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PRESENTACION

El nitrégeno es un compuesto vital para los seres vivos, ya que forma parte de
proteinas y acidos nucleicos. Cuando el amonio, la fuente preferida de nitrégeno, es
limitante en el medio, muchos microorganismos son capaces de obtener nitrégeno de
otras fuentes alternativas como son las bases puricas y sus metabolitos derivados,
entre ellos la alantoina y alantoato.

Este estudio se enfoca en el metabolismo de alantoina, y su derivado
alantoato, como fuentes de nitrégeno en la enterobacteria Klebsiella pneumoniae. El
interés por este metabolismo surgid al observar que K. pneumoniae a diferencia de E.
coli es capaz de utilizar los nitrégenos de la alantoina en condiciones aerdbicas. Los
genes implicados en dicho metabolismo estan agrupados en dos clusters diferentes y
su nomenclatura continta con la propuesta para la degradacién de purinas en esta
bacteria (de la Riva et al. 2008). La primera agrupacion denominada hpxSAB-hpxC-
guaD, contiene los genes implicados en la degradacién de alantoina a alantoato y el
gen que codifica guanina desaminasa. En la segunda agrupaciéon se encuentran los
genes hpxFGHIIK-hpxU-hpxWXYZ que estan implicados en el metabolismo posterior de
alantoato.

El sistema hpxSAB-hpxC-guaD esta formado por tres unidades transcripcionales
de las cuales hpxC y guaD se transcriben de manera divergente e independientemente
de hpxSAB. Hemos determinado su inicio de transcripcion, lo que ha permitido
establecer que hpxSAB y hpxC se transcriben a partir de promotores dependientes de
la subunidad ¢’° de la RNA polimerasa mientras que guaD presenta un promotor ¢,
Por similitud de secuencia proponemos que el gen hpxA codifica una racemasa que
permitiria la formacion de (S)-alantoina a partir de su enantiémero (R). El producto del
gen hpxB es una alantoinasa que cataliza la degradacién de alantoina a alantoato, esta
enzima no presenta homologia con las alantoinasas tipicas, pero si con la nueva
alantoinasa (PuuE) independiente de metales identificada en Pseudomonas
fluorescens. En base a similitud de secuencia proponemos que el gen hpxC codifica una
alantoina permeasa que permitiria la entrada a la célula de la alantoina presente en el
medio extracelular. El gen guaD codifica una guanina desaminasa que cataliza el paso
de guanina a xantina. Aunque esta reaccidon tiene lugar al inicio de la via de
degradacidn de purinas, ha sido objeto de este estudio ya que forma parte del cluster
implicado en la degradaciéon de alantoina. El gen hpxS codifica una proteina de la
familia de reguladores GntR que podria tener un papel dual, actuando como represor
en ausencia de alantoina y como activador cuando este metabolito estd presente en el
medio. HpxS se une a dos sitios contiguos, S1 y S2, cubriendo las cajas -10 y -35 del
promotor del operdn hpxSAB.

La caracterizacion de la regulacidn del sistema se ha llevado a cabo mediante
diversas metodologias, analizando diferentes cepas mutantes y distintas condiciones
de disponibilidad de nitrégeno. Los resultados obtenidos muestran que el cluster
hpxSAB-hpxC-guaD estd sometido a una doble regulacion, la llevada a cabo por el
sistema global del nitrogeno y la regulacién especifica de la via. En este cluster, la
unidad transcripcional hpxSAB es la mas regulada, su expresién se induce cuando la



alantoina es la fuente de nitréogeno a diferencia de las otras dos unidades
transcripcionales hpxCy guaD cuya expresion no es inducida por este metabolito.

La transcripcién del gen guaD esta regulada por la disponibilidad de nitrogeno
por accidon de la proteina NtrC. La expresidon del gen hpxC parece ser constitutiva. Para
gue la induccion del operdn hpxSAB sea completa es necesaria la presencia de las
proteinas HpxS y NAC, las cuales podrian interactuar en presencia de alantoina.

En lo que concierne al sistema hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ, se identificaron tres
unidades transcripcionales de las cuales hpxU y hpxFGHIJK se transcriben en el mismo
sentido y de forma divergente a hpxWXYZ. De este cluster, los operones hpxFGHIIK 'y
hpxWXYZ se transcriben a partir de promotores dependientes de la subunidad ¢’° de la
RNA polimerasa mientras que en la regién promotora de hpxU se han identificado
secuencias de unién tanto para la subunidad o>* como para la 6’°. Por similitud de
secuencia se propone que los genes hpxFGHI codifican un sistema de transporte tipo
ABC que permitiria la entrada del alantoato a la célula. Los genes hpxJ y hpxK codifican
una ureidoglicina aminotransferasa y una alantoato amidohidrolasa respectivamente.
La proteina HpxK hidroliza el alantoato para producir ureidoglicina, posteriormente
HpxJ cataliza la transaminacion entre la ureidoglicina y un a-cetodcido para producir
oxalurato y el correspondiente aminoacido. Por similitud de secuencia se propone que
las proteinas codificadas por los genes hpxW y hpxY podrian ser una oxamato y una
oxalurato amidohidrolasa respectivamente. Respecto a los genes hpxX y hpxZ, aunque
presentan homologia con otras proteinas, ninguna ha sido caracterizada, solo se
sugiere que HpxZ podria estar implicada en la utilizacién de oxalurato. El gen hpxU
codifica una proteina reguladora perteneciente a la familia de reguladores RpiR que en
ausencia de alantoato, reprime la expresion del operén hpxFGHIJK ademas de regular
su propia transcripcion. Se han localizado los sitios de unién para HpxU en el promotor
de hpxFGHIJK y en la regién intergénica hpxU-hpxW.

La caracterizacion de la regulacion del cluster hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ
muestra que existe un control de la transcripcién por el sistema global de nitrégeno y
por el regulador especifico. El alantoato induce la expresidon de los genes hpxU vy
hpxFGHIJK. La transcripcién del gen hpxU estd levemente regulada por la
disponibilidad de nitrégeno. La expresién de hpxWXYZ no estd controlada por la
presencia de alantoato ni por la disponibilidad de nitrégeno.

Aunque K. pneumoniae forma parte de nuestra flora intestinal, existen cepas
patdgenas que pueden causar ciertas patologias como la neumonia. En un estudio
realizado (Chou et al. 2004) en personas con artritis reumatoide, enfermedades
pulmonares crénicas, meningitis bacteriana y diabetes mellitus no dependiente de
insulina; se observd un incremento en los niveles de alantoina respecto a individuos
sanos. La capacidad de Klebsiella pneumoniae de degradar alantoina ha sido asociada
con la capacidad de causar abscesos hepaticos en humanos. Estos hechos podrian
representar una ventaja para esta bacteria en la competencia con el resto de especies
microbianas que constituyen la flora humana facilitando asi la colonizacién del nicho
ecoldgico. A pesar de que las condiciones del tracto intestinal son anaerébicas, la
capacidad de utilizar aerédbicamente la alantoina como fuente de nitrégeno podria ser
util para las cepas patégenas a la hora de colonizar ambientes aerébicos como las vias
respiratorias.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1. DEGRADACION DE PURINAS

Las bases puricas son compuestos organicos heterociclicos que contienen 4 6 5
atomos de nitrogeno. Son constituyentes de los acidos nucleicos y son importantes
para la transferencia y almacenamiento de energia (ATP) asi como para la sintesis de
proteinas y sefalizacion (GTP). Estos compuestos ricos en nitrogenos son utilizados por
las plantas, animales y muchos microorganismos para almacenar y translocar
nitrogeno para su asimilacion o excrecién (Pope et al. 2009).

Las purinas y sus derivados se encuentran formando parte de la biomasa y estan
involucradas en casi todos los procesos de la vida. Estos compuestos abundan en los
ecosistemas (Vogels and Van der Drift 1976), se forman y degradan continuamente en
la biosfera. Proceden de la descomposicién de la materia viva y de los productos de
desecho de los organismos (Schultz et al. 2001).

Cuando el amonio, la fuente preferida de nitrégeno es limitante, plantas, hongos
y bacterias pueden obtener nitrégeno de las bases puricas. Asi, algunos organismos
degradan estos compuestos hasta CO, y amonio, mientras que otros contienen solo
algunos enzimas de la via, siendo en este caso la degradacién de purinas incompleta.

Para que las purinas puedan metabolizarse estas deben llegar al interior celular.
El transporte de bases nitrogenadas a través de las membranas biolédgicas esta
mediada por proteinas especificas de transporte transmembrana. Transportadores de
nucleobases se han identificado genéticamente y/o fisiolégicamente en bacterias,
hongos, protozoos, algas, plantas y mamiferos. En bacterias y hongos se han clonado y
analizado un nimero limitado de genes transportadores los cuales han sido analizados
a nivel molecular. Se ha evidenciado que los transportadores de nucleobases y
secuencias similares de funcién desconocida presentes en bases de datos constituyen
tres familias basicas, denominadas: NAT (Nucleobase-Ascorbate Transporter), PRT
(microbial Purine-Related Transporter) y PUP (Plant PUrine-related transporter) (Harry
de Koning 2000). La primera familia incluye a miembros de arqueobacterias,
eubacterias, hongos, plantas y metazoos, la segunda se limita a los procariotas y
hongos, y la tercera sélo se encuentra en plantas. Curiosamente, los transportadores
de ascorbato en mamiferos, son homadlogos a las secuencias de NAT.

Una vez en el interior celular, el siguiente paso en la asimilacién de las bases
puricas adenina y guanina como fuente de nitrégeno, es una reacciéon de desaminacién
catalizada por enzimas especificas para cada una de las bases dando como resultado
una molécula de amonio e hipoxantina o xantina, respectivamente. El catabolismo de
hipoxantina o xantina transcurre en dos etapas; en la primera, ambos compuestos son
oxidados por la accion de la xantina deshidrogenasa a acido urico, el cual es
posteriormente convertido en alantoina a través de tres reacciones enzimaticas
(FIGURA 1.1.). En la segunda, la degradacion de alantoina se completa en la mayoria de
los organismos hasta CO, y amonio. Aunque la primera parte de esta ruta metabdlica
es comun para todas las especies, la degradacion de alantoato puede seguir diferentes
vias dependiendo del organismo tal como se muestra en la FIGURA 1.2. (Yoo et al. 1985;
Cusa et al. 1999; Schultz et al. 2001; Serventi et al. 2009; Werner et al. 2010).
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FIGURA 1.1. Via de degradacion de purinas a alantoina. AD: adenina desaminasa, GD: guanina
desaminasa. XDH: xantina deshidrogenasa. HIU: 5-hidroxiisourato. OHCU: 2-oxo-4-hidroxi-4-carboxi-5-
ureidoimidazolina.

La oxidaciéon de hipoxantina a xantina y de xantina a acido Urico esta
universalmente catalizada por xantina deshidrogenasas (XDH) o xantina oxidasas. Estos
enzimas se han estudiado en bacterias, hongos, plantas y metazoos. Secuencias afines
se han encontrado en arqueas. Enzimas de esta familia contienen dominios de unidn a
FAD y centros ferrosulfurados los cuales son esenciales en la cadena de transporte de
electrones durante la reaccion de oxidacidn. La actividad de muchas XDH requiere del
cofactor molibdeno (MoCo) como es el caso de la XDH presente en Aspergillus nidulans
y Neurospora crassa (Cultrone et al. 2005), sin embargo, existen también XDH
independientes de MoCo como la descrita en Klebsiella pneumoniae M5al (Garzén et
al. 1992). En el caso de algunas levaduras como Saccharomyces pombe y Candida
albicans no se han identificado genes que codifiquen XDH a pesar que son capaces de
utilizar purinas como fuente de nitrégeno, lo que sugiere que ambos organismos son
capaces de oxidar la xantina a acido Urico mediante una reaccién en la que no esta
implicada ninguna molibdoenzima (Goudela et al. 2005).

El acido urico formado es posteriormente oxidado a 5-hidroxiisourato (HIU) en
una reaccion catalizada por la uricasa. Recientemente, esta proteina ha sido purificada
y caracterizada a partir de Aspergillus flavus (Gabison et al. 2010), se trata de un
tetrdmero con cuatro sitios activos que, a diferencia de otras oxidasas, no es
dependiente de metales o cofactores. El producto de la uricasa, HIU, puede
hidrolizarse  espontaneamente a  2-oxo-4-hidroxi-4-carboxi-5-ureidoimidazolina
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(OHCU), sin embargo, estudios realizados por Kahn and Tipton 2000 sugieren que in
vivo su hidrdlisis es catalizada por la HIU hidrolasa. OHCU puede ser transformado de
manera espontanea aunque muy lentamente, o mediante catdlisis llevada a cabo por
la enzima OHCU descarboxilasa (Werner and Witte 2011).

La alantoina es transformada en alantoato por accion de una actividad
alantoinasa. Uno de los genes que codifica esta proteina se identificd por primera vez
en Saccharomyces cerevisiae y se le denominé DAL1 (Buckholz and Cooper 1991). La
proteina codificada por este gen tenia una clara similitud de secuencia con otras
enzimas que actuan sobre anillos amidicos como hidantoinasas. Proteinas homélogas a
DAL1 han sido identificadas en anfibios, insectos, bacterias y plantas (Lee and Moss
1991; Kim et al. 2000; Yang and Han 2004). Estudios realizados en Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Schizosaccharomyces pombe demostraron que
en determinadas condiciones se expresaba una proteina con actividad alantoinasa
(Janssen et al. 1982) codificada por el gen puuE, la cual fue clasificada por su estructura
y secuencia dentro de las polisacarido deacetilasas dada su homologia con enzimas
que catalizan reacciones hidroliticas sobre peptidoglicanos (Ramazzina et al. 2008).
Estudios de mutantes knockout en el gen puuE (purine utilization E), evidenciaron que
estos carecen de actividad alantoinasa y por tanto no son capaces de crecer en
alantoina como fuente de nitrégeno.

Las alantoinasas Puuk y DAL1 aunque catalizan la misma reaccién, no presentan
similitud de secuencia. El 65% de la actividad alantoinasa codificada por genomas
bacterianos es atribuido a PuuE aunque también ha sido encontrada en hongos vy
levaduras. El dominio polisacarido deacetilasa de PuuE ha sido relacionado con
proteinas involucradas en rutas metabdlicas especificas para compuestos asociados a
la membrana celular, mientras que el dominio amidohidrolasa de DALl es
frecuentemente encontrado en proteinas involucradas en el metabolismo primario,
incluyendo enzimas que catalizan otras reacciones del metabolismo de purinas.

Para la posterior degradaciéon de alantoato existen dos rutas metabdlicas
distintas (FIGURA 1.2.). En algunos hongos, levaduras, bacterias y anfibios el alantoato
es metabolizado a través de una enzima denominada alantoicasa hasta urea y
ureidoglicolato (Lee and Moss 1991), mientras que en plantas, asi como en algunas
bacterias, el metabolismo de alantoato se produce a través de la alantoato
amidohidrolasa (AAH) generandose en este caso una molécula de amonio, didxido de
carbono y ureidoglicina.

Los genes que codifican alantoicasa se han clonado a partir de diferentes fuentes
como son microorganismos (Lee and Moss 1991; Piedras et al. 2000), peces y anfibios
(Vigetti et al. 2000; Vigetti et al. 2003; Wang et al. 2005). La estructura tridimensional
de esta proteina ha sido resuelta a partir de levaduras y muestra una disposicion
hexamérica en el cristal (dimero de trimeros). La AAH de E. coli ha sido también
cristalizada y su estructura resuelta. Se trata de un dimero con dos sitios activos para
la unién a zinc o0 manganeso, caracteristicas en comun con la enzima caracterizada de
Bacillus subtilis (Xu et al. 1995; Agarwal et al. 2007).
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FIGURA 1.2. Via de degradacion de alantoina en diferentes especies. AAH: alantoato amidohidrolasa,
UGIyAH: ureidoglicina aminohidrolasa. La linea punteada representa una via postulada en algunas
bacterias que carecen de UGIyAH (Werner et al. 2010). *La formacién de urea en plantas es aun
controvertida.

Se ha propuesto que la ureidoglicina formada es hidrolizada a ureidoglicolato por
accion de la ureidoglicina aminohidrolasa (UGIyAH) (Vogels and Van der Drift 1976).
Sin embargo, se han encontrado algunas especies bacterianas que carecen de UGIyAH,
en cuyo caso se ha observado la presencia en su genoma de un gen que codifica una
proteina con actividad aminotransferasa. En este sentido, un estudio reciente en K.
pneumoniae ha demostrado que la ureidoglicina puede ser convertida directamente
en oxalurato a través de una reaccion de transaminacién catalizada por la ureidoglicina
aminotransferasa, producto del gen hpxJ (Serventi et al. 2009; Werner et al. 2010).
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El metabolismo del ureidoglicolato en plantas sigue siendo controvertido ya que
puede seguir por la via de la urea o liberar directamente amonio y diéxido de carbono,
mientras que en E. coli es transformado en glioxilato y urea por accion de la proteina
AllA (Cusa et al. 1999).

En cuanto a la degradacion de purinas en microorganismos, estos podrian
dividirse en dos grupos, los que degradan purinas en condiciones aerdbicas (protozoos,
algas, hongos, levaduras y algunas bacterias) y los que las degradan en condiciones
anaerdbicas como algunas especies de Clostridium. Algunos organismos no expresan la
ultima parte de la via de las purinas o lo hacen solo en condiciones anaerébicas, por
ejemplo E. coli K-12 puede utilizar la alantoina y sus catabolitos como fuente de
nitréogeno solo bajo condiciones de anaerobiosis.

1.1.1. METABOLISMO DE PURINAS EN ENTEROBACTERIAS.

Los estudios sobre la degradacion de purinas en bacterias se han centrado
fundamentalmente en las especies Pseudomonas aureoginosa, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Salmonella enterica y Klebsiella pneumoniae. Las tres ultimas,
pertenecientes a la familia de las enterobacteriaceae.

Las purinas llegan al intestino como producto de la digestidon de alimentos de
origen celular. Los acidos nucleicos son resistentes al medio acido del estomago, se
degradan a sus nucleétidos principalmente en el duodeno; estos compuestos no
pueden atravesar las membranas celulares y son hidrolizados posteriormente a
nucledsidos por accion de nucleotidasas y fosfatasas. Solo una pequefia fraccion de los
acidos nucleicos ingeridos es incorporada a los acidos nucleicos de los tejidos, por
tanto, el destino de la mayor parte de bases nitrogenadas suele ser su degradacion y
excrecion (Voet, 1992). En humanos, el producto del catabolismo de purinas es el
acido urico, el cual solo puede ser degradado por accion de la flora intestinal ya que
los seres humanos carecemos de uricasa. Por ello es importante conocer cémo puede
contribuir el metabolismo de nuestra microbiota para la completa degradacién de las
purinas.

El metabolismo de purinas por las enterobacterias tiene un especial interés por
el papel que desempeifian en la fisiologia intestinal y por su implicacion en diversas
patologias. El estudio realizado en el grupo de investigacion donde se ha desarrollado
esta tesis ha estado centrado particularmente en E. coliy K. pneumoniae.

1.1.1.1. En Escherichia coli.

E. coli es capaz de catabolizar purinas, aunque no de forma eficiente para poder
utilizarlas como Unica fuente de nitréogeno en condiciones aerdbicas. Xi et al. 2000,
demostraron la formacién de '*CO, a partir de [*Cladenina, lo cual implica la
participaciéon de enzimas con actividad xantina deshidrogenasa (XDH) y uricasa. La
primera cataliza dos reacciones consecutivas, en las que se produce la conversién de
hipoxantina a xantina y posteriormente la conversién de xantina a acido urico, el cual
es transformado después en alantoina por accién de la uricasa.

Los genes que codifican XDH y uricasa fueron localizados dentro de un cluster de
23 genes, en el que se encontraron 5 promotores dependientes de ¢>*. El andlisis
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posterior de las secuencias reveld la presencia, ademads de la XDH, de una alantoinasa y
una alantoato amidohidrolasa, lo cual sugeria el posterior metabolismo de la alantoina
en E. coli. Sin embargo no se demostrd la formacidon de amonio ni carbamilfosfato, lo
qgue implicaba que el metabolismo de purinas es incompleto en condiciones aerdbicas
y no suministra nitrogenos durante el crecimiento en condiciones limitantes de
nitrégeno (Xi et al. 2000). Esto demuestra que la alantoina en condiciones aerdbicas no
puede ser metabolizada como fuente de carbono, ni utilizada como fuente de
nitrogeno y es compatible con los resultados presentados por Cusa et al. 1999. Sin
embargo, en condiciones anaerdbicas la alantoina puede ser utilizada como fuente de
nitrogeno por esta bacteria. El hecho de que las xantinas deshidrogenasas solo sean
funcionales en presencia de oxigeno y que la alantoina solo se pueda metabolizar en
condiciones anaerdbicas, justifica que la adenina no pueda ser utilizada de forma
eficiente como fuente de nitrégeno en presencia de oxigeno.

El metabolismo de alantoina puede seguir dos vias diferentes dependiendo de la
disponibilidad de nitrégeno, carbono y oxigeno (Hasegawa et al. 2008). En condiciones
anaerdbicas y de limitacidn de nitrdgeno, la alantoina se degrada via carbamilfosfato
hasta amonio con la finalidad de suministrar una fuente de nitrégeno. En condiciones
aerdbicas la alantoina es transformada en 3-fosfoglicerato via glioxilato con la finalidad
de producir energia. Para la asimilacion de los nitrégenos de la alantoina, esta es
convertida en ureidoglicolato por la accién secuencial de la alantoinasa (allB) y
alantoato amidohidrolasa (allC), generandose en el proceso dos moléculas de amonio
(FIGURA 1.3.). El metabolismo del ureidoglicolato producido puede seguir dos vias
alternativas ya que es sustrato de dos enzimas diferentes, la ureidoglicolato
deshidrogenasa (allD) y la ureidoglicolato hidrolasa (allA). En este sentido, en
condiciones de anaerobiosis y nitrogeno limitante el metabolismo en E. coli, sigue por
la via de allD para producir nitrégeno, mientras que en condiciones aerdbicas y con la
finalidad de obtener energia, a través de allA (FIGURA 1.3.).

Alantoina
allB

Alantoato
2NH," ] allC

Ureidoglicolato

Urea w‘
allA

Glioxilato Oxalurato
co, /| 9¢ Oxamato
Tartronato semialdehido Carbamoilfosfato
glxR
Glicerato NH," + CO, + ATP

lglxK

Fosfoglicerato

FIGURA 1.3. Ruta metabdlica para la degradacion de alantoina en E. coli.
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Continuando por la via de degradacion que permite la obtencidn de nitrégeno, la
ureidoglicolato deshidrogenasa (allD) oxida el ureidoglicolato a oxalurato, el cual es
posteriormente metabolizado a oxamato y carbamoil fosfato, CO, y amonio por la
accién secuencial de la oxamato transcarbamoilasa y carbamato fosfotransferasa. El
carbamoil fosfato producido puede ser incorporado en la sintesis de novo de
pirimidinas y arginina. Por la segunda via, si lo que se quiere es producir energia, la
ureidoglicolato hidrolasa (allA) convierte el ureidoglicolato en urea y glioxilato el cual
es degradado a través de la via del D-glicerato hasta el intermediario glicolitico 3-
fosfoglicerato, por la accién sucesiva de la glioxilato carboligasa (gcl), tartrénico
semialdehido reductasa (g/xR) y la glicerato kinasa (g/xK) (Cusa et al. 1999).

Los genes que codifican las enzimas involucradas en este proceso metabdlico
constituyen el regulén all que esta organizado en 5 unidades transcripcionales: allS,
allA, allR, gcl-hyi-gIxR-ybbV-allB-ybbY-gIxK y allD-allC-ylbA (Vogels and Van der Drift
1976; Chang et al. 1993; Cusa et al. 1999) (FIGURA 1.4.). Este reguldn consta de once
genes estructurales y dos genes que codifican las proteinas reguladoras AlIR y AllIS
(Rintoul et al. 2002).

Los dos reguladores, AlIR y AllS, participan en la regulacion de la transcripcion de
mas de diez genes involucrados en el catabolismo de alantoina. AlIR es un represor,
cuyo dominio de unién a la molécula efectora localizado en el extremo C-terminal ha
sido cristalizado y caracterizado (Walker et al. 2006; Lorca et al. 2007). La expresion
constitutiva de este represor ocurre tanto en ausencia como presencia de oxigeno. Por
otra parte, allS es expresado en ausencia de oxigeno e hiperinducido en condiciones de
nitrogeno limitante, siendo independiente de reguladores globales de la transcripcién
como NtrC o NAC, de los cuales se hablarda mas adelante (Zimmer et al. 2000).

Alantoato amidohidrolasa y
ureidoglicolato deshidrogenasa

) oo
P G—

Ureidoglicolato
hidrolasa

Alantoinasa y enzimas de la via del D-glicerato

A —p —p

Activador Represor

FIGURA 1.4. Reguldn all de E. coli. Se indica la funcidon codificada por cada unidad transcripcional.

El modelo de regulacién del sistema all fue propuesto por Rintoul et al. 2002. El
represor AlIR, a baja concentracidn intracelular de glioxilato, bloquea la transcripcién
de los promotores pallA, pgcl y pallS, los dos primeros controlan la sintesis de enzimas
involucradas en el metabolismo de alantoina y glioxilato mientras que el ultimo
controla la sintesis del activador AlIS. En ausencia de AlIS, el operén allD no se
transcribe. Cuando el glioxilato intracelular aumenta, AlIR se une a este efector
liberdndose de los promotores pallA, pgcl y pallS, para asi permitir la transcripcién de
los genes correspondientes. El incremento de AlIS en presencia de alantoina en el
medio activa la transcripciéon a partir de pallD (FIGURA 1.5.). Estudios realizados
posteriormente (Hasegawa et al. 2008) muestran que la presencia de alantoina en el
medio favorece la interaccidn entre AlIR y los promotores de los genes que regula. Por
tanto la alantoina es considerada un corepresor de este sistema. Tomando todo lo
anterior en consideracidn, se sugiere que la actividad de AlIR estd controlada por dos
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moléculas efectoras, alantoina y glioxilato. La represion de los promotores es mayor al
formarse el complejo AllR-alantoina. Este complejo, cuando el glioxilato esta presente
en el medio intracelular, se disocia del DNA permitiendo la transcripcion de los genes
allD-allC-f261 a partir del promotor pallD. Las proteinas reguladoras AlIR y AllS juegan
por tanto un papel clave en el control coordinado de las dos vias, la funcidén represora
de AlIR es activada en presencia de alantoina, el sustrato comun de ambas vias,
llevando a la represién de los genes que llevan a la produccién de energia. Por otro
lado cuando el glioxilato se acumula, AlIR es inactivado y se produce la desrepresion de
la via de produccién de energia.

La via de degradacién de purinas también parece estar regulada por RutR
(Hasegawa et al. 2008). Esta proteina juega un papel clave en la regulacidon de un
conjunto de genes implicados en la sintesis de pirimidinas y de arginina y en la
degradacidon de pirimidinas y purinas, por lo que podria existir una interrelacién entre
el metabolismo de pirimidinas y purinas a través de RutR. Se ha descrito también que
RutR podria controlar el sistema all aunque se desconoce el mecanismo de este cross-
talk.
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FIGURA 1.5. Modelo de regulacion por AlIR y AlIS del regulén de la alantoina en E.coli. Las proteinas
reguladoras y sus genes estan sombreados. Las flechas negras debajo de los genes indican las unidades
transcripcionales y las grises corresponden a genes que se transcriben como unidad (Rintoul et al, 2002).

1.1.1.2. En Klebsiella pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae es una bacteria que forma parte de la microbiota humana
aungue también puede encontrarse en el tracto respiratorio y urinario. Sin embargo
existen cepas patdgenas oportunistas causantes de un gran nimero de enfermedades
multiresistentes a antibioticos como bacteremias, neumonias e infecciones de las vias
urinarias (Chou et al. 2004; Jonas et al. 2004). En estos casos la competencia por el
habitat con el resto de especies microbianas que cohabitan en el huésped es
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fundamental para que los patdgenos puedan colonizar su nicho ecolégico. Las dos
especies mas importantes desde el punto de vista clinico y epidemiolégico son
Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca.

Klebsiella puede utilizar purinas y alantoina como fuente de nitréogeno y asimilar
todos los nitrégenos de estas moléculas (Xi et al. 2000).

Hasta el afio 2004, no se habian identificado genes de K. pneumoniae implicados
en la degradacion de purinas. En un estudio realizado por Chou et al. 2004, se
analizaron aislados patégenos de K. pneumoniae asociados a infecciones hepaticas y se
compararon con cepas no patogenas, entre ellas la MGH78578. A diferencia de las
cepas no patogenas, las patogenas contienen un locus de 22Kb asociado al
metabolismo de la alantoina el cual es ortdlogo al regulén all de E. coli (FIGURA 1.6). En
estos patdgenos, el locus identificado estd implicado en la utilizacién de alantoina
como fuente de carbono y de nitrégeno tanto en condiciones aerdbicas como
anaerodbicas.

-~ ERCREEE

all5, ali4, aliR, gl

FIGURA 1.6. Reguldn all de la cepa patégena de K. pneumoniae NTUH-K2044. Chou et al., 2004.

Sin embargo existe una gran variabilidad fenotipica y genotipica entre las
distintas cepas de K. pneumoniae (Brisse and Verhoef 2001). Caracteristicas como la
presencia de plasmidos (Hartstein et al. 1993), la resistencia a determinados
antibiodticos o el aspecto de las colonias pueden ser muy diferentes entre cepas (Lai et
al. 2003). La presencia del reguldn all en cepas patégenas y su ausencia en cepas no
patdgenas puede reflejar también esta variabilidad.

La capacidad de las bacterias de metabolizar alantoina, puede contribuir a su
adaptacion al medio y ha sido relacionada con ciertas enfermedades humanas. En
personas con artritis reumatoide, enfermedades pulmonares crdnicas, meningitis
bacteriana y diabetes mellitus no dependiente de insulina, se ha observado un
incremento en los niveles de alantoina respecto a individuos sanos. Es por ello que la
capacidad de Klebsiella pneumoniae de degradar alantoina ha sido asociada con la
capacidad de causar abscesos hepaticos en humanos (Chou et al. 2004).
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Estudios realizados posteriormente con K. pneumoniae (de la Riva et al. 2008) y
K. oxytoca (Pope et al. 2009) muestran que adenina, guanina e hipoxantina pueden ser
utilizadas como fuente de nitrégeno por estas cepas en condiciones aerébicas. La
asimilacién de todos los nitrégenos de las purinas indica que esta ruta metabdlica
transcurre hasta su totalidad en ambas especies, lo cual ya habia sido sugerido por Xi
et al. 2000, al observar que la densidad de cultivos de K. pneumoniae crecidos con
adenina como fuente de nitrégeno era cuatro veces superior a la de los cultivos en los
que se utilizaba una concentracién equimolecular de NH4CI.

De la Riva et al. 2008 han identificado y caracterizado el sistema génico
responsable de la oxidacién de hipoxantina hasta alantoina en K. pneumoniae. El
sistema hpx estd compuesto por siete genes organizados en cuatro unidades
transcripcionales, hpxDE, hpxR, hpxO, y hpxPQT (FIGURA 1.7.). Las proteinas
involucradas en la oxidacidn de hipoxantina (HpxDE) y acido urico (HpxO) no muestran
similitud con ninguna de las proteinas reportadas previamente que catalizan este tipo
de reacciones, sin embargo son similares a oxigenasas que actlan sobre compuestos
aromaticos. Estudios posteriores demostraron que HpxO es una urato oxidasa, que a
diferencia de otras enzimas de este tipo, es dependiente de FAD (O’Leary et al. 2009).
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FIGURA 1.7. Mapa metabdlico para la asimilacion de hipoxantina hasta alantoina. (A). Via de
degadacién de hipoxantina hasta alantoina. (B). Organizacién génica del sistema hpx en K. pneumoniae.
La similitud de secuencia y asignacion de funcion de las proteinas codificadas en este sistema se indican
en la tabla. XDH, xantina deshidrogenasa (de la Riva et al. 2008).

Bajo condiciones de exceso de nitrégeno la expresion de hpxDE esta reprimida.
Cuando el nitrogeno es limitante, la represion desaparece permitiendo la transcripciéon
de este operdn. En esta situacidn, HpxR se une al promotor de hpxDE activando su
transcripcion. En presencia de hipoxantina, HpxR permite la maxima transcripcion del
operén hpxDE, probablemente debido a un cambio conformacional de la proteina
reguladora mediada por una molécula sefial que facilita la interaccién de HpxR con la
RNA polimerasa o con algun otro regulador transcripcional. La oxidacion de
hipoxantina por la oxidasa HpxDE produce acido urico, el cual induce la expresién de
hpxPQT. Este mecanismo de regulacion se produce en condiciones de nitrégeno
limitante.
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Paralelamente, el metabolismo de purinas ha sido también estudiado por Pope
et al. 2009 en Klebsiella oxytoca. Concretamente se ha identificado un conjunto de 23
genes agrupados que codifican proteinas involucradas en la utilizacién de purinas
como fuente de nitrégeno, la funcidén de algunos de estos genes ha sido asignada por
homologia de secuencia con otras especies (FIGURA 1.8.a.). Por comparacion de
secuencia, en Klebsiella pneumoniae se observd que estos genes estarian agrupados en
tres clusters independientes, el locus comprendido entre los genes KPN_01661 vy
KPN_01666 implicado en la asimilacion de hipoxantina hasta alantoina (de la Riva et al.
2008), el locus comprendido entre KPN_01787 y KPN_01790 contiene los genes
implicados en el metabolismo de alantoina a alantoato, el gen KPN_01791 podria ser
responsable de la desaminacién de guanina a hipoxantina, mientras que el locus
KPN_01761 a KPN_01766 podria participar en la degradacién de alantoato hasta
glioxilato (FIGURA 1.8.b.).

Si bien en K. pneumoniae se han identificado los sistemas génicos implicados en
el metabolismo de guanina e hipoxantina en base a la homologia de secuencias con
K.oxytoca, no hay nada reportado a nivel experimental sobre su caracterizacién. En
este trabajo se abordard el estudio de dichos sistemas génicos a nivel experimental.

a). K. oxytoca
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FIGURA 1.8. Genes en Klebsiella sp. para la utilizacién de purinas. a). Mapa fisico determinado por
analisis de secuencia del DNA en K. oxytoca. Los genes estan anotados con flechas de acuerdo al
producto que codifican: gris, enzimas; blanco, proteinas transportadoras; negro, proteinas reguladoras.
Los cinco mddulos genéticos estan anotados por el sustrato sobre el cual actuan. b). Organizacion
genética en Klebsiella pneumoniae MGH78578, las puntas de las flechas indican la orientacién relativa
en el genoma. (Pope et al. 2009)

1.2.  ORGANIZACION GENICA EN BACTERIAS.

Las bacterias son capaces de sensar constantemente las condiciones
fisicoquimicas extracelulares para poder responder modificando su patrén de
expresion génica y adaptarse a las condiciones medioambientales (Ishihama 2000;
Pérez-Rueda and Collado-Vides 2000).

Los genes que codifican proteinas de funcién metabdlica relacionada estan
situados proximos en el genoma bacteriano. Ademas estos genes tienden a estar
colocados en el orden en que tiene lugar la reaccién bioquimica de sus productos de
expresion. Este orden facilita la regulacion coordinada de los genes agrupados
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conjuntamente, aportando un beneficio selectivo y de ahorro energético al organismo.
Esta agrupacidon génica recibe el nombre de operdn. Por tanto un operdén puede
definirse como un conjunto de genes que se transcriben en una misma unidad
transcripcional formando un RNA mensajero policistrénico y que codifican funciones
relacionadas. Los operones contienen normalmente genes que codifican funciones no
esenciales para el organismo, mientras que los genes que codifican funciones
esenciales suelen transcribirse individualmente.

Genes y/o operones que codifican funciones independientes pueden estar
controlados por un mismo factor de regulacién. El conjunto de estos operones recibe
el nombre de regulén. Un ejemplo puede ser el reguldon controlado por el gen
regulador cdaR que controla la expresién de los operones que participan en el
metabolismo de galactarato y glucarato en E.coli (Monterrubio et al. 2000).

Asi mismo un conjunto de genes, operones y regulones pueden estar controlados
por un mismo factor de regulacién aunque cada uno de estos esté regulado por un
regulador especifico, constituyendo un moduldn. Son ejemplos de modulones, CRP
que regula la represidon catabdlica por glucosa, ARC que regula la expresion
aerdbica/anaerdbica, FNR que regula la expresion anaerdbica, NtrC que regula la
expresion de genes en condiciones de limitacién de nitrégeno, siendo esta regulacién
de forma directa o indirecta a través de NAC. También cabe resaltar que hay proteinas
gue ayudan a regular la transcripcidn porque modulan la curvatura del DNA. Entre
estas estan HNS, FIS, IHF.

1.3. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA EN BACTERIAS

Existen numerosos mecanismos de control de la expresién génica, los cuales son
responsables de la actividad diferencial de los genes en las distintas etapas del ciclo de
vida de un organismo, en funcion de sus condiciones fisioldgicas o ambientales.

Este control requiere de la activacion y/o represidon de un gran nimero de genes
gue permitan adaptar la fisiologia y el metabolismo celular a las nuevas condiciones.
Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos para regular la expresion de sus
genes que puede tener lugar a diferentes niveles: i) En la estructura del DNA,
modificando la topologia del mismo. ii) En el proceso de transcripcién en todas sus
fases: inicio, elongacién y terminacion. iii) Regulacion a nivel de la estabilidad del
mMRNA. iv) En el proceso de la traduccion. v) En la fase postraduccional.

En este apartado nos centraremos en el control del inicio de la transcripcion, en
especial en aquellos aspectos relacionados con el sistema génico objeto de este
estudio. En concreto en el papel de la subunidad sigma de la RNA polimerasa y en el
papel de los reguladores globales y especificos, los cuales median de manera precisa la
activacion o represiéon de genes dependiendo de las condiciones presentes en el medio
de crecimiento (Zhou and Yang 2006; Ishihama 2010).

1.3.1. RNA POLIMERASA: Subunidades o y su funcion.

La RNA polimerasa de las eubacterias es una enzima formada por cuatro

subunidades de constituyen el nucleo o core (a, BB’) que forma la maquinaria basica

para la sintesis de RNA, y una subunidad o, de la que existen diferentes clases (0’°, 6>,
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0*?, 0* 0%, 6%), que es la encargada de dirigir el nicleo hacia un tipo de promotor

concreto. Cada uno de estos promotores posee una secuencia caracteristica que es
reconocida por el correspondiente factor o. La mayoria de los factores o en E. coli son
homélogos a 6”°, excepto o~ que posee varias caracteristicas que la hacen Unica.

La subunidad ¢”*, también conocida como RpoN, NtrA vy o", estd usualmente
asociada con la asimilacidn de nitrégeno. La RNA polimerasa solo puede formar el
complejo abierto para la transcripcién con o>* con ayuda de las proteinas activadoras
EBP (Enhancer Binding Proteins) que se unen a sitios funcionales a pesar de la distancia
y la orientacion (Studholme and Dixon 2003). Las EBP contienen ademas un dominio
que controla la actividad ATPasa (Reitzer and Schneider 2001). La interaccién entre o™
y las EBP requiere la curvatura del DNA, la cual esta facilitada en algunos casos por las
DNA bending proteins como IHF (Integration Host Factor) (Carmona et al. 1997).

La secuencia consenso establecida para la unién de o al DNA es
YTGGCACGNNNNTTGCW (Y: pirimidina, W: A o T) y en ella se reconocen los elementos
caracteristicos -24 (GG) y -12 (GC) (Barrios et al. 1999). En el caso de E. coli, el
contenido medio de dA+dT de los 50pb localizados inmediatamente a 5 de esta
secuencia es del 70-50% y la longitud media de las regiones intergénicas que contienen
un promotor o> es de 267+160bp (Reitzer and Schneider 2001). Las dianas
reconocidas por IHF también tienen un alto contenido en dA+dT y en los casos en los
gue no se necesitan DNA bending proteins |la curvatura natural del DNA tiene lugar en
regiones ricas en dA+dT.

Por otra parte la subunidad ¢’°, codificada por el gen rpoD, media la expresion
de la mayoria de los genes involucrados en las funciones celulares mas habituales
(genes housekeeping) (Helmann and Chamberlin 1988). Algunos elementos
caracteristicos de los promotores regulados por esta subunidad son:

a) Un hexdmero de secuencia consenso TATAAT situado en la posiciéon -10
respecto al inicio de transcripcion.

b) Un segundo hexdmero situado en la posicién -35 con una secuencia consenso
TTGACA. La separacion entre estos hexdmeros es habitualmente de 17 + 1 pb,
ambos son reconocidos por la subunidad 6’°de la RNA polimerasa.

c) Una secuencia rica en dA+dT denominada elemento UP (UPstream element)
gue suele encontrarse entre las posiciones -40 y -60.

El grado de conservacion de la secuencia de estos tres elementos respecto al
consenso, asi como la separacion entre los elementos -10 y -35, determina la
capacidad de unién de la RNA polimerasa al promotor y, en consecuencia, el nivel de
transcripcion del gen u operdn bajo su control.

1.3.2. CONTROL DE LA TRANSCRIPCION POR REGULADORES ESPECIFICOS:
ACTIVADORES Y REPRESORES

La transcripcién de un gen o sistema génico no depende exclusivamente de la
RNA polimerasa, sino que puede estar modulada por otros factores que pueden
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activarla o reprimirla. Estos factores son conocidos como factores de transcripcién y
pueden ser especificos o globales.

En este apartado se trataran los factores de transcripcién especificos. Estos no
actuan de forma continua, sino que su funcién varia segun los requerimientos de cada
momento.

Se denomina factor de transcripcion (TF) a aquella proteina que se une a una
secuencia especifica del DNA y es necesaria para activar o reprimir la transcripcién de
un gen. Algunos TFs se unen solo a secuencias de DNA, otros se unen a un segundo TF
y otros son capaces de unirse a otros TF al mismo tiempo que al DNA (Jay D 1996;
Browning and Busby 2004). La regulacion de la transcripcion de un gen en un
organismo es un mecanismo complicado donde la unién de los TFs al DNA es una clave
importante. Segun la estructura y homologia de secuencia de las regiones de union al
DNA, los TFs pueden ser clasificados en diferentes grupos. El dominio de union al DNA
puede ser hélix-turn-helix, winged hélix o 8 ribbon.

La localizacion del lugar de uniéon de la proteina reguladora en el promotor estd
directamente relacionada con la funcién. La mayoria de proteinas activadoras se unen
entre las posiciones -80 y -30 de la regién promotora respecto al origen de
transcripcion e interaccionan directamente con las subunidades alfa y sigma de la RNA
polimerasa. En procesos catabdlicos un activador estimula la expresién del gen,
normalmente al favorecer la unién de la RNA polimerasa al DNA y generalmente
requieren de una molécula inductora para ejercer su efecto. Las proteinas represoras,
se unen en secuencias adyacentes o en el lugar de unién de la RNA polimerasa. Cuando
se trata de un represor, el TF se une al DNA en ausencia de la molécula efectora para
impedir que la RNA polimerasa se una al promotor. Algunos represores pueden ejercer
su efecto por union al RNA mensajero e impedir que el ribosoma inicie la traduccion.
Algunos TFs actlan Unicamente como activadores o represores mientras que otros
pueden comportase de las dos formas (reguladores duales) dependiendo del sitio de
unién al DNA respecto al promotor (Yamamoto and Ishihama 2003; Ishihama 2010).

Un ejemplo de regulacion dual, seria la llevada a cabo por el regulador LIdR
implicado en el metabolismo de L-lactato E. coli. La proteina LIdR puede actuar tanto
como represor como activador de la expresion del operdn lldPRD, dependiendo del
lugar al que se una en el promotor ya que este ultimo posee dos cajas (O1 y 02)
reconocidas por el regulador (Aguilera et al. 2008). La unién de LIdR con O1 es lo
suficientemente fuerte como para facilitar la union débil de una nueva molécula de
LIdR con O2. La interaccidn de las dos proteinas, unidas a O1 y 02, podria facilitar la
formacién de un loop en el DNA reprimiendo la transcripcion del operén /IdPRD.
Cuando el L-lactato esta presente, la union de esta molécula efectora al extremo C-
terminal de LIdR ocasiona un cambio conformacional que desestabiliza el loop del
DNA, formando asi un complejo abierto para la transcripcidon. En tal situacion, el
regulador LIdR unido a O1 podria interactuar con la RNA polimerasa, o alglin otro
regulador transcripcional, para activar la transcripcion del operdn IldPRD.

Algunos sistemas génicos también pueden estar regulados por mas de un
regulador especifico. Tal es el caso de la regulacion llevada a cabo por AlIR y AllS en el
sistema all, implicado en metabolismo de alantoina en E. coli (INTRODUCCION 1.1.1.1.).
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INTRODUCCION

Las proteinas reguladoras pueden ser clasificadas dependiendo de ciertas
caracteristicas de su estructura, dando origen a las llamadas familias de reguladores
entre las que se encuentran IcIR, LysR, NadR, GntR, RpiR, entre otras.

Se trataran en este punto, dada su importancia para el desarrollo de este
trabajo, dos familias de reguladores: GntR y RpiR.

1.3.2.1. Reguladores de la familia GntR.

La familia de reguladores GntR, Pfam PF00392 (Bateman et al. 2002), fue descrita
por primera vez en 1991 y nombrada después de la identificacion del represor del
operon del gluconato de Bacillus subtilis (Haydon and Guest 1991). En la actualidad
cuenta con mas de 6200 proteinas localizadas en diversos genomas de eubacterias, por
lo que en realidad esta considerada como una superfamilia.

Las proteinas reguladoras de la familia GntR estdn ampliamente distribuidas en
el mundo bacteriano y regulan una gran variedad de procesos que van desde el
metabolismo primario hasta el desarrollo. Se sabe que las proteinas pertenecientes a
esta familia, estdn implicadas en la regulacién de varios procesos celulares
fundamentales tales como motilidad, virulencia, produccién y resistencia a antibidticos
(Jaques and McCarter 2006; Truong-Bolduc and Hooper 2007).

Los reguladores GntR usualmente estan localizados en la regién cromosdmica
adyacente a los genes que controlan. Cuando una molécula efectora, que
normalmente es un intermediario metabdlico de la via regulada, se une al extremo C-
terminal, ocurre un cambio conformacional en la proteina que modifica sus
caracteristicas de unidn al DNA resultando en la represion o activacion de la
transcripcién (Hoskisson and Rigali 2009).

Dada la gran variedad de moléculas que pueden ser reconocidas por los
reguladores GntR, no es de sorprender que estén involucrados en la regulacién de
muchos procesos metabdlicos primarios, modulando la expresidn génica como
respuesta al cambio en la concentracion de metabolitos en el medio. Se ha descrito
que las proteinas miembro de esta familia estan involucradas en la regulacion del
metabolismo de dacidos grasos (DiRusso et al. 1993), catabolismo de aminoacidos
(Allison and Phillips 1990; Ortufio-Olea and Duran-Vargas 2000) y regulacion del
catabolismo de carbono (Mota et al. 1999; Rigali et al. 2002).

Los dominios de unidn al DNA de la familia GntR comparten un importante nivel
de similitud y todos presentan el motivo topoldgico de unién al DNA “winged-helix-
turn-helix” (WH) con el motivo HTH tipico seguido de una B-horquilla. Por el contrario,
el dominio C-terminal de unidn al ligando varia significativamente entre las distintas
proteinas, proporcionando una base para la clasificacién actual de las subfamilias
principales, HutC, MocR, YtrA, AraR, la PImA, y la familia FadR que es la mas grande ya
que comprende aproximadamente el 40% de todos los reguladores de la familia GntR,
(Lee et al. 2003; Franco et al. 2006). El regulador mejor caracterizado de esta familia es
el producto de expresiéon del gen fadR, miembro fundador de la subfamilia FadR. Esta
proteina funciona como un represor del reguléon fad, que incluye los genes
responsables del transporte, activacion y B-oxidacidon de acidos grasos de cadena larga
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y media (DiRusso et al. 1993). Se ha resuelto la estructura cristalina del represor, asi
como las estructuras de complejos con el oligonucledtido dsDNA del promotor y con el
efector, miristoil-CoA (van Aalten et al. 2000; van Aalten et al. 2001; Xu et al. 2001).
Estos estudios revelaron el mecanismo por el cual los cambios de conformacidn
inducidos por el efector en el dominio regulador se transmiten al dominio WH vy
consecuentemente como se produce la interrupcion en la interaccidon represor-operodn,
con lo que se elimina la represion.

Se ha demostrado que FadR controla negativamente 12 genes y también actua
como un activador de otros tres genes mas (DiRusso et al. 1993). Los reguladores de la
subfamilia FadR se hallan normalmente involucrados en la encrucijada de rutas
metabdlicas, por ejemplo, galactonato (DgoR), gluconato (GntR), vanillato (VanR) 6
malonato (MatR). Tienen en comun el disponer de un dominio C-terminal formado por
6 6 7 a-hélices, pero no presentan similitud de secuencia de aminoacidos.

La mayoria de los reguladores transcripcionales (WH) en procariotas se unen al
DNA como proteinas homodiméricas, en este sentido estudios realizados con FadR
(Raman et al. 1997) demostraron que la formacién del dimero estd mediada por
interacciones especificas en los dominios C-terminal. Para su unién al DNA juega
también un papel importante la secuencia de unién en el promotor que puede tener
estructura tanto de inverted repeat como de direct repeat (Rigali et al. 2002). El
alineamiento de la secuencia de los promotores regulados por proteinas
pertenecientes a esta familia, permitid identificar una secuencia palindrémica comun
5’-(N),GT(N)AC(N),-3".

Los estudios realizados con la familia FadR han demostrado la naturaleza de sus
miembros para autoregular negativamente su transcripcion, asi como el hecho de
poder actuar como activadores y represores en la misma via. Tal es el caso del propio
regulador FadR en E. coli, mencionado anteriormente, de la proteina NorG de
Staphylococcus aureus que es un activador/represor de transportadores tipo ABC
involucrados en la autolisis de la pared celular (Truong-Bolduc and Hooper 2007), o de
del regulador dual LIdR implicado en el metabolismo de L-lactato en E. coli (Aguilera et
al. 2008).

Respecto a otras subfamilias, se ha resuelto la estructura 3D de la proteina PhnF
(miembro de la subfamilia HutC), que regula el transporte y biodegradacion de
fosfonatos en E. coli (Gorelik et al. 2006). Se conoce también que los miembros de
MocR usualmente catalizan la transferencia de un grupo amino a un aceptor de
moléculas como un ceto-acido (Ko et al. 1999), la subfamilia YtrA parece estar siempre
asociada con transportadores tipo ABC, pero se desconoce mucho todavia respecto a
las mismas.

1.3.2.2. Reguladores de la familia RpiR.

Esta familia de reguladores transcripcionales estd poco caracterizada, sin
embargo existen algunas proteinas que han sido identificadas y estudiadas en
diferentes microorganismos.
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El primer miembro de esta familia, fue la proteina RpiR de Escherichia coli (a la
cual se debe su nombre) que ademds de autoregularse, esta involucrada en la
regulacién de la expresion del gen rpiB cuyo producto interconvierte la ribulosa 5-
fosfato y ribosa 5-fosfato. En el estudio se describe que las regiones promotoras de
rpiB y rpiR son zonas ricas en AT, cada una de ellas contiene un inverted repeat y varios
direct repeats, y se sugiere que dichas caracteristicas de los promotores podrian ser
importantes para la unién del regulador al DNA (Sorensen and Hove-Jensen 1996).

Algunos homdlogos de RpiR han sido identificados tanto en bacterias gram-
negativas como gram-positivas, siendo capaces de comportarse como represores o
activadores de la transcripcion.

Es frecuente que los miembros de esta familia actien como reguladores
transcripcionales del catabolismo de azucares. En B. subtilis el metabolismo de la
maltosa esta regulado por un activador perteneciente a esta familia, en E. coli controla
el catabolismo de la ribosa, mientras que en Pseudomonas putida y Salmonella
enterica reguladores de este tipo estan involucrados en la degradacion de la glucosa e
inositol respectivamente. Se ha observado que las proteinas de esta familia contienen
en su extremo N-terminal una regién HTH de unidén al DNA, caracteristica de muchos
reguladores transcripcionales. Este tipo de dominio es uno de los mas difundidos en
procariotas. Generalmente las proteinas con extremo HTH forman homodimeros para
unirse a una secuencia palindrémica de DNA (Sorensen and Hove-lJensen 1996;
Yamamoto et al. 2001; Daddaoua et al. 2009).

Estudios sobre el catabolismo del acido N-acetilmuramico (MurNAc), un amino
azucar asociado a la pared celular de casi todas las eubacterias, realizados en E. coli,
revelaron la presencia de una proteina reguladora perteneciente a la familia RpiR
(MurR) la cual controla la expresién de la MurNAc esterasa (MurQ). MurR forma un
multimero que se une a dos inverted repeats adyacentes entre si presentes en la
region intergénica murQ-murR, de esta forma MurR reprime la expresion de MurQ e
interfiere con su propia transcripcion. La formacién de un tetrdmero de MurR, sugiere
gue dos dimeros de esta proteina se unen simultdaneamente a los dos inverted repeats
identificados en la region promotora (Jaeger and Mayer 2008).

Recientemente se han identificado tres homdlogos a RpiR en Staphylococcus
aureus (RpiRA, RpiRB, RpiRC) implicados en la transcripcion de las proteinas de la via
de las pentosas fosfato. Los tres homadlogos contienen en su extremo C-terminal un
dominio denominado SIS. Este dominio esta presente en proteinas que participan en la
isomerizacién de azlcares fosfato y también se han encontrado en represores que
sensan la concentracién celular del producto generado por el Ultimo enzima al cual
regulan, lo cual sugiere que su actividad reguladora puede estar controlada por
intermediarios de la via (Zhu et al. 2011).

En Sinorhizobium meliloti, una proteina miembro de la familia RpiR regula la
transcripcion de los genes iolY, iolR, iolC, implicados en el metabolismo del inositol
(lolR). Por comparacion de secuencia de los tres promotores, se identificd una
secuencia consenso de union a lolR: 5' -GGAA-(N)e-TTCC-3' (Kohler et al. 2011).
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1.3.3. REGULADORES GLOBALES

Los factores de transcripcion globales son capaces de regular la transcripcion de
un gran numero de unidades transcripcionales pertenecientes a diferentes rutas
metabdlicas. Entre los reguladores globales se encuentran por ejemplo NtrC y NAC
(regulacion por nitrogeno, ver INTRODUCCION 1.3.3.1.), IHF (controla la curvatura del
DNA, ver INTRODUCCION 1.3.3.3.), CRP (regulacién por carbono) (Martinez-Antonio and
Collado-Vides 2003), etc. Por la relevancia que tienen en este trabajo nos centraremos
en los reguladores globales NtrC, NAC e IHF.

1.3.3.1. Elsistema NTR: regulacion global por nitréogeno.

El amonio es la fuente de nitrégeno preferida de las bacterias, sin embargo, no
esta siempre presente en el medio. Cuando esto ocurre, se ponen en marcha rutas
metabdlicas alternativas que permitan obtener el nitrogeno de otras fuentes, tales
como aminoacidos, algunos compuestos de nitréogeno inorganico y bases nitrogenadas.
En condiciones en las que la fuente de nitrégeno es limitante se produce la regulacién
coordinada de genes involucrados en rutas metabdlicas que permiten la asimilacién
del nitrégeno en dichas condiciones.

La asimilacién de nitrégeno requiere de la sintesis de glutamina y glutamato, ya
gue estos compuestos son los donadores celulares por excelencia de nitrégeno. En el
caso de fuentes que no puedan transferir el nitrégeno contenido en su estructura
directamente a glutamina o glutamato mediante transaminacién, el amonio se
convierte en el intermediario obligatorio (Reitzer and Schneider 2001).

En enterobacterias existen dos rutas para la asimilacién de amonio. En la
primera, la enzima glutamina sintetasa (GS) cataliza la conversién de amonio y
glutamato en glutamina y la enzima glutamato sintasa (GOGAT) transfiere el nitréogeno
del grupo amina de la glutamina a a-cetoglutarato para producir dos moléculas de
glutamato (FIGURA 1.9.). En la segunda, la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH)
cataliza la conversién de amonio y a-cetoglutarato en glutamato, sin embargo esta
ruta solo es funcional en condiciones de exceso de nitrégeno (Merrick and Edwards
1995).

Componentes celulares

!

glutamato NH
. GOGAT * \ _
a-cetoglutarato + glutamina ——————» glutamato s glutamina

!

Reservas de glutamina

FIGURA 1.9. Asimilacion de amonio en enterobacterias en condiciones de exceso de nitrégeno.
GOGAT: glutamato sintasa. GS: glutamina sintetasa.
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La regulacion por nitrégeno en enterobacterias esta bajo el control del sistema
NTR (NiTrogen Regulatory system) el cual esta compuesto de cuatro proteinas: UTasa-
UR (UridylylTransferase-Uridylyl-Removing), P;, NtrB y NtrC (NiTrogen Regulatory
protein C). UTasa-UR y P, estdn implicadas tanto en la regulacién de la actividad de la
enzima GS como en la regulacién de genes dependientes de 6. NtrB es una quinasa
gue en condiciones de nitrégeno limitantes fosforila al regulador NtrC, el cual, en su
estado fosforilado es capaz de activar la transcripcién de genes con promotor
dependiente de o™

La activacién de la transcripcion mediada por NtrC requiere que el promotor del
gen activado contenga al menos dos secuencias de unién de NtrC (Porter et al. 1993).
Estas secuencias se localizan generalmente cerca de la posicidn -100 respecto del inicio
de transcripcién y cada una de ellas es reconocida por un dimero de NtrC. Dado el
distante sitio de union al DNA entre NtrC y la RNA polimerasa, el contacto entre ambas
proteinas generalmente esta facilitado por la curvatura del DNA que produce el factor
IHF (Carmona et al. 1997). Los promotores activados por NtrC contienen al menos dos
secuencias de unidn para esta proteina debido a que la interaccidon entre este
activador vy la subunidad 6°* requiere que NtrC forme un oligémero compuesto por al
menos dos dimeros. La formacion de tal oligémero solo se puede llevar a cabo una vez
que NtrC es fosforilado por NtrB.

En condiciones limitantes de nitrégeno UTasa-UR modifica covalentemente a Py
anadiéndole el nucleétido UMP. P;-UMP interacciona con NtrB, el cual se autofosforila
y transfiere el grupo fosfato a NtrC. NtrC-P interacciona con o' favoreciendo la
formacién del complejo abierto para iniciar la transcripcién. Por el contrario, en
condiciones de exceso de nitrégeno P, permanece sin modificar. P, no uridinilado es
incapaz de interaccionar con NtrB, lo que provoca la desfosforilacién de NtrC-P (FIGURA
1.10.). De esta manera NtrC desfosforilado puede unirse al DNA pero es incapaz de
interaccionar con o>* (Bender 1991; Merrick and Edwards 1995; Reitzer and Schneider
2001).

P" + NtrB
NwC-P » HNtrC Exceso de N
y
pll
UMP / \ VTP
\l UR/UTasa
|
|I F||I
) IPPI
R, (UMP),
4
NUC-P - NtrC Limitacién de N
NirB

FIGURA 1.10. Modelo de la regulacion de la actividad de NtrC en respuesta a las condiciones de
nitrégeno. UR/UTasa cataliza la uridilacién y desuridilacion de P,. NtrB cataliza la fosforilacion y
defosforilacion de NtrC. (Merrick y Eduarwds, 1995).
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1.3.3.2. Nitrogen Assimilation Control protein (NAC).

Cuando el nitrégeno es limitante, NtrC-P activa la transcripcién de un gran
numero de operones que contienen genes involucrados en proveer nitrégeno a la
célula. Sin embargo, la transcripcion de un conjunto de operones regulados por
nitrégeno es dependiente de la subunidad o’° de la RNA polimerasa y no de ¢°*. La
transcripcion de estos operones es regulada por nitrégeno indirectamente a través del
regulador NAC perteneciente a la familia LysR (Best and Bender 1990; Collins et al.
1993). La secuencia consenso de unidn de esta proteina al DNA ha sido identificada:
ATA-Ns-AAT. Dicha unidn, se produce en condiciones limitantes de nitrégeno.

La sintesis de NAC es totalmente dependiente de NtrC-P, el cual se une al
promotor o>* del gen nac. NAC activa la transcripcién de genes dependientes o’ cuyos
productos proporcionan amoniaco o glutamato a la célula (FIGURA 1.11.).
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FIGURA 1.11. Regulacion de NAC por NtrC. El regulador NAC conecta la transcripcion de genes
dependientes de o”%con la regulacidn efectuada por el sistema NTR (promotores 054). En el esquema se
representa la activacion, mediada por NAC, de la expresién del operdn hut (histidine utilization) en
condiciones de nitrogeno limitantes (Bender 2010).
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La mayoria de los estudios sobre NAC se han realizado en K. pneumoniae. NAC es
un regulador muy versatil ya que puede actuar tanto como activador 6 represor
(Bender 1991). En general, NAC activa la transcripcion de genes implicados en la
utilizacién de fuentes de nitrégeno limitantes mediante rutas metabdlicas que liberan
moléculas de amonio (Macaluso et al. 1990), y reprime la expresion de genes
implicados en la asimilacion de este compuesto como el operén gdh (Schwacha and
Bender 1993). Pero ademds, NAC autoregula la expresion de su propio gen. Asi pues, el
gen nac es el tnico dependiente de 6°* que es regulado por NAC.

Por lo que respecta a otras enterobacterias, E. coli también expresa NAC aunque
la regulacion por esta proteina no es relevante (Bender 1991). Algunos de los genes
regulados por NAC en K. pneumoniae o bien estan ausentes en E. coli (hut y ure) o no
responden a regulacion por nitrégeno (put y gdh).

Diversos sistemas génicos se encuentran regulados por los niveles de nitrégeno
en K. pneumoniae a través del sistema NTR (TABLA 1.1). La regulacion mediada por el
sistema NTR puede tener lugar directamente o indirectamente a través del la proteina
NAC.

TABLA 1.1. Rutas regulables por la disponibilidad de nitrégeno en K. pneumoniae (Bender 1991; Janes
and Bender 1998).

RUTA METABOLISMO

Glutamina sintetasa (GS)
Glulamato sintasa (GOGAT) Asimilacion de amonio

Gluiamato deshidrogenasa (GDH)

Jtilizacion de histidina
Jtilizacion de prolina

Jtilizacion de triptéfano
Jtilizacién de alanina

Czatabolismo de aminoacidos

Jtilizacion de asparragina

Jtilizacidon de ornitina

Fijacién de nitrégeno . ) ) 3
Metakolismo de compuestos nitrogenados inorganicos
Reduccion de nitrato

Jtilizacién de urea Metabolismo de compuestos nitrogenados organicos

Estudios recientes indican que la regulacion efectuada por NAC es mas amplia de
lo que inicialmente se pensaba ya que es capaz de unirse a mas de 90 regiones
promotoras en K. pneumoniae. Lo anterior sugiere que la regulacion por NAC, como
respuesta a la limitacién de nitrégeno, abarca no solo a genes implicados en el
metabolismo del nitrégeno, sino también algunos involucrados en el balance de las
fuentes de nitrégeno y carbono (Frisch and Bender 2010).

Entre los promotores identificados en K. pneumoniae que se unen a NAC se
encuentra el que regula la expresion del locus KPN_01789/01790 el cual podria
codificar un regulador transcripcional y una alantoina permeasa respectivamente.
Ambos genes estan implicados en el metabolismo de alantoina como fuente de
nitrégeno.
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1.3.3.3. Regulacion por curvatura del DNA: IHF (Integration Host Factor)

La estructura del DNA, como puede ser la formacion de bucles, tiene gran
importancia en procesos como la regulacion transcripcional. Estos giros se forman
cuando dos proteinas se unen a lugares especificos del DNA separados entre si e
interaccionan entre ellas, o bien, cuando una unica proteina se une a dos lugares
diferentes. A este tipo de proteinas se les conoce como NAPs (Nucleotide Associated
Proteins).

Las proteinas asociadas a nucledtidos (NAPs), son reguladores globales de la
transcripcion génica en bacterias. Alteran la topologia de unidon al DNA ya que
provocan la formacion de giros y curvaturas en su estructura. Estudios realizados en 12
tipos de NAPs en E.coli, mostraron que generalmente son expresadas a altos niveles y
difieren unas de otras en el grado de especificidad por el DNA, asi como en el nivel de
expresion a lo largo de las diferentes fases de crecimiento bacteriano (Azam and
Ishihama 1999). Se han identificado varias NAPs en bacterias, entre las principales
destacan: IHF, HU, Fis, Dan (Ishihama 2010; Czapla et al. 2011).

IHF es una proteina formada por dos subunidades, IhfA e IhfB, con perfiles de
union al DNA similares, lo cual indica una tendencia a formar heterodimeros (Prieto et
al. 2011). IHF juega un papel dual, por una parte estd implicada en el
superenrrollamiento y desestabilizacion de la doble cadena del DNA, y por otra parte,
participa en numerosos procesos fisioldégicos como replicacion, recombinacién
especifica, transposicion y expresion de numerosos genes.

En la regulacion de la transcripcion, IHF facilita la formacion de un loop alrededor
del promotor, para conseguir una conformacién activa, con un angulo de curvatura de
aproximadamente 160° (Sugimura and Crothers 2006). La unién de IHF a sitios de baja
afinidad y la presencia de loops en las regiones promotoras, favorece la formacion del
complejo responsable de iniciar la transcripcién (Zhou and Yang 2006; Ishihama 2010).

Varios estudios se han realizado para aportar mas informacién sobre IHF como
regulador de la transcripcidon. Hasta el momento se han identificado 150 genes cuya
transcripcion esta mediada por IHF (Gama-Castro et al. 2008). En este sentido, cabe
destacar el estudio realizado en los operones niry fim de E. coli, donde IHF reprime la
transcripcion del primero y activa la del segundo (Browning et al. 2008). Ademas, se ha
reportado que algunos genes determinantes para la virulencia de ciertas especies de
Salmonella estan bajo el control de IHF (Mangan et al. 2006).

El lugar de unidn de IHF, el cual esta altamente conservado, es una region de
DNA de aproximadamente 35pb, dividida en dos dominios asimétricos, uno de los
cuales esta formado por una secuencia conservada de 13pb y otro por una secuencia
degenerada rica de dA+dT (Goodman et al. 1999). La secuencia consenso
correspondiente al primer dominio es WATCAAnnnnttR (W=A/T, R=A/G, en mayusculas
los nucledtidos mas conservados).

Tal como se ha comentado anteriormente IHF participa en la regulacién de la
transcripcion por NtrC en condiciones de nitrégeno limitante. La activacién de la
transcripcion mediada por NtrC requiere que el promotor del gen activado contenga al
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menos dos secuencias de unién para dicho regulador, de tal forma que cada una de
ellas sea reconocida por un dimero de NtrC. Debido a la distancia existente entre las
dianas de unién de NtrC y la secuencia de unién de o™, el contacto entre ambas
proteinas generalmente esta facilitado por la curvatura del DNA que produce el factor
IHF (Carmona et al. 1997; Wassem et al. 2000).
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2. OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo ha sido estudiar como ciertas condiciones del
medio como la disponibilidad de nitrégeno, pueden provocar cambios en la expresiéon
génica de las enterobacterias de tal forma que esta adaptacién a las condiciones
extracelulares pueda favorecer la colonizacién del nicho ecoldgico.

Concretamente nos hemos centrado en el metabolismo de purinas en K.
pneumoniae, los objetivos planteados han sido:

1) Caracterizar el sistema génico hpxSAB-hpxC-guaD implicado en el metabolismo
de alantoina como fuente de nitrégeno.

e Asignar funcion a los genes de este sistema.

e Caracterizar el gen hpxB implicado en la degradacion de alantoina a
alantoato.

e Caracterizar el gen guaD implicado en la degradacién de guanina a xantina.

e Analizar el efecto de la disponibilidad de nitrogeno en la regulacion de la
expresion génica del sistema.

e Caracterizar la funcion de la proteina HpxS en la expresiéon del operdn
hpxSAB.

e Analizar la participaciéon del sistema NTR/NAC en la regulacion
transcripcional de los genes de este sistema.

2) Caracterizar el sistema génico hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ implicado en el
metabolismo de alantoato como fuente de nitrégeno.

e Asignar funcion a los genes de este sistema.

e Caracterizar el gen hpxK implicado en la degradacion de alantoato a
ureidoglicina.

e Caracterizar el gen hpx/ implicado en la degradacidon de ureidoglicina a
oxalurato.

e Analizar el efecto de la disponibilidad de nitrégeno en la regulacion
transcripcional del sistema.

e Caracterizar la funcidn de la proteina HpxU en la regulacion de la expresion
de este sistema.
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3. MATERIALES

3.1. CEPAS BACTERIANAS

Las cepas de Escherichia coli y Kebsiella pneumoniae que fueron utilizadas en
este trabajo se presentan en la TABLA 3.1. Se indican las caracteristicas mas
importantes y el origen o referencia de cada una de ellas. Las cepas de E. coli se

emplearon como cepas auxiliares.

TABLA 3.1. Cepas de E. coli y K. pneumoniae. Para cada cepa se indica su nombre, descripcién del
fenotipo/genotipo y su origen o referencia. *Las secuencias de nucleétidos estan dadas en direccién 5’-
3’ de la cadena codificante de cada gen y numeradas respecto a su inicio de transcripcién.

Cepas Caracteristicas importantes Referencia
Escherichia coli
XL1-Blue supE44 relAl lac [F' proAB Stratagene
lacl’ ZAM15 Tn10(Tc")]
S17(Apir) Tp' Sm" recA thi pro hsdR” M'RP4::2- Biomedal
Tc::Mu::Km Tn7 A
EB6193 RP4-2 tet: Mu -1 kan::Tn7 leu-63::1S10 R.A. Bender
recAl creC510 hsdR17 endA1 zbf-5
uidA(AMul):pir+ thi Sp*/Sm®
DH5aF’ $80d lacZAM15 recAl endA1 N gyrA96 Gibco BRL
thi-1 hsdR17 (r¢ my’) phoA supE44
relAl deoR A(lacZYA-argF) U169
EB4335 DH5a/pCB1083; pCB1026 R.A. Bender
Klebsiella pneumoniae
KC2653 hutC515 A[bla]-2 dadA1 str-6 (Liu and Bender 2007)
KC5249 hutC515 A[bla]-2 nac-2 R. A. Bender
KC2738 hutC515 ntrC2::Tn5-131 (Bender and Friedrich 1990)
KC6678 KC2653, phpxDE-lacZ, gInG::Tn5, Tc" (de la Riva et al. 2008)
KB17K KC2653 hpxS::kan Este estudio
CD(hpxC—IacZ)* hpxC (-189 a +170) fusionado a lacZ Este estudio

CD(guaD-/acZ)* guaD (-156 a +83) fusionado a lacZ

CD(hpxF—IacZ)* hpxF (-201 a +140) fusionado a lacZ

CD(hpxU-/acZ)* hpxU (-194 a +105) fusionado a lacZ

Este estudio
Este estudio

Este estudio

3.2. VECTORES

En este trabajo se emplearon diversos tipos de vectores que se detallan en la
TABLA 3.2. Los vectores plasmidicos se utilizaron en la clonacion de diferentes
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fragmentos de DNA, construccién de capas mutantes, estudio de fusiones de promotor

y expresion y/o purificacion de proteinas.

Tabla 3.2. Vectores utilizados. Para cada vector se indica su nombre y el tipo de ensayo en el que ha
sido utilizado, asi como una descripcion de sus principales caracteristicas y su origen o referencia.

Vector Aplicacion Caracteristicas Referencia
pUC18Not Plasmido auxiliar para Ap', a-lacZ, region de Biomedal
(2715 pb) clonacién usando dianas clonacién flanqueada por

Notl. dianas Notl. Alto nimero de
copias.
pPGEMT Clonacién de fragmentos Ap', a-lacZ. Alto nimero de Promega
(3 kb) con extremos 3" dA. copias.

pKAS32 Mutagénesis dirigida. Ap', oriR6K, mobRP4, (Skorupski and

(4400 pb) rpsL. Bajo nimero de Taylor 1996).
copias.recAl creC510 hsdR17
endA1 zbf-5

pRS415 Construccion fusiones Ap', lacZYA. Alto nimero (Simons et al.
(10752 pb) transcripcionales. de copias. 1987)

pCB1583 Insercion de fusiones Ap'’, Km", oriR6K, mobRP4, (Liu and Bender

(14,4 Kb) transcripcionales. rpsL, rbsA” lacZ rbsK’. 2007)

Bajo numero de copias.

pMAL-c2x Expresion de proteinas de Ap', malE, a-lacz, lacl “. New England Bio

(6646 pb) fusién a MBP. Alto nimero de copias. Labs

pKD4 Mutagénesis dirigida Ap', Km', oriR6K; kan se (Datsenko and

(3267 pb) encuentra flanqueado por Wanner 2000)

las dianas de la recombinasa

FLP.

pCB1083 Reprime expresion de lacl’ clonado en pACYC184 (Rosario and
NAC-his hasta afiadir IPTG Bender 2005)
pCB1026 Expresidon de NAC-his wild Fragmento EcoRI-BamH| (Rosario and
type conteniendo NAC fusionado a 6 Bender 2005)

histidinas en su extremo C-

terminal clonado en pQE70
pCAT19 Mutagénesis dirigida Gen Tn9CAT del pB325 clonado (Fuqua 1992)

(1053 bp) en pUC18

pUTminiTn5Tc

(7,5kb)

P1

Mutagénesis dirigida

Transduccion

Ap', oriR6K, mobRP4,
tnp*, mini-Tn5 Tc. Bajo
numero de copias.

Bacteriéfago P1 tipo salvaje

Biomedal

(Miller 1992)
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3.2.1. PLASMIDOS

Los vectores pUC18Not, pGEMT y pMAL-c2x tienen la caracteristica comun de
permitir distinguir a simple vista las colonias transformadas con los vectores
recombinantes de aquellas que contienen los vectores no recombinantes, gracias al
fenémeno de la a-complementacién.

Estos vectores codifican, bajo el control de un promotor /ac, el fragmento amino
terminal de la enzima B-galactosidasa, conocido como subunidad a, capaz de
complementar el producto génico de lacZAM15 (subunidad w). La regién de clonacién
(polylinker) de estos plasmidos se localiza dentro de la zona codificante de la
subunidad a, de tal forma que cuando no se ha clonado ningun fragmento de DNA, se
produce una subunidad a integra capaz de complementar la subunidad w. En cepas
lacZAM15 (Ej. XL1-Blue) transformadas con un vector no recombinante y en presencia
de IPTG (un inductor del operdn lac) y X-Gal (un sustrato de la B-galactosidasa), se
genera una proteina B-galactosidasa funcional capaz de hidrolizar X-Gal, cuyo producto
de degradacion confiere a la colonia un color azul. Por el contrario, cuando se ha
clonado un fragmento de DNA, se interrumpe el gen que codifica la subunidad a (lac2),
de tal forma que no es posible la a-complementacién, y al no existir una proteina -
galactosidasa funcional, el X-Gal no es hidrolizado y las células mantienen su color
blanco.

3.2.1.1. Vectores de clonacion

El vector pUC18Not deriva del pUC18 diferenciandose de éste en la presencia de
dianas Not/ flanqueando la regidon de clonacién. Esta caracteristica permite emplear
pUC18Not como plasmido auxiliar en la clonacién de fragmentos de DNA. Ya que la
presencia de la diana Not/ no es frecuente, los genes clonados en pUC18Not se pueden
escindir como fragmentos Not/ y ser subclonados en la diana Not/ de la regién de
clonacién de cualquier otro plasmido (Herrero et al. 1990).

El vector pGEMT (Promega) se comercializa en forma linear y con una
desoxitimidina afiadida a cada extremo 3’ (3" dT), lo que permite ligar fragmentos de
PCR amplificados con DNA polimerasas que afiaden desoxiadenosina a cada extremo
3’del producto amplificado (Ej. Tag polimerasa).

3.2.1.2. Plasmidos utilizados para la obtencion de mutantes

Los vectores pUTmini-Tn5Tc (Herrero et al. 1990) y pKAS32 (Skorupski and Taylor
1996) derivan del plasmido pGP704 (Miller and Mekalanos 1988) y guardan varias
caracteristicas comunes que les hacen utiles como herramientas en la obtencién de
mutantes. En primer lugar, estos plasmidos poseen el origen de replicacidon oriR6K que
requiere la proteina 1, codificada por el gen pir, para su propagacién. Por esta razén
estos vectores solamente se pueden mantener en cepas que contienen el gen pir (Ej. E.
coli S17-1 A pir). En segundo lugar, contienen el origen de transferencia mobRP4 de tal
manera que pueden ser transferidos de una bacteria donadora, que tenga las
funciones de transferencia RP4 integradas en su cromosoma, a una bacteria receptora
mediante conjugacion.
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El vector pKAS32 contiene el gen rpsL que codifica la proteina ribosomal S12, lo
gue permite distinguir entre bacterias que contengan o no este plasmido. Las cepas
que son Sm' contienen una mutacidn en el gen rpsL cromosdmico. En presencia de rpsL
salvaje, aportado en este caso por pKAS32, dicha mutacion se manifiesta recesiva y la
cepa muestra un fenotipo Sm® (Skorupski and Taylor 1996).

3.2.1.3. Plasmidos utilizados para la construccion de fusiones transcripcionales

Para el estudio de la actividad promotora de fragmentos de DNA mediante su
fusién al gen indicador lacZ, que codifica la enzima B-galactosidasa, se emplearon los
plasmidos pRS415 y pCB1583. La fusion transcripcional se obtiene en pRS415 y
posteriormente se subclona en pCB1583 para su insercidon unicopia en el genoma de K.
pneumoniae.

El gen lacZ del vector pRS415 no esta bajo el control de ningiin promotor. En su
lugar encontramos la regién de clonacion compuesta por las tres dianas de restriccidon
EcoRl, Smal y BamH]|. Esta regiéon de clonacion esta situada a 5’ de los genes lacZ, lacY'y
lacA, y a 3" de 4 copias del terminador de la transcripciéon T1 que evitan que pueda
tener lugar la expresion del gen lacZ a partir de promotores no caracterizados
existentes en el propio vector (Simons et al., 1987). Cuando se clona un fragmento de
DNA, el gen lacZ se expresara mas o menos en funcion de la actividad promotora del
fragmento clonado. Los clones recombinantes se pueden seleccionar, en presencia de
X-Gal, por su color, ya que la hidrélisis del X-Gal por la B-galactosidasa origina un
compuesto que confiere color azul a las colonias.

Una vez clonado el fragmento en pRS415, la fusidn transcripcional se subclona en
pCB1583 utilizando las dianas EcoR! y Sacl situadas, respectivamente, en la regién de
clonacién y en el gen lacZ (METODOS 4.4.1.2.). En pCB1583 la fusion transcripcional
gueda flanqueada en un extremo por el gen rbsA” y en el otro por rbsK’, que son
copias truncadas de los genes rbsA y rbsK, implicados en el metabolismo de ribosa. El
vector pCB1583, al igual que los plasmidos pUTmini-Tn5 Tc y pKAS32 (MATERIALES
3.2.1.2.), posee el origen de replicacion ori6K, dependiente de la proteina 1, y el origen
de transferencia en los procesos de conjugacion mobRP4.

3.2.1.4. Vectores utilizados para la expresion y/o purificacion de proteinas.

Para la expresion y purificacion de proteinas se utilizé el vector pMAL-c2x. En
este vector la regién de clonacidn se localiza a 3" del gen malE que codifica la proteina
de unién a maltosa (MBP), dando lugar a un producto de expresién consistente en una
proteina de fusidon a MBP (di Guana et al. 1988). El vector pMAL-c2x contiene el gen
lacl’, que sobreexpresa el represor Lacl, y al menos una copia del operador lac, de
manera que la sobreexpresion de la proteina de fusién, como se menciond
anteriormente, es inducible por IPTG. A 3" de malE y a 5" de la regién de clonacion se
localiza una secuencia nucleotidica que genera un péptido de 10 asparaginas cuya
funcién consiste en dejar el suficiente espacio entre la MBP y el producto del gen
clonado como para que tenga lugar el plegamiento propio de cada una de las dos
proteinas. Tras esta secuencia se localiza otra que codifica la diana reconocida por el
Factor Xa, proteasa que se utiliza para digerir la proteina de fusion.
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Los vectores pCB1026 y pCB1083 han sido utilizados conjuntamente para
sobreexpresar la proteina NAC en la cepa EB4335. El vector pCB1026 contiene la
proteina NAC fusionada a una cola de histidinas (NAC-his), la cual permitird su
posterior purificacion por afinidad a una columna de niquel. El vector pCB1083
mantiene la expresidn de NAC-his reprimida hasta que se afiade el inductor IPTG al
medio de cultivo.

3.2.2. FAGOS

El bacteriéfago P1 se ha utilizado en la transferencia de material genético de una
cepa a otra mediante transduccién generalizada (METODOS 4.1.2).

3.3. OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucledtidos, cebadores o primers utilizados en este trabajo para
amplificar fragmentos de DNA mediante PCR (METODOS 4.3.4.), sintetizar cDNA
(METODOS 4.5.3.) o secuenciar DNA (METODOS 4.3.7.), fueron suministrados por
Sigma-Aldrich. Estos, a no ser que se especifique lo contrario, fueron disefiados
totalmente complementarios a la secuencia a la que debian hibridar. En algunos casos
se adicioné al extremo 5 secuencias que contenian dianas para diferentes
endonucleasas de restriccidn, para facilitar la posterior clonacién del producto de PCR
resultante.

En el ANEXO 1 se detalla la secuencia de todos los oligonucleétidos utilizados en
este estudio, indicandose para todos ellos su nombre, secuencia nucleotidica y
aplicacion.

3.4. REACTIVOS Y KITS COMERCIALES

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron adquiridos de la maxima pureza y
calidad requerida en cada caso. La conservacion (temperatura, humedad, efecto de la
luz) y manipulacion (esterilidad, toxicidad, preparacion extempordnea) se realizd
siguiendo las indicaciones del fabricante. También se practicaron las medidas de
precaucién y seguridad adecuadas.

Los diferentes kits utilizados han sido suministrados por diferentes casas
comerciales, segun se detallara oportunamente vy, salvo que se indique lo contrario, se
siguieron los protocolos en ellos incluidos.

3.5. PROGRAMAS INFORMATICOS Y BASES DE DATOS

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizd como punto de referencia la
secuencia del genoma de K. pneumoniae MGH78578 disponible en la web del National
Center for Biotechnology Information, NCBI (htp://www.ncbi.nih.gov).

Las bases de datos mas utilizadas fueron EMBL/GenBank para el anilisis de
secuencias de DNA y Swiss-Prot o Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) para el analisis de
secuencias aminoacidicas.

El estudio comparativo de las secuencias obtenidas con las ya descritas en las
bases de datos se realizé gracias a las distintas modalidades del programa Basic Local
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Alignment Search Tool, BLAST (Altschul et al. 1997): BLAST-n, BLAST-p, t-BLAST-n y
BLAST-2seq (Tatusova and Madden 1999).

Los analisis de las secuencias de DNA y proteinas se realizaron con el programa
informatico Omiga v2.0, desarrollado por Oxford Molecular Ltd. (GCG, Madison, Wi,
USA). Este programa permite acceder a bases de datos para recuperar secuencias,
conocer posibles marcos abiertos de lectura (ORFs), elaborar mapas de restriccion,
alinear secuencias, etc, pudiéndose trabajar tanto con secuencia de nucledtidos como
de aminoacidos.

Para procesar los resultados de reacciones de secuenciacion se empled el
programa Chromas Lite v2.01, disponible en
http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html.

Para identificar posibles dianas de union de reguladores de la transcripcién se
empled Virtual Footprint (Minch et al. 2005) al que se puede acceder en la pagina
web http://www.prodoric.de/vfp. La deteccién de promotores dependientes de la
subunidad 0> de la RNA polimerasa se llevé a cabo mediante el programa PromScan
(Studholme et al. 2000), accesible desde la pagina web
http://www.promscan.uklinux.net/home.html.
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4. METODOS
4.1. METODOS MICROBIOLOGICOS
4.1.1. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO BACTERIANO

Los crecimientos bacterianos se realizaron utilizando diferentes medios de
cultivo, completos o minimos, y diferentes condiciones de temperatura, en funcién de
la cepa utilizada y el tipo de experimento que se queria llevar a cabo. Dependiendo del
experimento a realizar los medios se utilizaron en forma liquida o sélida. Los cultivos
liquidos se hicieron crecer en tubos de ensayo o en matraces tipo Erlenmeyer, de tal
forma que el volumen del cultivo este comprendido entre un 10 y un 20% del volumen
total del recipiente utilizado, a la temperatura deseada y en agitacion constante a
250rpm en un agitador orbital. El crecimiento bacteriano de los cultivos liquidos se
siguid mediante la lectura de la densidad 6ptica (DO) a una longitud de onda de
600nm, habitualmente. Los medios sélidos se obtuvieron por adicién de agar
bacterioldgico al 1,5% p/v a los medios liquidos. Estos medios se realizaron en placas
de Petri que se hacian crecer en un incubador termostatizado a la temperatura
deseada.

Los cultivos de K. pneumoniae, las cepas de E.coli S17-1 A pir y EB6193 se
hicieron crecer a una temperatura de 30°C, mientras que el resto de cepas de E.coli a
37°C.

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Medio de cultivo completo o medio rico: Este tipo de medio contiene todos los
nutrientes necesarios para el crecimiento de la mayoria de cepas, por lo que no
requiere la adicidén de fuentes de carbono o nitrégeno exdgenas. En este trabajo se ha
utilizado LB (Bertani 2004), compuesto por:

LB: Triptona 1% p/v
Extracto de levadura 0,5% p/v
NaCl 0,5% p/v

En los medios de seleccién de los mutantes de K. pneumoniae obtenidos utilizando
el vector pKAS32, no se afiadido NaCl al medio de cultivo para facilitar los procesos de
recombinacion homologa.

Medio minimo: En este trabajo se ha utilizado el medio minimo W4, que se compone
de un medio mineral basal al que se adicionan fuentes de carbono y nitrogeno
exogenas (Smith et al. 1971).

W4: K,HPO, 10,5g/I
KH,PO, 4,5g/|
MgS0, 0,1g/l

Ajustar pH 7,4 con KOH

Agar base McConkey: Este medio se utiliza para comprobar la capacidad de fermentar
determinados azlcares. Consiste en un preparado al que se le afiade el azucar tras el
proceso de esterilizacion. En este trabajo se empled el azucar ribosa a una
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concentracién de 1% p/v. La fermentacién del azicar produce una disminucidn del pH
que da lugar a que las colonias adquieran un color rojo. Composicion del agar base
McConkey (Difco):

Peptona 17g Rojo neutro 0,03g
Peptona proteosa 3g Violetacristal 1mg
Mezcla de sales biliaresno.3 1,5g Agar 13,5¢g
NaCl 5g

Fuentes de carbono:

- En el medio minimo W4, la fuente de carbono se afiade a una concentracién de 0,4%
p/v (Smith et al. 1971). En general se utilizdé glucosa. En la seleccion de
transconjugantes durante la mutagénesis dirigida de genes de K. pneumoniae se utilizé
citrato de sodio.

Fuentes de nitrogeno:
- Condiciones limitantes de nitrégeno:

En este caso, la fuente de nitrégeno fue glutamina 0,04% p/v. El medio W4
suplementado con glucosa 0,4% p/v y glutamina 0,04% p/v se denomina GGIn (Bender
et al. 1983).

- Condiciones no limitantes de nitrégeno o exceso de nitrégeno:

Las fuentes de nitrégeno utilizadas para determinar un exceso de nitrégeno
fueron (NH4),S04 0,2% y glutamina 0,2%. El medio W4 suplementado con glucosa 0,4%
p/v, (NH4),S04 0,2% p/v y glutamina 0,2% p/v se denomina GNGIn (Bender et al. 1983).
Ya que la glutamina puede degradarse facilmente, liberando al medio moléculas de
NH.", las soluciones de este aminodcido han de ser extemporaneas y esterilizarse
mediante filtracidn, los cultivos se han de realizar a 30°C (Bender et al. 1977).

En los estudios de regulacién de la expresion génica llevados a cabo en este
trabajo se utilizaron distintos medios de cultivo que suponian diferentes condiciones
de nitrogeno. Ademas de los medios GGIn (limitacién de nitrégeno) o GGInN (exceso
de nitrégeno), se utilizaron alantoina, alantoato o ureidoglicolato como Unicas fuentes
de nitrégeno o afadidas a los anteriores medios. En la TABLA 4.1 se muestran todos los
medios de cultivo utilizados en estos estudios.

TABLA 4.1. Medios de cultivo utilizados en los estudios de regulacidon de la expresion génica. En cada
caso se especifica su denominacién, la fuente de nitrégeno correspondiente y la condicién de nitrégeno
que determinan. La fuente de carbono utilizada fue glucosa (G) al 0,4% p/v.

Nombre Fuente de Nitrégeno Condicion
GGIn Glutamina 0,04% Limitacion de nitréogeno
GGInN (NH,4),S0, 0,2% Exceso de nitrégeno

Glutamina 0,2%

GAIl Alantoina 0,05% Alantoina como Unica fuente de nitrégeno
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GGInAll Glutamina 0,04% Alantoina con nitrégeno limitante
Alantoina 0,05%

GAlt Alantoato 0,05% Alantoato como unica fuente de nitrégeno

GGInAlt Glutamina 0,04% Alantoato con nitrégeno limitante
Alantoato 0,05%

GUg Ureidoglicolato 0,05% Ureidoglicolato como Unica fuente de nitréogeno

GGInUg Glutamina 0,04% Ureidoglicolato con nitrégeno limitante
Ureidoglicolato 0,05%

GGInOl Glutamina 0,04% Oxalurato con nitrégeno limitante
Oxalurato 0,05%

GGINnOm Glutamina 0,04% Oxamato con nitrégeno limitante
Oxamato 0,05%

Otros suplementos:

- Cuando fue necesaria la adicion de X-Gal o IPTG, éstos se anadieron a una
concentracidn final de 40ug/mly 1mM respectivamente.

- Para el crecimiento de células que presentaban resistencia a antibidticos, éstos se
adicionaron al medio de cultivo en las siguientes concentraciones:

Ampicilina 100pg/ml
Tetraciclina 12,5ug/ml  (E.coli) 6 30pg/ml (K. pneumoniae)
Kanamicina 25ug/ml  (E.coli) 6 50ug/ml (K. pneumoniae)

Estreptomicina 20pg/ml  (E.coli) 6 50ug/ml (K. pneumoniae)

La concentracion de estreptomicina se aumento en 1mg/ml en los medios de
seleccion de los mutantes de K. pneumoniae obtenidos utilizando el vector pKAS32.

Los medios de cultivo se esterilizaron a 120°C y 1,2 atmodsferas de presién
durante 30min. Los componentes termosensibles como alantoina, alantoato,
ureidoglicolato, ribosa o glutamina, fueron esterilizados mediante filtracion (tamafio
de poro: 0,22um) y adicionados al medio en condiciones estériles.

4.1.2. TRANSDUCCION GENERALIZADA CON EL BATERIOFAGO P1

Este proceso permite la transferencia de material genético de una cepa de K.
pneumoniae donadora a otra receptora a través de la accion de un bacteriéfago o fago.
El método utilizado para la transduccion generalizada con el bacteriéfago P1 esta
basado en otro ya descrito (Goldberg et al. 1974).

4.1.2.1. Preparacion de un lisado P1

Los lisados se obtuvieron por crecimiento de la cepa donadora junto al fago P1
. . 2+ .z . .z
salvaje en presencia de Ca“". Este catién permite la adsorcion del fago a la pared
bacteriana y la posterior penetracion del mismo en la célula huésped. El fago se replica
en el interior de la cepa donadora incorporando en su genoma fragmentos de DNA de
ésta y produciendo la lisis bacteriana.
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PROCEDIMIENTO

Inocular la cepa donadora en un tubo con 2ml de LB suplementado con el
antibidtico apropiado e incubar a 30°C durante 12-16h en agitacion.

Reinocular la cepa por dilucién 1:50 en 10ml del mismo medio de cultivo en
presencia de CaCl, 5mM e incubar en agitacién a 30°C hasta alcanzar una DO a
540nm de 0,5.

Mezclar en tubos de ensayo 100l de distintas diluciones del preparado de fago
(Ej. 10" a 10”) con 200 pl del cultivo de la cepa donadora e incubar a 30°C durante
30min sin agitacion.

Afadir a los tubos 2ml de Top-agar precalentado y extender sobre placas de LB
suplementado con CaCl, 5mM (LB-Ca®"). Incubar durante 12-16h a 30°C.

Contar el nimero de calvas de lisis aparecidas en las placas y proceder a la
obtencion del lisado a partir de la placa cuyo titulo sea de 10° a 10™° pfu/ml.

Afiadir 3ml de LB-Ca®* e incubar a temperatura ambiente durante 5min.

Extraer la capa de Top-agar con la ayuda de un asa y depositarla en un tubo de
centrifuga. Anadir unas gotas de cloroformo, agitar vigorosamente e incubar a
temperatura ambiente durante 20 min.

Centrifugar a 15 000rpm durante 10min a 4°C.

Transferir el sobrenadante, que constituye el lisado P1, a un tubo estéril, adicionar
unas gotas de cloroformo y guardar a 4°C.

Soft-agar: Triptona 15,5g/I
Extracto de levadura 8,75g/I
NaCl 0,5g/I
Agar 7,5g/!

4.1.2.2. Transduccion a genoma

Para llevar a cabo el proceso de transduccidon se sigue un proceso analogo al
desarrollado para la obtencion del lisado pero impidiendo, en este caso, que se
produzca la lisis bacteriana. La infeccion se detiene mediante la adicién de un agente

. R T .7 2+
guelante, citrato sddico, que secuestra el cation Ca®". De esta forma se favorece la
lisogenia (incorporacion del material fagico al cromosoma bacteriano mediante
recombinacion homaloga) pero se impide la lisis celular.

PROCEDIMIENTO

Inocular la cepa receptora en 5ml de LB suplementado con el antibidtico
adecuado. Incubar a 30°C durante 12-16h en agitacion constante.

Afadir al cultivo 5ml de LB suplementado con el mismo antibiético e incubar
durante 4h, a 30°C en agitacion.

Centrifugar el cultivo a 4.000rpm durante 10min a 4°C.

Resuspender el sedimento celular en 10ml de MgSO, 0,1M y CaCl, 5mM.
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5. Mezclar en tubos estériles, 200ul de la suspensién de células receptoras y 200ul
de varias diluciones de la solucién de fago P1 (Ej. 10" a 10°). Incubar a 30°C sin
agitacion durante 20min.

Afiadir 200ul de citrato sédico 1M y agitar vigorosamente.
Afadir 1ml de LB e incubar a 30°C durante 1h en constante agitacion.

Centrifugar a 5.000rpm durante 10min a temperatura ambiente.

© © N o

Resuspender el sedimento celular en 100ul de citrato sédico 0,5M y extender
sobre placas de seleccién. Incubar a 30°C durante 12h.

10. Purificar los liségenos obtenidos mediante crecimiento de colonias aisladas en el
mismo tipo de placas.

4.1.3. OBTENCION DE CELULAS COMPETENTES

A diferencia de algunos géneros bacterianos como Neisseria, Bacillus u otros, K.
pneumoniae y E. coli no presentan un estado de competencia natural que les permita
incorporar al interior celular DNA libre presente en el medio. Necesitan un tratamiento
para adquirir este estado de competencia. Existen dos tipos de métodos para obtener
células competentes: métodos fisicos y métodos quimicos. La eleccion del método
para la obtencién de células competentes depende de la estabilidad de las mismas y
del método de transformacién posterior.

4.1.3.1. Métodos quimicos
4.1.3.1.1. Mediante TFB

Este método fue descrito por Hanahan 1995 y se basa en la permeabilizacién de
la membrana celular mediante diferentes cationes divalentes presentes en el tampdn
de transformacion (TFB), asi como por la presencia de DMSO y DTT.

Las células obtenidas por este método tienen una eficiencia de transformacién
media dentro de los métodos de obtencién de células competentes y deben ser
utilizadas en las inmediatas horas a su obtencidon, no siendo posible su
almacenamiento.

PROCEDIMIENTO

1. Inocular la cepa que se quiere hacer competente en 2ml de LB e incubar durante
16h a 37°C en agitacion.

2. Reinocular la cepa por dilucién 1:50 en el mismo medio de cultivo. Incubar a 37°C
en agitacion hasta una DO a 600nm igual a 0,5.

3. Parar el crecimiento enfriando las células a 4°C durante 10min. (A partir de este
punto las células han de mantenerse siempre a esta temperatura).

4. Recoger las células mediante centrifugacién a 3.600xg durante 10min.
5. Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en 3ml de TFB.

6. Dejar 10min en hielo.
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7. Centrifugar 10min a 3.600xg.

8. Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en 0,8ml de TFB.

9. Afadir 28ul de DMSO/DTT. Dejar 10min en hielo.

10. Adicionar otros 28ul de DMSO/DTT y dejar en hielo un minimo de 10min. A partir
de este momento las células ya son competentes.
TFB (Transformation buffer) Solucién de DMSO/DTT

MES-K pH 6,2 10mM Acetato potasico pH7,5 10mM

KCl 100mM DTT iM

MnCl, 45mM DMSO 90% v/v

CaCl 10mM Guardar alicuotado a -20°C

Esterilizar el TFB por filtracién y guardar a 4°C

4.1.3.1.2. Mediante CaCl,

Este procedimiento se basa en el método descrito por Ausubel et al. 1991 en el
que la membrana celular se permeabiliza mediante iones Ca?*. Tiene una elevada
eficiencia de transformacién y a diferencia del método anterior presenta la ventaja
adicional de poder conservar las células competentes a —80°C hasta su utilizacion.

PROCEDIMIENTO

10.

Inocular la cepa a tratar en LB suplementado con el antibiético adecuado. Incubar
durante 12-16h a 37°C en constante agitacion

Reinocular la cepa en 100ml del mismo medio de cultivo por dilucién 1:100.
Incubar a 37°C en constante agitacion hasta que el cultivo alcance una DO a
600nm igual a 0,4 (por encima de este valor disminuye la eficacia de
transformacion).

Mantener el cultivo durante 10min en hielo para detener el crecimiento
bacteriano.

Recoger las células por centrifugacién a 3.000xg durante 7min a 4°C. A partir de
este momento las células han de permanecer a esta temperatura.

Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 20ml de solucién de CaCl,
atemperada a 4°C.

Centrifugar a 2.500xg durante 5min a 4°C.

Resuspender de nuevo el sedimento celular en 20ml de solucién de CaCl,. Incubar
las células resuspendidas durante 30min y en hielo.

Centrifugar a 2.500xg durante 5min a 4°C.

Resuspender finalmente el sedimento celular en 4ml de solucién de CaCl,. Incubar
durante un minimo de 1h en hielo.

Alicuotar en fracciones de 200ul. Guardar a —80°C hasta el momento de su
utilizacion.
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Solucién de CaCl,

Tris-HCIpH7 10mM
CaCl, 60mM
Glicerol 15% v/v

4.1.3.2. Métodos fisicos: electroporacion

Este procedimiento se basa en un método ya descrito (Dower et al. 1988). Se
utiliza una solucion de glicerol al 10% v/v para evitar el uso de soluciones salinas que
incrementen la conductividad, lo que provocaria la muerte celular por sobrecarga
durante la electroporacion. Las células se pueden conservar a -80°C.

PROCEDIMIENTO

1. Inocular la cepa a tratar en LB suplementado con el antibiético adecuado. Incubar
durante 12-16h a la temperatura adecuada en constante agitacion.

2. Reinocular la cepa en 10ml del mismo medio de cultivo por dilucion 1:50. Incubar
a la temperatura adecuada y en constante agitacién hasta que el cultivo alcance
una DO a 540nm de 0,75 (por encima de este valor disminuye la eficacia de
transformacion).

3. Mantener el cultivo 10min en hielo para parar el crecimiento.

4. Recoger las células por centrifugacidon a 4.500rpm durante 10min a 4°C. A partir
de este momento las células han de permanecer a esta temperatura.

5. Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 10ml de glicerol 10% v/v
atemperado a 4°C.

6. Volver a recoger las células por centrifugacién a 4.500rpm durante 10min a 4°C.

7. De nuevo, resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 10ml de glicerol
10% v/v atemperado a 4°C.

8. Volver a recoger las células por centrifugacidon a 4.500rpm durante 10min a 4°C.

9. Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 1ml de glicerol al 10% v/v
atemperado a 4°C.

10. Alicuotar en fracciones de 100ul que se guardaran a -80°C hasta el momento de
su utilizacion.

4.1.4 TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES.

Las células se transformaron por choque térmico o por electroporacién,
dependiendo del proceso usado en la elaboracién de células competentes.

4.1.4.1. Choque térmico

Se aplica para células competentes obtenidas mediante métodos quimicos.
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PROCEDIMIENTO

Poner en contacto 200ul de células competentes con 1-500ng del DNA a
transformar contenidos en un volumen maximo de 20ul. Mantener la mezcla en
hielo durante 30min.

Someter la mezcla a un choque térmico por incubacion a 37°C durante 5min
seguido de una nueva incubacion de 2min en hielo.

Afadir medio de cultivo LB (800ul LB/200ul células). Mezclar suavemente por
inversiéon e incubar durante 1h a la temperatura adecuada segun la cepa
transformada.

Sembrar en placas de LB a las que se les ha afiadido el antibidtico adecuado para
seleccionar las células transformantes. Incubar 12-16h.

4.1.4.2. Electroporacidon

Las células competentes se ponen en contacto con DNA exdgeno y se someten a
un campo eléctrico para formar poros en la membrana celular, a través de los cuales el
DNA penetra en el interior celular.

PROCEDIMIENTO

Poner en contacto 100pl de células (METODOS 3.1.3.2.) con el DNA a transformar
en una cubeta de electroporacion atemperada a 4°C.

Someter la mezcla a una descarga eléctrica de 1,8KV durante 3,4s. En este trabajo
se ha utilizado el electroporador E. coli Pulser (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
CA).

Afadir 900ul de SOC, transferir a un tubo de ensayo e incubar a la temperatura
adecuada durante 1h en constante agitacién.

Centrifugar a 5000rpm durante 10min a temperatura ambiente.

Resuspender el sedimento celular en 200ul de LB y extender 100ul en placas de
seleccidn. Incubar a la temperatura adecuada durante 12-16h.

Nele

Glucosa 0,4% p/v
MgSO0, 5mM
MgCl, 5mM
Triptona 20g/I
Exto. de levadura 5g/I
NaCl 0,6g/I
KCl 1,2g/|

Ajustar pH 7 con NaOH

4.1.5. CONJUGACION

La conjugacién bacteriana es el proceso mediante el cual se transfiere material
genético desde una bacteria donadora a otra bacteria receptora, promovido por
determinados tipos de pldsmidos y que requiere contacto directo entre ambas, con
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intervencion de estructuras superficiales especializadas. Para que este proceso tenga
lugar, las células donadoras han de contener las funciones implicadas en esta
transferencia. En este trabajo se ha utilizado la cepa donadora E. coli S17-1 A pir en los
procesos de conjugacion que se llevaron a cabo durante la mutagénesis dirigida y
construccion de fusiones transcripcionales de K. pneumoniae. En estos casos se
transfirieron los plasmidos pUTmini-Tn5Tc 6 pKAS32 y pCB1583, respectivamente, que
contienen el origen de transferencia oriT del vector RP4.

Para seleccionar los transconjugantes se han de tener en cuenta dos factores. En
primer lugar, disponer de un marcador contenido en el material que se transfiera (Ej.
resistencia a antibidticos). En segundo lugar, un marcador de la cepa receptora que no
se encuentre en la donadora (Ej. resistencia a antibidticos o capacidad de metabolizar
determinados compuestos).

El protocolo de conjugacion aplicado en este trabajo esta basado en el propuesto
por Biomedal. Se utilizé la cepa E. coli S17-1 A pir que es termosensible, por lo que ha
de ser incubada a 30°C. Se recomienda emplear esta cepa solamente para la
conjugacién, por lo que los pldsmidos a transferir se han de mantener en otra cepa,
como EB6193, si son it dependientes.

PROCEDIMIENTO

1. Inocular una colonia de E. coli S17-1 A pir, transformada con el plasmido que sera
transferido, y una colonia de la cepa receptora en 2 ml de LB suplementados con
el antibidtico adecuado. Incubar los dos cultivos durante 12-16h, en constante
agitacion a temperatura adecuada.

2. Mezclar en 1ml de MgS0, 10mM los siguientes volimenes de ambas cepas:
25ul Donadora y 25ul Receptora (Proporcién 1 Donadora: 1 Receptora)

50 ul Donadora y 25ul Receptora (Proporcion 2 Donadora: 1 Receptora)
25 ul Donadora y 50ul Receptora (Proporcion 1 Donadora: 2 Receptora)

3. Centrifugar a 5.000rpm durante 10min a temperatura ambiente.

4. Resuspender el sedimento celular en 20ul de MgSO, 10mM vy depositarlo, sin
extenderlo, sobre una placa de LB. Incubar durante 12-16h a 30°C.

5. Recoger la mezcla de conjugacion y resuspenderla en 1ml de MgSO, 10mM.
6. Centrifugar a 5.000rpm durante 10min a temperatura ambiente.

7. Resuspender el sedimento celular en 1ml de MgS0O, 10mM y extender 100l de
diferentes diluciones (Ej. 10° a 10™) en placas de seleccion. La mezcla de
conjugacion puede conservarse durante varias semanas a 4°C y durante varios
meses a -80°C en glicerol 15% v/v.

8. Incubar las placas durante 12-16h a la temperatura adecuada.
9. Purificar las colonias de los transconjugantes en el mismo medio de seleccién.

En este trabajo el mayor nimero de transconjugantes se obtuvo siguiendo la
proporcién 2 Donadora: 1 Receptora, pero esto también puede depender tanto
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de la calidad de las cepas como del tiempo durante el que se incube la
conjugacién.

4.1.6. OBTENCION DE MUTANTES

4.1.6.1. Mutagénesis dirigida en K. pneumoniae por insercion de un casete de
resistencia a antibiético

Esta metodologia se basa en las propiedades suicidas de los vectores pKAS32
(Skorupski and Taylor 1996), pUT-mini-Tn5-Tc y en la recombinacién homdéloga entre
un gen salvaje y un casete (KAN, CAT) consistente en el gen interrumpido por el gen de
resistencia a Km (kan) o Cm (cat).

Aunque pUT-mini-Tn5-Tc es un plasmido utilizado normalmente para obtener
mutantes al azar por insercion de un transposén (Herrero et al. 1990), presenta
algunas caracteristicas en comun a pKAS32 que le permiten ser utilizado también para
mutagénesis dirigida (FIGURA 4.1.). Entre dichas caracteristicas, en el esqueleto de
ambos vectores se localiza el gen de resistencia a ampicilina (bla), ademas contienen
un origen de replicacion obtenido a partir del vector R6K (oriR6K) y un origen de
transferencia derivado de RP4 (mobRP4; ver METODOS 4.1.5.)
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FIGURA 4.1. Vectores pUTmini Tn5 Tc y pKAS32.

El origen de replicacién de estos dos vectores deriva del vector suicida R6K, cuya
replicacion depende de la presencia del factor m codificado por el gen pir. Para
mantener estos vectores se ha de utilizar una cepa que contenga el gen pir, como
EB6193. Se recomienda mantener estos pldsmidos en la cepa EB6193 y hacer uso de E.
coli S17-1 A pir en el momento de la conjugacién. La recombinacién homéloga entre el
gen salvaje y el casete se produce tras la conjugacién entre una cepa donadora y una
cepa receptora. Ya que la cepa receptora no produce el factor t y por tanto no puede
mantener el pUTmini-Tn5 Tc/ pKAS32 de manera estable, los transconjugantes son
seleccionados por resistencia al antibidtico aportado en el casete.

En el momento en el que se identifican colonias con el fenotipo deseado, la
localizacién del casete en el genoma se puede comprobar mediante PCR (METODOS
4.3.4.) usando un oligonucleétido interno al casete KAN/CAT (Datsenko and Wanner,
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2000) y un oligonucledtido correspondiente a la region del genoma adyacente a los
fragmentos utilizados para construir el casete KAN/CAT.

Aunque pKAS32 y pUT-mini-Tn5-Tc presentan caracteristicas importantes en
comun, lo cual permite que la base de la mutagénesis dirigida sea la misma, presentan
también algunas particularidades que hacen que la metodologia a seguir tenga algunas
variantes.

4.1.6.1.1. Utilizando pKAS32

Ademas de lo descrito anteriormente, el vector pKAS32 tiene en su estructura el
gen rpsL que permite la seleccidon de los mutantes (FIGURA 4.1). El gen rpsL codifica la
proteina ribosomal S12. Mutaciones en este gen confieren resistencia a
estreptomicina, pero estas mutaciones se manifiestan recesivas en presencia de una
copia de rpsL (Lederberg 1951). Por esta razdn, cepas resistentes a Sm se vuelven Sm®
cuando contienen pKAS32. Este fendmeno permite seleccionar los transconjugantes
gue han incorporado el casete pero han eliminado pKAS32.

El gen kan de resistencia a Km se obtuvo mediante amplificacion del mismo por
PCR (METODOS 4.3.4.) a partir del vector pKD4 (Datsenko and Wanner 2000). El casete
KAN se construye clonando el gen que se desea mutar en pKAS32 e interrumpiéndolo
con el gen kan, de manera que el tamafo de los fragmentos especificos de K.
pneumoniae que flanquean el gen kan tengan un tamaiio minimo de 500pb para que la
recombinacion homodloga pueda tener lugar. Dado el gran tamafio de pKAS32 vy el
hecho de que es un vector de bajo numero de copias, la construccion del casete puede
realizarse con mayor facilidad si se emplea un plasmido auxiliar como el pGEMT (ver
MATERIALES 3.2.).

Una vez construido el vector recombinante con el casete KAN, este se transfiere
a una cepa Sm', como KC2653, mediante conjugacidén. Los transconjugantes se
someten a siembras sucesivas en diferentes medios de seleccién que ejercen la
presién selectiva necesaria para que la recombinacién homdéloga entre el gen salvaje y
el casete KAN tenga lugar y se elimine el resto de pKAS32. El medio idéneo para que la
recombinacion homdloga se complete consiste en LB sin NaCl y suplementado con Sm
1mg/ml.

PROCEDIMIENTO

1. Clonar el gen que se desee mutar en pGEMT.

2. Amplificar por PCR el gen kan a partir del vector pKD4, utilizando oligonucledtidos
con dianas de restriccion compatibles con el vector recombinante construido
anteriormente. Estas dianas han de localizarse Unicamente dentro del gen
clonado, de tal manera que al interrumpir dicho gen queden, al menos, 500bp a
ambos lados de kan.

3. Purificar el producto de PCR tal y como se describe en METODOS 4.3.5.5.

4. Clonar el gen kan en el plasmido recombinante que contiene el gen a mutar
utilizando la/s enzima/s de restriccidén especificas de las dianas que se especifican
en el punto 2.
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5. Una vez construido el casete, clonarlo en pKAS32.

6. Transformar la cepa EB6193 con el producto de la ligacién y sembrar la
transformacion en placas de LB suplementadas con Km 25ug/ml.

7. Identificar mediante PCR un clon que haya insertado el casete KAN y obtener su
DNA plasmidico. Comprobar por digestiones enzimaticas y secuenciacién la
correcta insercion y orientacién del casete KAN.

8. Transformar la cepa E. coli S17-1 A\ pir con el plasmido circular pKAS32 KAN.

Sembrar en placas de LB suplementadas con Km 25ug/ml.

9. Purificar una colonia de E. coli S17-1 A pir pKAS32 KAN en placas de LB
suplementadas con Km 25ug/ml.

10. Realizar un proceso de conjugacion entre E. coli S17-1\ pir pKAS32 KAN y KC2653.
La mezcla de conjugacidon se siembra en placas de medio minimo W4 con
(NH,4),S04 0,2% p/v como fuente de nitrégeno, citrato de sodio 0,4% p/v como
fuente de carbono y suplementadas con Km 50 pg/ml. Incubar durante 48h a
30°C.

11. Purificar las colonias transconjugantes en las mismas placas de seleccion. Incubar
durante 48h a 30°C.

12. Sembrar colonias aisladas en LB suplementado con Km 50ug/ml. Incubar durante
12-16h a 30°C.

13. Sembrar colonias aisladas en LB carente de NaCl y suplementado con Sm 1mg/ml.
Incubar durante 12-16h a 30°C.

14. De nuevo, sembrar colonias aisladas en LB carente de NaCl y suplementado con
Sm 1mg/ml. Incubar durante 12-16h a 30°C

15. Sembrar colonias aisladas en LB suplementado con Km 50ug/ml. Incubar durante
12-16h a 30°C.

16. Purificar las colonias Km" en LB suplementado con Km 50ug/ml.

17. Comprobar la correcta recombinacion del casete mediante fenotipo y PCR.

4.1.6.1.2. Mediante pUT mini Tn5-Tc

Este vector, ademas de las caracteristicas en comun con pKSA32, contiene un
gen de resistencia a Tc y una Unica diana Not1 que permite la clonacién de insertos

Not1/Not1.

El gen cat de resistencia a Cm se obtuvo mediante digestion a partir del vector
pCAT19 (Fuqua 1992). El casete se construyo utilizando el plasmido auxiliar pUC18Not
el cual permite obtener un inserto flanqueado por dianas Notl, de esta manera el
casete puede ser clonado posteriormente en pUTmini Tn5 Tc.

PROCEDIMIENTO

1.

Clonar el gen que se desee mutar en pUC18Not.
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2. Digerir el vector pCAT19 utilizando un o dos dianas del polykinker. Estas dianas
han de localizarse solo una vez dentro del gen clonado, de tal manera que al
interrumpir dicho gen queden, al menos, 500bp a ambos lados del gen cat.

3. Clonar el gen cat en el plasmido recombinante que contiene el gen a mutar
utilizando la/s enzima/s de restriccidn especificas de las dianas que se especifican
en el punto 2.

4. Una vez construido el casete, clonarlo en el vector pUTminiTn5Tc utilizando la
diana Not1.

5. Transformar la cepa EB6193 con el producto de la ligacién y sembrar la
transformacion en placas de LB suplementadas con Cm 20ug/ml.

6. Identificar mediante PCR un clon que haya insertado el casete CAT y obtener su
DNA plasmidico. Comprobar por digestiones enzimaticas y secuenciacién la
correcta insercidén y orientacién del casete CAT.

7. Transformar la cepa E. coli S17-1 A pir con el pldsmido circular pUTminiTn5Tc CAT.
Sembrar en placas de LB suplementadas con Cm 20ug/mly Tc 12,5ug/ml.

8. Purificar una colonia de E. coli S17-1 A pir pUTminiTn5Tc CAT en placas de LB
suplementadas con Cm 20pg/mly Tc 12,5ug/ml.

9. Realizar un proceso de conjugacion entre E. coli S17-1A pir pUTminiTn5Tc CAT y
KC2653 rifampicina resistente (Rif). La mezcla de conjugacién se siembra en
placas de medio minimo W4 con (NH,4),S0,4 0,2% p/v como fuente de nitrégeno,
citrato de sodio 0,4% p/v como fuente de carbono y suplementadas con Cm
20pg/ml. Incubar durante 48h a 30°C.

10. Purificar las colonias transconjugantes en las mismas placas de seleccidon. Incubar
durante 48h a 30°C.

11. Sembrar colonias aisladas en LB suplementado con Cm 20ug/ml y Rif 25ug/ml.
Incubar durante 12-16h a 30°C.

12. De nuevo sembrar colonias aisladas en LB carente de NaCl y suplementado con
Cm 20ug/ml y Rif 25ug/ml. Incubar durante 12-16h a 30°C. Repetir este paso una
vez mas.

13. Comprobar la correcta recombinacidn del casete mediante fenotipo y PCR.

4.2. ANALISIS Y PURIFICACION DE PROTEINAS
4.2.1 OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES

El medio intracelular de los cultivos bacterianos se obtuvo segun el
procedimiento descrito (Boronat and Aguilar 1979).

PROCEDIMIENTO

1. Realizar un cultivo de la cepa de la que se quiere obtener el extracto celular. Dejar
crecer hasta el final de la fase exponencial.

2. Recoger las células por centrifugacién a 12.000xg 4°C durante 15 min.
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Resuspender el sedimento celular en un volumen de solucién tampdn equivalente
a 4 veces su peso humedo (el tampdn utilizado dependera del posterior uso a que
se destine el extracto).

Someter la suspension celular a una descarga ultrasdnica, a una amplitud de onda
de 12-14 micrones, durante 30s por cada mililitro de suspensién. Durante este
proceso la muestra se mantiene sumergida en una mezcla refrigerante realizada
con agua, hielo y NaCl. Para este proceso se utilizé un sonicador MSE de 150W.

Centrifugar la mezcla obtenida en el paso anterior. Recoger la fraccion
sobrenadante, que constituye el extracto celular o extracto crudo, y que se
corresponde con los espacios periplasmatico y citosélico. Las condiciones de
centrifugacién y de conservacidon del extracto dependen de las caracteristicas y
del uso a que se destine.

4.2.2 CUANTIFICACION DE PROTEINAS: METODO DE LOWRY

La cuantificacion de proteinas en los extractos celulares y en las diferentes
fracciones de purificacion se determiné siguiendo una modificacion de un método que
permite determinar la concentracion de proteinas en el rango de 20-200ug/ml (Lowry
et al. 1951). Las determinaciones se hicieron por duplicado y a partir de diferentes
diluciones de la muestra problema. El valor de concentracién era la media de los
valores obtenidos, siempre que éstos no se diferenciasen de la media en mas de un

10%.

PROCEDIMIENTO

© N o v

Afadir 100ul de H,O desionizada a los tubos de ensayo de la recta patron y de las
muestras cuya concentracién proteica se desea cuantificar.

Afadir a los tubos correspondientes a la recta patrén un rango de ug de BSA.

Afadir a los tubos correspondientes a las muestras 25ul de varias diluciones de las
mismas.

Afadir 1ml del reactivo alcalino. Agitar vigorosamente y dejar en reposo durante
10min a temperatura ambiente.

Afadir 100pul del reactivo fendlico de Folin-Ciocalteu 1N y agitar vigorosamente.
Incubar durante 30min a temperatura ambiente
Determinar la absorbancia a una longitud de onda de 680nm.

La concentracidn proteica en este trabajo se expresa en ug proteina/pl.

Reactivo alcalino

CuSO, 0,02% p/v
NaKC,O¢ 0,04% p/v
En NaOH 0,1N/Na,CO; 3% p/v
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4.2.3 PURIFICACION DE PROTEINAS FUSIONADAS A MBP

En este trabajo las proteinas se purificaron mediante su fusién a la proteina de
union a maltosa (Maltose Binding Protein, MBP) ya que es un sistema que presenta
varias ventajas. La expresién de la proteina de fusion depende del promotor Py,
gracias al cual se puede conseguir un rendimiento de hasta 100mg de proteina de
fusidon por cada litro de cultivo. La fusidn a MBP incrementa la solubilidad, con lo que
se minimiza el riesgo de precipitacion de la proteina sobreexpresada y, por ultimo, la
proteina de fusién se puede purificar mediante cromatografia de afinidad (di Guana et
al. 1988).

Para llevar a cabo la purificacién se utilizé el kit “oMAL™ Protein and Purification
System” (New England Biolabs), un kit multifuncional que se suministra con la serie de
vectores de expresion de la familia pMAL adecuada al tipo de purificacion que se
pretende desarrollar. En este caso se utilizd la serie de vectores pMAL-c2, que
contienen una mutacion en el gen malE, que codifica MBP, de manera que la proteina
de fusidn se sobreexpresa y localiza en el citoplasma. En concreto se empleé el vector
pPMAL-c2x (MATERIALES 3.2.1.4.), que contiene a 3" de malE y a 5'de la region de
clonacién una secuencia que codifica los aminoacidos que son diana de la proteasa
Factor Xa, que servira para digerir la proteina de fusidon generando MBP (42,5KDa) y la
proteina de interés.

La regién de clonacion de estos plasmidos esta situada a 3’ de malE, de tal forma
gue MBP queda fusionada por su extremo carboxi terminal al extremo amino terminal
de la proteina que se pretende purificar. La expresion de la proteina de fusidon esta
bajo el control del promotor Py y el operador lac. En ausencia de induccién, el
operador lac se encuentra ocupado por el represor Lacl, codificado por el propio
vector, impidiéndose la expresion de la proteina de fusién, que sdlo tiene lugar cuando
se adiciona IPTG al medio de cultivo. En ausencia de inserto, la regidon de clonacién se
localiza a 5” del gen a-lacZ, lo que permite discriminar entre colonias blancas y azules
de una cepa capaz de llevar a cabo la a-complementacion (MATERIALES 3.2.1.) en un
medio suplementado con XGal.

Para la purificacidén de la proteina de fusién se utilizé una columna con resina de
amilosa. La MBP presenta afinidad por esta resina. Tras una serie de lavados, durante
los que la proteina de fusidon permanece unida a la resina, la proteina de fusién se
eluye gracias a un tampdén que contiene maltosa, el ligando de la MBP.
Posteriormente, la proteina de fusion puede ser digerida por Factor Xa. La proteina de
interés puede ser separada de MBP y FactorXa (42,4KDa) segln las pautas de
purificaciéon indicadas por la casa comercial.

PROCEDIMIENTO

1. Clonar el gen que codifica la proteina a purificar en el vector pMAL-c2x.

2. Transformar la cepa XL1-Blue con el DNA plasmidico obtenido en el paso anterior,
siguiendo el procedimiento descrito en METODOS 4.1.4

3. Inocular 1 colonia en 2ml de LB suplementado con Ap y dejar crecer a 37°C en
constante agitacion durante 12-16h.
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10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.

Reinocular en 100ml de LB (dilucién 1:100) suplementado con glucosa y Ap, crecer
en las mismas condiciones hasta alcanzar una DO a 600nm de 0,5.

Afadir IPTG a una concentracién final de 0,3mM. Incubar a 37°C y mantener en
constante agitacion durante 2—4h.

Recoger las células por centrifugacién a 4.500rpm, a 4°C durante 10min. Descartar
el sobrenadante. El sedimento celular puede conservarse a -80°C para su uso
posterior.

Resuspender el sedimento celular en el tampdn de lisis apropiado y obtener el
extracto celular (METODOS 3.2.1). Comprobar el nivel de expresién mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS (METODOS 3.2.5).

Diluir el extracto celular 5 veces con el Tampdn de columna, aunque el factor de
dilucion puede variar en funcién de lo concentrado que esté el extracto celular. En
general 1g de peso humedo de células puede dar lugar a 50-120mg de proteina de
fusion.

Preparar la columna con el volumen apropiado de la resina de amilosa. La
cantidad de resina dependera de la cantidad de proteina de fusién producida. La
resina puede unir 3mg de proteina de fusion por ml. De esta manera, con 15ml de
resina se podrian conseguir 45mg de proteina de fusién por cada litro de cultivo.

Lavar la resina con 8 volimenes de tampén de Columna.

Afadir el extracto crudo diluido y mantener su contacto con la resina durante
15min a temperatura ambiente.

Lavar con 12 voliumenes de tampdn de columna.

Eluir con tampdn de columna suplementado con maltosa 10mM. Recoger 8-10
fracciones delml, que se irdn conservando en hielo, para ser analizadas. Se
recomienda tratar un pequeiio volumen de estas fracciones con el reactivo de
Bradford para comprobar cualitativamente la presencia de la proteina de fusién.

Analizar las fracciones en un gel de poliacrilamida-SDS (METODOS 4.2.5.).

Digerir la proteina de fusidén con la proteasa adecuada, que dependera del vector
de expresion utilizado. Como en este trabajo se utilizd pMAL-c2x, la proteina de
fusidn se puede digerir con Factor Xa, 100ug de la proteina de fusién con 1U de
Factor Xa durante 12-16h a temperatura ambiente.

Analizar la digestion de la proteina de fusidon en un gel de poliacrilamida-SDS
(METODOS 4.2.5.).

Tampon de columna

Tris-HCIpH 7,4 20mM
NaCl 200mM
EDTA 1mM

4.2.4 PURIFICACION DE NAC

La purificacién de la proteina reguladora NAC fusionada a una cola de histidinas
se realizd por cromatografia de afinidad a una columna de niquel (Rosario and Bender

2005).
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PROCEDIMIENTO

1. Realizar un cultivo a 30°C de la cepa EB4335 que contiene los pldasmidos pCB1083
y pCB1026 hasta una DO de 0,6 a 600nm.

2. Afadir IPTG al cultivo anterior a una concentracion de 1mM para inducir la
expresion de la proteina. Incubar 4h.

Recoger el cultivo celular por centrifugacién a 4500rpm, 15min a 4°C.
Resuspender en tampdn de columna y obtener el extracto celular por sonicacion.
Incubar el extracto celular con la resina de niquel en agitacién durante 1h a 4°C.

Colocar la mezcla anterior en una columna y lavar con tampén de lavado.

N o u & W

Eluir la proteina de fusién con tampdén de columna adicionado con 250mM de
imidazol.

©

Dializar las fracciones recogidas durante 12-16h a 4°C para eliminar el imidazol.

9. Analizar la proteina purificada en un gel de acrilamida-SDS.

Tampodn de columna Tampdn de lavado
Na,(PO),pH7 100mM Na,(PO);pH7 100mM
NacCl 250mM NaCl 500mM
MgCl, 2,5mM MgCl, 2,5mM
Glicerol 10% Glicerol 10%
Imidazol 10mM Imidazol 90mM
B-ME 1ImM B-ME 1mM

4.2.5 SEPARACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA (PAGE-SDS).

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (Laemmli 1970)
es una técnica bdasica utilizada para separar proteinas en funcién de su peso molecular.
Las proteinas, cargadas negativamente por la presencia en el medio del detergente
aniénico SDS, migran hacia el dnodo en un campo eléctrico. Para eliminar las
interacciones no covalentes y los puentes disulfuro que puedan formar las proteinas
gue se someten a la electroforesis, las muestras proteicas son tratadas también con
agentes reductores como el DTT o el B-mercaptoetanol (B-ME).

La masa molecular de las proteinas separadas se determind utilizando el
marcador “BENCHMARK™ Prestained Protein Ladder” (Gibco BRL) formado por 10
proteinas de masa molecular comprendida entre 9,3KDa y 172,6KDa.

En este trabajo se utilizaron geles con un porcentaje de acrilamida del 10%. La
polimerizacion de los geles se consigue mediante la adicion de persulfato amédnico y
TEMED.

La parte superior del gel (una tercera parte) constituye el gel apilador, que
agrupa las proteinas antes de la separacion. El resto del gel constituye el separador,
donde las proteinas se separan en funcion de su peso molecular. La electroforesis
tiene lugar a una intensidad de corriente de 15mA.
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La composicion de las soluciones utilizadas se muestra a continuacion:

Gel apilador
Tris-HCl pH 6,8 0,13M
SDS 0,1%
Acrilamida:Bisacrilamida (37,5:1) 4%
Persulfato amdnico 0,16%
TEMED 0,075% v/v

Gel separador

Tris-HCl pH 8,9 0,38M

SDS 0,1%
Acrilamida:Bisacrilamida (37,5:1) 10%
Persulfato amdnico 0,08%
TEMED 0,075% v/v
B-ME 20%

Tampon de muestra (4x)

Tampon de electroforesis

Tris-HCl pH 6,8 0,25M
SDS 8%
Glicerol 40%
Azul bromofenol 0,08%

Tris-HCI pH 8,3 25mM
SDS 0,1% p/v
Glicina 192mM

Una vez finalizada la electroforesis, y para poder visualizar las bandas proteicas
separadas, se procede a una tincién con azul brillante de Coomassie, colorante que
permite detectar especificamente bandas proteicas correspondientes a un minimo de
1ug. Por ultimo, el gel es secado al vacio mediante un secador “SCIE-PLAS Gel Dryer
Model GD4534”.

PROCEDIMIENTO

1. Separar el gel de los vidrios utilizados para la electroforesis.

2. Sumergir el gel en la solucién de tincién. Mantener en agitacidn durante
20min.

3. Sumergir el gel en la solucién de lavado. Mantener en agitacidon durante
20min.

4. Sumergir el gel en la solucion de fijacién. Mantener en agitacidon durante un
minimo de 20min. Secar el gel al vacio.

Solucidn de tincidn

Azul brillante de coomassie 0,1%
Acido acético glacial: metanol: agua destilada 1:5:5

Solucidn de tincidn

Acido acético glacial: metanol: agua destilada 1:5:5
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Solucion de fijacidn

Acido acético glacial: metanol: agua destilada 1:1:18

4.2.6 DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
4.2.6.1 Determinacion de la actividad B-galactosidasa

La enzima B-galactosidasa cataliza la hidrdlisis de B-galactésidos, como la lactosa,
en monosacaridos. El método para determinar la actividad B-galactosidasa se basa en
la hidrdlisis del sustrato ONPG por accidn de la B-galactosidasa en B-D-galactosa y o-
nitrofenol, compuesto que se caracteriza por presentar un color amarillo que se puede
determinar mediante lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 420nm
(Baldauf et al. 1988)

En este trabajo la actividad B-galactosidasa se determind a partir de células de K.
pneumoniae lavadas con KCl 1% p/v. La suspension celular en KCl 1% se puede
conservar como maximo durante 24h y a 4°C. La concentracién de proteina celular se
determiné mediante el método de Lowry (METODOS 4.2.2.).

PROCEDIMIENTO

Preparacion de las células:

1. Inocular una colonia de K. pneumoniae en el medio de cultivo deseado e incubar
durante 12-16h, a 30°C en constante agitacion.

2. Reinocular la cepa en 10ml del mismo medio de cultivo mediante dilucién 1:50 y
crecer el nuevo cultivo a 30°C en constante agitacion hasta alcanzar una densidad
Optica a 540nm igual a 0,5.

3. Centrifugar el cultivo a 5000rpm durante 10min a 4°C. A partir de aqui, mantener
las células en frio.

4. Resuspender el sedimento celular en 10ml de KCl 1% p/v.
5. Centrifugar a 5000rpm durante 10min a 4°C.

6. Resuspender el sedimento celular en 1ml de KCl 1% p/v

7. Anadir 100ul de H,0 desionizada a los tubos de ensayo donde se llevara a cabo la
reaccion.

8. Afadir 10ul de la suspensién celular.

9. Anadir 900ul de Tampédn B-Gal preparado en el momento, agitar vigorosamente, e
incubar durante 20min a 30°C.

10. Iniciar la reaccién mediante la adicién de 200ul de ONPG 4mg/ml. Agitar
vigorosamente. Incubar durante el tiempo que se estipule a 30°C.

11. Parar la reaccién mediante la adicion de 500ul de Na,CO; 1M. Agitar
vigorosamente.
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12. Centrifugar las muestras a 13500rpm durante 10min.
13. Leer la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 420nm.
Una unidad de actividad B-galactosidasa corresponde a la cantidad de enzima

necesaria para hidrolizar un nmol de ONPG por minuto.

Tampodn Z 5x:
Na,HPO, - 7H,O 80,5g/I

Tampon B-Gal:

Tampon Z 1x NaH,PO, - H,0  27,5g/I

CTAB 0,2g/!

Deoxicolato de sodio  0,1g/! ” R
eoxicolato de sodio 0,1g MgS0, - 7H,0 1,23g/I

B-ME 4mM

Ajustara pH 7

4.2.6.2 Determinacion de la actividad guanina desaminasa

La enzima guanina desaminasa cataliza la conversidén de guanina en xantina y amonio. La
xantina generada a partir de guanina, por accidn de la guanina desaminasa, es transformada
por la xantina oxidasa en acido urico.

El método utilizado para determinar la actividad guanina desaminasa es un sistema de
reacciones acopladas en el cual se determina la formacion de acido Urico mediante la lectura
de la absorbancia a una longitud de onda de 293nm (Saint-Marc and Daignan-Fornier 2004).

PROCEDIMIENTO

1. Preparar 1ml de la mezcla de reaccién que contenga la muestra a ensayar en un
tampon de KH,PO, 20mM (pH 7,4), guanina 60uM.

2. Iniciar la reaccién a 37°C mediante la adicion de 0,01U de xantina oxidasa
comercial (Sigma-Aldrich).

3. Medir en espectrofotométricamente la absorbancia de la muestra a una longitud
de onda de 293nm.

Una unidad de actividad guanina desaminasa se refiere a la cantidad de
proteina necesaria para producir 1umol de acido Urico por minuto.

4.2.6.3 Determinacion de la actividad alantoinasa

La actividad alantoinasa se determind utilizando un método ya descrito (Cusa et
al. 1999). El ensayo estd basado en un método colorimétrico donde el alantoato
formado es cuantificado de forma indirecta por la hidrélisis acida de éste y posterior
reaccion del glioxilato formado con fenilhidrazina HCI y ferricianida potasica (Lee and
Roush 1964).

PROCEDIMIENTO

1. Obtener el extracto celular de la cepa de la cual se desea analizar la actividad
alantoinasa en una solucién tampdén 40mM fosfato pH 7 y B-ME 1mM.

2. Preparar una soluciéon extempordnea de alantoina 50mM en trietanolaminaHCl
150mM pH 8,4.
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3. Afadir a 250ul de la solucién que contiene el sustrato, de 0,5 a 10ul de extracto
celular y agua c.s.p. Iml. Incubar 10 min a 37°C.

4. Anadir 300ul de HCI 0,15N e incubar esta mezcla a 100°C durante 4min.
5. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

6. Afadir 300ul de tampdn fosfato 0,4M Na,HPO,;-KH,PO, pH 7 y 300ul de
fenilhidracina HCl al 0,33%.

7. Incubar 5min a temperatura ambiente.
8. Anfadir 1,5ml de HCl concentrado y 300pl de ferricianida potasica al 1,5%.
9. Después de 15min leer espectrofotométricamente a 535nm.

Simultdneamente se realiza una curva patron con alantoato tratado de la
misma manera que las muestras analizadas. En estas condiciones, una unidad
enzimatica se defina como la cantidad de enzima necesaria para producir un pumol
de alantoato por minuto.

4.2.6.4 Determinacion de la actividad alantoato amidohidrolasa

La actividad alantoato amidohidrolasa en K. pneumoniae, ha sido determinada a
través de un sistema de reacciones acopladas. El alantoato es hidrolizado por la
alantoato amidohidrolasa en amonio y ureidoglicina, posteriormente la enzima
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH utiliza como sustrato el amonio
producido y a-cetoglutarato; la actividad se mide espectrofotométricamente por la
disminucién de absorbancia a 340nm debido a la oxidacién del NADPH a NADP®
(Muratsubaki et al. 2006).

PROCEDIMIENTO

1. Preparar 1ml de la mezcla de reaccién que contenga MnCl, 10mM, NADPH 20mM,
a-cetoglutarato 50mM, 1kU/ml de glutamato deshidrogenasa comercial (Sigma
cat. No. G2626-100MG) y alantoato 20mM, en un tampdn de Tris HCl pH 8,5
200mM.

2. Iniciar la reaccidn a 37°C mediante la adicién de la muestra que se desea ensayar.

3. Medir espectrofotométricamente la disminucién de la absorbancia de la muestra
a una longitud de onda de 340nm.

Una unidad de actividad alantoato amidohidrolasa se expresa como umol
de amonio producido por minuto.

4.3 PREPARACION Y ANALISIS DE DNA
4.3.1 OBTENCION DE DNA GENOMICO

Para la obtencion de DNA gendmico se ha utilizado el kit comercial “Wizard®
Genomic DNA Purification Kit” (Promega). Este método consta de cuatro etapas
diferenciadas. En una primera etapa se produce la lisis celular, a continuacidon el RNA y
las proteinas son eliminados, respectivamente, por accion de la RNasa y mediante una
precipitacion salina, y por Ultimo se extrae el DNA gendmico, que habia quedado en
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soluciodn, por precipitacidon con isopropanol. EIl DNA obtenido por este método tiene un
alto grado de pureza y es adecuado para posteriores manipulaciones enzimaticas sin
necesidad de purificaciones adicionales. La cantidad de DNA gendmico obtenido es del
orden de 40pg.

4.3.2 OBTENCION DE DNA PLASMIDICO
4.3.2.1 Obtencion de DNA plasmidico a pequeia escala: método de la lisis alcalina

Para obtener DNA plasmidico por este método se utilizé el kit “Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System” (Promega), que permite la obtencién del DNA de
forma rdpida y sencilla. Este método se basa en la obtencién de un lisado celular en
medio alcalino seguida de la accién de la RNasa A, que degrada el RNA, y de la
fosfatasa alcalina aislada de Bacillus licheniformis que a pH bdasico inactiva
endonucleasas y otras proteinas liberadas durante la lisis celular que pueden afectar la
calidad del DNA plasmidico. En el siguiente paso se procede a la desnaturalizacion de
las proteinas por accién de clorhidrato de guanidina y a la precipitacién de las mismas
y del DNA gendmico bacteriano por accién de una solucién de acetato potasico a pH
acido. El ultimo paso es la purificacion del DNA plasmidico utilizando las columnas
“Wizard™ Plus SV Minipreps Spin Columns” en las que queda adsorbido. EI DNA
plasmidico obtenido por este método es estable a —20°C. El DNA obtenido (>8ug) se
encuentra mayoritariamente en forma circular superenrollada y es de una gran pureza,
pudiéndose utilizar directamente en diferentes aplicaciones. Este método permite la
utilizacién tanto de cepas EndA™ como EndA*, aunque se recomienda la utilizacién de
las primeras. Asi mismo, también es recomendable que el tamafo de plasmido no
exceda de 20.000pb.

4.3.2.2 Obtencion de DNA plasmidico a media escala

La obtencidon de DNA plasmidico a media escala se llevé a cabo mediante el kit
“Wizard™ Plus SV Midipreps DNA Purification System” (Promega), también basado en
la lisis alcalina y con las mismas caracteristicas que el comentado en el apartado
anterior excepto el volumen del cultivo de partida y la concentraciéon de las
preparaciones obtenidas, que en este caso es mucho mas elevada (>50ug).

4.3.3 TRATAMIENTO ENZIMATICO DEL DNA
4.3.3.1 Digestion del DNA: endonucleasas de restriccion

Las endonucleasas de restriccion son enzimas purificadas a partir de hongos o
bacterias cuya funcidn fisioldgica es actuar como mecanismo de defensa hidrolizando
enlaces fosfodiéster de DNA exdgeno. Aunque existen diferentes clases de
endonucleasas de restriccion, las desoxirribonucleasas de tipo Il son las mas versatiles
y una de las herramientas mas importantes en la biologia molecular. Estas enzimas de
restriccion reconocen una determinada secuencia en el DNA y realizan dos cortes, uno
en cada cadena. Tipicamente, la diana de estas enzimas es una secuencia palindromica
perfecta de 4-8pb. La rotura del DNA se produce dentro de la secuencia diana y origina
un extremo 3’-hidroxilo y otro 5’-fosfato. Cuando el punto de corte coincide en ambas
cadenas se habla de extremos romos, mientras que cuando el corte se produce a una
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altura diferente en cada cadena se habla de extremos cohesivos o protuberantes, que
pueden serlo tanto en 3’ como en 5’.

Todas las enzimas de restriccidon presentan una dependencia absoluta del cation
Mg2+, sin embargo, cada una requiere unas condiciones de reaccidon especificas en
cuanto a pH, temperatura y fuerza idénica. Por este motivo, se utilizé una solucion
tampodn especifica en cada caso y se siguieron las indicaciones proporcionadas por la
casa comercial suministradora del enzima en cuestién.

La mayoria de las endonucleasas de restriccidon son termosensibles permitiendo
su inactivacion por incubacién a 65°C durante 15min. Las enzimas resistentes a la
inactivacion se eliminaron utilizando el kit comercial “QlAquick PCR Purification Kit”
(Qiagen) (METODOS 4.3.5.5.) o bien se inactivaron por cambios bruscos de
temperatura (se realizaron incubaciones a —80°C seguidas de incubaciones a 65°C). La
inactivacion de las enzimas de restriccion se realizd siempre previamente a la adicién
de la DNA ligasa. Los productos de la reaccion se comprobaron mediante electroforesis
en geles de agarosa, tal y como se describe en METODOS 4.3.5.1.

4.3.3.2 Ligacion de fragmentos de DNA

Dos fragmentos de DNA con extremos compatibles son susceptibles de ser
unidos. Para ello se utiliza la DNA ligasa del bacteriéfago T4, una enzima que cataliza la
union de dos fragmentos de DNA mediante la formaciéon de un enlace fosfodiéster
entre el grupo 5'-fosfato de un fragmento y el grupo 3’-hidroxilo del otro. La T4 DNA
ligasa actua tanto sobre extremos protuberantes como romos, aunque en este ultimo
caso la eficiencia es menor. Este procedimiento fue utilizado para la construccion de
plasmidos recombinantes.

PROCEDIMIENTO

1. Preparar convenientemente tanto el vector como el inserto para la ligacidn
(digestidn, desfosforilacion, etc).

2. Determinar la concentracidén aproximada de vector e inserto.

3. Preparar la reaccién de ligacidon segun las siguientes proporciones e incubar la
mezcla a la temperatura adecuada.

DNA vector variable !
DNA inserto variable ?
T4 DNA ligasa 1U

Tampodn de ligacién  1x
“Normalmente 100ng
‘Z)Habitualmente, vector:inserto 1:3

4.3.3.3. Marcaje de fragmentos de DNA

Este método permite obtener fragmentos de DNA marcados no radiactivamente
en su extremo 3’ (Schmitz et al. 1991). Los fragmentos obtenidos por PCR son
marcados con digoxigenina-ddUTP mediante la transferasa terminal (ambos de Roche
Applied Science). Se siguid el protocolo de la casa comercial.

Guzman K., Tesis doctoral



I mETODOS

Los fragmentos marcados pueden ser detectados posteriormente, utilizando un
anticuerpo altamente especifico para la digoxigenina, anti-DIG (Roche Applied
Science), el cual estd provisto de una fosfatasa alcalina que permite su deteccién en
presencia de un sustrato quimiluminiscente, CDP-star (Roche Applied Science).

CDP-star, un sustrato que pertenece al grupo de los dioxietano fenil fosfatos,
puede ser desfosforilado por accién de la fosfatasa alcalina, formando un
intermediario de cuya descomposicidon resulta la emisidon de luz que puede ser
detectada en una pelicula de rayos-X.

4.3.4. TECNICA DE PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR)
disefiada por K.B. Mullis a mediados de los afios 80 se utiliza para amplificar, de forma
exponencial, un fragmento de DNA de doble cadena delimitado por regiones de
secuencia conocida (Mullis and Faloona 1987; Arnheim and Erlich 1992). El proceso de
PCR consiste en desnaturalizar el DNA molde mediante calor para, a continuacion, unir
los oligonucledtidos cebadores que son complementarios respectivamente a cada una
de las dos cadenas. A partir de estos cebadores, una DNA polimerasa sintetizara las
nuevas cadenas de DNA. Este proceso se repite de forma ciclica de 20 a 30 veces.
Puesto que los productos de un ciclo sirven también como molde para el siguiente, al
final del proceso se obtienen m 2" moléculas, siendo m el nimero de moléculas de
DNA molde iniciales y n el nimero de ciclos aplicados.

Las DNA polimerasas utilizadas en esta técnica han de resistir la elevada
temperatura necesaria para la desnaturalizaciéon del DNA molde y también tienen que
sintetizar las nuevas cadenas de DNA a una temperatura tal que reduzca la obtencion
de fragmentos inespecificos. Por ello se utilizan polimerasas termoestables. En este
trabajo se ha utilizado de forma general la Tag DNA polimerasa (BioTherm™,
GeneCraft), excepto cuando se requeria una alta fidelidad o que los fragmentos de
DNA amplificados tuviesen los extremos romos; en estos casos se utilizd la Pfu Turbo™
DNA Polimerasa (Stratagene). Estas enzimas requieren el catién Mg®" como cofactor.

Las reacciones de PCR son muy susceptibles al tipo de DNA molde utilizado, asi
como a la concentracién de Mg2+, cebadores y dNTPs. Por este motivo, no existe un
protocolo generalizado, sino que cada reaccion necesita ser puesta a punto.
Basicamente se siguid el protocolo descrito por Sambrook et al. 1989.

PROCEDIMIENTO

1. Preparar la mezcla de reaccién en tubos de 0,5ml de capacidad y colocar en el
termociclador.

DNA molde variable
Cebador A 0,025mM
Cebador B 0,025mM
dNTPs 0,2M
DNA polimerasa 2,5U
Tampoén amplificacién  1x

Mg** 1,5-4mM
H,0 desionizada c.s.p
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2. Desnaturalizar el DNA molde a 94°C.

3. Aplicar un nimero variable de ciclos con los siguientes pasos:

a. Desnaturalizacion del DNA: 94°C, 45s.

b. Unidn de los cebadores: 45s a la Tm optima (especifica para cada pareja).
c. Extension: temperaturay tiempo, segun polimerasa utilizada.

4. Aplicar un ultimo ciclo de extension durante 10min a 72°C.
5. Purificar el DNA obtenido por alguna de las técnicas descritas anteriormente.

Las reacciones se realizaron en el termociclador “Mini Cycler™” (MJ Research).

La técnica de PCR se ha utilizado en este trabajo con diferentes finalidades:

e Obtencién de fragmento de DNA que posteriormente fueron clonados en
diferentes plasmidos.

e Obtencién de sondas de DNA utilizados en experimentos de retardacion de la
movilidad electroforética.

e Seleccidn de clones recombinantes que provienen de la ligacién ente un
fragmento de DNA y un vector de clonacion

4.3.5. RESOLUCION Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA
4.3.5.1. Separacion de fragmentos de DNA en geles de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa es una técnica que permite la separacién
analitica y preparativa de fragmentos de DNA de un tamano comprendido entre 0,1 y
25Kb. La capacidad de resolucion de estos geles depende de la concentracién de
agarosa con la que se han preparado, de forma que es posible discriminar entre
bandas de DNA de tamafio muy parecido mediante la variacion de la concentracién de
agarosa del gel. Asi pues, los geles eran preparados a diferente concentraciéon en
funcién del tamafio de las bandas que se pretendian separar (Sambrook et al. 1989).

El uso de bromuro de etidio, presente en el gel de agarosa, permite, una vez
realizada la electroforesis, visualizar los fragmentos de DNA por irradiaciéon con luz
ultravioleta de corta longitud de onda (310nm). De esta forma es posible detectar
bandas de tan sélo 5ng de DNA. También permite visualizar RNA.

La migracién de las bandas de DNA es proporcional al logaritmo de su peso
molecular. La masa molecular de los fragmentos de DNA separados se determind
utilizando un marcador de fragmentos de DNA de tamano conocido. Dado que la
movilidad de las moléculas de DNA en el gel depende de la forma de las mismas (lineal,
circular, superenrrollada) sélo pueden ser comparadas movilidades de moléculas de la
misma forma. En la determinacidn del tamafiio de fragmentos lineales de DNA se utilizé
el marcador de DNA A digerido con Hind Ill (MBI Fermentas) si las bandas eran de
tamafio superior a 2Kb y marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies) si el
tamafio de las bandas era inferior a 2Kb. En este trabajo se han utilizado geles de
agarosa preparados entre el 0,8 y el 1,5% (p/v).
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Los geles de agarosa se preparan mediante la fusion de la agarosa en tampén de
electroforesis (TAE 1x) y posterior adicién, una vez atemperada la solucién, de
bromuro de etidio (concentracién final de 0,5ug/ml). La mezcla se deja solidificar sobre
un molde, de tal forma que en uno de los extremos del gel se forman los pocillos en los
que se aplicaran las muestras de DNA.

Antes de aplicar las muestras se afiade a éstas un tampdn de carga, que aporta la
densidad adecuada para depositarlas en los pocillos del gel y ademds permite seguir el
frente de la electroforesis.

La electroforesis se realiza horizontalmente, y con el gel completamente
sumergido en tampodn de electroforesis (TAE 1x), con una diferencia de potencial de 1-
10V/cm.

Tampon (TAE 50x):

Tris base 5M
Acido acético glacial 1M

Tampon de carga (10x)

Glicerol 5%
Azul de bromofenol 5%

4.3.5.2. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Para este procedimiento se utilizo el kit “QIAquick™ Gel Extraction Kit” (QIAGEN),
que permite la extraccion y purificacion de fragmentos de DNA, de tamafio
comprendido entre 70pb y 10Kb, a partir de geles de agarosa.

El método consiste en la solubilizacion del fragmento de agarosa que contiene el
DNA que se desea purificar, el cual ha sido previamente recortado del gel, y la
posterior adsorcion selectiva de los acidos nucleicos a una membrana. La adsorcion del
DNA a la membrana de silica-gel ocurre sélo en presencia de una elevada
concentracién de sales caotrdpicas (Vogelstein and Gillespie 1979), que modifican la
estructura del agua. La adsorcion del DNA a la membrana también depende del pH,
siendo ésta maxima (95%) a pH < 7,5. Por el contrario, la elucién del DNA se produce a
bajas concentraciones de sales y pH basico.

4.3.5.3. Separacion de fragmentos de DNA en geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida presentan una mayor capacidad de resolucién que los
geles de agarosa, permitiendo separar fragmentos diferenciados en un solo
desoxirribonucledtido. Por este motivo, cuando fue necesario purificar fragmentos de
DNA de tamafios muy similares, se utilizd este procedimiento. De esta forma, es
posible eliminar fragmentos contaminantes que diferian en pocos pares de bases del
fragmento que se queria purificar.

La concentracion de poliacrilamida depende del tamafio del fragmento de DNA
que se quiere purificar (Sambrook et al. 2001). En este trabajo, todos los geles de
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poliacrilamida se han preparado con una concentracién del 5%, adecuada para separar
fragmentos con un tamaiio comprendido entre 30 y 400pb.

Antes de aplicar las muestras, el gel se sometia a electroforesis durante 30min a
20mA. Pasado este tiempo, las muestras eran preparadas por adicion de tampdn de
carga 6x y aplicadas en el gel. Para conocer el tamafio de las bandas de DNA, se
reservaba un carril para el marcador de peso molecular. La electroforesis se
desarrollaba a 20mA durante un tiempo que variaba en funcién del tamafio de las
bandas que se querian separar.

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se tifie con bromuro de etidio para
visualizar las bandas. Para ello, el gel se deposita en una bandeja con 100ml de agua
destilada y bromuro de etidio (4pug/ml) y se mantiene en agitacion durante 30min. El
exceso de bromuro de etidio es eliminado cambiando el gel a otra bandeja con 100ml
de agua destilada y manteniéndolo en agitacion durante 30min.

Gel de poliacrilamida Tampo6n de carga (6x)
Acrilamida: bisacrilamida (29: 1) 5% Azul bromofenol  1mg/ml
Tampén de electroforesis TBE 1x Xilencianol 1mg/ml
Persulfato aménico 0,07%p/v Glicerol 50% v/v
TEMED 0,07%p/v
Desgasificar filtrando al vacio (poro 0,45um) Tampon de electroforesis (TBE 5x)

Tris-HCl pH 8 450mM
Acido bérico 450mM
EDTA pH 8 10mM

4.3.5.4. Purificacidn de fragmentos de DNA a partir de geles de poliacrilamida

Una vez realizada la electroforesis y tefiido el gel de poliacrilamida, éste se
coloca sobre una fuente de luz ultravioleta para poder visualizar las bandas de DNA y
recortar el fragmento de gel que contiene la banda a purificar. El fragmento de gel se
pone en contacto con 400ul de una solucién de acetato amdnico 2M en tampdn TE y
se deja en agitacién a 37°C un minimo de 48h para que se eluya el DNA. Se retira el
fragmento de poliacrilamida y se recupera el DNA de la muestra como si se tratara de
un producto de PCR (METODOS 4.3.5.5).

Tampdn TE

Tris-HCIpH 8 10mM
EDTA pH 8 1mM

4.3.5.5. Purificacidon de fragmentos de DNA obtenidos por PCR

Cuando las muestras obtenidas por PCR no presentaban bandas de DNA
inespecificas, éstas podian ser purificadas directamente mediante el kit “QlAquick™
PCR Purification Kit” (QIAGEN), que permite eliminacion de los cebadores, nucledtidos,
sales y DNA polimerasa.

Este método permite purificar productos de PCR de entre 0,1 y 10Kb y se basa en
el mismo principio ya comentado en METODOS 4.3.5.2.
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4.3.6. CONSTRUCCION DE MOLECULAS HiBRIDAS DE DNA

El proceso de obtencion de moléculas hibridas de DNA consta de diferentes
etapas, todas ellas comentadas en apartados anteriores. El primer paso consiste en la
obtencion del DNA de partida (vector de clonacidn e inserto que se desea clonar). El
inserto puede obtenerse mediante la técnica de PCR (METODOS 4.3.4.) o por digestion
a partir de otro pldsmido. A continuacién ambos DNAs deben ser digeridos mediante el
uso de las endonucleasas de restriccién apropiadas (METODOS 4.3.3.1.) con el objeto
de obtener en ambas moléculas extremos compatibles. El vector y el inserto asi
tratados son ligados (METODOS 4.3.3.2.) y transformados en la cepa mas adecuada
segun el caso (METODOS 4.1.4.). Por ultimo se selecciona un clon que contenga la
molécula hibrida de interés y se obtiene el DNA plasmidico (METODOS 4.3.2.). El DNA
obtenido se puede analizar mediante secuenciacién (METODOS 4.3.7.).

4.3.7. SECUENCIACION DE DNA (METODO DE SANGER) CON SUSTRATOS
FLUORESCENTES

La secuenciacion es la técnica mas importante en la caracterizacion del DNA. En
este trabajo se secuenciaron fragmentos de DNA con la finalidad de comprobar la
correcta construccién de las moléculas hibridas, para evidenciar que ninguna mutacién
se habia introducido durante la amplificacion por PCR del DNA e incluso para obtener
la secuencia de determinadas regiones del genoma de la cepa de K. pneumoniae
utilizada en este trabajo.

La secuenciacion del DNA segun este método aprovecha la capacidad de la DNA
polimerasa para utilizar los analogos 2’-3’-didesoxirribonucledtidos (ddNTP) a la vez
gue los sustratos naturales desoxirribonucleétidos (ANTP) (Sanger et al. 1977). La
incorporacion de estos analogos provoca la interrupcion de la sintesis de la cadena
naciente debido a la falta del grupo 3’-OH necesario para su elongacién. Con una
proporciéon adecuada de ddNTP:dNTP se produce un conjunto de cadenas
representativo de todos los tamafios posibles.

Para la secuenciacién del DNA de forma automatica se utilizé el kit “ABI Prism®
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.1” (PE Biosystems). Este
método se basa en la incorporaciéon de didesoxirribonucledtidos trifosfato
fluorescentes durante la sintesis del DNA.

Una vez realizada la PCR de secuenciacién segun protocolo de la casa comercial,
las muestras han sido precipitadas y analizadas en los Servicios cientifico-técnicos de la
Universidad de Barcelona.

4.3.8. IDENTIFICACION DE REGIONES CROMOSOMICAS POR GENOME WALKING.

Para conocer la secuencia de una zona en el genoma, adyacente a otra
previamente conocida, se utilizd el Genome Walker™ Universal Kit (Clontech). Este
método de varias etapas, basado en PCR de larga distancia, permite conocer hasta 6kb
de DNA gendmico simplemente disefiando nuevos primers basados en la secuencia
obtenidas en etapas anteriores.
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El DNA gendmico de interés es digerido con enzimas de restriccion que dejan
extremos romos, de tal manera que cada una de las librerias obtenidas sea ligada
después con adaptadores compatibles a estos extremos (proporcionados en el kit).

Una vez que las librerias han sido construidas, se realizan dos PCRs por cada una.
En la primera PCR, se utiliza un primer (AP1, provisto por el kit) que hibrida con los
adaptadores y un primer (GSP1) que es especifico del genoma e hibrida cerca del final
de la secuencia que se conoce. En la segunda PCR se utilizan los primers AP2 y GSP2,
siendo este ultimo mas interno que GSP1 en la secuencia conocida.

Cada uno de los fragmentos de DNA obtenidos, los cuales comienzan con una
secuencia conocida en el extremo 5’ de GSP2 vy llegan hasta una secuencia desconocida
adyacente, pueden ser clonados y posteriormente secuenciados.

El protocolo utilizado fue el provisto por la casa comecial.
4.4. CARACTERIZACION DE PROMOTORES
4.4.1. FUSION DE PROMOTORES AL GEN /acZ

La fusiéon de promotores al gen lacZ es una técnica que permite estudiar la
regulacién de la transcripcion de diferentes genes. Mediante esta técnica es posible
analizar la expresion del gen o genes en estudio a través de la expresion del gen
reportero lacZ, que codifica la enzima B-galactosidasa, cuantificable mediante un
ensayo sencillo y sensible.

En primer lugar se obtuvieron las fusiones de promotor en el vector multicopia
pRS415 (Simons et al. 1987). Posteriormente se subclonaron en el vector suicida
pCB1583 (Liu and Bender 2007) para, a continuacién, transferir Unicamente una copia
al genoma de K. pneumoniae.

4.4.1.1. Obtencion de fusiones en vector multicopia

El vector utilizado para obtener las fusiones transcripcionales de promotor al gen
lacZ pertenece a la familia pRS descrita por Simons et al. 1987. En concreto se utilizo el
pldsmido multicopia pRS415 (MATERIALES 3.2.1.3.).

Los fragmentos cuya actividad promotora se queria estudiar se obtuvieron
mediante PCR. Para ello se utilizé una pareja de cebadores que incorporaban las dianas
para las endonucleasas de restriccion en sus respectivos extremos 5’. De esta forma se
facilitaba la posterior clonacion de forma dirigida.

4.4.1.2. Transferencia de fusiones de promotor de plasmido a genoma

Las fusiones de promotor al gen lacZ fueron transferidas de plasmido a genoma
segun el método descrito por Liu and Bender 2007. En primer lugar la fusion se
subclona en el vector suicida pCB1583 (MATERIALES 3.2.1.3.) para transferirla a
continuacion, mediante transformaciéon del vector recombinante, a una cepa de K.
pneumoniae Sm" y rbs* en cuyo fondo gendémico se quiera estudiar la actividad
promotora.
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El vector pCB1583 permite la transferencia de la fusién transcripcional al genoma
de K. pneumoniae gracias a dos propiedades. Como se explicé en MATERIALES 3.2.1.3
este vector solamente puede mantenerse en una cepa que produzca el factor m,
ademas contiene los genes rbsA” y rbsK’ flanqueando la fusidn transcripcional, lo que
permite la insercién de la fusién en el genoma mediante recombinacién homdloga en
el operdn de la ribosa.

De esta forma, cuando se transforma una cepa de K. pneumoniae Sm"y rbs* con
el plasmido pCB1583 recombinante, se produce la recombinacion homéloga entre los
genes rbsA’ y rbsK’ del plasmido y rbsA y rbsK del cromosoma bacteriano, de manera
que la cepa pierde su capacidad de metabolizar el azucar ribosa. En un primer lugar el
plasmido recombinante permanece integrado en el operdn rbs, de manera que, tras la
transformacién la cepa se cultiva en sucesivos medios de seleccion que ejercen la
presién necesaria para que la recombinacién homéloga se complete, adquiriendo la
fusion transcripcional y perdiendo el resto del vector. En estos medios, la seleccién de
las cepas recombinantes se realiza analizando su fenotipo segun la siguiente pauta:

rbs’: Las cepas recombinantes no pueden metabolizar ribosa ya que el operdn rbs
es sustituido por la fusidn transcripcional, de manera que sus colonias presentan color
blanco en el medio McConkey Ribosa (METODOS 4.1.1.).

Sm": En presencia de pCB1583 la cepa Sm' se manifiesta Sm°® a través de la accién
del producto del gen rpslL localizado en el vector (MATERIALES 3.2.1.2.). Una vez se ha
completado la recombinacion homologa, la cepa recupera la resistencia a Sm.

Km® Ap°®: Puesto que los genes que codifican la resistencia a los antibidticos Km y
Ap, localizados en el pCB1583, se pierden al producirse la recombinacion homdéloga, las
cepas recombinantes son sensibles a estos antibidticos.

PROCEDIMIENTO

1. Clonar el promotor en el vector pRS415 utilizando las dianas de restriccién EcoRl,
Smal o BamHI| e introducirlo en la cepa de E. coli EB6193. Sembrar la
transformacion en placas de LB suplementado con Ap y X-Gal. Seleccionar
colonias azules y obtener el DNA plasmidico recombinante.

2. Subclonar la fusidn transcripcional en el plasmido pCB1583 a partir de pRS415
recombinante, utilizando como dianas de restriccién alguna de las localizadas en
la region de clonacidon. Transformar la cepa de E. coli EB6193 y sembrar en placas
de LB que contengan Km y X-Gal.

3. Obtener células competentes de KC2653 y transformarlas con el plasmido
pCB1583 recombinante mediante shock térmico. En este caso, el sedimento
celular se resuspende en 100ul de LB y se siembra en placas de LB suplementado
con Km. Incubar durante 24h a 30°C.

4. Purificar las colonias resultantes de la transformacién en LB suplementado con
Km. Incubar durante 12-16h a 30°C.

5. Purificar colonias Km" en placas de McConkey Ribosa. Incubar durante 12-16h a
30°C.
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6. Purificar tanto colonias rojas como colonias blancas, ya que todavia no se ha
completado la recombinacién homdloga entre el vector pCB1583 recombinante y
el operdn de la ribosa tipo salvaje, en placas de LB suplementado con Sm. Incubar
durante 12-16h a 30°C.

7. Purificar colonias Sm' en placas de LB suplementado con Sm. Incubar durante 12-
16h a 30°C.

8. Purificar colonias Sm" en placas de McConkey Ribosa. Incubar durante 12-16h a
30°C.

9. Purificar colonias blancas en placas de LB suplementado con Sm. Incubar durante
12-16h a 30°C.

10. Comprobar que las colonias Sm' son Km® y Ap®. La presencia de la fusién en la cepa
puede comprobarse, ademas, mediante PCR a partir de colonia utilizando los
oligonucledtidos pRS415ext y pRS415seq (ANEXO 1.), localizados a 5 vy
3’respectivamente de la region de clonacion de pRS415.

11. Medir la actividad B-galactosidasa de las cepas que contienen la fusion integrada
tal y como se detalla en METODOS 4.2.6.1.

4.4.2. ENSAYOS DE RETARDACION DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA EN GEL DE
POLIACRILAMIDA.

Los ensayos de retardacién de la movilidad electroforética (Electrophoretic
Mobility Schift Assay, EMSA) permiten analizar las uniones e interacciones entre DNA y
proteinas. Estas interacciones tienen una importancia fundamental en la regulacién
génica y en el crecimiento celular.

La técnica se basa en la diferente movilidad electroforética que presenta un
fragmento de DNA cuando interacciona con una proteina: el complejo DNA-proteina
ve retardada su movilidad electroforética respecto al mismo fragmento de DNA libre.

Estos ensayos pueden realizarse tanto con extractos crudos como con proteina
purificada, siendo esta ultima la situacidn ideal en el estudio del papel regulador de
una proteina concreta. Cuando se trabaja directamente con extractos crudos, la
retardacion en la movilidad puede ser debida a la union de mas de una proteina al
fragmento de DNA, siendo dificil de analizar la composicion del complejo
multiproteico.

En este trabajo, los ensayos de retardacién se realizaron con proteina
purificada y fragmentos de DNA obtenidos por PCR que posteriormente fueron
purificados en geles de acrilamida y marcados con digoxigenina (METODOS 4.3.3.3).

4.4.2.1. Reaccion de unién DNA-proteina

La reaccién de union DNA-proteina(s) (binding) se llevé a cabo tal y como ah sido
descrito (Lane et al. 1992). Las mezclas de reaccidn tenian un volumen final de 20ul y
su composicion era la siguiente:
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Mezcla de reacciéon 1x

Tris HCIpH 7,5 10mM

KCl 75mM
DTT 2mM
Glicerol 10%
Poly[d(I-C)] 0,1ug
DNA 20ng
Proteina variable

Una vez preparadas las mezclas de reaccion, éstas se incubaban a 37°C durante
20min. Después de la incubacion, las muestras se guardaban en hielo hasta el
momento de realizar la electroforesis.

4.4.2.2. Preparacion del gel de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida utilizados para llevar a cabo la electroforesis de las
mezclas de reaccidn se prepararon de la misma forma que los utilizados para la
purificacion de fragmentos de DNA, tal y como se describe en METODOS 4.3.5.3.,
aungue con ligeras variaciones. Para evitar la distorsion de las uniones DNA-proteina a
causa de las sales presentes en el medio, estos geles fueron preparados con tampdn
TBE 0,5x (METODOS 4.3.5.3.). Ademas, para evitar la dispersién de los complejos
retardados a lo largo del carril de siembra, los geles contenian glicerol a una
concentracion idéntica a la de las muestras.

4.4.2.3. Separacion electroforética de las sondas y los complejos de retardacion

El desarrollo de la electroforesis se llevd a cabo a 4°C, tanto el gel como el
tampon atemperados con antelacién.

Los geles fueron sometidos a electroforesis, antes de aplicar las muestras,
durante media hora a una intensidad de 20mA. Las muestras eran aplicadas en el gel
sin la adicion previa de tampdn de carga. El tampdn de carga era aplicado a un carril
libre para poder seguir el desarrollo de la electroforesis. La duracion de la
electroforesis variaba en funcién del tamafio de la sonda utilizada.

Una vez terminada la electroforesis, las sondas y los complejos de retardacién
fueron transferidos a una membrana de nylon mediante corriente eléctrica. La
deteccion quimiluminiscente de los complejos DNA-proteina marcados con
digoxigenina se realizé usando Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia) segun el principio
descrito en METODOS 4.3.3.3 y siguiendo el protocolo de la casa comercial.

4.5. PREPARACION Y ANALISIS DE RNA

H,0-DEPC

Dietilpirocarbonato 1ml
H,O desionizada 1L
Agitar o/n
El RNA es un acido nucleico que es degradado con mucha facilidad por accion de
las RNAsas (Ehretsmann et al. 1992). En todos los experimentos en los que se manipula
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RNA, el material y las soluciones se autoclavaban dos veces para eliminar estas
enzimas. Las sustancias necesarias para realizar las diferentes soluciones nunca se
pusieron en contacto con ningln recipiente que no hubiese sido autoclavado o
esterilizado por calor (o/n a 200°C). Todas las soluciones se prepararon con H,O DEPC
autoclavada dos veces.

4.5.1. OBTENCION DE RNA TOTAL

4

Para la obtencién de RNA total se utilizd el kit comercial “Rneasy Mini Kit
(Qiagen) que proporciona un RNA de alta calidad a partir de las células procedentes de
1ml de cultivo de la cepa deseada. Tras producirse la lisis celular, mediante la accién de
la lisozima, tiene lugar la desnaturalizacion de proteinas celulares por accion de un
tampodn que contiene tiocianato de guanidina y B-ME, lo que conlleva a la inactivacion
de la RNAsa enddgena (Chirgwin et al. 1979). El RNA es purificado por adsorcion a la
superficie de particulas de silica-gel localizadas en una columna (“RNeasy mini
columns”) en presencia de concentraciones elevadas de sales caotrdpicas que
provocan una modificacién de la estructura del agua. Los restos de contaminantes se
eliminan mediante una serie de lavados y el RNA es eluido de la columna con H-0.

El DNA gendmico contaminante se elimindé tras la purificacion con DNAsa
(“DNase | Treatment”; Ambion). El RNA obtenido por este método combinado de
purificacion y posterior tratamiento con DNasa es lo suficientemente puro como para
poder ser utilizado en aplicaciones posteriores sin necesidad de purificaciones
adicionales.

En la obtencion del RNA total hay que tener en cuenta el nimero de células de
partida, ya que éste se encuentra limitado por la cantidad de RNA (100ug) que puede
unir la membrana de silicagel y por el nimero de células que pueden ser tratadas con
un volumen del tampdn que contiene tiocianato de guanidina y B-ME. El ndmero
maximo de células es 109, lo que implica partir de 1ml de cultivo cuya densidad éptica
a una longitud de onda de 600nm se encuentre entre 0,5 y 1. Adicionalmente, en el
caso de K. pneumoniae, se ha de tener en cuenta que el polisacarido capsular
disminuye la eficiencia de la lisis celular llevada a cabo por la lisozima, lo que conlleva a
la obtencién de un RNA de baja calidad y muy contaminado de DNA gendmico. Por
esta razon, para obtener RNA de buena calidad a partir de células de K. pneumoniae,
se recomienda partir de varias muestras de 1 ml de cultivo con una densidad celular
baja pero que se procesaran en la misma columna. De esta manera la eficiencia de la
lisis celular aumenta, la contaminacion por DNA gendmico disminuye y se consigue una
cantidad de RNA apropiada para futuras aplicaciones.

4.5.1.1. Separacion electroforética del RNA en geles desnaturalizantes de agarosa

El RNA total obtenido fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v
en tampdén MOPS 1x separandose las diferentes moléculas de RNA en funcién de su
tamafio. Como las moléculas de RNA tienen gran tendencia a formar estructuras
secundarias que dificultarian su correcta separacion por tamano, el RNA fue
desnaturalizado por calor previamente a la electroforesis y se incorpord formaldehido
al gel a una concentracién de 2,2M como agente desnaturalizante.
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Al igual que en la separacidn electroforética de moléculas de DNA, se utilizé un
marcador de fragmentos de RNA de tamano conocido, con la finalidad de determinar
el tamano del mRNA. El marcador utilizado en este trabajo (Gibco, BRL) contiene
moléculas de RNA de tamafio comprendido entre 0,24Kb y 9,49Kb.

PROCEDIMIENTO

1. Pesar y disolver por calor en tampén MOPS 1x la agarosa necesaria para una
concentracion final del 1% p/v.

2. Atemperar a 55°C y afiadir el formaldehido a una concentracién final de 2,2M.

3. Extender la solucidon en soporte estanco de tamafo adecuado sobre el que se
apoya una pieza para crear los pocillos donde se cargaran las muestras a analizar.
Esperar a que la solucidn solidifique.

4. Preparar las muestras de RNA. Mezclar 5-10ug de RNA total con tampdn de carga
para muestras de RNA (2x) en una proporcion 1:1. Este tampdn le proporciona a la
muestra la densidad adecuada gracias al glicerol, un colorante (azul de
bromofenol) que permite seguir el frente durante la electroforesis, bromuro de
etidio para visualizar el acido nucleico y agentes desnaturalizantes (formamida y
formaldehido). Incubar las muestras a 70°C durante 10min.

5. Sumergir el gel en tampén MOPS 1x con formaldehido al 6% p/v y cargar las
muestras y 10ul del marcador de RNA, preparado de igual modo.

6. Realizar la electroforesis a 5V/cm de gel hasta que el frente del tampdn de carga
llegue al final del gel.

Tampon de carga para RNA (2x)

Tampon MOPS (5x)

Tampon MOPS 1x MOPS 200mM
Formamida desionizada 50% Acetato sédico 50mM
Formaldehido 20% EDTA 5mM
Azul bromofenol 5% Ajustara pH 7

Glicerol 5%

Bromuro de etidio 0,01pg/ml

4.5.2. DETERMINACION DEL INICIO DE TRANSCRIPCION

Para determinar el inicio de transcripcion de un gen u operdn se utilizé la técnica
RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends), que se basa en la sintesis y posterior
secuenciacion del cDNA correspondiente al gen en estudio a partir de RNA total
usando un oligonucleétido complementario a la regién interna del gen en cuestién y
una transcriptasa reversa. Para aplicar esta técnica se utilizé el kit comercial “57/3°
RACE kit, 2nd Generation” (Roche), que permite conocer los inicios de transcripcién de
una manera sencilla y rapida.

En primer lugar se obtiene el cDNA de cadena sencilla a partir de RNA total
usando un oligonucledtido (SP1) complementario a la region interna del gen en
cuestién y la transcriptasa reversa “Transcriptor Reverse Transcriptase”. En segundo
lugar, este cDNA es purificado mediante el kit comercial “High Pure PCR product
purification kit” (Roche), que se basa en el mismo principio explicado en METODOS
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4.3.5.2. En tercer lugar se procede a la incorporacién de una cola de nucleétidos de
adenina (poli-dA) en el extremo 3" del cDNA mediante la accion de la transferasa
“Terminal Transferase”, lo que permitird la complementariedad con el oligonucleétido
Oligo d(T)-anchor primer que contiene una region poli-dT rica en nucledtidos de timina
(ANEXO 1.). En cuarto lugar se sintetiza el cDNA de doble cadena mediante PCR
utilizando el oligonucleétido PCR anchor primer complementario a la cola de poli-dA y
un oligonucledtido antisentido (reverse; SP2) localizado a 5  respecto al
oligonucleétido empleado para sintetizar el cDNA de cadena sencilla. En caso de que el
producto obtenido mediante esta PCR no sea totalmente especifico, se puede
proceder a una segunda reaccion de PCR a partir del producto de la primera u
empleando el mismo cebador sentido y como cebador antisentido el mismo utilizado
anteriormente (SP2) u otro situado a 5" respecto a éste (SP3).

PROCEDIMIENTO

1. Llevar a cabo la técnica RACE segun las indicaciones de la casa comercial (Roche).

2. Separar mediante electroforesis en gel de agarosa el producto o productos de la
PCR realizada para sintetizar el cDNA de doble cadena segun el protocolo descrito
en METODOS 4.3.5.1.

3. Purificar el fragmento de cDNA especifico segin el protocolo descrito en
METODOS 4.3.5.2.

4. Clonar el fragmento de cDNA en el vector pGEMT segun las indicaciones de la casa
comercial (Promega), utilizando la cepa de E. coli XL1-Blue y como medio de
seleccion LB suplementado con ampicilina, X-Gal e IPTG.

5. Obtener el vector recombinante segun el protocolo descrito en METODOS 4.3.2.

6. Analizar el fragmento clonado mediante PCR y secuenciacién (METODOS 4.3.7.)
utilizando los oligonucleétidos complementarios al vector proporcionados por la
casa comercial.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. IDENTIFICACION DE LOS SISTEMAS GENICOS IMPLICADOS EN LA UTILIZACION DE
PURINAS Y DERIVADOS EN LA CEPA KC2653 DE K. pneumoniae

El metabolismo de purinas ha sido estudiado por Pope et al. 2009, en Klebsiella
oxytoca M5al. En esta cepa se ha identificado un cluster de 23 genes responsable de Ia
utilizacion de purinas como fuente de nitrégeno. La funcion de algunos genes de este
cluster ha sido asignada por caracterizacién fenotipica de mutantes y por analisis de la
similitud de secuencia. Sin embargo, no se ha comprobado su funcidn, ni existe
evidencia experimental sobre su regulacion transcripcional. Un andlisis por
comparacion de secuencias mediante el programa Blast-n, reveld que los genes
identificados en Klebsiella oxytoca M5al también estdn presentes en K. pneumoniae
MGH78578 pero distribuidos en tres clusters diferentes. Concretamente el cluster
comprendido entre los genes KPN_01661 a KPN_01666 estaria implicado en el
metabolismo de hipoxantina hasta alantoina, el cluster KPN_01787 a KPN_01791
contendria los genes implicados en la degradacion de alantoina a alantoato, ademas
del gen que codificaria la guanina desaminasa (KPN_01791) y el cluster KPN_01771 a
KPN_01761 estaria implicado en el catabolismo posterior del alantoato.

Trabajos previos realizados en nuestro grupo de investigacién demostraron que
la cepa KC2653 de K. pneumonie puede degradar purinas hasta alantoina en
condiciones aerdbicas a través de un sistema génico similar al que comprende los
genes KPN_01661 a KPN_01666 de K. pneumoniae MGH78578 (de la Riva et al. 2008).
En dicho estudio se confirma también la capacidad de esta bacteria de utilizar
alantoina como fuente de nitrégeno, lo que demuestra que la via de degradacion de
purinas contempla la posterior metabolizacidn de alantoina.

Todos los productos génicos del cluster KPN_01787 a KPN_01791 vy del cluster
KPN_01771 a KPN_01761 presentaron similitud con genes de otras especies
bacterianas como Xantomonas campestris, Erwinia carotovora y Bacillus subtilis, en
base a lo cual se proponen funciones para todos ellos, a excepcidén del gen KPN_01769
que pese a presentar homologia con genes de las especies antes mencionadas, en
ninguno de los casos ha sido sugerida funcién alguna para la proteina codificada. El
tamafio y producto propuesto para cada gen después del andlisis mediante Blast-n, se
muestra en la TABLA 5.1. Se ha asighado un nombre a cada uno de los genes siguiendo
la nomenclatura utilizada previamente por de la Riva et al. 2008 para el sistema génico
involucrado en el metabolismo de hipoxantina a alantoina.

Dado que existe una gran variedad fenotipica y genotipica entre diferentes cepas
de K. pneumoniae, una vez identificados los genes anteriores en la cepa MGH78578
(no. acceso NC_009648), se disefiaron oligonucledtidos segun la secuencia disponible
del genoma. Los oligonucleétidos fueron utilizados para comprobar por PCR la
presencia de los genes en la cepa KC2653, objeto de estudio en este trabajo, y
determinar si existian diferencias en la secuencia de nucleétidos entre una cepa y otra
gue pudiera afectar la funcionalidad de las proteinas. Los oligonucleétidos utilizados se
muestran en el ANEXO 1.

Guzman K., Tesis doctoral



DTN RESULTADOS Y DISCUSION

Respecto al conjunto de genes hpxSAB-hpxC-guaD comprendidos en el locus
KPN_01787 a KPN_01781, se amplificaron y secuenciaron todos ellos utilizando como
molde DNA gendmico de la cepa KC2653 (METODOS 4.3.1.). El analisis de dichas
secuencias reveld que pese a existir ligeros cambios en la secuencia de nucleétidos
respecto a la cepa MGH78578, parece que ninguna de ellas comportaria
modificaciones importantes en la proteina codificada ya que todos son cambios
conservativos de aminodcidos. Para comprobar la organizacién de los genes, una vez
conocida la secuencia de cada uno, se disefiaron oligonucleétidos internos de tal forma
que el producto de PCR tuviera el final de un gen y el principio del otro considerado
adyacente a él. Con estos resultados, se determiné la organizacidn génica del sistema
hpxSAB-hpxC-guaD en dicha cepa (FIGURA 5.1.).

TABLA 5.1. Asignacion de funcion a genes de K.pneumoniae KC2653 en base al analisis computacional.
Se propone un producto para cada gen segun el resultado del analisis de similitud de su secuencia
nucleotidica. Para el andlisis se utilizaron los programas Blast-n y Blast-p.

Gen Nombre Tamaiio (bp) Producto propuesto
KPN_01787 hpxB 932 Alantoinasa
KPN_01788 hpxA 743 Alantoina racemasa
KPN_01789 hpxS 715 Regulador transcripcional (GntR)
KPN_01790 hpxC 1496 Alantoina permeasa
KPN_01791 guaD 1312 Guanina desaminasa
KPN_01761 hpxK 1260 Alantoato amidohidrolasa
KPN_01762 hpxJ 1239 Ureidoglicina aminotransferasa
KPN_01763 hpx! 738 Transportador tipo ABC
KPN_01764 hpxH 654 Transportador de membrana
KPN_01765 hpxG 663 Transportador de membrana
KPN_01766 hpxF 783 Proteina periplasmatica
KPN_01767 hpxU 849 Regulador transcripcional (RpiR)
KPN_01768 hpxW 1581 Oxamato amidohidrolasa
KPN_01769 hpxX 186 Funcidn no asignada
KPN_01770 hpxY 1395 Oxalurato amidohidrolasa
KPN_01771 hpxZ 384 Degradacion de oxalurato

En el caso del conjunto de genes hpxFGHIIK-hpxU-hpxWXYZ, solo se lograron
amplificar los genes hpxF, hpxK, hpx) y hpxU cuya secuencia no mostré diferencias
significativas respecto a la de la cepa MGH78578. La presencia de los genes hpxGHI se
comprobd secuenciando la region intergénica hpxF-hpxJ, después de conocer la
secuencia correspondiente a la cepa KC2653.

La presencia de los genes hpxWXYZ se confirmé siguiendo otra estrategia dado
gue fue imposible amplificarlos por PCR utilizando como molde DNA gendmico. Para
ello se utilizd el kit Genome Walking™ Universal Kit de la casa comercial Clontech
(METODOS 4.3.8.) que permite conocer la secuencia en una regién del genoma
adyacente a otra previamente conocida. Cabe mencionar que en este punto ya se
conocia la secuencia de la region intergénica hpxU-hpxW y las primeras 95bp del gen
hpxW.

Para comenzar el Genome Walking se digirio el DNA gendmico de la cepa
KC2653 con diferentes enzimas de restriccion que permiten la obtencidén de extremos
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romos y las cuales tenian una diana localizada al menos a 100bp del final de la
secuencia conocida. Las enzimas utilizadas fueron EcoRV, Stul y Smal. Cada una de las
librerias obtenidas fue posteriormente ligada con los adaptadores proporcionados en
el kit. En el siguiente paso, se realizd una primera PCR utilizando un oligonucledtido
que hibrida con el adaptador (AP1) y otro especifico del gen hpxW localizado a 95bp
(GSP1) del final de la secuencia conocida hasta ese momento. De las tres librerias
ensayadas, solo se amplificd un fragmento de DNA de aproximadamente 1500bp a
partir de la libreria EcoRV. El fragmento obtenido fue secuenciado y los resultados
confirmaron la presencia de los genes hpxW, hpxX y de las primeras 90bp del gen hpxY
en el genoma de KC2653 vy sin diferencias respecto a las secuencia publicada de K.
pneumoniae MGH78578. En este primer estudio, no fue posible avanzar mas en el
genoma ya que a 100 bp del inicio de hpxY se encuentra una diana para la enzima
EcoRV. Es asi que se disefid un segundo primer (GSP1.2) especifico del gen hpxY, pero
esta vez a 20bp después de la diana EcoRV identificada previamente. Con GSP1.2, AP1
y la libreria EcoRV, se realizdé una nueva PCR de la cual se amplificé un fragmento de
2000bp. El andlisis de la secuencia del fragmento de 2000bp, confirmo la presencia del
resto de nucledtidos del gen hpxY que no se habian determinado en el primer estudio
asi como del gen hpxZ completo, mas 100bp adyacentes a él.

(e )
<hpr hpxJ hpxl ( hpxH | hpxG| hpxF p hpxW hpxY
I

FIGURA 5.1. Sistemas génicos implicados en la degradacion de alantoina en la cepa KC2653. La
longitud de cada gen corresponde a la establecida en el GenBank para la cepa MGH78578. El primer
cluster corresponde a los genes KPN_01787 a KPN_01791, el segundo a los genes KPN_01771 a
KPN_01761. En gris se indican los genes estructurales, en negro los reguladores transcripcionales y en
blanco los genes que codifican proteinas transportadoras.

5.2. CARACTERIZACION DEL SISTEMA GENICO IMPLICADO EN LA DEGRADACION DE
ALANTOINA A ALANTOATO EN LA CEPA KC2653

5.2.1. ORGANIZACION TRANSCRIPCIONAL DE hpxSAB-hpxC-guaD

Segun lo descrito en la TABLA 5.1, el cluster que comprende los genes KPN_01787
a KPN_01790 codifica una alantoinasa (hpxB), una alantoina racemasa (hpxA), una
proteina reguladora de la familia GntR (hpxS), una alantoina permeasa (hpxC) y una
guanina deaminasa (guaD). Sin embargo no hay evidencias experimentales que
demuestren dicha funcién.

La organizacion génica de hpxSAB-hpxC-guaD, permite proponer la existencia de
al menos dos unidades transcripcionales. La distancia de 110bp entre el coddn de stop
de hpxC vy el inicio de guaD sugiere ademas la existencia de un probable promotor en
posicion 5’ del gen guaD. De confirmarse la existencia de un promotor delante de
guaD, existirian tres unidades transcripcionales en dicho cluster, una formada por
hpxSAB, otra por hpxC y otra por guaD. Las unidades transcripcionales hpxCy guaD se
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transcribirian independientemente en la misma direccion y de forma divergente
respecto a la unidad transcripcional hpxSAB (FIGURA 5.1.). El inicio de transcripcion de
cada unidad transcripcional se determiné mediante la técnica RACE (METODOS 4.5.2.).
El RNA total provenia de cultivos de la cepa KC2653 crecidos aerdbicamente en un
medio en condiciones limitantes de nitrégeno (glucosa-glutamina,GGln), los resultados
se presentan en la FIGURA 5.2. Para hpxSAB, hpxC y guaD, el inicio de transcripcién se
identificd a 26, 46 y 31 nucledtidos, respectivamente, del codén ATG de cada gen.

Anchor primer l 5’-end Anchor primer l 5’-end

v

hpxSAB [[T6TcG icTITTTTTTIIITITITIATCOATAAG T hpxC [[T6TceACTTITTITTIITITTIITTIICCTCAGCAA TC

(e

Anchor primer _ 5’-end Anchor primer l 5’-end
v

*thSAB ATOTCO A C‘TTTTTT"'TTTTTTTT.—.TCG.—.T.-.AGT- guaD ATGTCOACTTTTTTTTTTTTTTATTCCCAGAGC

Wy o

FIGURA 5.2. Identificacion de los inicios de transcripcion de las unidades transcripcionales hpxSAB,
hpxC y guaD mediante RACE (Rapid Amplificacién of cDNA Ends) Los fragmentos de cDNA se
obtuvieron por PCR utilizando un cebador complementario al PCR anchor primer y un oligonucleétido
complementario a la region promotora. Los fragmentos de cDNA fueron clonados en el vector pGEMT.
Los clones obtenidos se analizaron mediante secuenciacidn. Se muestran los resultados de la
secuenciacion, indicando la localizacidon del cebador PCR anchor primer y del inicio de transcripcidon
identificado. *El mismo inicio de transcripcion fue identificado en células crecidas en un medio glucosa-
alantoina.

El analisis in silico de la zona intergénica entre hpxSAB y hpxC, asi como de la
region localizada a 5 de guaD, utilizando los programas Footprint y Promscan
(www.promscan.uklinux.ntr/home.html), permitié identificar en los promotores
posibles cajas de unién para las subunidades 6’° y 6°* de la RNA polimerasa (TABLA
5.2.).

. . . 70 54 . . epe
TABLA 5.2. Secuencias reconocidas por las subunidades 6" y 6° de la RNA polimerasa identificadas en
los promotores Pysa8) Proxc ¥ Pguap- EN rojo se indican los nucledtidos idénticos a la secuencia consenso.
. s o4 . . 54 . ope
En azul los elementos mds caracteristicos de la secuencia reconocida por ¢” . NI: no identificado.

Cajac”
Cajac™ Localizacién

-10 -35 Distancia
entre secuencias
Consenso TATAAT TTGACA 17bp +/- 1 TGGCACGGCTCTTGCT -11a-26

Phpxsas TATACG TATACA 16bp NI NI
Phoxc GATCCT TATACA 20bp TGGCCTGGATCCTGCA -3a-20
Pguap NI NI NI TGGCACCAATCTTGCT -11a-26
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El andlisis de la region promotora de hpxSAB (Phpxsas), reveld la presencia de dos
secuencias localizadas a -10 (TATACG) y -35 (TATACA), respecto de su inicio de
transcripcion (+1) identificado previamente (FIGURA 5.22.), muy similares a la secuencia
consenso reconocida por la subunidad 6’° de la RNA polimerasa y separadas entre si
por 16bp (los nucledtidos subrayados concuerdan con los de la secuencia consenso).
En cuanto al promotor de hpxC (Pupxc), se identificé una secuencia similar a la
secuencia consenso establecida para la subunidad ¢, sin embargo dicha secuencia
obtenida en el analisis in silico (TGGCCTGGATCCTGCA) estd localizada entre las
posiciones -20 y -3 del inicio de transcripcion de este gen, lo cual no concuerda con la
6ptima posicion para este tipo de secuencias en un promotor o> (-11 a -26),
sugiriendo que probablemente no sea funcional. En este mismo promotor se
identificaron las cajas -10 (GATCCT) y -35 (TATACA), las cuales estdn separadas por
20bp. Aunque esta distancia entre ellas no concuerda con la distancia éptima (17+1
bp), han sido descritas cajas de unién para o’ con una separacién entre si de 15y
21bp (Huerta et al. 2006). En lo que respecta al promotor de guaD (Pguap), una
secuencia compatible (TGGCACCAATCTTGCT) con la secuencia consenso de
reconocimiento para la subunidad o>* de la RNA polimerasa (YTGGCACGNNNNTTGCW
donde: Y=pirimidina, W= A o T) se identificé entre las posiciones -11 y -26 respecto al
inicio de transcripcion del gen, esta secuencia identificada presenta los elementos
caracteristicos -24(GG) y -12(GC). Este analisis indica que sdlo la transcripcidén del gen
guaD depende de la subunidad o°* de la RNA polimerasa. Ello sugiere una probable
regulaciéon a través del sistema NTR por lo que se buscaron secuencias consenso de
union de la proteina NtrC. Las cajas identificadas en dicho promotor, mediante los
programas Promscan y Virtual Footprint, se muestran en la FIGURA 5.3.

———— -
—_————— -
—_————— —-————

NtrC site

GCGCCAQCACCTACCGCTGGCTGGCTCGCGACGAGCGCGAAGTGCAGGCGAAAGCTGCCTTCCGCTCCGGCGCGG
CGCGGTGHGTGGATGGCGACCGACCGAGCGCTGCTCGCGCTTCACGTCCGCTTTCTACGGAAGGCGAGGCCGLGLC

NtrC site o’ site

TGGCGCAAAAAGAGTAACCCTCCCCACCTGCCGCGGCGTCTGGCCGCGGCAGGCTGCAAACTGGCACCAATCTTG
ACCGCGTTTTTCTCATTGGGAGGGGTGGACGGCGCCGCAGACCGGCGCCGTCCGACGTTTGACCGTGGTTAGAAC

+1 (guaD)

CTGTTTAT CACTATTCCCAGAGCGTTAAGAGAAGGCAGGTTCG
GACAAATAGTGATAAGGGTCTCGCAATTCTCTTCCGTCCAAGCTAC

FIGURA 5.3. Posibles secuencias de unién de NtrC en la region promotora Pgp.

Por tanto, la identificacién experimental de inicios de transcripcion apoya la
organizacién de este cluster en tres unidades transcripcionales. Siendo los promotores
Phoxsas Y Phpxc reconocidos por la subunidad 0% de la RNA polimerasa, mientras que
Pguap €staria bajo el control de la subunidad o,
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5.2.2. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS PRODUCTOS DE EXPRESION DE LOS
GENES hpxSAB-hpxC-guaD

Una vez identificados los genes hpxSAB-hpxC-guaD, nos planteamos
caracterizarlos funcionalmente. La secuencia de los genes y de sus productos génicos,
se analizo utilizando los programas Blast-n y Blast-p.

5.2.2.1 Asignacion de funcién a GuaD.

El andlisis de la secuencia de GuaD de K. pneumoniae MGH78578, mostrd que
esta proteina mantiene un 86% de similitud respecto a la guanina desaminasa de K.
oxytoca y un 58% con la de E. coli.

Estas guanina desaminasas pertenecen a la subfamilia de proteinas
aminohidrolasas y son responsables de la conversién de guanina a xantina y amonio.
En su mayoria dependen de cationes divalentes para llevar a cabo esta desaminacién
oxidativa. El zinc es el id6n predominante en muchas de las estructuras depositadas en
la base de datos Protein Data Bank, aunque también puede estar presente el hierro.
Existe una secuencia consenso entre los miembros de esta familia, implicada en la
union de estos metales (PGFVDAHVH), la cual ha sido también identificada en el
analisis in silico que realizamos a GuaD de la cepa KC2653, entre las posiciones 73 y
81 de esta proteina.

Aunque la degradacién de guanina a xantina ocurre al inicio de la ruta
catabdlica de las purinas, el gen guaD de K. pneumoniae ha sido estudiado en este
trabajo por estar localizado en posicién adyacente a los genes involucrados en la
degradacidn de alantoina a alantoato.

Para confirmar que la proteina GuaD presentaba actividad enzimatica guanina
desaminasa, nos propusimos clonar el gen guaD y posteriormente purificar su
producto de expresidon para caracterizarlo.

El gen guaD se amplificd por PCR a partir de DNA gendmico de la cepa KC2653.
Los oligonucleétidos utilizados para tal fin, contenian en sus extremos dianas para
enzimas de restriccion compatibles con las del vector a utilizar en la clonacién
posterior (ANEXO 1). El fragmento de 1312bp resultante, fue clonado en el vector
pMal-c2x a fin de obtener GuaD fusionada a la proteina de union a maltosa (MBP;
METODOS 4.2.3.). La proteina recombinante MBP-GuaD fue posteriormente purificada
por cromatografia de afinidad en una columna de amilosa (FIGURA 5.4.).

La proteina de fusion MBP-GuaD se sometid a una digestion con el Factor Xa a
fin de separar ambas proteinas, sin embargo no fue posible su digestion.
Probablemente el plegamiento de ambas proteinas puede enmascarar el lugar de
corte para el factor Xa. Por este motivo para la caracterizacién de GuaD se utilizé la
proteina de fusion.

La determinacién de la actividad guanina desaminasa a partir de la proteina
recombinante MBP-GuaD, se realizé mediante un sistema de reacciones acopladas ya
descrito en METODOS 4.2.6.2. La actividad de la enzima purificada se determind
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utilizando guanina o adenina como sustrato, los resultados obtenidos mostraron que
esta enzima solamente puede utilizar guanina como sustrato.

8
-

82 kDa MBP-GuaD (86,3kDa)

64 kDa
37 kDa |

26 kDa |
19 kDa

FIGURA 5.4. SDS-PAGE de muestras correspondientes al proceso de purificacion de MBP-GuaD. Se
indican los tamafios correspondientes a las proteinas utilizadas como marcadores de peso molecular
(carril M). Carril 1: extracto celular. Carril 2: lavado, Carril 3-6: fracciones correspondientes a la elucion
de la proteina de fusién con amilosa 10mM.

Una vez confirmado que la proteina GuaD presenta actividad guanina
desaminasa, se procedid a calcular los pardametros cinéticos K, ¥ Vmax. Las constantes
cinéticas fueron determinadas experimentalmente bajo condiciones estandar de
reaccién (pH 7,4; 37°C), mediante una cinética con diferentes concentraciones de
guanina como sustrato (FIGURA 5.5.). Los resultados obtenidos muestran que GuaD
presenta una Km= 8,9uM Y Vma= 1,13 umol min™ mg™. Estos pardmetros han sido
calculados por regresidon lineal de la curva de saturacién, siendo el coeficiente de
correlacién de 0,96.

2.00 -
1.80 1
1.60 -
1.40 A
120 4
1.00 1

V (Uling)

0.80

0 50 100 150 200 250 300
Guanine {ph)

FIGURA 5.5. Cinética de concentracion de la actividad guanina desaminasa de la cepa KC2653. La
actividad especifica en U (umol de acido urico producido/min/mg proteina) es representada frente a la
concentracion de sustrato. También se muestra la representacion de los dobles reciprocos.

Dado que GuaD pertenece a la familia de las amidohidrolasas y el analisis in
silico de su secuencia revelé la presencia de un dominio de unién a metales, se
realizaron pruebas de actividad enzimatica utilizando diferentes cofactores, entre ellos
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Mg?*, Mn®*, Zn** y Fe®*, sin embargo la presencia de dichos iones no incrementd, ni
modifico la actividad enzimatica de GuaD.

La proteina GuaD de la cepa KC2653 mantiene una identidad del 95% con
respecto a la equivalente en la cepa MGH78578. Puesto que el dominio PGFVDAHVH
de GuaD de la cepa KC2653 es igual al identificado en otras amidohidrolasas, es posible
que las trazas de zinc presentes en el medio pudieran ser suficientes para la actividad
de la enzima. En este sentido, para poder confirmar la dependencia o no de metales se
deberia proceder previamente a descargar la enzima de los mismos o a mutar la caja
de unién a metales.

5.2.2.2. Asignacion de funcion a HpxB

El andlisis in silico de la proteina codificada por el gen hpxB (KPN_01787) de K.
pneumoniae MGH78578, mostré un 89% de similitud con la proteina HpxB de K.
oxytoca (Pope et al. 2009) y 58% con la alantoinasa independiente de metales
codificada por puuE en Pseudomonas fluorescens, gen que también esta presente en S.
pombe (Ramazzina et al. 2008).

La proteina Puuk es analoga a la enzima DALl de S. cerevisiae. Dada su
estructura y secuencia ha sido clasificada dentro de las polisacarido deacetilasas,
tomando como base para ello su similitud con enzimas que eliminan grupos acetilo
unidos a nitrégeno o carbono de los polisacaridos de la pared celular. Existen indicios
de que muchos microorganismos, como K. pneumoniae, que carecen de la alantoinasa
DAL1, pero son capaces de utilizar alantoina como fuente de nitrégeno, expresan una
proteina homadloga a Puuk.

En K. oxytoca, se propone que el gen ortdlogo a hpxB podria codificar una
alantoinasa dado que mutantes por insercién de un transposoén en dicho gen no fueron
capaces de crecer en alantoina pero si en alantoato (Pope et al. 2009). La hidrélisis del
anillo de hidantoina de la alantoina para formar alantoato, catalizada por la
alantoinasa, es requerido para la utilizacidn del nitrégeno presente en los compuestos
derivados de purinas.

Para confirmar la funcion de la proteina codificada por el gen hpxB en K.
pneumoniae, se amplificd dicho gen por PCR a partir de DNA gendmico de la cepa
KC2653. Los oligonucleétidos utilizados para tal fin, contenian en sus extremos dianas
para enzimas de restriccién compatibles con las del vector a utilizar en la clonacién
posterior (ANEXO 1). El fragmento de 932bp obtenido fue clonado en el vector pMal-
c2x a fin de obtener HpxB fusionada a la proteina de unién a maltosa (MBP; METODOS
4.2.3.). La proteina MBP-HpxB fue purificada por cromatografia de afinidad en una
columna de amilosa y posteriormente sometida a digestién con el Factor Xa a fin de
separar ambas proteinas. Las diferentes etapas del proceso de purificacion se
muestran en la FIGURA 5.6.

La actividad de la enzima purificada se determiné utilizando alantoina como
sustrato segun el procedimiento detallado en METODOS 4.2.6.3. HpxB presenté una
actividad especifica de 390 U/mg. El ensayo se realizd también en presencia de
diferentes metales bivalentes, Zn**, Mg**, Mn*, Cu®*; ninguno de ellos modificé la
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actividad enzimatica. Este resultado es compatible con el hecho de que la proteina
HpxB presenta similitud con PuuE, la nueva alantoinasa identificada en Pseudomonas
flourescens que tampoco es dependiente de metales (Ramazzina et al. 2008).

1 2 3 4

187 kDa

85 kDa

“ w|MBP-HpxB (63,5 kDa)

i, PSS

38kDa |

MBP (42,5 kDa
26 kDa -|VEP )
20 kDa | HpxB (21kDa)

FIGURA 5.6. SDS-PAGE de la purificacion de HpxB. Se indican los tamafios correspondientes a las
bandas del marcador de peso molecular. Carril 1-3: diferentes eluciones de la proteina de fusién. Carril
4: productos de la digestién llevada a cabo por Factor Xa.

HpxB, al igual que otras enzimas de la ruta metabdlica para la degradacion de
purinas en K. pneumoniae, como la xantina oxidasa (HpxDE) y la uricasa (HpxO), no
presentan similitud con otras enzimas reportadas previamente (de la Riva et al. 2008).
La falta de identidad con proteinas con actividades equivalentes en otras bacterias,
parece ser una caracteristica de enzimas implicadas en el metabolismo de purinas en
K. pneumoniae. Este hecho, aunado a la distribucién de los genes implicados en este
metabolismo en tres agrupaciones distintas, sugiere que la via de asimilacién de
purinas en esta bacteria pudo haber tenido un origen evolutivo diferente respecto al
de otras enterobacterias.

5.2.2.3. Asignacion de funcién a HpxA

La secuencia de aminodcidos de la proteina codificada por hpxA fue analizada
mediante el programa Blast-p. Los resultados muestran que HpxA se asemeja a
hidantoina racemasas, presentando 93% de similitud con respecto a la propuesta en K.
oxytoca y un 45% con la identificada en varias especies de Pseudomonas. La proteina
HpxA de la cepa KC2653 es idéntica a la presente en la cepa MGH78578. Por tanto, la
enzima HpxA deberia catalizar la formacidon de (S)-alantoina a partir de su enantiémero
(R). Simultaneamente a la realizacion de este trabajo, se ha publicado la resolucion de
la estructura cristalina de la alantoina racemasa de K. pneumoniae, confirmando de
esta manera la funcién propuesta para HpxA (French et al. 2011). El sitio activo de esta
proteina incluye un centro que mediante uniones polares interactia con el extremo
ureido de la alantoina y sirve para controlar la orientacién del anillo de hidantoina.

El estudio realizado por Ramazzina et al. 2008 demostré que la alantoinasa
PuuE presenta estereoespecificidad por el enantiémero (S) de la alantoina. Dada su
similitud con la alantoinasa de la cepa KC2653, HpxB presentaria también especificidad
por la (S)-alantoina. Lo anterior es congruente con el hecho de que el producto de la
degradacion del acido urico, por tres enzimas que actlan sucesivamente (uricasa, HIU
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hidrolasa, OHCU descarboxilasa), parece ser Unicamente el enantiémero (S)-alantoina
(French and Ealick 2010). Sin embargo, se ha observado que puede existir una
degradacion no enzimatica y no estereoespecifica de HIU, OHCU y alantoina, aunque
muy lentamente (Kahn and Tipton 2000). De ser asi, la (R)-alantoina producto de la
degradacidn no enzimatica del acido Urico podria utilizarse también como sustrato de
la alantoinasa tras la accion previa de una racemasa.

Dada la especificidad de las alantoinasas, la presencia de una racemasa es
necesaria para que la alantoina que se incorpore al interior de la célula desde el medio
extracelular, se transforme en (S)-alantoina y asi pueda ser metabolizada
eficientemente.

5.2.2.4. Funcidn del gen hpxC, asignada por analisis in silico

La secuencia de aminoacidos de la proteina codificada por el gen hpxC fue
analizada mediante el programa Blast-p. Los resultados muestran que HpxC se asemeja
a hidantoina permeasas, presentando 91% de identidad con la propuesta en K. oxytoca
y 90% con la alantoina permeasa de Enterobacter cloacae. Por lo que la proteina HpxC
podria tener actividad alantoina permeasa. Cabe mencionar que la alantoina es un
metabolito intermediario de la via de degradacion de purinas que tiene una estructura
de 5’-ureido-hidantoina.

Entre los genes implicados en el metabolismo de hidantoina en diferentes
especies, como Pseudomonas sp., Arthrobacter aurescens y Microbacterium
liquefaciens, se propone que algunos de ellos podrian codificar proteinas
transportadoras. Aunque ninguno de estos genes ha sido caracterizado, son similares
entre si y presentan homologia de secuencia con el transportador de alantoina de S.
cerevisiae (Suzuki and Henderson 2006).

5.2.2.5. Funcion del gen hpxS, asignada por analisis in silico

Hasta ahora se han presentado los resultados que han permitido la
caracterizacion inicial de los genes estructurales del conjunto de genes hpxSAB-hpxC-
guaD. Queda por confirmar la funcién propuesta para el gen hpxS, cuyo producto
génico es una proteina reguladora de la familia GntR que podria estar implicada en la
regulaciéon de las unidades transcripcionales guaD, hpxCy hpxSAB.

La secuencia de aminoacidos del producto del gen hpxS de la cepa KC2653 es
idéntica a la del producto ortélogo (KPN_01789) de la cepa MGH78578 y comparte un
86% de similitud con el regulador transcripcional de este conjunto de genes propuesto
en K. oxytoca.

El analisis in silico indicd que HpxS pertenece a la familia de reguladores GntR y
dentro de esta familia a la subfamilia FadR. Los reguladores miembros de esta
subfamilia comparten un dominio hélix-turn-hélix (HTH) altamente conservado en su
extremo amino terminal, el cual reconoce una secuencia de DNA consenso (5'-
(N),GT(N)«AC(N),-3".) presente en los promotores de los genes que regulan. Por otra
parte, el extremo C-terminal de estos reguladores es muy heterogéneo en secuencia y
puede estar implicado en la unidn de posibles moléculas efectoras que modularian su
actividad.
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La asignacidon de funcién mediante evidencias experimentales de la proteina
HpxS se presenta mas adelante en este trabajo (RESULTADOS 5.2.3.4.).

5.2.3. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE hpxSAB-hpxC-guaD

Una vez asignadas las funciones a los genes de este sistema, procedimos al
estudio de su regulacion. Existen trabajos que describen como el metabolismo de
determinados compuestos nitrogenados, utilizados como fuentes de nitrégeno, esta
sometido a una doble regulacion, la llevada a cabo por el regulador del propio sistema
y la ejercida por el sistema de regulacion global por nitrégeno (Garcia-Gonzalez et al.
2005; de la Riva et al. 2008). Por ello se procedié a estudiar la regulacion del cluster
hpxSAB-hpxC-guaD por disponibilidad de nitrogeno y por el regulador especifico.

5.2.3.1. Efecto de la disponibilidad de nitrégeno

La implicacién del sistema NTR en la regulacidn del cluster hpxSAB-hpxC-guaD,
fue evidenciada mediante el estudio de las fusiones transcripcionales de los
promotores Ppyxsas, Proxc Y Pguap @l gen reportero lacZ, las cuales fueron transferidas
como monocopia al genoma de la cepa KC2353 mediante recombinacién homéloga en
el operén de la ribosa, segun el procedimiento establecido en METODOS 4.4.1. Los
oligonucleétidos utilizados para amplificar por PCR los tres promotores se detallan en
el ANEXO 1.

El fragmento utilizado para la obtencién de las fusiones transcripcionales de los
promotes de los genes hpxS y hpxC tenia un tamaiio de 360 nucledtidos y abarcaba
desde la posicion +92 de HpxS hasta la posicién +200 correspondiente a HpxC (ver
FIGURA 5.21). El fragmento utilizado para el estudio de la regiéon promotora del gen
guaD era de 240 pb y abarcaba desde la posicién +83 hasta la posicion —156 respecto
de su inicio de transcripcion.

En una primera aproximacién, la actividad B-galactosidasa se determind a partir
de la cepa KC2653 que contiene las fusiones transcripcionales ¢(hpxSAB-lacZ), d(hpxC-
lacZ) y d(guaD-lacZ), crecida en medios con un exceso (GGInN) o limitacién (GGIn) de
nitrégeno.

La actividad B-galactosidasa en el caso de la fusién ¢(guaD-lacZ) en bajo
amonio (GGIn) es aproximadamente 100 veces superior que la obtenida en alto
amonio (GGInN). En el caso de la fusion ¢(hpxC-lacZ), los niveles de actividad bajo
condiciones limitantes de nitréogeno son aproximadamente 1,5 veces superiores a los
registrados en exceso de amonio. Por otra parte, el anadlisis de la fusién ¢(hpxSAB-
lacZ), mostré un patrén diferente de expresion ya que parece estar ligeramente
reprimido en condiciones de nitrégeno limitante (FIGURA 5.7.).

Los resultados indican que el gen guaD estd regulado por limitacion de
nitrégeno, lo cual es compatible con el andlisis in silico que identificé en su regién
promotora una secuencia de unién para al subunidad ¢>* de la RNA polimerasa. Esta
regulacién puede estar mediada por la proteina NtrC.

La expresidon de las unidades transcripcionales hpxC y hpxSAB no parece estar
regulada por estas condiciones de nitréogeno.
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FIGURA 5.7. Analisis de la expresion de hpxSAB, hpxCy guaD en condiciones de exceso o limitacion de
nitrégeno. Las tres fusiones transcripcionales se encuentran como monocopia en el fondo genémico de
la cepa KC2653. Los medios de cultivo GGIn y GGInN corresponden a limitacidn y exceso de nitréogeno
respectivamente.

5.2.3.2. Efecto de la presencia de purinas o derivados en la expresion de las fusiones
transcripcionales hpxSAB, hpxCy guaD

Dado que los operones hpxSAB y hpxC estan implicados en la degradaciéon de
alantoina hasta alantoato y el gen guaD en la transformacién de guanina a xantina, en
una primera aproximacién nos propusimos analizar si alantoina é guanina 6 sus
derivados podrian ser efectores implicados en la regulacion de la expresion de esas
unidades transcripcionales. Es asi que analizamos el efecto de la disponibilidad de
alantoina, hipoxantina o guanosina sobre la expresiéon de las tres unidades
transcripcionales de este sistema génico.

Las fusiones transcripcionales fueron analizadas en el fondo gendmico de la
cepa KC2653. La actividad PB-galactosidasa fue determinada a partir de células
provenientes de cultivos de esta cepa conteniendo las fusiones &(hpxSAB-lacZ),
d(hpxC-lacZ) y d(guaD-lacZ), crecidos en medios con limitacién de nitrégeno mas
alantoina, hipoxantina o guanosina. Los resultados se presentan en la FIGURA 5.8.

La expresion de &(guaD-lacZ) en condiciones de nitrégeno limitante mds
hipoxantina o guanosina, no resultd en un incremento de la actividad B-galactosidasa
respecto al nivel obtenido en cultivos en condiciones limitantes de nitrégeno (GGIn).
Estos resultados indican que la expresion de guaD esta regulada principalmente por la
disponibilidad de nitrégeno en el medio. Bajo estas condiciones, la desaminacidn de la
guanina proveeria amonio para el crecimiento. Cuando la alantoina fue utilizada como
fuente de nitrégeno o afadida a cultivos en condiciones limitantes de nitrégeno, se
observé una represion de ¢(guaD-lacZ) a niveles cercanos a los observados en cultivos
crecidos en condiciones de exceso de nitrogeno (GGInN; FIGURA 5.7.). Esto puede ser
debido a que la alantoina es mejor fuente de nitréogeno que la glutamina a la
concentracion utilizada o al efecto aditivo de ambas fuentes de nitrégeno. Resultados
similares han sido reportados en Bacillus subtilis, aunque en dicho organismo la
adicién de alantoina a cultivos en medios limitantes de nitrogeno induce la mayoria de

Guzman K., Tesis doctoral



RESULTADOS Y DISCUSION

los genes de la ruta metabdlica para la degradacién de purinas, la expresién de
aquellos que codifican las subunidades de la xantina deshidrogenasa son reprimidos
(Schultz et al. 2001). Esta represion podria ser importante para reducir la utilizacion de
purinas como fuente nitrégeno cuando la alantoina estd presente en el medio.

Respecto al analisis de la actividad B-galactosidasa de la fusidn transcripcional
d(hpxC-lacZ) en presencia de diferentes intermediarios de la via como fuente de
nitrégeno, los resultados muestran que ninguno de ellos (alantoina, hipoxantina o
guanosina) modificé significativamente los niveles de dicha actividad. Lo cual confirma
que la expresién del gen hpxC es constitutiva. En este caso la proteina HpxC estaria
siempre presente para poder introducir la alantoina desde el medio de cultivo al
interior celular.
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FIGURA 5.8. Analisis de la expresion de hpxSAB, hpxC y guaD en diferentes fuentes de nitrégeno. Las
tres fusiones transcripcionales se encuentran como monocopia en el fondo gendmico de la cepa
KC2653. Los medios de cultivo GGIn, GGInAll, GGInHx y GGInGu corresponden a limitacidn de nitréogeno
y limitacién de nitréogeno mds alantoina, hipoxantina y guanosina, respectivamente.

En el caso de la fusién ¢(hpxSAB-lacZ), la maxima induccidon se alcanzé en
condiciones de bajo amonio mas alantoina, o con alantoina como Unica fuente de
nitrégeno (FIGURA 5.8.). Estos resultados sugieren un control adicional de ¢(hpxSAB-
lacZ) por alantoina o algun metabolito derivado. Sin embargo, guanosina o hipoxantina
cuyo catabolismo produce alantoina, o alantoato, el siguiente intermediario
metabdlico en el catabolismo de alantoina, no indujeron la expresién de ¢(hpxSAB-
lacZ). Con alantoato los resultados de la actividad B-galactosidasa fueron similares a los
obtenidos en presencia de hipoxantina o guanosina. Estos resultados sugieren que el
nivel basal de expresidn en guanosina o hipoxantina, puede ser suficiente para tener
una actividad alantoinasa (producto del gen hpxB) que permita metabolizar la
alantoina enddgena generada a partir de la oxidacién del acido urico o de las purinas.
Sin embargo, en esa situacién los niveles intracelulares de alantoina o algun derivado
metabdlico podrian no ser suficientes para producir una induccién del operdn hpxSAB.
Nuestra hipdtesis es que cuando la alantoina, en el medio de cultivo es utilizada como
fuente de nitrégeno, se alcanza una mayor concentracién intracelular que cuando se
genera como intermediario en el metabolismo de purinas. En este caso, la alantoina
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por si misma o algun derivado metabdlico aun no identificado, podria actuar como la
molécula inductora de la expresidn del operdn hpxSAB.

En base a los resultados obtenidos para ¢(hpxSAB-lacZ), lo siguiente que nos
planteamos fue examinar si esta regulacion especifica por alantoina se veia modificada
por la disponibilidad de nitrégeno. Para este fin, se afiadié alantoina a cultivos en
condiciones de exceso de nitrégeno (GGInNAIl). En esta situacion de exceso de
nitrégeno, la alantoina no indujo la expresién de hpxSAB (valores de [B-galactosidasa
alrededor de 300U/mg).

Tomando en consideracién todos los resultados obtenidos hasta el momento,
parece ser que son necesarias dos sefiales para la activacidon transcripcional de
d(hpxSAB-lacZ), que son: 1) condiciones de nitrégeno limitante y 2) la presencia de
alantoina (o algin metabolito derivado de la misma).

5.2.3.3. Analisis de la expresion de hpxSAB-hpxC-guaD en mutantes nac o ntrC

Para examinar si la regulacién de las unidades transcripcionales hpxSAB, hpxCy
guaD esta mediada por alguno de los componentes del sistema NTR, las mutaciones
nac-2 y ntrC::Tn5-131 fueron introducidas por transduccion generalizada con el fago P1
desde las cepas KC5249 y KC2738, respectivamente, al fondo genético de cepa KC2653
conteniendo como monocopia en el genoma cada una de las fusiones transcripcionales
de los genes objeto de estudio (ver METODOS 4.1.2.).

En base a los resultados presentados en el apartado anterior donde parece ser
que la transcripcidn del gen guaD sélo estd regulada por la disponibilidad de nitrégeno,
se analizé la expresiéon de la fusion ¢(guaD-lacZ) en el mutante ntrC. Aunque la
expresion del gen hpxC parece ser independiente de la disponibilidad de nitrégeno, la
fusion &(hpxC-lacZ) se analizé en el fondo gendmico de ambos mutantes (ntrC y nac)
para confirmarlo.

En el caso de hpxSAB, los resultados previos sugirieron que su expresion no
estaba directamente controlada por NtrC, ya que se trata de un promotor reconocido
por la subunidad 6’® de la RNA polimerasa. Sin embargo, esta descrito que NtrC regula
indirectamente muchos promotores dependientes de 6’° mediante la proteina NAC,
por lo que no se descarta que la expresion del operdn hpxSAB pudiera estar sujeta a
este tipo de regulacion. Por ello la fusion ¢(hpxSAB-lacZ) se estudié en el fondo
gendmico de un mutante nac. En todos los casos se ensayaron diferentes condiciones
de nitrégeno y presencia de alantoina (GGIn, GGInN, GGInAll).

Los resultados de la actividad B-galactosidasa de la fusion ¢&(guaD-lacZ), su
expresion bajo condiciones limitantes de nitrégeno se redujo considerablemente en el
mutante ntrC (FIGURA 5.9.). En este mutante, los niveles de actividad B-galactosidasa
fueron similares a aquellos obtenidos en condiciones de exceso de nitrogeno. Estos
resultados son congruentes con la presencia de las cajas de unién para NtrC
identificadas previamente en la regién promotora de guaD y confirman la participacién
de dicha proteina en su regulacién.
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FIGURA 5.9. Analisis de la expresion de guaD en diferentes fondos gendmicos. La cepas KC2653 y la
mutante KC2653 ntrC contienen la fusidén ¢(guaD-lacZ) integrada en el genoma. GGIn, GGInN y GGInAll
corresponden a medios de cultivo con limitacién de nitrégeno, exceso de nitrégeno y limitacion de
nitrégeno mas alantoina respectivamente.

En el caso de la fusion ¢(hpxC-lacZ), su expresion no se modificd en el fondo
gendmico del mutante ntrC é nac (FIGURA 5.10.). Esto concuerda con la falta de
regulaciéon por la disponibilidad de nitrégeno observada en los primeros experimentos
y refuerza la idea de que la transcripcion de este gen es constitutiva.
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FIGURA 5.10. Analisis de la expresion de hpxC en diferentes fondos gendmicos. La cepas KC2653 y las
mutantes KC2653 ntrC y KC2653 nac, contienen la fusion ¢(hpxC-lacZ) integrada en el genoma. GGln,
GGInN y GGInAll corresponden a medios de culivo con limitacidon de nitrégeno, exceso de nitrégeno y
limitacion de nitrégeno mas alantoina.

Respecto a la fusion ¢(hpxSAB-lacZ), tal como se muestra en la FIGURA 5.11., no
se registraron diferencias significativas entre el mutante nac y la cepa parental en
condiciones de exceso o limitacion de nitrogeno. La induccidon de la expresion de
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hpxSAB mediada por alantoina en el fondo gendmico KC2653 quedé anulada en el
mutante nac. Dado que la transcripcion de hpxSAB es dependiente de la subunidad ¢”°
de la RNA polimerasa, estos resultados sugieren que NtrC regula la expresidén de esta
unidad transcripcional de manera indirecta mediante NAC. En este sentido,
paralelamente a nuestros experimentos se publicaron los resultados de un estudio
realizado en K. pneumoniae por inmunoprecipitacién de la cromatina en presencia de
NAC, en los cuales se sugeria que la regidn promotora del operdn hpxSAB podia ser
una diana de unidn para la proteina NAC (Frisch and Bender 2010). Es posible que para
inducir la expresidon de hpxSAB, sea necesaria la presencia de NAC, pero que ésta por
si misma no sea suficiente.
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FIGURA 5.11. Analisis de la expresion de hpxSAB en diferentes fondos genédmicos. La cepas KC2653 vy
la mutante KC2353 nac contienen la fusion ¢(hpxSAB-lacZ) integrada en el genoma. GGIn, GGInN y
GGInAll corresponden a medios de cultivo con limitacion de nitrégeno, exceso de nitrégeno y limitacidon
de nitrégeno mas alantoina respectivamente.

5.2.3.4. Funcidon de HpxS en la regulacidn del sistema génico hpxSAB-hpxC-guaD

Para evaluar el papel de HpxS como regulador transcripcional de este conjunto
de genes, se construyd un mutante knockout en el cual el gen hpxS fue interrumpido
por un casete que confiere resistencia a kanamicina, obteniéndose al final de este
proceso la cepa KB17K (METODOS 4.1.6.1.).

En primer lugar, se amplificé un fragmento de 1787bp que contiene el gen hpxS
con oligonucledtidos que contenian en su extremo 5’ la diana EcoRI (FIGURA 5.12.). Este
fragmento fue clonado en el vector pGEM-T. Por otra parte se amplificé por PCR el gen
de resistencia a kanamicina a partir del vector pKD4. A continuacién se construyd el
casete KAN-S, para ello, se llevé a cabo el clonaje del gen kan a 430bp del coddn de
inicio de la traducciéon de hpxS, utilizando la diana del enzima de restriccion Xhol
localizada en dicha posicidén. El casete KAN-S fue subclonado en el vector suicida
pKAS32 como un fragmento EcoRl. De todos los clones obtenidos se selecciond el clon
pKSK en el que el gen kan se habia insertado en el mismo sentido que hpxS (FIGURA
5.13.a.).
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Seguidamente, la cepa E. coli $17-1 A pir fue transformada con pKSK para
utilizarla como donadora en un proceso de conjugacion con la cepa receptora KC2653.
Al final del proceso, detallado en METODOS 4.1.6.1.1., se selecciond el transconjugante
KB17K, el cual mostré un fenotipo Km"Sm" Ap® que es compatible con la introduccidn
de la mutacién por recombinacion homéloga en el genoma de la cepa.

FIGURA 5.12. Anadlisis de los fragmentos obtenidos por PCR para la construccion del mutante
hpxS::kan. M: marcador 100bp DNA ladder. Carril 1: fragmento amplificado de 1787bp correspondiente
al gen hpxS. Carril 2: fragmento amplificado que corresponde al gen kan (1400bp). El tamafio de los
fragmentos se indica a la derecha de la imagen.

La recombinacién del gen hpxS con el casete KAN-S se comprobd mediante PCR
a partir de colonia en la cepa KB17K. En este caso, uno de los cebadores corresponde
al gen kan del casete KAN-S, mientras que el otro es externo a dicho casete. De esta
manera, solamente fue posible amplificar por PCR cuando se ha producido la
recombinacion homologa entre hpxS y el casete KAN-S (FIGURA 5.13.b.).
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FIGURA 5.13. Mutacidn hpxS::kan en la cepa KB17K. a). Esquema del casete KAN-S. Se representa el
sentido del gen kan, asi como de hpxS. La diana Xhol se utilizé para insertar kan en hpxS. K1 y K2
representan los primers utilizados para amplificar el gen kan, PS1 y PS2 a los primers utilizados para
amplificar el fragmento que contiene hpxS. CS1 y K2 fueron la pareja de primers utilizados para
comprobar la insercion del casete KAN-S. b). Comprobaciéon por PCR de la correcta recombinacion
entre el gen hpxS y el casete KAN-S. M: marcador A-hindlll. El tamafio del fragmento amplifcado se
indica a la derecha de la imagen. Carril 1: control negativo con los oligonucledtidos CS2 y K2. Carril 2:
fragmento amplificado con los oligonucledtidos CSl y K2.

Aunque la recombinacion homodloga se realizé exitosamente, el analisis
fenotipico del mutante KB17K reveld que la deficiencia de la proteina HpxS no anuld la
capacidad de la cepa KC2653 de utilizar alantoina como fuente de nitrégeno. Este
resultado sugeria que HpxS podria actuar como represor transcripcional.
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5.2.3.4.1. Andlisis de la expresion de hpxSAB-hpxC-guaD en el mutante hpxS::kan

Para evaluar el efecto de HpxS como regulador transcripcional de hpxSAB-hpxC-
guaD, se analizaron las fusiones de los promotores de las tres unidades
transcripcionales al gen reportero lacZ en el fondo gendmico de la cepa mutante en el
gen hpxS (cepa KB17K), en diferentes condiciones de nitrégeno.

Las fusiones transcripcionales ¢(guaD-lacZ), $(hpxC-lacZ) y &(hpxSAB-lacZ),
fueron introducidas como monocopia en el fondo genédmico del mutante hpxS::kan por
conjugacion entre la cepa receptora KB17K y la donadora E. coli S17 A-pir que contenia
dichas fusiones en el vector pCB1583, el cual permite la recombinacién homéloga en el
operdn de la ribosa (METODOS 4.4.1.2.).

Los resultados obtenidos con las fusiones &(guaD-lacZ) y &(hpxC-lacZ),
presentados en las FIGURAS 5.14 y 5.15 respectivamente, no mostraron cambios
significativos en su patron de expresién en el fondo gendmico del mutante hpxS::kan
respecto a los de la cepa parental KC2653. Esto indica que la proteina HpxS no
participa en el control transcripcional de los genes hpxCy guaD.
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FIGURA 5.14. Analisis de la expresion de guaD en diferentes fondos genomicos. La cepas KC2653 y la
mutante hpxS::kan (KB17K) contienen la fusidon ¢(guaD-lacZ) integrada en el genoma. Los medios de
cultivo GGIn, GGInN y GGInAll corresponden a limitacidn de nitrégeno, exceso de nitrégeno y limitacidon
de nitrégeno mas alantoina.

Respecto a la fusion ¢d(hpxSAB-lacZ), los resultados presentados en la FIGURA
5.16., muestran que la induccion por alantoina se reduce aproximadamente 3 veces en
este mutante, sugiriendo que la funciéon de HpxS en presencia de alantoina es la
activacion transcripcional del operén hpxSAB. En condiciones de alto amonio (GGInN),
los valores de la actividad B-galactosidasa fueron cuatro veces mayores en la cepa
mutante que los registrados en la cepa parental, lo cual sugiere que HpxS podria actuar
como represor en ausencia de alantoina. En condiciones de nitrégeno limitante (GGIn),
no se observé ningun cambio significativo entre la cepa parental y la mutante.
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FIGURA 5.15. Analisis de la expresion de hpxC en el mutante HpxS. La cepas KC2653 y el mutante
hpxS::kan (KB17K) contienen la fusidon ¢(hpxC-lacZ) integrada en el genoma. Los medios de cultivo GGIn,
GGInN y GGInAll corresponden a limitacidn de nitrégeno, exceso de nitrégeno y limitacién de nitrégeno
mas alantoina.
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FIGURA 5.16. Analisis de la expresion de hpxSAB en diferentes fondos gendmicos. La cepas KC2653 y el
mutante hpxS::kan (KB17K) contienen la fusidon ¢(hpxSAB-lacZ) integrada en el genoma. Los medios de
cultivo GGIn, GGInN y GGInAll corresponden a limitacién de nitrégeno, exceso de nitrégeno y limitacidon

de nitrégeno mas alantoina.

El similar nivel de expresiéon en GGIn tanto en la cepa parental como en el
mutante KB17K (FIGURA 5.16) podria sugerir que en ausencia de HpxS, NAC podria
actuar como represor de la transcripcion de hpxSAB en condiciones de nitrogeno
limitante. El nivel intermedio de actividad B-galactosidasa observado en el mutante
hpxS en condiciones limitantes de nitrégeno mas alantoina (GGInAll), podria ser
atribuido a un efecto ocurrido paralelamente por los niveles intracelulares de NAC en
esta condicion de crecimiento. Cabe recordar que la alantoina es una buena fuente de
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nitrogeno para K. pneumoniae, incluso mejor que la propia glutamina a la
concentracion utilizada.

Este estudio llevado a cabo mediante fusiones transcripcionales revelé que de
los genes hpxSAB-hpxC-guaD, solo el operdn hpxSAB esta regulado por HpxS. Esta
proteina podria tener un papel dual, actuando como represor en ausencia de alantoina
y como activador cuando la molécula inductora esta presente en el medio. De
cualquier forma, la completa activaciéon de la expresion de hpxSAB por alantoina
parece requerir la participacion de NAC.

5.2.4. INTERACCION DE HpxS Y NAC CON LOS PROMOTORES DE hpxSAB-hpxC-guaD

Hasta ahora, los resultados indican que HpxS y NAC uUnicamente regulan la
expresion de la unidad transcripcional hpxSAB y que ademas la presencia de alantoina
o algun metabolito derivado desempefia un papel importante en la expresién de dicho
operdn. Por ello, nos planteamos llevar a cabo estudios de retardacién de la movilidad
electroforética en gel (EMSA) utilizando como sondas fragmentos correspondientes a
las regiones promotoras de las unidades transcripcionales hpxSAB, hpxC, guaD vy las
proteinas purificadas HpxS y NAC, con la finalidad de analizar la formacién de
determinados complejos DNA-proteina implicados en la regulacion.

5.2.4.1. Analisis de la union de HpxS a las regiones promotoras de hpxSAB-hpxC-
guaD

Para llevar a cabo estos estudios, en primer lugar se expresé y purificod la
proteina HpxS fusionada a la proteina de unién a maltosa (MBP; METODOS 4.2.3.). Los
oligonucleétidos utilizados para amplificar por PCR el fragmento que fue clonado en el
vector pMALc2x, se detallan en el ANEXO 1.

La proteina de fusién MBP-HpxS, fue posteriormente tratada con Factor Xa. Tal
como se muestra en la FIGURA 5.17 aunque la digestion no fue total esta es superior al
95%. La preparacion obtenida tras la digestion fue utilizada en los estudios de
retardacidon. Se realizd previamente un control negativo, para comprobar que la
proteina MBP presente en la mezcla no se unia a ninguna de las sondas utilizadas.
También se comprobé que la proteina de fusién tenia el mismo comportamiento en los
estudios realizados.

M 1
82 kDa s | MBP-Hpxs (66,5 kDa)
64 kDa s
37 kDa W [VBP (42,5 kDa)
26 kDa -
~ 4@ |HpxS (24 kDa)
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FIGURA 5.17. SDS-PAGE de muestras correspondientes a la digestion de la proteina MBP-HpxS. Se
indican los tamafios correspondientes a las bandas del marcador de peso molecular (carril M). Carril 1:
productos de la digestion de MBP-HpxS llevada a cabo por Factor Xa.
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La unién de HpxS a la regién intergénica de hpxSAB-hpxC (Pupxs-c) Y al promotor
de guaD (Pgup), se analizé mediante EMSAs, segun lo descrito en METODOS 4.4.2. Las
sondas utilizadas abarcaban diferentes zonas de Ppps.c ¥ Pguap, 1as cuales una vez
purificadas, fueron marcadas con digoxigenina.

En primer lugar se analizé la capacidad de unién de HpxS a la region intergénica
hpxS-hpxC y a la regidon promotora de guaD (sondas P360 y P240 respectivamente),
utilizando diferentes cantidades de proteina a fin de determinar la concentracién
Optima a utilizar en los siguientes experimentos. Los resultados obtenidos mostrados
en la FIGURA 5.18., indican que existe interaccién entre HpxS y la sonda P360
correspondiente a la regidn intergénica hpxSAB-hpxC, no siendo asi con la sonda P240
correspondiente a la regién promotora de guaD. Dado que en P360 hay dos
promotores divergentes, estos resultados por si solos no permitirian indicar que
unidad, hpxC o hpxSAB, es regulada por HpxS. Sin embargo, el analisis de las
actividades P-galactosidasa realizadas anteriormente, nos permitid concluir que la
union de la proteina HpxS a la regién intergénica hpxS-hpxC regula la expresidon
Unicamente de la unidad transcripcional hpxSAB. Asi mismo, la no interaccidon de HpxS
con la sonda P240, confirma los resultados obtenidos en el analisis de las actividades B-
galactosidasa de la fusion transcripcional ¢(guaD-lacZ), que indican que HpxS no
regula la transcripcion del gen guaD.

Los dos complejos de unién observados con la sonda P360 en la FIGURA 5.18,
podrian deberse a diferentes formas de oligomerizacion de la proteina o a la posible
existencia de mds de un sitio de unién para HpxS con diferente afinidad.

HpxS (u1g) - 0102 03 07 1 7 - 1
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FIGURA 5.18. Unidn de HpxS a los promotores Pypysc Y Pguap- EMSAS realizados con HpxS purificada y
las sondas P360 y P240 marcadas con digoxigenina, las cuales contienen las regiones promotoras Ppys.c
Y Pguap respectivamente. C1: complejo de retardacién 1. C2: complejo de retardacién 2. SL: sonda libre.
Las mezclas de reaccién contenian un exceso de 500mM de poli(dI-dC), fueron incubadas a 30°C durante
15 minutos y sometidas posteriormente a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.

Por otra parte, el analisis de la actividad B-galactosidasa realizado, sugeria que
la alantoina, o algin metabolito derivado, podria ser la molécula inductora de HpxS.
Para analizar la regulacion de la transcripciéon de hpxSAB por alantoina, se realizaron
EMSAs utilizando la sonda P360 y la proteina reguladora en presencia de este
compuesto nitrogenado (FIGURA 5.19.). Los resultados obtenidos, ensayados con la
misma cantidad de HpxS en todos los casos pero a diferentes concentraciones de
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alantoina, muestran que al incrementar la concentracion de este compuesto
nitrogenado el patrén de los complejos de retardacién cambia, el complejo C1
disminuye. Esto sugiere que la unidn de la alantoina a la proteina HpxS podria cambiar
la conformacion de este regulador alterando su grado de oligomerizaciéon o bien
modificar su afinidad por alguno de los sitios de unidn al DNA.

Para confirmar que la molécula efectora de HpxS es la alantoina, se realizaron
experimentos similares a los anteriormente detallados en presencia de diferentes
metabolitos de la via de degradacidon de purinas, entre ellos guanina, acido urico,
alantoato y ureidoglicolato. Sin embargo, ninguno de los compuestos anteriores
modifico el patrén de unién de HpxS a la sonda P360 (region intergénica hpxS-hpxC),
tal como se muestra en la FIGURA 5.20.
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FIGURA 5.19. Efecto de la alantoina en la unién de HpxS a la region intergénica hpxS-hpxC. EMSAs
realizados con HpxS purificada y la sonda P360 marcada con digoxigenina con diferentes
concentraciones de alantoina. C1: complejo de retardacion 1, C2: complejo de retardacion 2. SL: sonda
libre. Las mezclas de reaccién contenian un exceso de 500mM de poli(dl-dC), fueron incubadas a 30°C
durante 15 minutos y sometidas posteriormente a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.

SL
P360

FIGURA 5.20. Efecto de metabolitos de la via de degradacion de purinas en la union de HpxS a Pps.c.
EMSAs realizados con HpxS purificada y la sonda P360 marcada con digoxigenina con diferentes
metabolitos de la via de degradacion de purinas. Gu: guanina, Ur: acido urico, All: alantoato, Ug:
ureidoglicolato. En todos los casos se utilizaron 0.3pug de HpxS y los metabolitos a una concentracién de
2mM. Las mezclas de reaccidén contenian un exceso de 500mM de poli(dl-dC), fueron incubadas a 30°C
durante 15 minutos y sometidas posteriormente a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.

Lo siguiente que nos planteamos fue localizar con mayor precisidn el sitio de
unidn de HpxS en la regidn intergénicas de hpxSAB-hpxC, para ello, se obtuvieron por
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PCR seis fragmentos de dicha region (FIGURA 5.21.a.), los cuales fueron marcados con
digoxigenina y utilizados como sondas en subsecuentes EMSAs. Los oligonucledtidos
utilizados para tal fin se detallan en el ANEXO 1.

Los resultados presentados en la FIGURA 5.21.b., muestran que HpxS se une a las
sondas P1, P2, P3 y P6 pero no a P4 ni P7. De esta forma pudimos identificar la
existencia de una zona de unién de HpxS en la regidn intergénica hpxSAB-hpxC, la cual
estd comprendida entre la posicidn -8 y -29 respecto al inicio de transcripcién de hpxS.

a).

SAB
+1

4_| hpxC
+1° |—>

hpxS

P360 +92 +200

P1 -107
P2 -49

P3
P4 -8
P5 B/ QU E—
P6
P7

b).

HpxS (ug) - 02037 - 02037 -02037 -037 - 037 - 7

e y
U1 “g' A4
“ws ..

P1 P2 P3 PA  P6 P7

FIGURA 5.21. Unidn de HpxS a diferentes fragmentos de la region intergénica hpxS-hpxC. a). Diagrama
de las diferentes sondas utilizadas. Las posiciones se indican respecto al +1 de hpxS, excepto la posicién
+200 que estad dada respecto al +1 de hpxC. El recuadro rojo indica la zona de unidén identificada b).
EMSAs realizados con HpxS purificada y diferentes fragmentos de la region intergénica hpxS-hpxC. Las
mezclas de reaccion contenian un exceso de 500mM de poli(dl-dC), fueron incubadas a 30°C durante 15
minutos y sometidas posteriormente a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.

Una vez acotada la region de unidn al promotor de hpxSAB, un analisis in silico
mas detallado de esta zona, reveld la presencia de dos secuencias palindrémicas (5'-
TTTATGTATACGATCT-3’) y (5’-ATCTTGTATACAAAAA-3’), a las cuales denominamos S1vy
S2 respectivamente. Estos palindromos estdn muy conservados respecto a la secuencia
consenso propuesta para los reguladores de la familia GntR (5’-(N),GT(N),AC(N),-3’),
los nucledtidos consenso estdn en negrita y en ambos casos separados entre si por la
misma distancia. S1 esta localizado entre las posiciones -4 y -19 respecto del inicio de
transcripcion de hpxS, mientras que S2 entre las posiciones -26 y -41 (FIGURA 5.22.).
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HpxS2 HpxS1
-35

CATTAACCCACTCCGGTTTCACTTATCGATAGCAGATCGTATACATAAAATTTAATTTTTGTATACAAGATTCAT
" TTGGGTGAGGCCAAAGTGAATAGCTATCEGTCTAGCATATGTATTI TAAATTARAAAACATATGTTCTAAGTA

(hpxS) +1 <] N Y
-10 > +1 (hpxC)

CATTCTGGCCTGGATCCTGCAATAGCCTCAGCAATCCATATCAAAGGGTTTTCATTCAGAGGAGCAGGTTTC .
GTAAGACCGGACCTAGGACGTTATCGGAGTCGTTAGGTATAGTTTCCCAAAAGTAAGTCTCCTCGTCCAAAGTAC

e (=) =)

FIGURA 5.22. Regidn intergénica hpxS-hpxC. Se indican las secuencias -10 y -35 para los dos promotores
identificados en esta regién asi como su inicio de transcripcién y el inicio de la zona codificante. En el
recuadro gris se indican las secuencias S1y S2.

A fin de elucidar si los dos palindromos identificados eran funcionales,
utilizamos dos estrategias: 1) realizar EMSAs con una nueva sonda P5 (FIGURA 5.21.a.)
gue no se solapara con P3 de tal forma que cada una de las sondas tuviera Unicamente
uno de los palindromos identificados, 2) analizar mediante EMSAs el efecto de
mutaciones en los nucleétidos consenso en las cajas de union de HpxS al promotor de
hpxSAB. Paralelamente se realizaron experimentos de competencia utilizando sondas
P3 y P5 no marcadas para demostrar la especificidad de la unién HpxS-DNA.

Los resultados obtenidos utilizando las sondas P3 y P5 presentados en la FIGURA
5.23.a.,, muestran que la unién de HpxS es especifica en ambas secuencias
palindrémicas identificadas ya que el complejo de retardacién desaparece cuando se
afiade el fragmento P3 o P5 no marcado, pero no se modifica cuando se afade el
fragmento P4 que no contiene dichas secuencias. La presencia de mas de un complejo
de retardacion puede deberse a diferentes grados de oligomerizacion de la proteina.

Cabe destacar que se necesité una cantidad 3 veces mayor de HpxS en los
EMSA realizados con la sonda P3 respecto a P5, lo cual sugiere que esta proteina
puede tener mayor afinidad por S2 que por S1 (FIGURA 5.23). La adicién de alantoina a
las mezclas de reaccidén, no modificd el patrén de los complejos de unién de HpxS con
S1 (P3), sin embargo, redujo significativamente el complejo menos retardado a favor
del mayor en el caso de S2 (P5) (FIGURA 5.23.b). Lo anterior sugiere que la alantoina
podria ocasionar un cambio conformacional en HpxS unido a S2 que modificaria su
estado de oligomerizacidn, reforzando asi la idea de que la alantoina es la molécula
efectora de HpxS.

Las mutaciones de P3" y P5*, se introdujeron mediante los oligonucledtidos
utilizados para obtener la sonda mediante PCR. En ambos palindromos, los nucledtidos
consenso GT y AC fueron sustituidos por TC y GG respectivamente. Los resultados del
EMSA (FIGURA 5.23.b) mostraron que estas mutaciones eliminan la union de HpxS,
confirmando de esta manera la funcionalidad de la dos secuencias palindrémicas de
unién (S1y S2) identificadas en la regidon promotora de hpxSAB.
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FIGURA 5.23. Unidn de HpxS a S1 y S2 a). EMSA correspondiente a los complejos de retardacion HpxS-
S1 y HpxS-S2 en presencia de DNA competltlvo (c) y no competitivo (nc) b). EMSAs de HpxS con P3 y
P5 en presencia de alantoina. P3” y P5” contienen las mutaciones en los nucledtidos consenso indicadas
en el cuadro anexo.

Existen otros reguladores ya descritos, pertenecientes a la subfamilia FadR, que
se unen a mas de un lugar dentro de la misma secuencia promotora desempeiiando
una regulacién dual como activadores y represores. Tal es el caso del regulador LIdR,
en E. coli, que reprime la expresién del operdn IIdPRD en ausencia de L-lactato, pero en
presencia del mismo compuesto LIdR se comporta como activador. En este modelo, la
proteina reguladora se une a dos secuencias en el operdon [/ldPRD, favoreciendo la
curvatura del DNA a través de la interaccion de moléculas de LIdR unidas a los centros
distantes, de esta manera reprime la transcripcién. La union del inductor L-lactato a
LIdR favorece un cambio conformacional que rompe dicha interaccién y elimina la
curvatura en el DNA abriendo el complejo de transcripcion (Aguilera et al. 2008). En el
caso de HpxS, la pequefia distancia existente entre los dos sitios de unidn reconocidos
por HpxS (S1 y S2) no permitiria la curvatura del DNA, sin embargo, es probable que la
interaccion lado a lado de las moléculas de HpxS unidas a S1 y S2 pudiera mediar la
represion de hpxSAB. El papel activador de HpxS en presencia de alantoina, podria
depender de los cambios conformacionales inducidos por esta molécula efectora. Sin
embargo, la alantoina por si misma no es suficiente para suprimir la represién de
hpxSAB. En este sentido, los resultados de las fusiones transcripcionales presentados
en el apartado RESULTADOS 5.2.3.3 indican que NAC es requerido para la activacion de
la transcripcidn del operdn hpxSAB.

Aunque la secuencia consenso de union de las proteinas FadR estd muy
conservada, una proteina con la misma funcién entre una especie bacteriana y otra,
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puede presentar un patrén de unién al DNA diferente. Tal es el caso del regulador LIdR
implicado en la utilizacidn de lactato en Pseudomonas aureginosa, que a diferencia del
descrito en E. coli, solo reconoce un palindromo para unirse al DNA (Gao et al. 2012).

5.2.4.2. Analisis de la unidon de NAC a las regiones promotoras de hpxSAB-hpxC-guaD

Los resultados obtenidos del analisis de la expresion de la fusiones
transcripcionales, particularmente aquellos observados en el fondo gendmico del
mutante nac, sugirieron que la transcripcidén del operén hpxSAB podria estar regulada
indirectamente por NtrC a través de la proteina NAC, no siendo asi en el caso de guaD
ni hpxC. Es por ello que nos planteamos estudiar mediante EMSAs la existencia de una
interaccion entre NAC y la regién intergénica hpxS-hpxC y descartar la unién de esta
proteina con la region promotora de guaD. Ademas como ya se ha comentado, en un
estudio realizado recientemente, mediante inmunoprecipitacion de la cromatina, para
identificar genes diana de la regulacién por NAC en el genoma de K. pneumoniae, se ha
identificado la regidn intergénica hpxS-hpxC, como uno de los fragmentos de DNA que
coinmunoprecipita con NAC (Frisch and Bender 2010).

Para nuestro estudio, la proteina NAC fue sobreexpresada en la cepa EB4335 Ia
cual contiene los plasmidos pCB1026 y pCB1083, el primero codifica la proteina NAC
fusionada a una cola de histidinas que permite su posterior purificacion por afinidad a
una columna de niquel, y el segundo plasmido mantiene la expresion de NAC
reprimida hasta que se anade IPTG al medio de cultivo (Rosario and Bender 2005). La
posterior purificacion de la proteina sobreexpresada se realizd segun lo descrito en
METODOS 4.2.4.

En esta primera parte, los EMSAs realizados con la proteina NAC purificada y la
sonda P240 correspondiente al promotor del gen guaD, mostraron que no se forma
complejo de retardacidon con esta sonda (FIGURA 5.24.). Lo anterior, nos permitio
confirmar que tal como esperdbamos, para un promotor dependiente de la subunidad
o°* de la RNA polimerasa, NAC no se une a Py,qp. Respecto al analisis efectuado con los
diferentes fragmentos de la regién intergénica hpxS-hpxC, con las sondas P1, P2, P3y
P5, solo se observd la formacion del complejo de retardacion con las sondas P1 y P2,
acotando de esta manera la regién de union al DNA por parte de NAC. Paralelamente,
para caracterizar un poco mas dicha union, se utilizaron diferentes concentraciones de
NAC en ensayos de retardacién realizados con P2. Los resultados presentados en la
FIGURA 5.24., muestran que las concentraciones a las que se une NAC son similares a
las descritas para otros promotores regulados por esta proteina, dentro del rango de 1
a 5 pmol (Rosario and Bender 2005).

Un analisis in silico mas detallado de la region de union de NAC a Pppxsc
permitio identificar una secuencia de union a NAC muy conservada (5’-ATANGAAT-3')
entre las posiciones -20 y -34 respecto del inicio de transcripcion del operon hpxSAB
(FIGURA 5.26.). A fin de confirmar su papel en la interaccion de NAC con el promotor, se
realizdé mutagénesis dirigida del palindromo identificado mediante PCR. Dicha
mutacion (5’-TGCNgTGC-3’) anuld la unidon de NAC a P2, tal como se muestra en la
FIGURA 5.24.c. La ubicacion de la caja de union identificada para NAC, es congruente
con lo observado en otros promotores donde NAC también se une muy cerca del inicio
de transcripcion de los genes que regula (Goss et al. 2002; Liu and Bender 2007), lo
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cual podria sugerir que las regiones promotoras dependientes de NAC sufren
alteraciones menos drdsticas que aquellas controladas directamente por el regulador
global NtrC. Dado que las cajas de unién para NtrC estan localizadas distantes respecto
al inicio de transcripcidn se requiere de otras proteinas que curven el DNA como IHF.

a). b).
NAC(pg) - 04 - 025 - 04 - 04 - 008 020,28 0,35 06

T .-HUN

Ne " ek et

P240 PL  P3 P5 P2

NAC(ug) - 02 04

] NAC site
Wild-type ATAN AAT

Mutated TGCn,TGC

- e
p2*

FIGURA 5.24. Union de NAC a los promotores del sistema hpxSAB-hpxC-guaD a). EMSA con la region
promotora de guaD (P240). b) EMSA con sondas (P1,P2,P3,P5) obtenidas con diferentes fragmentos
de la region intergénica hpxS-hpxC (ver figura 5.21). c). EMSA con la sonda P2 mutada. Las mezclas de
reaccion contenian un exceso de 500mM de poli(dI-dC), fueron incubadas a 30°C durante 15 minutos y
sometidas posteriormente a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.

Dado que el sitio de unidon de NAC en la region intergénica hpxSAB-hpxC se
solapa parcialmente con la secuencia reconocida por la subunidad ¢’ de la RNA
polimerasa ubicada a -35 respecto del inicio de transcripcion de hpxSAB, nos
planteamos analizar el efecto de la unién de NAC sobre la unién de la RNA polimerasa.
Para ello se realizaron EMSA utilizando RNA polimerasa comercial (Sigma-Aldrich,
Alemania) y la sonda P2 en presencia y ausencia de NAC (FIGURA 5.25).

El complejo de retardacion formado con P2 tanto con NAC (CN) como con la
RNA polimerasa (CP) demuestran la interaccién de ambas proteinas con el promotor
de hpxSAB (FIGURA 5.25.). Paralelamente, en una de las mezclas de reaccién se
preincubd la sonda P2 con NAC antes de afadir la RNA polimerasa. El resultado fue la
formacién de un nuevo complejo de retardacion (CNP) de mayor peso molecular que
CP o CN.

Estos resultados sugieren que NAC y la RNA polimerasa se unen
simultaneamente a la sonda P2. Ademas, la preincubacién con NAC también aumentd
la intensidad de la banda correspondiente al complejo CNP en comparacién con la
observada cuando la RNA polimerasa se afiadié a otra mezcla de reaccién antes que
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NAC. Estos resultados nos hacen pensar que NAC tiene un efecto positivo en la unidn
de la RNA polimerasa al promotor de hpxSAB in vitro. Sin embargo, el analisis de las
fusiones transcripcionales realizado previamente en el mutante hpxS, mostré que NAC
expresado en condiciones limitantes de nitrégeno, reprime la transcripcidén de hpxSAB.

RNApol = - + +
NAC - 4+ 4+ 4 -

e

= H - CN

v &

P2

FIGURA 5.25. Union de NAC en presencia de RNA polimerasa. EMSA de NAC con la sonda P2 en
presencia y ausencia de RNA polimerasa. * indica que la mezcla de reaccidén de reacciéon se preincubd
con esa proteina. CNP: complejo de retardacién DNA-NAC-RNA polimerasa, CN: complejo de reaccién
DNA-NAC, CP: complejo de retardacion DNA-RNA polimerasa.

Tomando en consideracion los resultados obtenidos hasta el momento,
podemos sugerir que in vivo la funcidén activadora de NAC depende de su interacciéon
con HpxS en presencia de alantoina. En el promotor de hpxSAB, el sitio de unién de
NAC (centrado en la posicion -27) esta localizado entre S1 (posicion -12) y S2 (posicidon
-33) y se solapa parcialmente con S2 (FIGURA 5.26.).

HpxS2 NAC | HpxS1

-35

CATTAACCCACTCCGGTTTCACTTATCGATAGCAGATCGTATACATANAATTTAATTTTTGTATYACAAGATTCAT
TTGGGTGAGGCCAAAGTGAATAGCTATC GTCTAGCATATGTATYI TAAATTAAAAACATATGTTCTAAGTA

(hpxS) +1 <! N Y
- 10 > +1 (hpxC)

CATTCTGGCCTGGATCCTGCAATAGCCTCAGCAATCCATATCAAAGGGTTTTCATTCAGAGGAGCAGGTTT! !
GTAAGACCGGACCTAGGACGTTATCGGAGTCGTTAGGTATAGTTTCCCAAAAGTAAGTCTCCTCGTCCAAAGTAC

FIGURA 5.26. Secuencia de union para NAC en la region intergénica hpxS-hpxC. Se indican las cajas -10
y -35 para los dos promotores identificados en esta region asi como su inicio de transcripcion y el codon
de inicio para cada gen. Los recuadros grises indican las secuencias de union S1vy S2.

Dado que NAC se uniria en el lado opuesto de la hélice con respecto a HpxS, es
posible especular que NAC podria contactar con HpxS unida a S2 eliminado asi la
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interaccidn entre las moléculas de HpxS unidas a S1 y S2. Aunque NAC puede favorecer
la interaccion de la RNA polimerasa con el promotor hpxSAB, la activacién
transcripcional de este operén requiere la presencia de alantoina. Esta molécula
efectora se une a HpxS, probablemente en su extremo C-terminal como ha sido
descrito para otros miembros de la familia de reguladores GntR, ocasionando un
cambio conformacional que modifica la funcidn de HpxS. En este contexto, es probable
que el cambio conformacional producido en HpxS unido a S2 pudiera modificar la
conformacidon de NAC y su interaccion con la RNA polimerasa permitiendo la formacién
de un complejo de transcripcion abierto y por ende la activacion de la transcripcién de
hpxSAB.

5.3. CARACTERIZACION DEL SISTEMA GENICO IMPLICADO EN LA DEGRADACION DE
ALANTOATO EN LA CEPA KC2653

5.3.1. ORGANIZACION TRANSCRIPCIONAL DE hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ

Tal como se ha comentado en el apartado RESULTADOS 5.1, se ha confirmado la
existencia de un sistema génico en K. pneumoniae analogo al involucrado en el
metabolismo de alantoato en K. oxytoca. El cluster que comprende los genes
KPN_01761 a KPN_01771 se ha propuesto codifica una alantoato amidohidrolasa
(hpxK), una ureidoglicina aminotransferasa (hpxJ), un sistema de transporte tipo ABC
(hpxFGHI), un regulador transcripcional de la familia RpiR (hpxU), una oxamato
amidohidrolasa (hpxW), una oxalurato amidohidrolasa (hpxY) y una proteina que
podria estar implicada en la degradacién de oxalurato (hpxZ). Sin embargo, no hay
evidencias experimentales de dicha funcidn. La organizacidon génica de este conjunto
de genes se presenta en la FIGURA 5.1.

La organizacién génica de hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ, permite proponer la
existencia de al menos dos unidades transcripcionales. Ademas la distancia de 215pb
gue hay entre el coddn de stop del gen hpxU y el coddn de inicio del gen hpxF hace
pensar en la existencia de un promotor que dirija la expresion de los genes hpxFGHIIK.
De confirmarse la existencia de un promotor delante de hpxFGHIJK, existirian tres
unidades transcripcionales en este cluster, una formada por hpxFGHIJK, otra por hpxU
y otra por hpxWXYZ. Las unidades transcripcionales hpxFGHIJK y hpxU se transcribirian
independientemente en la misma direccién y de forma divergente respecto a la unidad
transcripcional hpxWXYZ.

El inicio de transcripcion se determind mediante la técnica RACE (METODOS
4.5.2.). El RNA total provenia de cultivos de la cepa KC2653 crecidos aerébicamente en
un medio con nitrogeno limitante (glucosa-glutamina, GGIn). En el caso de hpxFGHIIK y
hpxU, el inicio de transcripcion se identificd a 88 y 50 nucledtidos, respectivamente,
del codon ATG de cada gen (FIGURA 5.27.).

Por otra parte, aunque se realizaron numerosos intentos en diferentes
condiciones de crecimiento para identificar el inicio de transcripcién del operén
hpxWXYZ, no fue posible determinarlo experimentalmente. Dado que ya hemos
confirmado la presencia de los genes de este operdn en la cepa KC2653, es posible que
en las condiciones de crecimiento de los cultivos utilizados para obtener RNA, algun
tipo de regulacion epigenética como por ejemplo la metilacién del DNA, pudiese estar
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reprimiendo la transcripcién de este operdn. De ser asi, el RNA total utilizado en los
experimentos no contendria la regidn correspondiente al operdn hpxWXYZ. Algunos
estudios han demostrado que el estado de metilacién del DNA bacteriano puede
ocasionar cambios transcripcionales en algunos operones de manera especifica
(Casadesus and Low 2006). Esto ocurre cuando una metilasa y otra proteina compiten
por ocupar el sitio de metilacion en un promotor. La unién de la proteina impide el
acceso de la metilasa, lo cual permite la transcripcién de los genes dependientes de
ese promotor. Si los cambios del medio ocasionan la degradacién o inhibicién de la
proteina que protege el sitio de metilacidn, entonces el sitio sera metilado impidiendo
de esta manera la transcripcién de esos genes (Guell et al. 2011).

5’-end l Anchor primer Anchor primer l 5’-end

ApXFGHIJK |C GAGGGTTGAAAAAAAAAAAAA hpxU PAAAAAAAAAAAAAAGATACAGT ATGA

I.' A "‘.IP A ANAAAR
PUP\J lll"r UI v II Ilnlldl Ill;' |l,ll'1ll|llr \/ L|_|I I|_|I III

FIGURA 5.27. Identificacion de los inicios de transcripcion de las unidades transcripcionales hpxFGHIJK
y hpxU mediante amplificacion de extremos de cDNA (RACE). Los fragmentos de cDNA se obtuvieron
por PCR utilizando un cebador complementario PCR anchor primer y un oligonucleétido complementario
a la regiéon promotora. Los fragmentos de cDNA fueron clonados en el vector pGEMT. Los clones
obtenidos se analizaron mediante secuenciacién con oligonucleétidos complementarios al propio
pldsmido. Se muestran los resultados de la secuenciacion, indicando la localizaciéon del cebador PCR
anchor primer y del inicio de transcripcién identificado.

Como no fue posible determinar experimentalmente el inicio de transcripcion
para el operdn hpxWXYZ, realizamos un andlisis in silico de la regién promotora
mediante el programa Neural Network Promoter Prediction (Reese 2001), disponible
en la pagina web http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html. El inicio de
transcripcion sugerido, se localiza a 20 nucleétidos respecto del ATG del gen hpxW.

El analisis in silico de la regién promotora de hpxFGHIK (Pupxe), hpxU (Phoxu) Y
hpxWXYZ (Pupxw), utilizando los programas Footprint y Promscan, permitié identificar
posibles cajas de unién para la subunidad 0% 6 o>*delaRNA polimerasa (TABLA 5.3.).

TABLA 5.3. Cajas reconocidas por las subunidades c”° y o> de la RNA polimerasa en los promotores
Phoxtr Phoxu ¥ Phoxw EN rojo se indican los nucledtidos idénticos a la secuencia consenso. NI: no
identificado. En azul se indican los elementos caracteristicos -24(GG) y -12(GC).

Cajac”®
Distancia Cajac™ Localizacién
10 35 .
entre secuencias
Consenso TATAAT TTGACA 17bp +/-1 TGGCACGGCTCTTGCT -11
P hoxr TTTATT TTGTCC 16bp NI NI
Phoxu TGTAAG TTTTCC 16bp TGGCACGCTATGTGGA -10
Proxw TGTTCT TTCAGA 18bp NI NI
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En el promotor Py se localizaron las secuencias -10 (TTTATT) y -35 (TTGTCC),
separadas entre si por 16bp, muy similares a la secuencia consenso de unién de la
subunidad 6’° de la RNA polimerasa. Respecto al promotor Phoxw, se identificaron cajas
-10 (TGTTCT) y -35 (TTCAGA) separadas entre si por 18bp y ninguna secuencia de unidn
para la subunidad o> de la RNA polimerasa. Por lo anterior, proponemos que los
promotores Puyr Y Phoxiv SON reconocidos por la subunidad o’%de laRNA polimerasa. En
el caso del promotor Pu.y Se encontraron secuencias de union tanto para la
subunidad ¢’° como para la subunidad ¢>* de la RNA polimerasa. Las cajas -10
(TGTAAG) y -35 (TTTTCC) estdn separadas entre si por 16bp y son muy similares a la
secuencia consenso establecida. La secuencia identificada para la subunidad ¢>*
(TGGCACGCTATGTGCA) también es muy similar a la secuencia consenso establecida,
sin embargo el elemento caracteristico -12(GC) no estd conservado.

Los inicios de transcripcién identificados experimentalmente confirman la
existencia de dos unidades transcripcionales, hpxFGHIJK y hpxU, mientras que la
tercera unidad transcripcional de este cluster correpondiente al operén hpxWXYZ ha
sido identificada en base a la organizacidn génica y al andlisis in silico. Los promotores
Phoxr Y Phpoxw Serian reconocidos por la subunidad 0’%de la RNA polimerasa, respecto a
Phoxu los resultados obtenidos hasta este momento no permiten establecer si es un
promotor dependiente de la subunidad 6”° 6 °*.

5.3.2. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS PRODUCTOS DE EXPRESION DE LOS
GENES hpxFHGIJK-hpxU-hpxWXYZ

Una vez identificados los genes hpxFHIJK-hpxU-hpxW en K. pneumoniae, nos
planteamos profundizar en la asignacion de funcidén a los mismos. La secuencia de los
genes y de sus productos génicos, se analizé utilizando los programas Blast-n y Blast-p.

5.3.2.1. Asignacion de funcién a HpxK

El andlisis de la secuencia de HpxK de K. pneumoniae MGH78578, mostrd que
esta proteina mantiene un 84% de similitud respecto a la alantoato amidohidrolasa
propuesta en K. oxytoca, 50% con la de Xanthomonas campestris y 34% con la de E.
coli (AllIC). En E. coli, la alantoato amidohidrolasa (AAH) es una metaloproteina
dependiente de zinc que cataliza la degradacion de alantoato. En un inicio se considerd
gue la AAH catalizaba dos reacciones sucesivas, en la primera convertia el alantoato en
ureidoglicina liberando amonio y CO,, mientras que en la segunda reacciéon formaba
ureidoglicolato a partir de ureidoglicina (Xu et al. 1995; Agarwal et al. 2007). Sin
embargo, estudios recientes indican que la alantoato amidohidrolasa de E. coli (AlIC)
cataliza Unicamente la primera reaccién, siendo la ureidoglicina su producto final
(FIGURA 5.28) (Serventi et al. 2009; Werner et al. 2010). Una segunda enzima, la
ureidoglicina aminohidrolasa (AllE) formaria el ureidoglicolato.

H N OIO-NHZ HoxK oy OO
Oé\N N/go \q O)\NAan
H H CO, + NH; H
Alantoato Uredoglicina

FIGURA 5.28. Reaccidn catalizada por la alantoato amidohidrolasa producto del gen hpxK
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En la proteina AlIC, se han identificado cuatro residuos que estan implicados en
la unién a alantoato, los cuales son: His228, Asn277, Arg290, e His384 (Agarwal et al.
2007). El alineamiento de secuencia entre AlIC y HpxK, reveld la presencia de estos
cuatro residuos conservados también en la proteina HpxK de K. pneumoniae (FIGURA
5.29.).

HpxK 29 SETADALTRVYLSPEHLUANQLVGQWMQAAGMMVWQDSVGNICGRYEGQQEGAPALLLGS 88
++ A +TR+ SPE L+ Q + M A+G+ D VGN+ GR G + +L GS
AllC 21 ADPAGGMTRLLYSPEWLETQQQFKKRMAASGLETRFDEVGNLYGRLNGTEYPQEVVLSGS 80

HpxK 89 HLDIVRNAGRYDGMLGVLAAIEVVQRLHQQGRRLAKAIEIVGFGDEEGTRFGITLLGSRG 148
H+DTV N G DG G LAA + L Q + +E+V +EEG+RF GS+
AllC 81 HIDIVVNGGNLDGQFGALAAWLAIDWLKTQYGAPLRTVEVVAMAEEEGSRFPYVFWGSKN 140

HpxK 149 VTG-TWPESWLSQCDADGVSVAQALVNAGLDPARIAHAARHPR-DIAAYLELHIEQGPCL 206
+ G P+ + CDA G S A+ G + +A PR DI A++ELHIEQG L
AllC 141 IFGLNAPDDVRNICDAKGNSFVDAMKACGF---TLPNAPLTPRQDIKAFVELHIGQGCVL 197

HpxK 207 EQAGLALGVVEAINGARRLNCRFTGEAGHAGTVPMLHRKTALAAAAEWNVQVENLTRQRG 266
E G ++GVV AT G RR GE+ HAGT PM +R+D + A + Q ++ G
AlIC 193 ESNGQSIGVVNAIVGQRRYTVTLMGESNHAGTTPMGYRRDTVYAFSRICHQSVEKAKRMG 257

HpxK 267 GNLVATVGTLRCAPGAVNVIPGEVQLTLDIRGPQDAPLTALLDELLGQAUAIAGRRQLSF 326
LV TG + P VNV+PG+ T+D R AL +L +AI +
AllC 258 DPLVLTFGKVEPRPMTVNVVPGKTTFTIDCRHTDAAVLRDFTQQLENDMRAICDEMDIGI 317

HpxK 327 AAEEYYRIAATACDSHLQAVLSEAVAAVQGRSLTLPSGAGHDAIAIAERWPSAMLFVRCL 386
+ + + L A L+E + + SGAGHDA A R P+ M+F+ +
AlIC 318 DIDLWMDEEPVPMNKELVATLTELCEREKLNYRVMHSGAGHDAQIFAPRVPTCMIFIPSI 377

HpxK 387 GGVSHHPAESVTAADVGLAIDAFSRAVEKVA 417
G+SH+PAE D+ + + 4+ ++A
AllC 378 NGISHNPAERTNITDLAEGVKTLALMLYQLA 408

FIGURA 5.29. Alineamiento de secuencias de AlIC y HpxK. En rojo se muestran los aminoacidos que
estdn implicados en la unién a alantoato.

A fin de confirmar la actividad alantoato amidohidrolasa que el analisis in silico
sugeria para esta proteina, el gen hpxK fue clonado y su producto de expresion
posteriormente purificado y caracterizado. El gen hpxK se amplificé por PCR a partir de
DNA gendmico de la cepa KC2653, los oligonucledtidos usados para tal fin, contenian
en sus extremos dianas para enzimas de restriccion compatibles con las del vector a
utilizar en la clonacion posterior (ANEXO 1). El fragmento de 1300bp obtenido, fue
clonado en el vector pMal-c2x a fin de obtener HpxK fusionada a la proteina de unidn a
maltosa (MBP; METODOS 4.2.3.). La proteina MBP-HpxK fue posteriormente purificada
por cromatografia de afinidad en una columna de amilosa, cabe mencionar que el peso
de la proteina MBP (42.5kDa) es muy similar al de la proteina HpxK (46kDa) por lo cual
en la FIGURA 5.30 solo se observa una banda correspondiente a este peso molecular ya
gue ambas proteinas se sobreponen. Los ensayos de actividad se realizaron con la
proteina recombinante digerida.
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La actividad enzimatica de HpxK purificada a partir de la cepa KC2653 se
determiné mediante un sistema de reacciones acopladas utilizando alantoato como
sustrato, tal como esta descrito en METODOS 4.2.6.4. Una vez confirmada la actividad
alantoato amidohidrolasa de HpxK, los parametros cinéticos K, y Vmax fueron
determinados experimentalmente mediante una cinética enzimatica en la que se
utilizaron concentraciones de sustrato entre 0,025 mM y 1 mM (FIGURA 5.31.). Los
resultados obtenidos muestran una K, = 0,11mM vy la Vo = 4x107 U/mg (donde U
corresponde a umol de amonio producido por minuto). Estos pardmetros han sido
calculados mediante la representacion de los dobles reciprocos o de Lineweaver-Burk,
siendo el coeficiente de correlacion de 0,98.

1 M M 2
[ = o
MBP-HpxK (89,4 kDa)| 82 kDa 82 kDa ﬁ MBP-HpxK (89,4 kDa)
: 64 k 64 kDa -
4 kDa o | HpxK (46 kDa)
37 kDa

37 kDa 26 kDa

i !.. =
"=

. 26 kDa

FIGURA 5.30. SDS-PAGE de muestras correspondientes al proceso de purificacion de HpxK. Se indican
los tamafios correspondientes a las bandas del marcador de peso molecular (carril M). Carril 1: proteina
de fusion MBP-HpxK purificada. Carril 2: producto de la digestion llevada a cabo por Factor Xa. HpxK (46
kDa) y MBP (42,5 kDa) tienen un tamafio similar, por lo cual solo de ve una banda.

Cabe resaltar que previamente a la determinacién de los parametros cinéticos
Km ¥ Vmax Se realizaron ensayos de actividad enzimatica en diferentes condiciones de
pH y presencia de iones (Mn*?, Ca™, Mg™, Cu™, zZn™, Co™) a fin de determinar las
condiciones dptimas. Los resultados mostraron que el pH éptimo de HpxK es 8,5 y que
su actividad enzimatica es seis veces mayor en presencia de manganeso 0,1 mM
respecto a la registrada en ausencia de metales divalentes. La presencia de Zn*? o de

+2 . . .z .

Mg™“ en el medio inactivd por completo al enzima (datos no mostrados).

0.04 - - 70 1
R*=0.962 R2=0.681
0.035 + 60
0.03 - 50 | o
— 0.025 A
o 40 1
g 0.02 - =
= A\l 30 -
> 0.015 o
0.01 -
0.005 1019
0 v . . - . ’ s v "
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1/conc. Alantoato
Alantoato (mM)

FIGURA 5.31. Cinética enzimatica de la actividad alantoato amidohidrolasa codificada por hpxK. A la
derecha se muestra la representacién de los dobles reciprocos o de Lineweaver-Burk.
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Hasta el momento, solo se han caracterizado alantoato amidohidrolasas de
Bacillus fastidious, E. coli y de algunas plantas como Arabidopsis thaliana (Xu et al.
1995; Todd and Polacco 2006; Agarwal et al. 2007; Werner et al. 2008). Los resultados
obtenidos en este trabajo, muestran que HpxK comparte algunas caracteristicas con
las alantoato amidohidrolasas descritas, ya que todas ellas, excepto la de E. coli, son
dependientes de manganeso y el pH éptimo para su actividad oscila entre 8,5-8,8.

5.3.2.2. Asignacion de funcién a HpxJ

Los resultados del analisis de la secuencia de HpxJ de K. pneumoniae
MGH78578, mostraron que esta proteina comparte un 51% de similitud con la
ureidoglicina-glioxilato aminotransferasa (PucG) identificada y caracterizada en Bacillus
subtilis (Ramazzina et al. 2010). Ademas, HpxJ tiene un 93% de similitud con la
proteina que en K. oxytoca se propone como homaéloga a PucG.

La ureidoglicina, producto de la hidrdlisis del alantoato por la alantoato
amidohidrolasa (HpxK), puede degradarse espontaneamente. Sin embargo, el analisis
genético de algunos genomas bacterianos indica la presencia de una aminotransferasa
gue catalizaria esta reaccion enzimatica.

Mientras se obtenia la proteina recombinante HpxJ fusionada a MBP para
realizar la correspondiente caracterizacion enzimdtica, han sido publicados estudios
gue presentan evidencia de que HpxJ en K. pneumoniae es una aminotransferasa que
convierte la ureidoglicina y un o-cetodcido en oxalurato y el correspondiente
aminodcido (FIGURA 5.32) (French and Ealick 2010).

aminoacido
a-cetoacido

0O 0. O
HN Y H,N I

AN
OAN NH; Hpx) OAN o)

H H
Ureidoglicina Oxalurato

FIGURA 5.32 Reaccidn catalizada por HpxJ.

En el estudio realizado por French and Ealick 2010, la actividad ureidoglicina
aminotransferasa de HpxJ se analizdé utilizando diferentes a-cetoacidos como
aceptores del grupo amino, tal es el caso del piruvato y el oxaloacetato. Cuando la
reaccion de transaminacion se realizd entre la ureidoglicina y el piruvato, se formé
oxalurato y el correspondiente aminoacido alanina. También se observd entre los
productos una pequefia cantidad de glicina tanto en presencia como ausencia de
piruvato, lo cual puede ser atribuido a la degradacion no enzimatica de la
ureidoglicina. La degradaciéon espontanea de la ureidoglicina produce ademas
glioxilato que podria ser utilizado como sustrato de la reaccién de transaminacién, en
este caso los productos de la reaccidn serian oxalurato y glicina. De manera andloga,
cuando se utilizd oxaloacetato como aceptor del grupo amino de la ureidoglicina, se
formo oxalurato y el correspondiente aminoacido aspartato.
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Se sabe que algunas aminotrasferasas no son muy especificas ya que pueden
reconocer diferentes sustratos como donadores de grupos amino. Por ello, en dicho
estudio se examind la especificidad de HpxJ sobre diferentes sustratos como:
ureidoglicina, asparagina, aspartato y alanina. Los resultados mostraron que el
sustrato preferido por la ureidoglicina aminotransferasa de K. pneumoniae es la
ureidoglicina. La cristalizacién de HpxJ y el analisis de su estructura tridimensional
pusieron de manifiesto como la conformacién espacial del sitio activo de la proteina
favorece su interaccion con la ureidoglicina mas que con las otras moléculas
ensayadas.

5.3.2.3. Funcion de los genes hpxFGHI, asignada por analisis in silico

Por comparacién de secuencia, se propone que los genes hpxFGHI de K.
pneumoniae MGH78578 podrian codificar proteinas transportadoras tipo ABC, las
cuales podrian estar implicadas en la entrada de alantoato al interior celular.

Los sistemas de transporte tipo ABC presentan una organizacidon estructural
similar entre si, la cual comprende dos dominios transmembrana (TMDs) que forman
el poro de translocacion, dos dominios para unidon de ATP (NBDs) y una proteina
periplasmatica que reconoce al sustrato. Se ha descrito que las proteinas
pertenecientes a esta familia estan implicadas en diversos procesos fisioldgicos que
van desde la incorporaciéon de nutrientes, al exporte de toxinas en procariotas
(Campbell et al. 2004). El soluto es capturado por la proteina periplasmatica para pasar
posteriormente por el poro de translocacién formado por los dos TMDs, la hidrdlisis
del ATP catalizada por las NBDs proporciona energia para comenzar el transporte. La
mayoria de los transportadores tipo ABC son especificos de sustrato, sin embrago, hay
algunos que son capaces de transportar moléculas con estructuras diferentes, tal es el
caso del transportador de histidina/lisina y arginina de algunas enterobacterias o en
Streptococcus mutans el transportador de varios azucares, denominado Msm (Tao et
al. 1993).

HpxF comparte un 23% de similitud con la proteina periplasmatica de unién a
histidina de E. coli K-12 (HisJ), la secuencia de HpxG y HpxH presenta similitud con el
transportador transmembrana de histidina (HisM), mientras que HpxI tiene un 54% de
similitud con la proteina de unién a ATP del transportador de histidinas (HisP). Dado
gue HpxG y HpxH comparten identidad con la misma proteina, se analizo el grado de
homologia existente entre ambas, los resultados mostraron que HpxG y HpxH
comparten un 32% de identidad. Una situaciéon similar se observé al comparar la
secuencia de HisM y HisQ de E. coli, el resultado fue un 32% de identidad. Es posible
que de manera analoga a HisM-HisQ, en K. pneumoniae HpxG-HpxH sean las dos
proteinas transmembrana que formen el poro de translocacién para el transporte de
alantoato (FIGURA 5.33.).

Ademas, los genes hpxFGHI comparten 95, 91, 97 y 98%, respectivamente, de
similitud son genes propuestos en K. oxytoca implicados en el transporte de alantoato
al interior celular.

Por tanto se ha identificado la presencia en K. pneumoniae, de sistemas
separados que permiten internalizar a la célula diferentes compuestos como alantoato

Guzman K., Tesis doctoral



114

RESULTADOS Y DISCUSION

(HpxFGHI), alantoina (HpxC) y purinas (HpxP), lo que sugiere que esta bacteria ha
evolucionado para que cuando las condiciones de nitréogeno sean limitantes, pueda
utilizar dichos compuestos extracelulares como fuente de nitrégeno y no Unicamente
los metabolitos generados de manera endégena como producto del catabolismo de
purinas.

E. coli K. pneumoniae

NBDs

FIGURA 5.33. Sistemas de transporte tipo ABC. A la izquierda se esquematiza el transportador de la
histidina en E. coli. A la derecha el trasportador de alantoato propuesto para K. pneumoniae donde las
proteinas transmembrana (TMDs) serian HpxH y HpxG, Hpxl el dominio de unidn a ATP (NBD). HpxF
podria unirse al alantoato.

5.3.2.4. Funcidn del gen hpxU, asignada por analisis in silico

El analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de HpxU de Klebsiella
pneumoniae MGH78578, reveld que esta proteina mantiene un 91% de similitud con el
regulador transcripcional HpxU propuesto en K. oxytoca y un 34% con otro identificado
en Pseudomonas aeruginosa.

Dicho andlisis de HpxU revelé ademas la presencia de dos dominios
caracteristicos de los reguladores RpiR. EI dominio HTH en el extremo N-terminal
responsable de la unién con el DNA y el dominio SIS en el extremo C-terminal que
interacciona con la molécula efectora. El dominio SIS es comun en muchas proteinas
gue estan implicadas en la isomerizacion de azucares o que reconocen azucares como
moléculas efectoras. Aunque en este tipo de proteinas el dominio SIS estd muy
conservado, generalmente el resto de su estructura no guarda similitud (Gourlay et al.
2010). Recientemente se han identificado en Staphylococcus aureus tres reguladores
transcripcionales de la familia RpiR (RpiRA, RpiRB y RpiRC) que contienen el dominio
SIS en su extremo C-terminal y estan implicados en la regulacion de la via de las
pentosas fosfato (Zhu et al. 2011).

El analisis experimental realizado con la proteina HpxU se presenta mas adelante
en este trabajo (RESULTADOS 5.3.4.). En este sentido, los ensayos de retardaciéon de la
movilidad electroforética de la proteina purificada, permitieron confirmar la funcién de
HpxU como regulador transcripcional.

5.3.2.5. Funcion de los genes hpxWXYZ, asignada por analisis in silico

La aproximacion de Genome Walking realizada en la cepa KC2653 (RESULTADOS
5.1.) confirmd la presencia de los genes hpxWXYZ en el locus comprendido entre
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KPN_01768 a KPN_1771 en esta cepa. Los resultados obtenidos del analisis in silico
proponen una funcidn para estos genes en base a similitud con otras proteinas en
diferentes especies bacterianas como K. oxytoca, Erwinia caratovora y Yersinia
pseudotuberculosis. Las reacciones catalizadas por las proteinas codificadas por estos
genes se esquematizan en la FIGURA 5.34.

T 9 HpxY 7 9 HpxX/HpxZ Tﬂ oH HpxW i
HzNJ\HJ\n’OH ~ Q)LHJ\{TOH N ~ T» ﬁOH
o} . (o} o} R

NH CcoO NH ..
Oxalurato ¢ 2-carboxiamino- 2 Oxamato *  Glioxilato

2-oxoacetato

FIGURA 5.34. Posible via de degradacién de oxalurato en la cepa KC2653. El esquema muestra en que
parte de la via de degradacién podrian estar implicados los genes hpxWXYZ segun el andlisis in silico
realizado. El oxalurato es producto de la reaccién de transaminacién ente la ureidoglicina y glioxilato
llevada a cabo por HpxJ.

La secuencia de HpxY comparte un 85% de similitud con amidohidrolasas
(pertenecientes a la familia AtzE) presentes en diferentes cepas de K. oxytoca, ademas
de un 82% con una probable oxalurato amidohidrolasa identificada en Enterobacter
cloacae. La primera proteina identificada de la familia AtzE, a la cual se debe su
nombre, fue la biuret hidrolasa. AtzE es parte de la via de degradacidn de la atrazina en
Pseudomonas y cataliza la hidrélisis de biuret hasta alofanato y amonio (Martinez et al.
2001). Dado que la estructura del biuret (ureidoformamida) es similar a la del
oxalurato, es muy probable que la proteina HpxY hidrolice el oxalurato para formar
amonio y el intermediario 2-carboxiamino-2-oxoacetato (FIGURA 5.35.)

|
i SIS O R
A g b I on MY T on
HoNT N7 NH L H:NT N7 o HeN hig N 2 N
2 H 2 NBL* ¢ H I |E| Q NH,* H \\gf
Biuret * Alofanato I Oxalurato * 2-carboxiamino-
|

2-oxoacetato

FIGURA 5.35. Funcion de HpxY propuesta por comparacion con la biuret hidrolasa (AtzE).

Respecto a HpxX y HpxZ, el andlisis de su secuencia reveld que existen
proteinas muy similares a ellas presentes en diferentes especies bacterianas, entre las
que destacan Erwinia y Klebsiella, sin embargo, hasta el momento no se ha propuesto
funcién para ninguna de ellas. En el caso de HpxZ, esta proteina presenta ademds un
80% de similitud con una proteina identificada en Enterobacter asburiae que se
propone puede estar implicada en la utilizacién de oxalurato. Dicho lo anterior, es
probable que la proteina HpxZ o incluso HpxX pudiera participar en la hidrélisis del
intermediario 2-carboxiamino-2-oxoacetato, de la cual se obtendria CO, y oxamato.

HpxW, mostré un 83% de similitud con la probable oxamato amidohidrolasa
propuesta en K. oxytoca, mientras que un 73 y 67% de identidad, respectivamente, con
la gamma-glutamiltranspeptidasa de Erwinia carotova y Yersinia pseudotuberculosis.
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La gamma-glutamiltranspeptidasa cataliza la hidrélisis del enlace amida del glutation y
otros gamma-glutamil compuestos generando aminodcidos o polipéptidos (Inoue et al.
2000). En base a lo anterior es probable que la proteina HpxW de K. pneumoniae,
presente actividad oxamato amidohidrolasa ya que el oxamato contiene un grupo
amida cuya hidrdlisis libera amonio y glioxilato. Esta reaccidn no solo permitiria la
obtencidn de nitrégeno, sino también proveeria el glioxilato necesario para la reaccion
de transaminacion efectuada por HpxJ, lo cual a su vez impediria que al utilizarse
alantoato como fuente de nitrégeno se acumularan altas concentraciones de glioxilato,
compuesto que es téxico para la célula. Un mecanismo similar de detoxificacion tiene
lugar en el catabolismo de purinas en Bacillus subtilis (Ramazzina et al. 2010).

5.3.3. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ

Ademas de la caracterizacion funcional de los genes hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ,
nos interesamos en la regulacion de su expresién. En este sentido, procedimos a
estudiar si la expresion de estos genes podria estar también sometida a una doble
regulacién tal como ya habiamos visto en el cluster hpxSAB-hpxC-guaD. La llevada a
cabo por el regulador del propio sistema, que en este caso podria estar mediada por
HpxU y la ejercida por el sistema de regulacién global de nitrégeno.

5.3.3.1. Efecto de la disponibilidad de nitrégeno

La implicacion del sistema NTR en la regulacion del cluster hpxFGIHIJK-hpxU-
hpxWXYZ se comprobé mediante el estudio de las fusiones transcripcionales de los
promotores Ppyxs Phoxu Y Proxww @l gen reportero lacZ las cuales fueron integradas como
monocopia en el genoma de la cepa KC2653 por recombinacion homodloga con el
operdn de la ribosa.

Los oligonucledtidos utilizados para amplificar por PCR los tres promotores se
detallan en el ANEXO 1. El fragmento utilizado para la obtencién de las fusiones
transcripcionales de los promotes de los genes hpxU y hpxW tenia un tamano de
300bp y abarcaba desde la posicidon +105 a -194 respecto al inicio de transcipcién del
gen hpxU (ver FIGURA 5.45). El fragmento utilizado para el estudio de la region
promotora del gen hpxF era de 320bp y abarcaba desde la posicion +140 hasta la
posicion —180 respecto de su inicio de transcripcion (ver FIGURA 5.42).

En una primera aproximacién, la actividad B-galactosidasa se determind a partir
de cultivos de la cepa KC2653 conteniendo cada una de las fusiones transcripcionales
&(hpxF-lacZ), d(hpxU-lacZ) y d(hpxW-lacZ) en medios de cultivo que contenian un
exceso (GGInN) o limitacién (GGIn) de nitrégeno.

La actividad B-galactosidasa de las tres fusiones transcripcionales ¢(hpxF-lacZ),
d(hpxW-lacZ) y d(hpxU-lacZ) en diferentes condiciones de disponibilidad de nitrégeno
(GGIn y GGInN) se muestra en la FIGURA 5.36. La expresion de hpxF y hpxW presenta
una ligera disminucién en condiciones de alto amonio (GGInN) respecto a la limitacién
de nitrégeno (GGIn). Dado que en los promotores Ppr ¥ Prpxw NO se identificaron
secuencias de unién para la subunidad 0" de la RNA polimerasa, estos resultados de
actividad B-galactosidasa sugieren que la regulacion transcripcional de estas unidades
transcripcionales no esta directamente controlada por la proteina NtrC.
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En el caso del gen hpxU su nivel de expresion basal presenta un incremento de
aproximadamente 25% en alto amonio, lo cual sugiere que podria estar regulado por la
disponibilidad de nitrégeno. Cabe mencionar que la regulacién transcripcional de los
genes que codifican proteinas reguladoras suele presentar niveles bajos. La fusion
transcripcional ¢(hpxU-lacZ) fue también analizada en el fondo gendmico de un
mutante ntrC. La mutacién ntrC::Tn5-131 fue introducida por transduccién
generalizada con el fago P1 desde la cepa KC2738 al fondo genético de cepa KC2653
conteniendo como monocopia esta fusién transcripcional.

® (hpxF-lacz) ® (hpxU-lac2) O (hpxW-lacz)
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FIGURA 5.36. Analisis de la expresion de hpxF, hpxU y hpxW, mediante fusiones transcripcionales, en
condiciones de exceso o limitacidon de nitrégeno. Las fusiones transcripcionales se encuentran como
monocopia en el genoma de la cepa KC2356. Los medios de cultivo GGIn y GGInN corresponden a
limitacion y exceso de nitréogeno respectivamente.

Los resultados de la FIGURA 5.37 muestran que el nivel de actividad B-
galactosidasa en condiciones limitantes de nitrégeno (GGIn) en el mutante ntrC
incrementd respecto al registrado en la cepa parental, alcanzando un nivel de
expresion similar al observado en condiciones de alto amonio (GGInN).

¢(hpxU-lacZ)
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WKC2653
1000 4 @ntrC-
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FIGURA 5.37. Analisis de la expresion de hpxU en la cepa mutante ntrC. Las cepas KC2653 y la mutante
KC2653 ntrC contienen la fusion transcripcional ¢(hpxU-lacZ) como monocopia en el genoma. Los
medios de cultivo GGIn y GGInN corresponden a limitacion y exceso de nitrogeno respectivamente.
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Lo anterior sugiere la implicacion del sistema NTR en la regulacién
transcripcional del gen hpxU. En el analisis previo del promotor Py, se identificd una
secuencia de unién para la subunidad ¢ (TABLA 5.3), sin embargo no conserva el
elemento caracteristico -12(GC). En este sentido cabe mencionar que en el regulén
NifA de Bradyrhizobium japonicum se ha identificado el gen fdxN que es dependiente
de la subunidad 6>* y en cuyo promotor los nucleétidos ubicados en la posicidn -12 son
GA en lugar de los caracteristicos GC (Hauser et al. 2007). Por otra parte, dado que
ademds se encontré una secuencia de unién para la subunidad ¢’ de la RNA
polimerasa en el promotor Pp,y, pudiera ser también que la regulacion de la
transcripcion del gen hpxU estuviera mediada por la proteina NAC que actuaria como
represor transcripcional de manera similiar a como se observo con el gen hpxS.

5.3.3.2. Efecto de la presencia de purinas o derivados en la expresion de las fusiones
transcripcionales hpxFGHIJK, hpxU y hpxWXYZ

El operén hpxFGHIJK estd implicado en la degradacion de alantoato, por ello en
un inicio propusimos que el alantoato o incluso la alantoina podrian ser necesarias
para la expresion de esta y las otras dos unidades transcripcionales de este sistema. En
el caso del operén hpxWXYZ, dado que podria ser el responsable de la degradacién de
oxalurato, realizamos ademas pruebas con metabolitos posteriores a la degradacién
de alantoato como el oxamato y oxalurato.

La expresion de las fusiones transcripcionales fue analizada en el fondo
genomico de la cepa KC2653. La actividad B-galactosidasa fue determinada a partir de
células provenientes de cultivos de esta cepa conteniendo las fusiones ¢(hpxF-lacZ),
d(hpxU-lacZ) y d(hpxW-lacZ), crecidos en medios con limitacion de nitrégeno al cual se
le afiadio alantoina, alantoato o ureidoglicolato. Los resultados se presentan en la
FIGURA 5.38.

La expresidn de la fusion transcripcional ¢(hpxF-lacZ) se ve incrementada por la
presencia de alantoato o alantoina en el medio. La maxima induccién se alcanzé en
condiciones de bajo amonio mas alantoato (actividad B-galactosidasa de 12670 U/mg).
Estos resultados sugieren que la expresion del operdn hpxFGHIJK depende de la
presencia de alantoato en el medio. La induccién observada en presencia de alantoina
podria ser debida a que el producto de su metabolismo es alantoato. En el caso de la
fusion ¢&(hpxU-lacZ), la actividad B-galactosidasa incrementd aproximadamente un
30% cuando el alantoato o alantoina estan presentes en el medio. El gen hpxU si bien
presenta una expresion basal elevada, el incremento observado puede ser debido a
una regulacion transcripcional en presencia de estos metabolitos.

La actividad B-galactosidasa de la fusion ¢(hpxW-lacZ), no fue afectada
significativamente por la presencia de alantoina, ni de alantoato respecto a la
registrada en limitacion de nitrégeno. Ya que se propone que las proteinas codificadas
en esta unidad transcripcional podrian estar implicadas en el metabolismo de
oxalurato, producto de la reaccion de transaminacion catalizada por HpxJ, se analizé la
expresion de esta fusidon transcripcional utilizando oxalurato y oxamato como fuentes
de nitrégeno. Los resultados presentados en la FIGURA 5.39 muestran que la expresiéon
de d(hpxW-lacZ) cuando el oxamato esta presente en el medio (GGINOm), es 1,5 veces
mayor que aquella registrada en condiciones limitantes de nitrogeno (GGIn). El nivel de
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expresion alcanzado cuando el oxalurato esta presente en el medio es similar al
observado en el resto de las condiciones de nitrégeno ensayadas.

® (hpxF-lac2) ® (hpxU-lac2) ® (hpxW-lac2)
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FIGURA 5.38. Andlisis de la expresion de hpxF, hpxU y hpxW en diferentes fuentes de nitrégeno. Las
tres fusiones transcripcionales se encuentran en el fondo gendmico KC2653. Los medios de cultivo GGIn,
GGInAll, GGInAlt y GGInUg corresponden a limitacion de nitrogeno y limitacién de nitrégeno mas
alantoina, alantoato y ureidoglicolato, respectivamente.
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FIGURA 5.39. Analisis de la expresion de hpxW en diferentes fuentes de nitrégeno. La fusidén
transcripcional se encuentra en el fondo gendmico KC2653. Los medios de cultivo GGIn, GGInAlt,
GGInOl y GGInOm corresponden a limitacion de nitrogeno y limitacion de nitrogeno mas alantoato,
oxalurato y oxamato, respectivamente.

A diferencia de los operones hpxSAB y hpxFGHIJK, no se encontrd ningun
sistema de transporte asociado al operdn hpxWXYZ que pudiera estar implicado en la
entrada de oxalurato u oxamato al medio intracelular. Por ello es posible que el
oxamato y oxalurato presentes en el medio extracelular no entren de manera eficiente
a la célula.
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Los resultados sugieren que el alantoato es la molécula inductora de la
expresion del las unidades transcripcionales hpxFGHIJK y hpxU. Respecto al operdn
hpxWXYZ, la induccidn de su expresion se observd en presencia de oxamato pero no
de alantoina, alantoato, ureidoglicolato u oxalurato.

5.3.4. INTERACCION DE HpxU CON LOS PROMOTORES DE hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ

Dado que la proteina HpxU es un regulador transcripcional, es probable que su
union al promotor del operdn hpxFHIJK o a la region intergénica hpxU-hpxW controle
la expresidon de estos genes e incluso su propia transcripcion. Los resultados obtenidos
hasta el momento sugieren ademas que el alantoato es la molécula inductora de este
sistema génico.

Por lo anterior, nos planteamos llevar a cabo estudios de retardacién de la
movilidad electroforética en gel (EMSA) con la proteina purificada HpxU y con sondas
correspondientes a la regiéon promotora de los genes hpxFGHIJK vy de la regién
intergénica hpxU-hpxW, con la finalidad de analizar la formacién de determinados
complejos DNA-proteina implicados en la regulacion.

5.3.4.1. Andlisis de la union de HpxU a las regiones promotoras de hpxFGHIJK-hpxU-
hpxWXYZ

Para llevar a cabo estos estudios, en primer lugar se purificd la proteina HpxU
fusionada a la proteina de unién a maltosa (MBP; METODOS 4.2.3.). Los
oligonucleétidos utilizados para amplificar por PCR el fragmento que fue clonado en el
vector pMALc2x, se detallan en el ANEXO 1.

Los estudios de retardacion se realizaron con la proteina MBP-HpxU ya que no
fue posible digerirla con el Factor Xa (FIGURA 5.40.). Se realizd previamente un ensayo
con la proteina MBP para comprobar que no se unia a ninguna de las sondas utilizadas.

M 1

82 kDa : MBP-HpxU (73,19 kDa)

64 kDa

1§

37 kDa

26 kDa —

| S

FIGURA 5.40. SDS-PAGE de la proteina de fusion MBP-HpxU purificada. Se indican los tamafios
correspondientes a las bandas del marcador de peso molecular (carril M). Carril 1: productos de la
digestién de MBP-HpxS llevada a cabo por Factor Xa.

La unidn de HpxU al promotor de hpxFGHIJK (Pupxe) y @ la region intergénica de
hpxU-hpxW (Pppxu-w) se analizé mediante EMSA, segun lo descrito en METODOS 4.4.2.
Las sondas utilizadas abarcaban diferentes zonas de Pppxu-w Y Phpxr, 1as cuales una vez
purificadas, fueron marcadas con digoxigenina.
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5.3.4.1.1. Unién de HpxU a la regiéon promotora de hpxFGHIJK

Con la proteina MBP-HpxU purificada y el fragmento de DNA que comprende la
region promotora del operén hpxFGHIJK (sonda P320) se realizaron ensayos de
retardacion de la movilidad electroforética en gel en ausencia y presencia de
diferentes metabolitos intermediarios de la via de degradacién de alantoina que
pudiesen actuar como moléculas efectoras (ME).

Los resultados obtenidos con diferentes concentraciones de proteina (FIGURA
5.41.a.), confirman la union del regulador HpxU al promotor de los genes hpxFGHIJK. Se
analizé también el efecto de alantoina, alantoato y ureidoglicolato sobre esta union.
Los resultados muestran que la alantoina o el ureidoglicolato no tienen ningun efecto
sobre la union HpxU-P320, sin embargo, la presencia de alantoato provoca la
disociacion total del complejo de retardacion formado.

A fin de confirmar que el alantoato era la molécula efectora, se analizo la unién
de la proteina HpxU a la sonda P320 en presencia de diferentes concentraciones de
este compuesto. Los resultados presentados en la FIGURA 5.41.b muestran que la
disociacion del complejo de retardacién DNA-proteina es directamente proporcional a
la cantidad de alantoato en la mezcla de reaccidn. En este sentido, es posible que la
union del alantoato al extremo C-terminal de la proteina HpxU, provoque un cambio
conformacional que afecte su capacidad de unién al DNA.

a). b).
HpxU(ug) - 0102 03 0509 0303 03 HXU(O3ME) - 4+ + + + 4+ 4+ 4+
ME (0,3mM) - = - = Al Alt Ug Alt(mM) - 0,01 0,02 0,05 0,1 0,2 0,3 0,5

T | i AR

oW . V8| M. o awy

P320 P320

FIGURA 5.41. Unidn de HpxU al promotor Py,,.. EMSAs realizados con MBP-HpxU purificada y la sonda
P320 marcada con digoxigenina, la cual contiene la region promotora P, Las mezclas de reaccién
contenian un exceso de 500mM de poli(dI-dC), fueron incubadas a 30°C durante 15 minutos y sometidas
posteriormente a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.

Estos resultados concuerdan con el analisis de la actividad B-galactosidasa de la
fusién transcripcional ¢(hpxF-lacZ), donde se observaba una clara induccién de la
expresion del operdon hpxFGHIJK en presencia de alantoato. Los datos no solo
confirman que el alantoato es la molécula efectora de la expresién del operdn
hpxFHGIJK, sino que ademas indican que HpxU actla como represor de la transcripcion
hasta que el alantoato esta disponible en el medio.

A continuacién nos planteamos identificar con mayor precisidn la zona de unién
del regulador HpxU al DNA. Con la proteina purificada y diferentes sondas de la region
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promotora de hpxFGHIJK se llevaron a cabo ensayos retardacion de la movilidad
electroforética para acotar la region de unidn de HpxU al promotor. Los fragmentos de
DNA utilizados como sondas asi como los resultados de los ensayos de retardacidn
realizados se muestran en la FIGURA 5.42. La proteina HpxU forma un complejo de
retardacidn con las sondas P70 y P149 pero no con P150 y P140. Lo cual indica que la
region de unién de HpxU se encuentra entre las posiciones +84 y +15 respecto al inicio
de transcripcion identificado para el operén hpxFGHIJK.

Una vez acotada la regidon de union de HpxU al promotor de hpxFGHIJK, un
analisis in silico mas detallado de esta zona, reveld la presencia de un inverted repeat
(5’-TGAAACAAAAGATTCTTTGAATCTGTTTITGCA-3’) al cual denominamos IRF. Esta
secuencia palindrédmica se localiza entre las posiciones +30 y +67 con respecto del
inicio de transcripcion de este operdn y podria ser el sitio de unién de HpxU.

a).
IRF
hpxFGHIK L hpxU
*J +1
+140 -180 P320
20 -180 p150
e = P149
+84 +15 P70
e x67 P140
b). HpxU(0,3ug) - + + - + + - + + -+ o+
Alt(0,5mM) - - + - - 4+ = - 4 - - 4

o - -
W oo o
P150 P70 P149 P140

FIGURA 5.42. Unién de HpxU a fragmentos del promotor Py, a). Diagrama de las diferentes sondas
utilizadas. Sus posiciones se indican respecto al +1 de hpxF. b). EMSAs realizados con MBP-HpxU
purificada y sondas correspondientes a fragmentos de la regién promotora P, Las mezclas de
reaccion contenian un exceso de 500mM de poli(dI-dC), fueron incubadas a 30°C durante 15 minutos y
sometidas posteriormente a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.

A fin de elucidar si la proteina HpxU se unia a ambos extremos de IRF, se
construyeron dos sondas mds, P92 y P249 (FIGURA 5.43.a), donde cada una de ellas
contenia Unicamente uno de los brazos del inverted repeat. Los resultados que se
presentan en la FIGURA 5.43.b indican que HpxU se une a cada uno de los brazos de la
secuencia palindromica identificada (IRF) y el complejo de retardacion es disociado en
presencia de alantoato.
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Cabe destacar que en este experimento la afinidad de HpxU por el DNA fue
menor respecto a la observada con el palindromo completo (sondas P320 y P70) ya
que fue necesario utilizar el doble de proteina para lograr observar el complejo de
retardacidn. Estos resultados confirman que el inverted repeat identificado (IRF) es la
secuencia reconocida por la proteina HpxU para unirse al promotor del operdn
hpxFGHIJK y regular su transcripcion.

a). _IGAAACAAAAGATTCTTTG AATCTGTTTTTG CA
am R 180 p320
+140 P92
b) HpxU (0,7ug) - + - + +
* Alt (0,3mM) - - + - - +

J o
U‘u
e

P92 P249

FIGURA 5.43. Union de HpxU a fragmentos que contienen secuencias de IRF. a). Diagrama de las
diferentes sondas utilizadas. En azul se indican los nucledtidos que forman el inverted repeat. b).
EMSAs realizados con MBP-HpxU purificada y sondas correspondientes a deleciones del inverted
repeat. Sus posiciones se indican respecto al +1 del gen hpxF. Las mezclas de reaccidon contenian un
exceso de 500mM de poli(dl-dC), fueron incubadas a 30°C durante 15 minutos y sometidas
posteriormente a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.

Aunque hay poca informacién sobre los reguladores de la familia RpiR, a la cual
pertenece la proteina HpxU, y no se ha establecido una secuencia consenso de unién al
DNA, existen algunos miembros descritos que reconocen secuencias palindrémicas
para su unién. Tal es el caso de la proteina RpiR que en E. coli regula la expresion del
gen rpiB mediante su unidn a una secuencia palindrémica. El producto del gen rpiB
interconvierte la ribulosa 5-fosfato y ribosa 5-fosfato. Otro ejemplo es la proteina IolR,
gue se une a la secuencia 5’-GGAA-Ng-TTCC-3’ para regular varios genes implicados en
el metabolismo de inositol en Sinorhizobium melioti (Sorensen and Hove-Jensen 1996;
Yamamoto et al. 2001; Kohler et al. 2011).

Puesto que la secuencia IRF identificada tiene 33 nucledtidos
(TGAAACAAAAGATTC-N3-GAATCTGTTTTTGCA) y los palindromos descritos en otros

Guzman K., Tesis doctoral



124

RESULTADOS Y DISCUSION

miembros de la familia RpiR han sido del orden de 14bp, analizamos la posible
presencia de palindromos dentro de IRF. Asi fue posible identificar dos inverted
repeats en tdndem, uno en cada brazo de IRF, el primero formado por TGAA-Ng-TTCT vy
el segundo por TGAA-Ng-TGCA. Cabe resaltar que ambos palindromos tendrian
conservados una secuencia TGAA que estaria situada a 8 nucleétidos de una secuencia
TTC o TGC. Por todo ello la secuencia consenso de unién reconocida por HpxU puede
ser GAA-Ng-Tt/gC.

5.3.4.1.2. Unidn de HpxU a la regidn intergénica hpxU-hpxW

Una vez confirmada la regulacion del operdon hpxFGHIJK por parte de HpxU, nos
planteamos estudiar si la proteina reguladora también se unia a la regién intergénica
hpxU-hpxW de tal forma que pudiera controlar la expresién del operon hpxWXYZ o
autoregular su propia expresion.

La primera aproximacion, fue realizar un estudio mediante EMSA de la unién de
la proteina de fusion MBP-HpxU a un fragmento correspondiente a la regidn
intergénica hpxU-hpxW (P300). Tal como en otros experimentos similares, el
fragmento fue amplificado por PCR y se marcé con digoxigenina. Asi mismo, dados los
resultados anteriores, se utilizé el alantoato como posible molécula efectora.

Los resultados de la FIGURA 5.44 muestran que HpxU se une a la regién
intergénica hpxU-hpxW (sonda P300) y que el complejo de retardacién formado se
disocia cuando el alantoato estd presente en el medio, no siendo asi con alantoina o
ureidoglicolato. Para acotar la zona de unién del regulador HpxU a la regién
intergénica hpxU-hpxW se disefiaron diferentes sondas correspondientes a deleciones
del fragmento utilizado en la sonda P300. Paralelamente se analizd la secuencia de
dicha region en busca de palindromos que pudieran estar implicados en la union de la
proteina al DNA.

HpxU (pg) - 0,2 0305 0,9 1,2 0,5 0,5 0,5
ME(0,3mM) - - - - = All Alt Ug

| Wu

| |
wwie \ul

FIGURA 5.44. Unién de HpxU a Pp,,.w en presencia de posibles moléculas efectoras. EMSAs realizados
con MBP-HpxU purificada y la sonda P300 marcada con digoxigenina, la cual contiene la regién
intergénica hpxU-hpxW. ME: posibles moléculas efectoras, All: alantoina, Alt: alantoato y Ug:
ureidoglicolato. Las mezclas de reaccidon contenian un exceso de 500mM de poli(dl-dC), fueron
incubadas a 30°C durante 15 minutos y sometidas a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.

En este analisis mas detallado de la secuencia se identificaron dos inverted
repeats separados entre si por 84bp. El primero de ellos, al cual hemos denominado

Guzman K., Tesis doctoral



RESULTADOS Y DISCUSION

IRW1 (5-TGAAACGAAAGTTACA-3’), se encuentra entre las posiciones +26 y +41
respecto del inicio de transcripcién del gen hpxU. El segundo inverted repeat
denominado IRW2 (5’-TGAACGTTTCGTTTCA-3’) esta localizado entre las posiciones -57
y -73 respecto al inicio de transcripcion de hpxU y a 56bp del inicio de traduccidn del
gen hpxW (FIGURA 5.45.).

. _TGAAACGAAAGTTACA , \ TGAACGTTTCGTTTCA
o Rwa, WRwz -
hpxU — - hpxWXYZ
<J +1
P300
+105 -194
P180
+105
P120
-75 -194
o i P150
+170 +35 P135
+170 +5 P165

FIGURA 5.45. Diagrama de la region intergénica hpxU-hpxW y las sondas construidas. Las posiciones se
indican respecto al inicio de transcripcidon del gen hpxU. IRW1 e IRW2 corresponden a las dos posibles
secuencias de unidén de HpxU identificadas en esta regidn. En azul se indican los nucleétidos que forman
el inverted repeat.

Lo primero que nos planteamos fue saber si la regién en la que habian sido
identificadas IRW1 e IRW2 estaba implicada en la unién de HpxU al DNA. Para ello
realizamos EMSAs con las sondas P180, P120 y P135. Los resultados presentados en la
FIGURA 5.46 muestran que HpxU se une a la sonda P180, que contiene las dos
secuencias palindrémicas IRW2 e IRW1, pero no a las sondas P120 y P135 que no
contienen ninguno de los dos inverted repeats. Cabe mencionar que la posicion de las
cajas de unién de HpxU con respecto al inicio de transcripcidn de los genes controlados
es compatible con la accidn de un represor.

HpxU(09ug) - + + - + + - + +

At(03mM) - - + - - + - - 4
W W

b““ e

P120 P180 P135

FIGURA 5.46. Union de HpxU a diferentes sondas de hpxU-hpxW. EMSAs realizados con MBP-HpxU
purificada y diferentes sondas de la regidn intergénica hpxU-hpxW, en presencia y ausencia de
alantoato. Las mezclas de reaccion contenian un exceso de 500mM de poli(dI-dC), fueron incubadas a
30°C durante 15 minutos y sometidas a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.
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Una vez confirmado que la regién que contiene los inverted repeats IRW1 e
IRW2 esta involucrada en la unién del regulador al DNA, habia que determinar si
ambas secuencias eran reconocidas como dianas de unién o no. Para ello se utilizaron
sondas que solo contenian uno de los palindromos identificados, la sonda P150 que
contiene Unicamente IRW2 y la sonda P165 que contiene IRW1.

Los resultados de la FIGURA 5.47 muestran que tanto la sonda P150 (IRW2)
como la sonda P165 (IRW1) forman un complejo de retardacion proteina-DNA que es
disociado en presencia de alantoato. De esta forma se confirma la participacién de
ambos inverted repeats en la unién de HpxU a la regién intergénica hpxU-hpxW. La
union del regulador HpxU a esta zona es anulada cuando la molécula efectora esta
presente en el medio, lo cual sugiere que HpxU podria reprimir su propia transcripciéon
y quiza regular también la expresién del operdn hpxWXYZ.

HpxU(09ug) - + + - + +
Alt(0,3mM) - - + - - +

- u‘-U

P150 P165
(IRw2)  (IRw1)

FIGURA 5.47. Unidén de HpxU a IRW2 e IRW1. EMSAs realizados con MBP-HpxU purificada y diferentes
sondas de la region intergénica hpxU-hpxW, en presencia y ausencia de alantoato. Las mezclas de
reaccion contenian un exceso de 500mM de poli(dI-dC), fueron incubadas a 30°C durante 15 minutos y
sometidas posteriormente a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%.

Estos resultados podrian sugerir que el ligero incremento de la actividad B-
galactosidasa de la fusion transcripcional ¢(hpxU-lacZ) observado en la FIGURA 5.38
cuando el alantoato esta presente en el medio de cultivo, se deba a que esta molécula
elimina la autorepresion llevada a cabo por HpxU. En el caso de la fusidon
transcripcional ¢(hpxW-lacZ), el hecho de no observar variacion de la actividad B-
galactosidasa en presencia de alantoato o alantoina (FIGURA 5.38), sugiere que puede
ser necesaria la presencia adicional de otra molécula o proteina aun no identificada
para inducir la expresién del operdn hpxWXYZ.

Una de las caracteristicas en comun observada entre los pocos reguladores
estudiados de la familia RpiR, es que su unién al DNA parece efectuarse en zonas ricas
en AT. El regulador RpiR de E. coli se une a las regiones promotoras de los genes rpiB 'y
rpiR, las cuales tienen como caracteristica comun poseer cada una de ellas un inverted
repeat y varios direct repeats ricos en AT. En su estudio Sorensen and Hove-Jensen
1996, sugieren que dichas caracteristicas de los promotores podrian ser importantes
para la uniéon al DNA. Por otra parte el regulador MurR de E. coli, también de la familia
RpiR, forma un multimero que se une a dos inverted repeats adyacentes entre si, de
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esta forma reprime la expresién de la N-acetilmurdmico esterasa e interfiere con su
propia transcripcion (Jaeger and Mayer 2008). Es probable que la proteina HpxU se
comporte de una manera similar y pueda formar un multimero al unirse a las cajas
IRW1 e IRW2, de esta forma podria controlar su propia transcripcion y la del operdn
hpxWXYZ. En este sentido, la distancia existente de 84bp entre IRW1 e IRW2
corresponderia a 8 vueltas de hélice del DNA, de tal forma que la interaccién entre las
moléculas de HpxU podria estar facilitada por la formacién de un bucle de DNA.

Una vez identificadas las secuencias de unién del regulador HpxU tanto en el
promotor del operdn hpxFGHIJK como de la regién intergénica hpxU-hpxW (FIGURA
5.48), realizamos un andlisis comparativo a fin de identificar elementos comunes entre
estas secuencias que pudieran estar implicados en el reconocimiento de HpxU al DNA.

IRF

CATGATGTTTACCCGTTACGTTAGCATGAAACAAAAGATTCTTTGAATCTGTTTTTGCAACTAATGTTCCAG
CTACAAATGGGCAATGCAATCGTACTTTGTTTTCTAAGAAACTTAGACAAAAACGTTGATTACAAGGTC

ATACAGACGAGGCGAGGGTTGGCGAGGAATTAAAACAAAAAGTGAGAAAGGACAAGCGTTAACGGAAAAGT
TATGTCTGCTCCGCTCCCAACCGCTCCTTAATTTTGTTTTTCACTCTTTCCTGTTCGCAATTGCCTTTTCA
(hpxF)+1 ¢J 10 35

CATAGCGCCCCTGTAACTTTCGTTTCATCATCTATTCCTCATCATACTGTATCTGCTATGCCTTACACATAG
CGCGGGGACATTGAAAGCAAAGTAGTAGATAAGGAGTAGTATGACATAGACGATACGGAATGTGTATC

IRW1 (hpxU) +1 -10

_35 ~10 [ Lo
CGTGCCAGTGGGAAAATTCTGGTCATCGTTTTTATCAATGAAACGAAACGTTCAGAGATGGAACAGCTTTTG
GCACGGTCACCCTTTTAAGACCAGTAGCAAAAATAGTTACTTTGCTTTGCAAGTCTCTACCTTGTCGAAAAC

-35 IRW2

CAGTGTTCTGCGGGTGATTCGTTCAGAAAGGATAATTTRTG |
GTCACAAGACGCCCACTAAGCAAGTCTTTCCTATTARATAC

FIGURA 5.48. Secuencias de union de la proteina HpxU al promotor del operén hpxGHIJK y a la regién
intergénica hpxU-hpxW. Los inverted repeats a los que se une la proteina HpxU se indican en rojo.

El alineamiento de los dos palindromos en tandem identificados en el promotor
del operdn hpxFGHIJK (IRF) con los otros dos inverted repeats de la region intergénica
hpxU-hpxW (IRW1-IRW2), reveld similitud entre ellos permitiendo establecer una
secuencia consenso de unién al DNA para la proteina HpxU de la cepa KC2653. Los
cuatro inverted repeats son muy ricos en AT y todos tienen al inicio la secuencia TGAA
seguida de ocho nucledtidos después de los cuales estd presente otra secuencia
conservada en tres de ellos TtCA (FIGURA 5.49.).

En base al alineamiento de los palindromos proponemos la secuencia consenso
5’-TGAA-Ng-TtCA-3’ para HpxU. Esta secuencia propuesta es muy similar a la
reconocida por la proteina lolR, otro miembro de la familia RpiR. lolR regula varios
genes implicados en el metabolismo de inositol en Sinorhizobium melioti, la
comparacion de las secuencias de unién identificadas permitid establecer como
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consenso la secuencia 5’-GGAA-Ng-TTCC-3’ (Kohler et al. 2011). La comparacién de las
secuencias consenso establecidas para lolR y HpxU permitié identificar algunos
elementos en comun que podrian ser importantes para la unién al DNA de reguladores
de la familia RpiR. En ambos casos se conserva la secuencia GAA y después de un
espacio de seis u ocho nucleétidos hay otra secuencia conservada TTC. En el caso del
regulador HpxU se observd un elemento adicional muy conservado entre IRF, IRW1 e
IRW2 que es la presencia de una T al inicio del palindromo y una A al final, este hecho
podria estar asociado a la especificidad de HpxU para unirse a estos sitios en el
genoma de la cepa KC2653.

Consenso: TGAA -Ng- TtCA
IRF: TGAAACAAAAGATTCT
TGAATCTGTTTTTGCA
IRW: TGAAACGAAAGTTACA
IRW2: TGAACGTTTCGTTTCA

FIGURA 5.49. Secuencia consenso de union al DNA para HpxU de la cepa KC2653. En negrita se indican
los nucledtidos que se conservan en al menos tres de las secuencias.

5.4, MODELO DE REGULACION DE LOS SISTEMAS hpxSAB-hpxC-guaD Y hpxFGHIJK-
hpxU-hpxWXYZ

Considerando el conjunto de resultados obtenidos en los estudios de regulacion
del sistema hpxSAB-hpxC-guaD se ha demostrado que el regulador transcripcional
HpxS tiene una funcién dual como activador y como represor de la transcripcion del
operdén hpxSAB dependiendo de la presencia o no de alantoina y NAC en el medio.
Cabe recordar que la expresion de los otros genes de este sistema no depende del
regulador HpxS. La expresion del gen hpxC es constitutiva mientras que la del gen
guaD depende de la disponibilidad de nitrégeno en el medio.

A partir de estos resultados se puede construir un modelo de regulacion del
operdn hpxSAB por parte de HpxS (FIGURA 5.50).

En condiciones limitantes de nitrégeno y ausencia de alantoina en el medio, la
proteina HpxS se une tanto a S1 como a S2. Dado que HpxS presenta diferente afinidad
para cada uno de los operadores, la unién de la proteina a S2 (el sitio por el que
presenta mayor afinidad de unidn) podria facilitar la unién a S1 al incrementar la
concentracion local de proteina (FIGURA 5.23.a). De esta manera, la interacciéon lado a
lado de las proteinas unidas a sitios contiguos en el DNA provocaria la represién de la
transcripcion del operén hpxSAB. Adicionalmente, el analisis de la fusién
transcripcional ¢(hpxSAB-lacZ) en el mutante HpxS (cepa KB17K) mostré que en
condiciones limitantes de nitrégeno NAC es expresada y reprime la transcripcién del
operén hpxSAB (FIGURA 5.16). Los ensayos de EMSA permitieron identificar una
secuencia de union al DNA para NAC localizada a un lado de S1 y solapando
parcialmente a S2 lo cual hace probable que exista una interaccién entre NAC y HpxS
unida a S2.
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hpxSAB S1
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© .4

hpxSAB s1 @ S2
+1;
O

Alantoina O
/‘ O t O
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FIGURA 5.50. Modelo propuesto para la regulacion de la expresion del operén hpxSAB por la proteina
HpxS. El recuadro azul indica el sitio al que se unen NAC y la RNA polimerasa (RNA pol). La linea
punteada indica que el cambio conformacional de NAC favorece la interaccion con la RNA polimerasa
mediando su unién al DNA.

Cuando la alantoina esta presente en el medio, la union de esta molécula
efectora al dominio C-terminal de HpxS unida a S2 podria ocasionar un cambio
conformacional que modificaria la funcion del regulador (FIGURA 5.23.b). Es probable
gue esta nueva conformacion favorezca el contacto entre HpxS unida a S2 y NAC
eliminando la interaccién entre las moléculas de HpxS unidas a S1 y S2. Por otra parte
los resultados de los EMSA realizados en presencia de NAC y RNA polimerasa no solo
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mostraron que ambas proteinas se unen a la misma regién del DNA si no que in vitro
NAC tiene un efecto positivo en la unién de la RNA polimerasa al promotor de hpxSAB
(FIGURA 5.26). En este contexto es probable que el cambio conformacional inducido a
HpxS unida a S2 podria modifica la conformacion de NAC y su interaccidon con la RNA
polimerasa permitiendo asi la formacién de un complejo de transcripcidn abierto y la
activacion de la expresidn del operdon hpxSAB.

Cuando se induce la expresién del operdn hpxSAB, se transcribe el gen hpxB el
cual codifica una alantoinasa responsable de la degradacién de alantoina a alantoato.
Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el alantoato producido, es la
molécula efectora del sistema hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ. El alantoato también puede
ser obtenido del medio extracelular cuando no hay una mejor fuente de nitrégeno
disponible.

El conjunto de resultados obtenidos de los estudios de regulacién del sistema
hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ han demostrado que HpxU es un regulador transcripcional
gue reprime su propia transcripcion y la del operon hpxFGHIJK en ausencia de
alantoato. A partir de estos resultados se ha construido un modelo de regulacion de
este sistema (FIGURA 5.51).

La expresion del regulador HpxU esta influenciada por la disponibilidad de
nitrogeno en el medio y en ausencia de alantoato se une a los palindromos IRW1,
IRW2 e IRF, este ultimo a su vez estd formado por dos palindromos en tdndem. La
union de HpxU a IRF reprime la transcripcion del operén hpxFGHIJK por la interaccidn
lado a lado entre las proteinas unidas a los dos palindromos en tdandem identificados.
Los estudios de EMSA muestran mayor afinidad de HpxU por IRF respecto a IRW1 e
IRW?2 lo cual sugiere que cuando HpxU es expresada reprime primero la transcripcion
del operén hpxFGHIJK, una vez que el sitio IRF ha sido ocupado el regulador podria
unirse a IRW1 e IRW2 para reprimir su propia transcripcion.

Las secuencias IRW1 e IRW2 estan localizadas en la region intergénica hpxU-
hpxW y separadas entre si por 84bp, en este sentido es probable que la interaccion de
las moléculas de HpxU unidas a estos palindromos forme un bucle del DNA que
reprimiria la transcripcion del gen hpxU y podria interferir con la del operén hpxWXYZ.
Para la formacién de este bucle podria participar alguna proteina estructural como IHF,
HU &6 FIS. Dado que el andlisis de la actividad B-galactosidasa de la fusion
transcripcional ¢(hpxW-lacZ) no mostré que el alantoato activara su expresion, podria
ser que fuera necesaria la presencia adicional de otra molécula o proteina hasta ahora
no identificada que indujera la transcripcidn del operdn hpxWXYZ.

Cuando el alantoato esta presente en el medio, la unién de esta molécula
efectora al extremo C-terminal de HpxU podria provocar un cambio conformacional
gue eliminaria las interacciones entre las moléculas de esta proteina unidas en los
diferentes palindromos, ademas los estudios de EMSA realizados muestran que la
presencia de alantoato elimina la unién de HpxU al DNA. De esta forma HpxU dejaria
de reprimir su propia transcripcion y se induce la expresion del operdn hpxFGHIJK.
Mientras el alantoato esté presente en el medio, el regulador HpxU no podra unirse al
DNA para reprimir la transcripcion.
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FIGURA 5.51 Modelo propuesto para la regulacion de la expresion de las unidades transcripcionales
hpxFGHIJK, hpxU por la proteina HpxU. El recuadro naranja indica una proteina que podria facilitar la
formacién del bucle del DNA.

hpxWXYZ
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1. Se han identificado en el genoma de la cepa KC2653 los sistemas génicos
hpxSAB-hpxC-guaD y hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ implicados en el metabolismo
de alantoina como fuente de nitrégeno.

2. El sistema génico hpxSAB-hpxC-guaD esta implicado en la degradacion de
alantoina a alantoato. Se compone de tres unidades transcripcionales: hpxSAB,
hpxC y guaD, las dos primeras se transcriben a partir de promotores o’°
mientras que el gen guaD presenta un promotor dependiente de 6>*.

3. El gen guaD codifica una guanina desaminasa que presenta especificidad de
sustrato para guanina con parametros cinéticos Km= 8,9uM y Vpax= 1,13 umol
min™ mg'l.

4. El gen hpxB codifica una alantoinasa independiente de metales que cataliza la
transformacién de S-alantoina en alantoato y presenta una actividad especifica
de 390 U/mg.

5. El andlisis in silico de los genes hpxA y hpxC sugiere que estos genes codifican
una alantoina racemasa y una alantoina permeasa respectivamente.

6. El gen HpxS codifica una proteina reguladora de la familia GntR. HpxS actua
como represor del operén hpxSAB en ausencia de alantoina y como activador
en presencia de esta molécula.

7. Las unidades transcripcionales hpxSAB y guaD estan reguladas por
disponibilidad de nitrdgeno mediante las proteinas NAC y NtrC
respectivamente, mientras que la expresion del gen hpxC es constitutiva.

8. La maxima expresidon del operdn hpxSAB requiere de la presencia de las
proteinas HpxS y NAC asi como de alantoina.

9. El sistema hpxFGHIJK-hpxU-hpxWXYZ esta implicado en el metabolismo
posterior de alantoato como fuente de nitrogeno. Se compone de tres unidades
transcripcionales: hpxFGHIIK, hpxWXYZ, que se transcriben a partir de
promotores 6’°, y hpxU que podria transcribirse a partir de un promotor ¢*.

10. El gen hpxK codifica una alantoato amidohidrolasa dependiente de manganeso
gue cataliza la transformacién de alantoato a ureidoglicina. Se han calculado
sus parametros cinéticos K,,=0,11mM y Vmax=4x10'2 U/mg. Su pH éptimo es 8,5.

11. El analisis in silico sugiere que los genes hpxFGHI estan implicados en la entrada
de alantoato a la célula, el gen hpxJ cataliza el paso de ureidoglicina a oxalurato
por transaminacién y los genes hpxWXYZ estarian implicados en el posterior
metabolismo de oxalurato.

12.El gen hpxU codifica un regulador transcripcional de la familia RpiR que
reconoce TGAA-Ng-TtCA como secuencia consenso de union al DNA. HpxU
reprime su propia transcripcion y la del operén hpxFGHIJK en ausencia de
alantoato.
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13. La expresion del operdn hpxWXYZ es independiente de la disponibilidad de
nitrégeno asi como de la presencia de alantoato. Su maxima induccién se
produce en presencia de oxamato, si bien no se descarta la participacion
adicional de otra molécula o proteina aun no identificada para la induccién de
este operodn.
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8. ANEXOS
ANEXO 1: OLIGONUCLEOTIDOS

En los casos en los que los cebadores contenian alguna diana de restriccion,
esta se indica en negrita. Los nucledtidos subrayados han sido cambiados.

Determinacion de los inicios de transcripcion mediante RACE

Poli d(T) GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTITTTV; V=A, C6 G
PCR anchor primer GACCACGCGTATCGATGTCGAC (Roche)
Operdén hpxSAB

hpxS_sp1l TGACCAGTTGCACAGCGGCG
hpxS_sp2 CGGCTCACGGCGAACACCTC
hpxS_sp3 CGATAGCCGTCATCAGCGCC
Gen hpxC

hpxC_spl GAACCTGCCAGCTGGCCAGC
hpxC_sp3 TGGTCGCGGGTCGGCGCCAG
Gen quaD

guaD_spl GATCGACATAGCCCTTCAGG
guaD_sp2 AGCAGGGCGATAATTTTCCC
guaD_sp3 CCTCATCCGGGGTCTCCGCC
Operdén hpxFGHIK

hpxF_spl GATTTCGCCAGATAGCGCGC
hpxF_sp2 ACGGCGGAAAGTCCTGGGG
hpxF_sp3 GCTGGTCAGCCTGCGCGGC
Gen hpxU

hpxU_sp1 TCCTTATATTTGTCGTAACC
hpxU_sp2 ACGCCGCTAGCTGCGCCAG
hpxU_sp3 AAGATGAAATCCGCCACCCG

Construccion de fusiones transcripcionales al gen lacZ

M13 GTAAAACGACGGCAGT

Operdn hpxSAB

Psc(2)_EcoRl.fw CGGAATTCTGTGCACGTCC
Psc(2) Smal.rv TCCCCCGGGTGGTAAATGCTTTC

Gen_hpxC
Psc(1) _EcoRl.fw CGGAATTCTGGTAAATGCTTT
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Psc(1) Smal.rv

Gen guaD
PguaD_EcoRl.fw

PguaD_BamHl.rv

Operdn hpxFGHIJK

PhpxUF-EcoRl
PhpxUF-BamHI
Gen hpxU
PhpxU-EcoRI
PhpxU-BamHlI
Operdn hpxWXYZ
PhpxW-EcoRl
PhpxW-BamHI

TCCCCCGGGTGTGCACGTCCGAC

CGGAATTCCCACCTACCGC
CGCGGATCCACGCCGGCGATA

CGCGAATTCATCCACGATATCGCCACGCT
CGGGGATCCCAGACGATAGGAGACAAGCG

CGCGAATTCCTCTGACTGGCGAGGTGGTG
CGGGGATCCTCCTGCGGCGACAGCGAGGC

CGCGAATTCTCCTGCGGCGACAGCGAGGC
CGGGGATCCCTCTGACTGGCGAGGTGGTG

Clonacion de proteinas de fusion a MBP

HpxS
HpxS_BamHl.rv

HpxS_EcoRI.fw
GuaD
PmalregguaD1.fw
pmalguaD.rv
HpxB
pmalregpuuEl.fw
pmalpuuE.rv
HpxU
Mal-HpxU-fw
Mal-HpxU-rv
HpxK
Mal-hpxK-fw
Mal-hpxK-rv

CGGGATCCTCACGACTCCTT
CGGAATTCATGAATAATGAACATCGTCTCCAGG

CGCGAATTCATGATGGATTACCAGACCGC
AATTCTAGATCAATCCTGACACCACACCCGCTC

CGCGAATTCATGGGAGAGAACCAGGAACAC
AATTCTAGACTACCCGCGATACGGATGGGTTTCG

CGCGAATTCATGCAACAACTCGATGAACGA
GCCGGATCCTCAGCGTTGTTCCAGCTCGTC

GCGGAATTCATGAGTGACACCGTCCGCCAG
GCGGGATCCTCAGGCGTCGGCCACCTTC

Construccion del mutante hpxS::kan

HpxSmut2
HpxSmutl_ EcoRlI

GCCGAATTCGACCATCGTCGCCATATGCATTGC
GGCGAATTCAAACCGCCGGACCAGC
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KanXho.fw

KanXho.rv

GACATACTCGAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
AGTATCCTCGAGCATATGAATATCCTCCTTAG

Sintesis de sondas usadas en los EMSAs

Regidn intergénica hpxS-hpxC

Psc(2) Smal.rv
Psc(2) dell.rv
Psc(2)_del2.rv
Psc(2)_del3.rv
Psc(1)_Smal.rv
Psc(1)_dell.fw
Psc(1) del2.fw
Psc(1) del3.fw
ShpxSmut.fw
ShpxSmut.rv
NACboxmut.fw
NACboxmut.rv

TCCCCCGGGTGGTAAATGCTTTC
TCCTCTGAATGAAAACCCTTTG
GAATGATGAATCTTGTATAC
GATCTGCTATCGATAAGTG
TCCCCCGGGTGTGCACGTCCGAC
GGTTTCACTTATCGATAGCAG
GTATACAAGATTCATCATTC
GCCTCAGCAATCCATATCAAAGG

CCACTCCGGTTTCACTTATCGATAGCAGATCCCATGAATAAAATTTAATT
GATGAATCAAGTATACAAAAATTAAATTTTATTCATGGATCTGCTATCG
CGATAGCAGATCGTATACATAAAGCATAATTTTTGGCAACAAGA
CCAGGCCAGAATGATGAATCTTGTIGCCAAAAATTATGCTTTATG

Region promotora del gen guaD

PguaD_EcoRl.fw
PguaD BamHl.rv

CGGAATTCCCACCTACCGC
CGCGGATCCACGCCGGCGATA

Region promotora del operdn hpxFGHIJK

F_P150 Fw
F_P149 Rv
F_P70 Fw
F_P70Rv
IRcut. rv
IRcut. fw
IRdell. Fw
IRdel2. Fw
FP140. Fw
FP140. Rv

GGACAAGCGTTAACGGAAAAG
TCCTCGCCAACCCTCGCC
GTTTACCCGTTACGTTAGCATG
GTATCTGGAACATTAGTTGC
AGAATCTTTTGTTTCATGCTAACG
TGAATCTGTTTTTGCAACTAATGTTC
GAAACAAAAGATTCTTTGAATC
GATTCTTTGAATCTGTTTTTG
GTCCTGGGGTACGGCAATGC
AACGGGTAAACATCATGAAG

Regidn intergénica hpxU-hpxW

IRWdell
IRWdel2
P105U. Rv

CCATCTCTGAACGTTTCGTTTCAT
GATGGAACAGCTTTTGCAGTGTTC
GAACGACTGAAAGGGCAATACGCCT
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P210U. Fw CTCGGCGCTGTTGTAGCTTATC

P210U. Rv CAGAATTTTCCCACTGGCACGC

IRW. Fw GTCATCGTTTTTATCAATGAAACG
PhpxU-EcoRl CGCGAATTCCTCTGACTGGCGAGGTGGTG
P135U. Rv AGTTACAGGGGCGCTATGCAAC

P165U. Rv CAGTATGATGAGGAATAGATG

GENOME WALKING

GSP1 TCGAGGCGCTGCGTATTTCACGGGACTT
GSP2 TGGCCGATGCGATCGGCTATGCCGAAGA
GSP1.2 AACTGCTGAGCGACCGGCCGCCAGCGA

Otros oligonucleétidos utilizados

pGEMTT7 TAATACGACTCACTATAGGG (Promega)
pGEMTSP6 TAAATCCACTGTGATATCTT (Promega)
pRS415seq CCAGGAATTGGGGATCGGAATTC
pRS415ext GTCGCCGCTTTCATCGGTTGT
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