winzer et al., 2000). The ratio-
nale of this study was that, as both the rhlA and lecA
genes are activated by RhIR/C4-HSL, but contain differ-
ent nucleotides in some positions (8, 11 and 12, among
others; Table 1), these positions should not participate
in determining DNA-binding specificity of RhIR vs. LasR
or in differential transcriptional activation by these regu-
lators. We made single-, double- and triple-point muta-
tions in the rhlA-las-box, changing the nucleotides for
the ones present in the lecA-las-box, and measured DNA
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binding of RhIR and LasR, with or without their cog-
nate autoinducers and the expression of the genes that
contain those mutations, both in Escherichia coli and in
P. aeruginosa.

The results presented in this work show that some
positions in the las-boxes that were considered a priori
not to participate in the selective recognition by LasR/3-
O-C12-HSL and RhIR have a role in this process and that
the binding of any of the two transcriptional regulators
studied (LasR or RhIR) does not necessarily lead to tran-
scriptional activation.

Materials and methods

Microbiological procedures

The bacterial strains and plasmids used in this work are
shown in Supporting Information, Table S1. Escherichia
coli and P. aeruginosa strains were routinely grown at
37 °C with shaking (225 r.p.m.) on LB (Miller, 1972) or
PPGAS (Zhang & Miller, 1992) media. When required,
antibiotics were used in selective media at the following
concentrations (g mL™") for E. coli: tetracycline (Tc) 30
and ampicillin (Am) 200, and for P. aeruginosa: carbeni-
cillin (Cb) 200 and gentamicin (Gm) 150. The data
showing B-galactosidase activity represent the mean of at
least three independent experiments, each performed in
duplicate.

Nucleic acid procedures

DNA manipulations were carried out as reported by Sam-
brook & Russell (2001). Oligonucleotide synthesis and
DNA sequencing were performed at the facilities of the
Instituto de Biotecnologia, UNAM. The sequences of the
oligonucleotides used in this work are shown in Table S3.

Table 1. Characteristics of las-box sequence variants that were studied in this work

Gene las-box sequence

rhlA TCCTGTGAAATCTGGCAGTT
rhIAAST TCCTGTGTAATCTGGCAGTT

rhIATT1A TCCTGTGAAAACTGGCAGTT
rhIAC12T TCCTGTGAAATTTGGCAGTT

rhIAAST/TT1A TCCTGTGTAAACTGGCAGTT
rhIAA8T/C12T TCCTGTGTAATTTGGCAGTT

rhIAT11A/C12T TCCTGTGAAAATTGGCAGTT
rhlA A8T/T11A/C12T TCCTGTGTAAATTGGCAGTT
lecA TCCTGCATGAATTGGTAGGC
las/ ATCTATCTCATTTGCTAGTT

Protein activator Protein binding*

RhIR RhIR*
RhIR RhIR
RhIR RhIR/LasR*
RhIR RhIR/LasR*
RhIR RhIR
RhIR RhIR
RhIR RhIR
None None
RhIR RhIR/LasR*
LasR LasR*

Nucleotides in italics correspond to positions that have been proposed to be invariant in RhIR DNA-binding sequences (Schuster & Greenberg,
2007). Nucleotides marked in boldface show mutations in the rhlA-las-box that were evaluated in this work. Underlined nucleotides in the /ecA-
las-box represent differences between its sequence and that of the rhlA 8/11/12 triple mutant.

*Protein binding to these DNA sequences was determined in vivo (Table 2) and in vitro by electrophoretic mobility shift assay (EMSA, Fig. 2).
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Restriction sites were added at the 5 ends of primers to
facilitate the cloning of the PCR products.

Plasmids construction

A fragment corresponding to the promoter region of rhlA
(nucleotides —476 to +80) was amplified by PCR using
PAO1 genomic DNA as the template and using the prim-
ers FrhlA and RrhlA (Table S3). The resulting fragment
was cloned into pJET1.2/blunt in accordance with the
manufacturer’s instructions (Thermo Scientific), generat-
ing plasmid pJrhlAnft-3 (Table S1).

For construction of plasmid pMPrhlA (Table S1), the
promoter region of rhlA was excised by digestion with
EcoRI and Pstl from plasmid pJrhlAnft-3 (Table S1) and
cloned into the same restriction sites of promoterless vec-
tor pMP220 (Spaink et al., 1987) to generate a transcrip-
tional fusion to the lacZ gene. Plasmid pLPrhlA (Table
S1) was constructed by ligating a 570 pb Xhol-EcoRI
fragment from plasmid pJrhlA (Table S1) and cloned into
the same restriction sites of vector pLP170 (Preston et al.,
1997) to generate a transcriptional fusion to the lacZ
gene.

Site-directed mutagenesis

To generate plasmids with mutations (Table S1), we used
the Quik Change XL site-directed mutagenesis kit (Agi-
lent Technologies) according to the manufacturer’s
instructions. Plasmid pJrhlAnft-3 was used as the tem-
plate, and the mutagenesis was performed with the prim-
ers listed in Table S3. After verification of the DNA
sequences, each variant was subcloned in plasmid
pMP220 (Spaink et al., 1987) and pLP170 (Preston et al.,
1997) vector.

In vivo determination of RhIR and LasR DNA-
binding ability

To measure RhIR and LasR DNA-binding ability to dif-
ferent las-box sequences, we used the in vivo procedure
described previously (Croda-Garcia et al., 2011), which
consisted of driving lacZ transcription from artificial pro-
moters with consensus 35 and 10 sequences with the dif-
ferent las-boxes cloned between these two regions. To
construct the hybrid artificial promoters of all sequences
analyzed, we used complementary oligonucleotides (Table
S3) that upon annealing produced fragments flanked by
EcoRl, and BamHI was then ligated into EcoRI-BamHI-
digested pR551 (Simons ef al., 1987) to produce tran-
scriptional lacZ fusions. These were introduced into the
E. coli TE2680 chromosome by the method described pre-
viously (Simons et al., 1987; Elliott, 1992). P1,;, transduc-
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tion was used to move promoter fusions from the
chromosome of TE2680 to the chromosome of MC4100
(Casadaban, 1976) or the sdiA mutant (Baba et al., 2006).
The ability of RhIR with or without C4-HSL or LasR/30-
C12-HSL to bind to the different DNA sequences studied
(Table 1) was determined by the percentage of repression
of B-galactosidase activity in the presence of these pro-
teins expressed from a plasmid pGMYC for RhIR or
pMT1 for LasR (Medina et al., 2003a, b) and autoinduc-
ers, compared with the activity of this enzyme with the
empty pUCP20 vector.

Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs)

A total of 622-bp fragments of the regulatory region of
rhlA, rhlA-C12T, or rhlA-T11A/C12T were PCR-ampli-
fied. Fragments of the regulatory regions of lecA (508 bp)
and lasl (198 bp) were amplified from P. aeruginosa
chromosomal DNA by PCR with the primer pairs FlecA-
K/RlecA-P and prolasIf/prolaslr (Table S3), respectively.
A fragment containing the regulatory region of the
GUS303 gene of Geobacter sulfurreducens, used as a nega-
tive control in the DNA-binding reactions, was also
obtained by PCR from G. sulfurreducens DNA with the
primer pair IG_303F/IG_303R (Table S3). Binding reac-
tions were performed by mixing 0.5 ng of each PCR
product labeled with (y->*P)-8ATP and increasing con-
centrations of extract protein, in a total volume of 20 pL
of binding buffer, which contained 10 mM Tris-HCI,
50 mM KCl, 1 mM DTT, 0.5 mM EDTA, 5% (vol/vol)
glycerol, 10 pug pL ' BSA, and 0.2 pg poly (dI-dC). For
protein—DNA interaction, the samples were incubated at
room temperature for 30 min and then separated by elec-
trophoresis in 6% nondenaturing polyacrylamide gels in
0.5x Tris-borate-EDTA buffer at room temperature.

Results and discussion

Determination of the ‘apparent DNA-binding
ability’ (ADBA) of RhIR and LasR

We determined the ability of RhIR or LasR to interact
with DNA in vivo by measuring the repression of an arti-
ficial lacZ fusion that contains in its promoter either the
wild-type rhlA-las-box or its derived single-, double- and
triple-point mutations (Table 1) flanked by the consensus
10 and 35 RNA-polymerase-binding sequences.

While this measurement is not a quantitative estimate
of the DNA-binding capabilities obtained in vitro with
purified proteins, the results presented here and reported
previously (Croda-Garcia et al., 2011; Aguirre-Ramirez
et al., 2012) show that these assays have a high degree of
correlation with all the measurements of RhIR and LasR
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binding to DNA, which have been reported using other
approaches (Soberén-Chavez et al., 2005; Williams &
Cdmara, 2009). We refer to the percentage of repression
of lacZ transcription driven by the described artificial
promoters by either RhIR or LasR, as their ‘apparent
DNA-binding ability’ (ADBA).

The A at position 8 is conserved in the las-boxes of the
great majority of RhlR-activated genes, but is absent in
the lecA-las-box that has a T. This position has been
implicated in determining DNA-binding specificity
(Whiteley & Greenberg, 2001).

Using this assay, we found that the change of position
8 of the rhlA-las-box from A to T causes a reduction in
the ADBA of RhIR with or without C4-HSL, as deter-
mined by the reduced percentage of repression of the lacZ
fusion containing this mutation (Table 2). The reduced
RhIR ADBA to the las-box sequences containing the A8T
mutation was also seen when the double mutants A8T/
T11A and A8T/CI2T were analyzed (Table 2).

The triple A8T/T11A/C12T mutant is no longer recog-
nized by RhIR, with or without C4-HSL, even though
RhIR/C4-HSL is able to bind the lecA-las-box that con-
tains the same nucleotides as the mutant at the corre-
sponding 8, 11, and 12 positions (Table 2). This result
shows that binding of RhIR/C4-HSL to las-boxes is a
complex phenomenon that is not determined solely by
the presence of certain nucleotides in each position.

It has been proposed that a G in position 9 is an
invariable nucleotide in las-boxes, which are mainly rec-
ognized by RhIR (Schuster & Greenberg, 2007), but the
rhlA-las-box is an exception, as it contains an A in posi-
tion 9 (Soberdn-Chavez et al., 2005). It is thus possible
that the presence of an A in position 9, in combination
with the mutations in positions 8, 11, and 12, renders the
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rhlA-las-box triple mutant (A8T/T11A/CI12T) nonfunc-
tional for RhIR and LasR binding.

The E. coli chromosome codes for a LuxR homolog
called SdiA that can interact with exogenously added
autoinducers. Although the reported DNA-binding site
for SdiA has a different sequence to the las-boxes studied
in this work, it has been reported that this LuxR homolog
might interfere with some E. coli biosensors that are
based on the activity of some members of the LuxR fam-
ily (Lindsay & Ahmer, 2005). To rule out any interference
by SdiA in our E. coli system to measure ADBA, we
transferred all the artificial promoters used to measure
RhIR and LasR ADBA to a sdiA mutant (Table S1) and
showed that the results obtained in the MCI1 genetic
background (Table 2) are not significantly different
(Table S2).

Single mutations in positions 11 and 12 of the
rhiA-las-box (T11A and C12T) allow the binding
of LasR/30-C12-HSL

The T at position 11 (which in the case of lecA is an A)
and the C at position 12 (which is a T in the lecA-las-
box) constitute a dinucleotide (TC), which is present in
several las-boxes of genes activated by RhIR/C4-HSL, such
as the rhIAB operon or by LasR/3-O-C12-HSL (Soberén-
Chavez et al., 2005).

We found that either rhlA-las-box mutations T11A or
C12T caused that LasR/30-C12-HSL gained the ability to
bind to the mutant las-boxes, with a significant ADBA
(Table 2). The gain of function phenotype of these two-
point mutations suggests that the T and C nucleotides
present in positions 11 and 12 of the rhlA-las-box have a
negative effect on LasR/30-C12-HSL binding. However,

Table 2. Apparent DNA-binding ability (ADAB) of QS transcriptional regulators RhIR and LasR to different las-box sequences, in the absence and

presence of their cognate autoinducer*

RhIR

LasR

—Cy4-HSL (%)* +C4-HSL (%)* —30C+,-HSL (%)* +30C4,-HSL (%)*

ABI-rhIAT 50 (100) 50 (100) NR 5 (7)
ABI-rhlA-A8T 20 (40) 27 (54) NR NR
ABI-rhIA-T11A 43 (86) 50 (100) NR 31
ABI-rhlA-C12T NR 35 (70) NR 35
ABI-rhIA-A8T/T11A 6(12) 22 (44) NR NR
ABI-rhlA-A8T/C12T NR 32 (64) NR NR
ABI-rhIA-T11A/C12T 30 (60) 45 (90) NR NR
ABI-rhIA-A8T/T11A/CA12T NR NR NR NR
ABI-lecA NR 50 (100) NR 50 (71)
ABl-lasl’ NR NR NR 70 (100)

*DNA binding is expressed as percentage of inhibition of the expression of the artificial promoters containing the sequence to be evaluated
between —10 and —35 RNA-polymerase-binding sequences, with respect to expression from pUCP20. RhIR was expressed from plasmid pGMYC
and LasR from plasmid pMT1. The percentage shown in parenthesis was calculated taking as 100% the repression detected with ABI-rhlA in the
case of RhIR, and ABI-lasl in the case of LasR. NR means no repression detected.

fCroda-Garcfa et al. (2011).
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the rhlA-las-box double-mutant T11A/C12T, that contains
the AT dinucleotide, is not bound by LasR/30-C12-HSL
(Table 2), showing again the complex nature of the inter-
action of LasR/30-C12-HSL and DNA.

In addition, we found that the rhlA-las-box mutant
C12T is no longer bound by RhIR in the absence of
C4-HSL. This is similar to the way that RhIR interacts
with the lecA-las-box (Table 2), but differs with the
reported ability of this protein to interact with the rhlA-
and rmliB-las-boxes in the absence of this autoinducer
(Medina et al., 2003b; Aguirre-Ramirez et al., 2012). As
both the rhlA- and the rmliB-las-boxes contain a C in
position 12, it is possible that RhIR without autoinducer
only binds to las-boxes that contain a C in position 12,
and not to those containing a T in this position, while
RhIR/C4-HSL can interact with las-boxes containing
either of these nucleotides in position 12.

We found that LasR/30-C12-HSL is able to bind the
lecA-las-box with a high ADBA (Table 2), although it has
been reported that the transcription of this gene is only
activated by RhIR/C4-HSL and not by LasR/30-C12-HSL
in the P. aeruginosa background (Winzer et al., 2000).

To confirm the results obtained using the in vivo
DNA-binding assay, we performed in vitro electrophoretic

(a) Bindingof RhIR/C4-HSL

-+ -+
*
lecA rhiA
las] ——

(b) Binding of LasR/30-C12-HSL

- + - +
*
ol
*
lecA
*
* rhlA
las| =——
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mobility shift assay (EMSA) using cell-free extracts of
E. coli that expressed RhIR or LasR in the presence of
C4-HSL or 30-C12-HSL, respectively (Fig. 1). In the case
of the rhlA-las-box mutants, the results of in vitro experi-
ments using fragments that contain the single CI2T or
the double T11A/CI2T double mutants are shown. These
experiments show similar results to those obtained with
the in vivo assay for DNA binding (Fig. 1, Table 2), as we
found that LasR/3-O-C12-HSL shows an increased DNA
binding to the rhlA-las-box with the CI12T mutation
(Fig. 1), which is reduced with the T11A/CI2T double
mutant (Fig. 1). In the EMSA experiment, we found that
LasR/30-C12-HSL is still able to bind the T11A/C12T
double mutant, although with a reduced affinity as
judged by the lack of interaction of this protein at the
lower protein concentrations used (Supporting Informa-
tion, Fig. S1 a-V).

Expression in E. coli of transcriptional rhlA-
lacZ fusions, with point mutations in the rhiA-
las-box

To determine whether the phenotype of different rhlA-
las-box mutants with respect to the binding of RhIR

-+ - o+
*
*
*
rhiA *
c12T rhiA
T11A/C12T
-+ -+
*
*
rhiA
C12T rhiA
T11A/C12T

*

*

Fig. 1. RhIR/C4-HSL and LasR/30-C12-HSL DNA-binding determined by electrophoretic mobility shift assays (EMSA). Collage of the lanes of
EMSA experiments (Fig. S1) showing the control without protein added (—), and the result of the interaction detected with the higher protein
concentration used (+) of either (a) RhIR/C4-HSL or (b) LasR/30-C12-HSL with PCR products with different las-box sequences. These PCR products
correspond to fasl-las-box, lecA-las-box, rhlA-las-box, rhlA-las-box with C12T mutation and rhlA-las-box containing T11A/C12T double mutant.
Gels using unspecific DNA (from Geobacter) used as negative control are shown in Fig. S1.
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Table 3. RhIR- and LasR-dependent expression in Escherichia coli DH5a of derivatives of an rhlA-lacZ fusion encoded in plasmid pMPCG with

different sequences in the /as-box

RhIR LasR

—Cy-HSL +C4-HSL —30C,-HSL +30C5-HSL
pMPrhlA 2+ 1% 144 + 19 ND' 5
PMPrhlA-AST 241 217 + 338 ND ND
PMPrhlA-T11A 141 65 + 7 1+ 0.20 1.45 + 0.25
pMPrhlA-C12T 241 166 + 24 > 1 4+ 1
pPMPrhlA-A8T/T11A 141 5+2 1.18 £ 0.19 29+ 1.13
PMPrhIA-A8T/C12T 241 34 + 6.7 1+05 2.35 + 1.03
PMPrhIA-T11A/C12T 241 168 =+ 20.6 ND ND

*B-galactosidase activity expressed in Miller units, + standard deviations.
"Not determined.

and LasR was reflected by a change in the pattern of
activation of rhlA gene transcription, we introduced the
three single and the three double mutations in the rhlA-
las-box of a transcriptional rhlA-lacZ fusion. The differ-
ent constructs were cloned in plasmid pMP220 (Table
S1), introduced in E. coli, and B-galactosidase activity was
determined in the presence of plasmids expressing either
RhIR (pGMYC, Medina et al., 2003b) or LasR (pMTI,
Medina et al., 2003a).

We found that the plasmid containing the A8T muta-
tion in the rhlA-las-box, which caused a reduction in
RhIR ADBA, presented a low RhIR/C4-HSL-dependent
activation of transcription (Fig. 2a, Table 3). The same
effect is observed with the A8T/T11A and AS8T/CI2T
double mutants (Fig. 2a, Table 3).
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However, the plasmid containing the T11A rhIA-las-
box mutation has a severely reduced RhIR/C4-HSL-
dependent expression (Fig. 2a, Table 3), even though
this las-box sequence retains a good RhIR ADBA, both
in the presence and the absence of C4-HSL (Figs 1 and
2a; Table 2). This result suggests that activation of tran-
scription by RhIR/C4-HSL does not simply result from
binding of this protein to a las-box located at the right
distance from the promoter. In this way, even though
RhIR/C4-HSL is bound to DNA in the case of the
rhlA-las-box TI11A mutant, it is unable to fully activate
transcription (Fig. 2a, Table 3). A plausible explanation
for this result is that the conformation of RhIR/C4-HSL
is affected by its interaction with specific DNA
This explanation would imply that the

sequences.

Il PAOT

[CJarhiR

Alasl rhll

[ Alasl rhll + 30-C12-HSL
lasl rhil + 30-C12+C4-HSL

Fig. 2. Expression of rhlA-lacZ fusions containing either the wild-type rhlA-las-box or its mutant derivatives. (a) shows the expression in E. coli
DH50,black bars represent the percentage of the Rhl/C4-HSL-dependent expression of rhlA-lacZ fusions containing the wild-type rhiA-las-box or
its mutant derivatives, while the white bars represent the corresponding LasR/30-C12-HSL-dependent expression of the same plasmids. The
percentage of B-galactosidase activity shown was determined considering plasmid pMPrhlA that contains the wild-type (wt) rhl/A-las-box as 100%
(Table 3). (b) shows the expression in P. aeruginosa PAO1 and its ArhIR and rhll, las/ derived mutants; in some experiments, the rhll, las/ double
mutant, was supplemented with either 30-C12-HSL or with this autoinducer and C4-HSL, as stated. The percentage of B-galactosidase activity
shown was determined considering plasmid pLPrhlA that contains the wild-type (wt) rhiA-las-box as 100% (Table 4).
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Table 4. Expression of rhlA-lacZ fusions from plasmids containing different las-boxes in the wild-type P. aeruginosa PAO1 strain and its mutant

derivatives

PAO1 ArhIR
pLPrhlA 39999 + 5003 972.8 £ 79
pLPrhlA-A8T 11961 + 3579 1403 + 176.4
pLPrhlA-T11A 19267 + 3765 1290 + 336
pLPrhlA-C12T 35713 £ 5275 1034 + 325
pLPrhlA-A8T/T11A 5486 + 770 1270 + 103
pLPrhlA-A8T/C12T 21150 + 3049 2,452 + 390
pLPrhlA-T11A/C12T 38434 + 2192 1673 + 254
pLECA-70 1363.37 85.62
pLP170 242.7 + 49 260.9 + 35

rhillas! rhillasi+ C12* rhillasi+ C12 +C4*
873.4 & 48 7774 £ 770 41005 &4 2146
1363 + 292 1308 + 99 2159 + 447
923.2 + 113 2574.2 + 639.8 11995 + 886.2

1788.9 + 607.8 1590.4 + 346 10233 £ 954
1061 + 67 2224 + 621 2753 + 799
1211 4+ 244 1222 + 331 7497 4+ 810
1475 + 307 1590.4 + 345 9369 + 535

70.3 71.55 £+ 11 324.67 £ 41

225.9 + 39 256.39 + 36 260.59 + 27

*The rhll, las/ double mutant, was supplemented with 30-C12-HSL or with both 30-C12-HSL and C4-HSL. ND means not done.

interaction of a bacterial transcriptional activator with a
specific DNA sequence causes a change of conformation
that modifies its interaction with RNA-polymerase
(RNA-P) and in this case caused a drastic reduction of
its activation ability. This possibility remains to be fur-
ther studied.

On the other hand, the plasmid containing the rhlA-
las-box C12T mutation, which is only bound by RhIR in
the presence of C4-HSL (Table 2), as well as the plasmid
containing the rhlA-las-box T11A/C12T double mutation,
showed a similar level of expression as the gene contain-
ing the wild-type rhlA-las-box (Fig. 2a; Table 3). These
results can also be explained, considering that the confor-
mation of RhIR/C4-HSL bound to rhlA-las-box mutant
T11A, which shows a reduced level of transcriptional acti-
vation, is restored to a conformation that can activate
transcription in the presence of an additional rhlA-las-
box mutation (CI12T), which by itself has the only appar-
ent effect of losing the ability to be bound by RhIR in the
absence of C4-HSL (Table 2).

We were particularly interested in determining whether
plasmids containing rhlA-las-box T11A or CI2T single
mutations, which present the novel characteristic of being
recognized by LasR/30-C12-HSL (Fig. 1, Table 2),
showed a new expression pattern that was dependent on
LasR. However, we found that neither of these two plas-
mids, containing the T11A or C12T rhlA-las-box muta-
tions, was expressed by this LasR/30-C12-HSL (Fig. 2,
Table 3).

Expression of transcriptional rhlA-lacZ fusions
with point mutations in the rhiA-las-box in
P. aeruginosa PAO1 and its derived mutants

To determine whether the pattern of transcription
observed in E. coli was maintained in the P. aeruginosa
PAO1 genetic background, we constructed transcriptional
lacZ fusions in plasmid pLP170 (Preston et al, 1997) that
contained either the original sequence of the rhlA
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promoter, including its las-box (pLPrhlA, Table 4), or the
las-box mutant derivatives (Table 4).

To determine the transcription dependence on RhIR
and LasR, we compared the levels of lacZ expression from
the different plasmids with lacZ fusions in the P. aerugin-
osa PAOL type strain, with the levels obtained in an
rhIR mutant, and a rhll, lasI double mutant (without
addition, with 30-C12-HSL, or with both C4-HSL and
30-C12-HSL).

Our results show that in P. aeruginosa, rhlA-lacZ
fusions from plasmid pLPrhlA, the plasmids containing
mutations in the rhlA-las-box, and the lecA-lacZ fusion
in plasmid pLECA-70 are activated by RhIR/C4-HSL
(Fig. 2b, Table 4). LasR/30-C12-HSL also contributes to
a small extent in the expression of the rhlA gene when
containing the wild-type las-box sequence, but does not
activate the expression of any of the mutants studied
(Fig. 2b, Table 4), even if LasR/3-O-C12-HSL is able to
bind to some of these DNA sequences (Fig. 1; Table 2).

We found in accordance with previous results that the
A8T rhlA-las-box mutation causes the greatest reduction
in gene expression in the PAO1 background (Fig. 2b;
Table 4) and that the T11A mutation of this las-box also
results in a lower level of gene transcription (Fig. 2b;
Table 4), while the C12T rhlA-las-box mutation has not a
significant effect on rhlA expression. However, we found
that plasmid pLPrhlA-A8T/CI12T presents a much higher
level of expression than plasmid pLPrhlA-A8T (Fig. 2b;
Table 4). This result shows that the change in position 12
(C to T) compensates the deleterious effect of A8T or the
T11A mutations in the rhlA-las-box and reinforces the
conclusion that the interaction of RhIR with DNA
sequences is a complex phenomenon that is not only
important for the binding of this protein per se, but also
for the ability of this transcriptional factor to activate
transcription, maybe through the modulation of its inter-
action with RNA-P.

We found that the expression of the rhiA-lacZ fusions
with mutations in the rhlA-las-box and pLECA-70 did

© 2014 Federation of European Microbiological Societies.
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not attain the same levels of expression as the wild-type
PAOL1 strain in the rhll, lasl double mutant supplemented
with both C4-HSL and 30-C12-HSL, while the expression
from plasmid pLPrhlA was fully restored (Fig. 2b,
Table 4). We do not have any explanation for the lack of
complementation in this condition.

Conclusions

The results obtained in this work show that sequences that
are not conserved among different binding sequences rec-
ognized by certain proteins (i.e., divergent positions in the
rhlA- and lecA-las-boxes that are both bound by RhIR)
can play a role in the selective binding of a protein.

Our work also provides evidence suggesting that the
conformation of a transcriptional regulator might be
affected by the specific DNA sequence to which it is
bound. An example of this is that RhIR/C4-HSL is able to
bind with a good apparent affinity to the T11A mutation
in the rhiA-las-box (Fig. 1, Table 2), but activates tran-
scription very poorly when bound to this sequence as
compared with the expression of a gene containing the
wild-type rhlA-las-box sequence, both in E. coli (Fig. 2a,
Table 3) and in P. aeruginosa (Fig. 2b, Table 4). This sit-
uation also applies to LasR/3-O-C12-HSL, when interact-
ing with rhlA-las-box containing the T11A and CI12T
mutations, and with the lecA-las-box (Fig. 2, Tables 2—4).

Thus, our results show that the specificity of DNA
binding and the activation of gene transcription by RhIR
and LasR QS regulators are very complex phenomena
and that future research is needed to unravel the molecu-
lar mechanisms involved.
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