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INTRODUCCION

1.1. REGULACION AMBIENTAL DE LA EXPRESION GENICA EN
BACTERIAS

Una de las caracteristicas de las células bacterianas es la capacidad de adaptarse
rapidamente a los frecuentes cambios en las condiciones ambientales del entorno donde
se encuentran. En los procariotas la regulacion de la expresion génica constituye una
herramienta fundamental para dicha adaptacién a las condiciones ambientales,
posibilitando que tales cambios se vean reflejados en los patrones de expresion génica.
De este modo, las bacterias son capaces de detectar variaciones en los parametros
fisicoquimicos del medio externo, ajustando asi la maquinaria bioquimica en funcion de
estos cambios. Dichas variaciones pueden ser tanto en pardmetros quimicos,
relacionados con aspectos nutricionales del medio (presencia o ausencia de iones,
fuentes de energia, receptores finales de electrones), como de paradmetros fisicos
(temperatura, presion hidrostatica y presion osmotica). Los estimulos ambientales son
captados directamente o indirectamente por la célula a través de los correspondientes
sensores. Puede ser que el estimulo sea capaz de penetrar al interior de la célula (por
ejemplo, un substrato del metabolismo) o bien que se produzca la deteccion del
estimulo en respuesta a un efecto sobre componentes celulares (por ejemplo, cambios de
temperatura que pueden llegar a producir un efecto en el plegamiento de determinadas
proteinas). Existen estimulos, como el pH y la osmolaridad, que son detectados a través
de receptores especificos de membrana que actian como sensores de sefial en la
superficie celular (Gross & Neidhardt, 1996). Los mecanismos de reconocimiento de
estimulos exteriores, la transmision de estas informaciones (y si la respuesta que
comporta es especifica o global) pueden ser de mas o menos complejidad dependiéndo

del sistema particular.

1.2. REGULACION DE LA VIRULENCIA COMO UN EJEMPLO
DE REGULACION AMBIENTAL

La capacidad de modificar el patron de expresion génica en funcion de
pardmetros ambientales es un aspecto crucial en la supervivencia tanto de bacterias que
se encuentran en el medio ambiente externo como de bacterias patogenas localizadas en

el interior de un organismo hospedador. En este ultimo caso, para que las bacterias
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puedan colonizar con éxito determinados tejidos y desencadenar la consecuente
infeccidn, es necesario llevar a cabo una regulaciéon coordinada, simultinea y/o
secuencial de la expresion los distintos factores de virulencia bacteriana implicados en
dicho proceso. La expresion adecuada de los distintos factores de virulencia tiene su
origen en el hecho que las bacterias son capaces de obtener suficiente informacion
acerca del nicho ecoldgico en que se encuentran en cada momento, detectando
parametros ambientales especificos del interior del hospedador. Las bacterias patogenas
han desarrollado un complejo sistema de deteccion de sefiales que les permite inducir la
expresion de determinados genes cuyos productos son necesarios para llevar a cabo el
proceso de colonizacidn e infeccion del hospedador. Dentro de este conjunto de genes
se destacan los que codifican para factores de virulencia, tales como toxinas, factores de
adhesion, invasinas o capsulas. Normalmente estos factores de virulencia son elementos
no esenciales para la fisiologia celular durante la fase de vida libre del patégeno, siendo
unicamente necesarios durante el proceso de infeccidon. Por este motivo, su expresion se
encuentra regulada de forma muy precisa y rara vez se presenta de forma constitutiva
debido al elevado gasto energético que ello supondria (Guiney, 1997). A lo largo de las
diversas fases de un proceso infeccioso son necesarios distintos factores de virulencia,
por lo que la bacteria seguird detectando estimulos del medio y regulando la expresion
de los correspondientes genes a lo largo de todo el proceso. De esta forma, la bacteria
estd continuamente obteniendo informacién de su entorno y ajusta la expresion de sus
genes de virulencia en funcién de la informacion recibida. Entre los parametros
ambientales que afectan a la expresion de los factores de virulencia cabe resaltar la

temperatura, la osmolaridad, la disponibilidad de hierro, el pH y los niveles de oxigeno.

1.2.1. Temperatura

La temperatura es uno de los principales factores ambientales que desencadena
un importante efecto sobre los procesos celulares, por lo que las bacterias presentan
diversos termosensores moleculares que les permiten ajustar su patrén de expresion
proteica ante cambios en este parametro. Existen tres posibles factores que intervienen
en los diferentes mecanismos de termorregulaciéon de la expresion génica: I) la
topologia del ADN, que viene determinada por el superenrollamiento del ADN y su
curvatura (Hurme & Rhen, 1998), II) la estructura del ARN mensajero y III) el

plegamiento proteico.
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I) El supererollamiento del ADN, proceso por el cual el ADN cromosémico o
plasmidico es tensionado de forma helicoidal, requiere la participacion equilibrada de
dos enzimas, la topoisomerasa [ y la ADN girasa (o topoisomerasa II). En bacterias,
cambios en el balance entre ATP/ADP celular, osmolaridad del medio, temperatura y
anaerobiosis son procesos que afectan el supererollamiento del ADN vy
consecuentemente la expresion génica (Hurme & Rhen, 1998; Snyder & Champness,
2007). La actividad de determinados promotores de genes bacterianos responde a
cambios en la temperatura que a su vez, estdn relacionados con el nivel de
superenrollamiento del ADN. El superenrollamiento del ADN también parece jugar un
papel central en la regulacion dependiente de temperatura de genes asociados a factores
de virulencia (Dorman, 1991). Como ejemplo, en S. Typhimurium varios genes
asociados al proceso de invasion celular poseen una regulacion dependiente del
supererollamiento del ADN (Galan & Curtiss, 1990). En Shigella flexneri la
transcripcion de genes asociados a virulencia codificados por el plasmido de virulencia
de esta cepa son regulados por temperatura a través del superenrollamiento del ADN
(Dorman et al., 1990).

I) En relacion a la estructura del ARN mensajero (ARNm), se han descrito
diferentes efectos sobre la traduccidon que son dependientes de temperatura.
Normalmente los efectos al nivel de ARNm se producen por la oclusidén o cambios en la
secuencia Shine-Dalgarno. Un posible mecanismo mediante el cual la temperatura
regula la maquinaria traduccional incluye cambios en la estructura del ARNm o las
proteinas ribosdémicas, o simplemente, un cambio en la cinética de traduccién
provocado por la temperatura (Hurme & Rhen, 1998). También es importante la
formacion de “R-loops” en el proceso de elongacidn de la transcripcion. La formacion
de dichos bucles se produce por hibridacién de la molécula de ARN que estd siendo
sintetizada con el duplex de ADN, formdndose un bucle constituido por un daplex
ADN-ARN y una cadena sencilla de ADN de idéntica secuencia al ARN hibridado. La
formacidn de esta estructura, que viene determinada por la topologia del ADN y su
secuencia nucleotidica, bloquearia la elongacion de la cadena de ARN mensajero
(Baaklini et al., 2004; Drolet, 2006; Huertas & Aguilera, 2003). Otro mecanismo
recientemente caracterizado seria la oclusidon de la secuencia Shine-Dalgarno por un
elemento molecular conocido como termometros de ARN (ARNTSs). Estas estructuras
se encuentran en la secuencia no codificante (5° UTR) de algunos genes involucrados en

virulencia y choque térmico (Narberhaus, 2010; Narberhaus ef al., 2006). Los ARNTs
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responden a cambios de temperatura de forma que ellos son capaces de controlar la
traduccion de ARNm pre-existentes o en via de sintesis (Kortmann & Narberhaus,
2012). El proceso molecular es dependiente de un cambio de temperatura y consiste en
la oclusion de la secuencia de Shine-Dalgarno debido a formacidén de estructuras

secundarias, (Fig. 1.1), (Kortmann & Narberhaus, 2012; Narberhaus et al., 2006).

4
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Figura 1.1. Modelo de accion de ARNTs. A baja temperatura (lado izquierdo), el aceso a la
secuencia Shine-Dalgarno (AGGA) y en algunos casos el codon de inicio AUG esta bloqueado
al formarse una estructura secundaria. A alta temperatura (lado derecho), se deshace la

estructura secundaria y el ribosoma tiene acceso. Adaptado de (Narberhaus, 2010).

IIT) La proteina TIpA (alpha-helical coiled-coil protein) es un ejemplo del efecto
de la temperatura sobre el plegamiento proteico. Fue el primer caso descrito de una
proteina capaz de regular la expresion génica a través de distintas formas de
plegamiento de su estructura terciaria dependientes de cambios de temperatura (Hurme
et al., 1997). TlpA es un regulador transcripcional codificado por el plasmido de
virulencia de Salmonella. Se ha determinado que esta proteina es capaz de regular su
propia expresion, siendo la misma dependiente del equilibrio entre distintas formas de
plegamiento proteico, variables por cambios de temperaturas y, que a su vez determinan
su actividad de unién al ADN (Hurme & Rhen, 1998). El mecanismo molecular esta
basado en los dominios “coiled-coil” (bucles superenrollados) que posee esta proteina.
Tales dominios son estructuras versatiles presentes en un gran numero de proteinas y
responsables de mantener un equilibrio entre los monémeros libres y los oligdmeros
agrupados (Hurme & Rhen, 1998). Este equilibrio depende tanto de la temperatura
como de la concentraciéon de la proteina y puede ser utilizado como sensor de la
temperatura incluso cuando la proteina no es un regulador de la expresion génica

(Hurme & Rhen, 1998). Otro ejemplo que ilustra la regulacion dependiente de
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temperatura es la capacidad de oligomerizacion de la proteina H-NS (Histone-like
Nucleoid Structuring protein), la cual es dependiente de temperatura (Stella et al.,

2006).

1.2.2. Osmolaridad

La osmolaridad es otro de los factores ambientales que afectan a la regulacion de
la expresion de factores de virulencia en diversos microorganismos patdgenos. En la
regulacion de la expresion génica ante cambios en la osmolaridad esta implicado el
grado de superenrollamiento del ADN. Un cambio brusco en la osmolaridad también
del medio, es decir, un choque osmoético puede aumentar en cuatro veces la relacion
ATP/ADP celular, aumentando al mismo tiempo el grado de superenrollamiento global
del cromosoma bacteriano (Higgins et al., 1988).

La osmolaridad, mediante la regulacion de la expresion génica, influencia la
expresion de genes asociados a la maquinaria celular como, por ejemplo, el gen proU
(codifica un transportador de glicina betaina), la transcripcion del cual se incrementa en
respuesta a un aumento en la osmolaridad del medio (Higgins et al., 1988). Por lo que
respecta a genes asociados a la virulencia, existen varios estudios donde se ha descrito a
la osmorregulacién como uno de los factores decisivos para la correcta expresion de los
mismos. Por ejemplo en E. coli la expresion del operdn sfa que codifica la adhesina
fimbrial S (Morschhiuser ef al., 1993), la produccion de fimbrias tipo I de adherencia
agregativa en E. coli enteroagregativas (EAEC) (Nataro ef al., 1994) y la expresion de
la a-hemolisina (Mourifio et al., 1994) son sensibles a la osmolaridad. En Salmonella,
el regulador transcripcional yfeR (Bafios et al., 2011) y el sistema de secrecion del tipo
III, codificado en la isla de patogenicidad I, se inducen en condiciones de elevada
osmolaridad (Bajaj ef al., 1996), mientras que el sistema de secrecion del tipo III
presente en la isla de patogenicidad II se induce en condiciones de baja osmolaridad

(Garmendia et al., 2003; Lee et al., 2000).

1.2.3. Hierro

El hierro es un elemento fundamental para el crecimiento de practicamente todas

las formas de vida. Aun siendo un elemento muy abundante en la corteza terrestre, su

captacion por parte de los seres vivos resulta muchas veces un proceso dificil, dado que
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en condiciones de aerobiosis y a pH neutro se encuentra en la forma de i6n férrico
(Fe’™), que resulta insoluble. Por otro lado, en condiciones de anaerobiosis, la forma
ferrosa (Fe"), resulta soluble y por tanto més facil de captar pero provoca la formacion
de radicales hidroxilo (OH") que resultan toxicos. Este problema, sin embargo, no existe
si el i6n ferroso se encuentra unido a proteinas transportadoras, como ocurre en el
interior de hospedadores animales, en los que se encuentra asociado a proteinas como,
por ejemplo, la transferrina, lactoferrina o la misma hemoglobina. Las bacterias
presentan diversos mecanismos para obtener hierro, como son la captacién de grupos
hemo (Genco & Dixon, 2001) o la secrecion de sider6foros y/o hemdforos que forman
complejos con la fuente de hierro, uniéndose posteriormente a la superficie bacteriana
mediante receptores especificos. La capacidad de las bacterias patdgenas de captar
hierro en el organismo hospedador contribuye de forma importante a su capacidad de
virulencia, ya que facilita su crecimiento en el interior del organismo (Wooldridge &
Williams, 1993). La presencia de hierro provoca la expresion de varios factores de
virulencia como capsulas (Telang et al., 2001), adhesinas (Moreira et al., 2003), y
toxinas como la “shiga-toxin” (Litwin & Calderwood, 1993).

Un mecanismo mediante el cual el hierro regula la expresion génica en bacterias
gram-negativas y algunas gram-positivas viene mediado por la proteina Fur (Ferric
uptake regulator). Originalmente descrita en E. coli, Fur es una proteina represora
sensible a presencia de hierro, estando primeramente involucrada en el control de la
expresion de genes responsables del transporte de hierro y formacion de siderdforos
(Lee & Helmann, 2007). En presencia de iones Fe*, Fur forma un complejo con este
i6n y reprime la transcripcion mediante unién a secuencias especificas en la region
promotora (cajas Fur) de genes implicados en la captacion del hierro, toxinas como la
hemolisina, genes implicados en la sintesis de pili (Agranoff & Krishna, 2004), y activa
la expresion de la maquinaria de secrecion del tipo III de la isla de patogencidad 1 de

Salmonella (Ellermeier & Slauch, 2008; Teixido6 et al., 2011).

1.2.4. pH

Antes de alcanzar el intestino y colonizarlo, las bacterias patdégenas han de
atravesar el estobmago, donde las condiciones de pH llegan a ser extremadamente acidas.
Bacterias entéricas tales como E. coli y Salmonella spp. sobreviven al transito

estomacal pero no crecen en tal nicho (Audia & Foster, 2003; Foster, 2004). Es por este
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motivo que estas bacterias, en respuestas a cambios en el pH del medio, han
desarrollado la capacidad de ajustar la actividad y sintesis de proteinas asociadas no
solo a procesos que le permitan su supervivencia en estas condiciones extremas, como
por ejemplo el sistema gad de resistencia al acido en E. coli (Castanie-Cornet et al.,
1999), sino también a procesos relacionados con su capacidad de virulencia. Para estas
bacterias la acidificacion del medio es una sefial que les indica la presencia de un
organismo hospedador, por lo que responden con la expresion de un conjunto de genes
entre los que se encuentran genes relacionados con la virulencia.

S. Typhimurium es considerado un organismo neutréfilo, es decir, capaz de
crecer en un ambiente con un pH entre 6 y 8 (Riesenberg-Wilmes et al., 1996). Durante
el proceso de colonizacion de un hospedador, Salmonella es expuesta a un dréstico
cambio de pH al encontrar el ambiente acido del estomago y también al llegar a invadir
macrofagos, donde se concentran en fagolisosomas. Una posible explicacion de cémo
Salmonella es capaz de sobrevivir en condiciones extremas de pH dacido, seria la
capacidad de una respuesta adaptativa al acido (ATR — adaptive acid tolerance
response) (Foster & Hall, 1990). Esta respuesta desencadena una reprogramacion
génica de la célula bacteriana activando la expresion de genes capaces de proteger la
célula frente una variacion de pH (Foster & Hall, 1990; Riesenberg-Wilmes et al.,
1996). Un caso extremo lo podemos encontrar en Helicobacter pylori, capaz de
colonizar la mucosa gastrica y en la que se ha comprobado que la proteina Fur es un

componente clave para la adaptacion a pH éacido (Bijlsma et al., 2002).

1.2.5. Oxigeno

La reducida tension de oxigeno en el hospedador, asi como los elevados niveles
de CO,, son importantes sefiales para las bacterias patogenas, modificando la expresion
de genes esenciales para su capacidad de colonizacion (Ernst ef al., 1990; Shimamura et
al., 1985; Troxell et al., 2011a).

En diversos patdgenos bacterianos la induccién in vitro de genes de invasidn en
condiciones de baja concentracidn de oxigeno refleja la situacion in vivo en las que
estos genes se expresan, es decir, el ambiente propio del tracto intestinal. Por lo tanto, el
metabolismo anaerdbico parece ser de extrema importancia para patogenos y para la

patogénesis (Filiatrault ez al., 2006; Fink et al., 2007; Troxell et al., 2011Db).
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En S. Typhimurium se describi6 que esta especie posee la capacidad de producir
durante el proceso inflamatorio un nuevo aceptor de electrones (tetrationato), siendo la
misma capaz de utilizarlo para el proceso de obtencion de energia y asi competir con la
flora intestinal, cuyos organismos obtienen energia a través del proceso fermentativo
(Winter et al., 2010). La proteina Fur posee un papel central en la regulacion de la
virulencia en Salmonella en condiciones de aerobiosis (Troxell et al., 2011b) como

también de anaerobiosis (Troxell ez al., 2011a).

1.3. PROTEINAS ASOCIADAS AL NUCLEOIDE

En las células procariotas, el genoma bacteriano no compactado presenta una
longitud muy superior al tamafio celular, por lo que es necesario su empaquetamiento y
condensacion en una estructura que se denomina nucleoide bacteriano. En el caso de E.
coli la acciéon combinada de diversos factores tales como el superenrollamiento del
ADN vy las proteinas asociadas al nucleoide, permite que el cromosoma ocupe apenas
una cuarta parte del volumen celular (Dame, 2005). Esta compleja estructura es capaz
de conciliar la necesidad de empaquetar la gran cantidad de ADN con el requerimiento
de la célula de replicarse y regular la expresion génica en respuesta a cambios rapidos
de las condiciones nutricionales y ambientales.

Las proteinas asociadas al nucleoide poseen un papel central en la organizacidn,
replicacion, segregacion, reparacion y expresion del cromosoma bacteriano (Browning
et al., 2010). Determinadas proteinas asociadas al nucleoide también regulan el inicio de
la transcripcion de determinados promotores y, junto con factores de transcripcion,
regulan la expresion génica en respuestas al crecimiento y a los cambios en las
condiciones ambientales (Browning ef al., 2010). En E. coli se han descrito diferentes
proteinas asociadas al nucleoide o NAPs (Nucleoid Associated Proteins) (Azam &
Ishihama, 1999; Dillon & Dorman, 2010). Algunas de las NAPs mejor estudiadas son
HU (Heat-Unstable Nucleoid Protein), IHF (Integration Host Factor), H-NS (Histone-
like Nucleoid-Structuring Protein), StpA (Supresor of td-mutant phenotype A), Lrp
(Leucine-responsive regulatory protein), FIS (Factor for Inversion Stimulation), y Dps
(DNA-Binding Protein from starved cells). Todas las NAPs se unen al ADN. Existen
NAPs que se unen al ADN curvado como HU, otras a secuencias de ADN ricas en AT

(adenina y tiamina) como H-NS y StpA, y otras que se unen de forma especifica a una
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secuencia consenso como, por ejemplo, IHF y Lrp (revisado por (Dillon & Dorman,
2010)).

La concentracion de estas proteinas en el citoplasma celular varia dependiendo
de las condiciones de crecimiento celular y de la fase de crecimiento (Fig. 1.2). Por
ejemplo, Fis parecer ser més abundante en fase exponencial, mientras que IHF y Dps se

expresan mas en fase estacionaria (Azam & Ishihama, 1999; Dillon & Dorman, 2010).

Lag phase—log phase ~ Log phase—stationary
transition phase transition

Dps

H-NS

IHF

Protein concentration

Fis

Figura 1.2. Patrén de expresion de las cuatro principales NAPs al largo del crecimiento
bacteriano. En el eje X se indica el tiempo de cultivo, y en el eje Y se indica tanto el
crecimiento como las concentraciones de las cuatro NAPs estudiadas. En azul se indica la
proteina IHF, en rojo la proteina H-NS, en amarillo la proteina Fis, y en naranja la proteina Dps.
En verde oscuro se presenta la curva de crecimiento al largo del tiempo. Adaptado de (Dillon &

Dorman, 2010)

Las NAPs mejor caracterizadas son HU, IHF, Lrp, Fis y H-NS. De las mismas

cabe resaltar algunas caracteristicas:

= HU: la proteina HU esta compuesta por dos subunidades, HUa y HUP, las
cuales comparten una identidad de 70% en la secuencia aminoacidica. En E. coli
y S. Typhimurium, HU existe en las formas de homodimeros o heterodimeros,

las cuales son dependientes del crecimiento bacteriano (Claret & Rouviere-

11
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Yaniv, 1997). La interaccién de la proteina HU con el ADN parece ser
inespecifica, pero se sabe que existe una preferencia de union a regiones donde
el ADN se presenta distorsionado, tal como curvaturas (Castaing et al., 1995).
Parece ser que la proteina HU actia en los procesos de recombinacion y
topologia del ADN (Broyles & Pettijohn, 1986; Dillon & Dorman, 2010). HU
parece influenciar la expresion de varios genes en E. coli, entre algunos,
aquellos involucrados en metabolismo y respiracion (Oberto et al., 2009). HU
parece también contribuir en la flexibilidad del ADN al doblar las cadenas del
mismo y facilitar la formacién de bucles, los cuales son importantes para la

regulacion génica y la arquitectura del cromosoma (Becker et al., 2007).

IHF: la proteina IHF fue primeramente caracterizada como un cofactor en la
recombinacion especifica de lugar del bacteriofago A. Las proteinas IHF y HU
comparten similitudes en la secuencia aminoacidica, pero poseen distintas
maneras de interaccionar con el ADN (Dillon & Dorman, 2010). Aunque HU se
une al ADN de una manera no especifica en secuencia, IHF se une a una
secuencia consenso [(A/T)ATCAANNNTT(G/A)], y es capaz de realizar un giro
formando una U al ADN (Hales ef al., 1994; Swinger & Rice, 2004). En E. coli
y S. Typhimurium, IHF estd compuesta por dos subunidades, o y p.
Normalmente la forma activa de la proteina se presenta en heterodimeros of,
aunque datos recientes de un andlisis transcripcional de S. Typhimurium
revelaron que las formas homodiméricas aa y Pp también poseen actividad
bioldgica (Mangan et al., 2006). IHF influencia la transcripcion global en E. coli
y S. Typhimurium (Arfin et al., 2000; Mangan et al., 2006) a través de la
capacidad de doblar el ADN facilitando el contacto entre las proteinas
reguladoras y la ARN polimerasa (Santero et al., 1992). IHF es un componente
esencial en los procesos de recombinacion especifica de lugar y en la

transposicion del ADN (Dillon & Dorman, 2010; Haniford, 2006).

Lrp: la proteina Lrp influencia la transcripcion de aproximadamente 10% de los
genes de E. coli y, dependiendo del gen diana, la actividad de Lrp puede ser
potenciada, inhibida o no afectada por la presencia de leucina (Cho et al.,

2008a). Lrp regula la transcripcion de genes involucrados en la absorcion de
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nutrientes y metabolismo de aminoacidos (Dillon & Dorman, 2010). No
obstante, Lrp también estd involucrada en la regulacion de genes asociados a
virulencia, regulando la variacion de fase en la expresion de pili (Dillon &
Dorman, 2010). Intracelularmente Lrp se presenta de varias maneras: en forma
dimérica, octamérica y hexadecamérica. La presencia de leucina favorece la
disociacion de la forma hexadecamérica a octamérica (Chen & Calvo, 2002).
Lrp influencia la expresion de ARN ribosémicos (ARNr) en E. coli al cooperar

con H-NS en la represion de la transcripcidon de los mismos (Pul et al., 2007).

Fis: la proteina Fis fue ampliamente estudiada debido a su implicacién en la
organizacion y/o regulacidon del genoma bacteriano (Dillon & Dorman, 2010).
Fis posee papeles centrales en la regulacion transcripcional en E. coli y S.
Typhimurium (Bradley e al., 2007; Kelly et al., 2004). Normalmente Fis se
asocia en forma de homodimeros y se une a una secuencia consenso rica en A/T
(adenina/timina) de aproximadamente 17 pares de bases, excepto en las
posiciones 2 y 16, donde normalmente se encuentra una G o C (guanina o
citosina) (Cho et al., 2008b). Fis participa en la modulacién de procesos
celulares tales como transcripcidn, replicacién y recombinacion del ADN
(Dorman, 2009). No obstante, Fis puede activar o reprimir la expresion de genes
dependiendo de la posicion de las cajas de union de la misma si coinciden con
los sitios de union de la ARN polimerasa (Dillon & Dorman, 2010). Fis también
puede actuar como activador transcripcional al contactar fisicamente con la
ARN polimerasa (McLeod ef al., 2002). Actualmente se estd considerando a Fis
como un regulador importante de genes de virulencia de patdgenos bacterianos.
Promueve la transcripcion de genes de invasion de Shigella flexneri (Falconi et

al.,2001) y S. Typhimurium (Wilson et al., 2001).

Por lo que la proteina H-NS se refiere, su importancia dentro de este trabajo

hace que se le dedique un capitulo entero de esta introduccion.

El papel de cada una de estas proteinas en la estructuracioén del nucleoide no esta

totalmente clarificado. Su efecto sobre la topologia del ADN puede variar en funcion de

las condiciones ambientales. Asimismo, la funcion en la estructuracion del nucleoide de

cada una de ellas puede ser reemplazada por la accidn de otras proteinas. En general se
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puede decir que las proteinas asociadas al nucleoide se agrupan en dos grupos: las que
curvan el ADN, como Fis, IHF y HU, y las que forman puentes entre distintos daplex
de ADN, como H-NS y Lrp (Dame, 2005; Dillon & Dorman, 2010). La organizacién de
estas proteinas dentro de los bucles de ADN es importante tanto para la compactacion
del cromosoma como para la modulaciéon de la transcripcion. En la figura 1.3 se muestra
de forma esquematica el efecto de las NAPs mejor caracterizadas sobre la

estructuracion de un ADN plasmidico.

4

Figura 1.3. Efecto de las proteinas asociadas al nucleoide H-NS, Fis, IHF y HU en la
estructuracion de un ADN plasmidico. A elevadas concentraciones H-NS forma puentes entre
dos cadenas de ADN. La unién de Fis promueve la formaciéon de dominios en el ADN
superenrollado. La unién de IHF promueve la formacion de bucles en forma de U en el ADN. A
elevadas concentraciones, HU se agrega a lo largo del ADN formando un filamento de ADN-

HU. Adaptado de (Browning et al., 2010).

1.4. LA PROTEINA H-NS

Proteinas tipo H-NS (Histone-like Nucleoid Structuring protein) se encuentran
ampliamente distribuidas en bacterias gram-negativas (Bertin ef al., 1999; 2001; Dillon
& Dorman, 2010; Tendeng & Bertin, 2003). Representantes de esta clase de proteinas

se encuentran no solo en y-proteobacterias, sino también en a-proteobacterias, como es

14



INTRODUCCION

el caso de Silicibacter pomeroyi, y P-proteobacterias, como la proteina BpH3 de
Bordetella pertussis (Goyard & Bertin, 1997).

La proteina H-NS fue inicialmente, caracterizada en la década de 1970 como un
factor proteico termoestable, el cual estimulaba la transcripcion in vitro del ADN en
condiciones limitantes de ARN polimerasa (Jacquet ef al., 1971). En paralelo a esos
estudios, en los afios ochenta diferentes grupos de investigacion pusieron de manifiesto
que mutaciones en el locus /ns tenia como consecuencia un efecto pleitrépico en la
fisiologia bacteriana, especificamente en los procesos celulares de adaptacion a los
cambios de temperatura, osmolaridad y pH (Dorman et al., 1990; Higgins et al., 1988;
May et al., 1990). La proteina H-NS ha sido desde entonces estudiada principalmente
en E. coli y S. Typhimurium, donde interviene en la organizacidon del nucleoide y en la
expresion de genes involucrados en la adaptacién a cambios ambientales (Dillon &
Dorman, 2010; Schroder & Wagner, 2002). Es una proteina termoestable y de pequeiia
masa molecular (aproximadamente 15,6 KDa) y muy abundante intracelularmente
(Azam & Ishihama, 1999). Los niveles de expresion de la proteina H-NS se mantienen
constantes a lo largo de las distintas fases de crecimiento bacteriano (Schroder &
Wagner, 2002), aunque hay autores que consideran que se produce un ligero incremento
en sus niveles en el inicio de la fase estacionaria (Dersch ef al., 1993) y otros que
consideran que lo que se produce es una disminucién de sus niveles en esta fase del
crecimiento (Azam et al., 2000). Estos niveles también permanecen constantes en
crecimientos a 25°C y a 37°C, aunque modulan de forma distinta la expresion de los
genes que estan bajo su influencia (Goéransson et al., 1990).

El gen Ans se encuentra localizado en el minuto 27,8 del cromosoma de E. coli 'y
es un gen de copia Unica. Se transcribe independientemente de los genes que lo
flanquean y se autorregula negativamente a nivel de la transcripcion (Dersch ef al.,
1993; Falconi et al., 1993; Hulton et al., 1990; Ueguchi et al., 1993). Las proteinas
asociadas al nucleoide Fis y Csp pueden activar la expresion de /ns (Falconi et al.,
1996). La expresion de hns se induce por choque frio a través de la proteina CspA (La
Teana et al., 1991) y por aumento de la presion hidrostatica (Welch et al., 1993).
Ademas la produccién de H-NS estd vinculada al ciclo celular a través de una
correlacion positiva entre la transcripcion del gen /ns y la replicacion del cromosoma
(Free & Dorman, 1995), mecanismo de regulacion por el cual los niveles de H-NS se

mantendrian mas o menos constantes a lo largo del crecimiento.
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La proteina H-NS ejerce un papel muy importante no sélo en la regulacién de la
expresion génica sino también en la estabilidad del cromosoma (Atlung & Hansen,
2002), donde se dispone de manera mas o menos uniforme (Azam et al., 2000). Al
contrario de los tipicos reguladores transcripcionales que reconocen secuencias
especificas, la union de H-NS al ADN es independiente de secuencia, aunque
preferentemente se une a regiones curvadas que son regiones ricas en nucledtidos A y T
(Bracco et al., 1989; Owen-Hughes et al, 1992; Yamada et al., 1990). Estudios
recientes han permitido identificar una secuencia consenso de ADN (TCGATATATT) a
la cual H-NS parece tener preferencia en unirse con mayor afinidad que a otras
secuencias ricas en A 'y T (Lang et al., 2007). No obstante también puede provocar la
curvatura en ADN no curvado (Spurio ef al., 1997). En E. coli existe un gran numero de
genes que presentan estructuras curvadas en sus respectivos promotores (Bracco et al.,
1989). Entre los varios ejemplos encontrados en E. coli, se destaca el gen proU, el cual
posee estas regiones, denominadas DRE (Downstream Regulatory Element) tras el
promotor (Owen-Hughes ef al., 1992). Recientemente se caracterizé la presencia de
estos elementos DRE en el promotor del gen 4il4 de S. Typhimurium (Olekhnovich &
Kadner, 2006), los cuales poseen un papel importante en la regulacion por H-NS.

La proteina H-NS estd implicada en la regulacion de distintos factores de
virulencia de cepas de E. coli como, por ejemplo, en los patotipos de E. coli
uropatogénicas (Goransson et al., 1990; Madrid et al., 2002b), enterotoxigénicas
(Trachman & Maas, 1998) y enteroagregativas (Morin et al., 2010). No obstante,
también regula diversos factores de virulencia en otras especies como S. flexneri
(Maurelli & Sansonetti, 1988), S. Typhimurium (Higgins et al., 1988; Olekhnovich &
Kadner, 2006; 2007) y V. cholerae (Nye et al., 2000).

Es destacable que en otras especies bacterianas no se ha podido caracterizar el
papel regulador de H-NS, ya que no ha sido posible obtener cepas mutantes para el gen
hns como, por ejemplo, Proteus mirabilis (Coker et al, 2000), Bordetella
bronchiseptica (Goyard & Bertin, 1997), Yersinia pseudotuberculosis (Heroven et al.,
2004) o Yersinia enterocolitica (Bafios et al., 2008). No obstante, en este ultimo caso, la
inhibicion parcial de H-NS ha podido poner de manifiesto la importancia de esta

proteina en Yersinia.
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1.4.1 Dominios estructurales de la proteina H-NS

La proteina H-NS presenta dos dominios estructurales independientes que
corresponden a los dominios funcionales. En el extremo N-terminal se encuentra el
dominio de dimerizacion/oligomerizacion, mientras que en el extremo C-terminal se
encuentra el dominio de union a acidos nucleicos, ambos dominios estdn conectados por
una regidn conectora (/inker) que permite la actuacién de forma independiente de
ambos dominios (Badaut et al., 2002; Bloch et al., 2003; Dorman et al., 1999; Esposito
et al., 2002) (Fig. 1.4A). Primeramente determinaron la estructura tridimensional de
ambos dominios de la proteina H-NS por separado, y recientemente determinaron la

estructura en el estado de oligomero (Fig. 1.4B), (Arold et al., 2010).
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Figura 1.4. Representacion esquematica de los dominios funcionales encontrados en la proteina
H-NS. A) En el extremo N-terminal se indica el dominio de oligomerizacién, dividido en el
dominio de dimerizacidén (aminoacidos 1 al 64) y la region flexible (aminoacidos 65 al 89), y en
el extremo C-terminal se indica el dominio de unién al ADN. Adaptado de (Dorman, 2004). B)
Estructura de un oligémero de la proteina H-NS, en color se presenta uno de los dimeros.

Adaptado de (Arold et al., 2010).
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Para poder realizar sus funciones bioldgicas, la proteina H-NS requiere la
oligomerizacion en estructuras mas complejas que dimeros. Para esto, es necesaria
ademds del dominio de oligomerizacidn, la presencia de la region conectora, ya que
proteinas truncadas de H-NS (aminoacidos 1 al 65, ver figura 1.4) no son capaces de
formar oligdmeros mayores (Smyth et al., 2000). Todavia no esta claro el estado de
oligomerizacion que la proteina H-NS presenta intracelularmente. Algunos estudios
sugieren que la forma predominante son dimeros o estructuras oligoméricas siempre de
nameros pares (Smyth et al., 2000; Ueguchi et al., 1993). El dominio N-terminal o
dominio de oligomerizacion de H-NS presenta 3 estructuras de o hélices, al
(aminoécidos 2-7), a2 (11-18) y a3 (22-46). Aunque este dominio se presenta bastante
conservado entre los distintos miembros de la familia de proteinas H-NS, su grado de
conservacion es menor que el dominio C-terminal de unién a acidos nucleicos (Tendeng
& Bertin, 2003). Esta variabilidad estd determinada por las distintas adaptaciones
especificas de las bacterias que presentan estas proteinas, como puede ser la adaptacion
a baja temperatura (Tendeng et al., 2003b), o la diferente especificidad o afinidad de
interaccion con otras proteinas o el ADN (Bloch ef al., 2003).

Se ha sugerido que el estado de dimerizacién de la proteina H-NS se debe al
estado de la proteina a diferentes temperaturas (Ono et al, 2005). La estructura
secundaria seria basicamente la misma a diferentes temperaturas, pero no la disposicion
de dimeros y oligomeros (Fig. 1.5). La conformacién de H-NS a elevada temperatura
facilitaria la formacion de dimeros. Las estructuras propuestas serian capaces de unirse
al ADN, pero el hecho de que a elevada temperatura predominen los dimeros, y que los
mismos no son capaces de formar oligdmeros de orden mayor, generaria una mayor
inestabilidad de la uniéon H-NS-ADN, y obviamente esta situacidn facilitaria el acceso

de la ARN polimerasa (Ono et al., 2005).

Figura 1.5. Cambios
estructurales de la proteina
H-NS (al centro en gris
oscuro) en respuesta a un
aumento de temperatura.
Adaptado de (Ono et al.,
2005).
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El proceso de oligomerizacion se inicia con la formacion de la unidad estructural
dimérica, la cual es dependiente de la concentracidn, temperatura y el tipo de cation del
medio (Smyth et al., 2000). A continuacién se forman los oligdmeros, el numero de
unidades de los cuales es proporcional a la concentracion. Aunque el dominio N-
terminal es el responsable del proceso de oligomerizacidn, estd demostrado que los 20
primeros aminoacidos de este dominio poseen también la capacidad de represion o
silenciamiento genético (Dorman, 2004). Ademads, esta regidn participaria también
juntamente con el dominio C-terminal en el reconocimiento de las regiones curvadas del
ADN vy, por lo tanto, en la unién al ADN (Dorman, 2004). El dominio de
oligomerizacion de H-NS le permite interactuar no solo con otra copia de si misma sino
también con otras proteinas que muestren este mismo dominio (Dorman ef al., 1999).
Esta formacién de heteromeros permite una diferente modulacion de la expresion
génica. El heteromero mejor caracterizado es el que se establece entre H-NS y su
proteina paraloga StpA (Williams ef al., 1996). Esta interaccidn estabiliza la proteina
StpA una vez que la misma esta sujeta a degradacion por la proteasa Lon (Johansson et
al., 2001). No obstante, la proteina H-NS también interacciona con el regulador post-
transcripcional Hfq (chaperona de ARN) que, juntamente con DrsA, participan en la
regulacion del gen rpoS (Muffler et al., 1996), con el producto génico 5.5 del fago T7,
que suprime la actividad inhibitoria de H-NS en la transcripcion tanto in vitro como in
vivo (Liu & Richardson, 1993), y con la proteina motora flagelar FliG (Dorman, 2004).
H-NS también interacciona con proteinas de la familia Hha/YmoA (Nieto et al., 2000;
2002) (ver mas adelante).

En el extremo C-terminal de la proteina H-NS se encuentra el dominio de union
al ADN (aminodcidos 90 al 137, figura 1.4) (Shindo et al., 1995). La comparacién de
secuencias de proteinas de la familia H-NS muestra un motivo presente en esta region
(aminoacidos 108 al 1167, figura 1.4) que contiene residuos altamente conservados,
TWTGXGRXP, donde X puede ser cualquier aminodcido (Dorman et al., 1999). El
triptofano (W) en posicion 109 parece estar intimamente relacionado con la interaccion
con el ADN (Tippner & Wagner, 1995), mientras que la prolina (P) en posicion 116 esta
relacionada con la discriminacién entre regiones curvadas y no curvadas del ADN
(Spurio et al, 1997). AuGn asi, en distintas especies pertenecientes al género
Pseudomonas, tanto el triptéfano 109 como la prolina 116 no se encuentran conservados
y la proteina H-NS de estas especies es capaz de complementar algunos fenotipos en un

mutante /ns de E. coli (Tendeng et al., 2003a). El aminoécido tirosina (Y) en posicidon
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97, asi como la glicina (G) en posicion 127, son residuos que también se encuentran
altamente conservados en las distintas proteinas relacionadas con H-NS (Tendeng &

Bertin, 2003).

1.4.2 Modulacion de la expresion génica por la proteina H-NS

La proteina H-NS es considerada un modulador global de la expresion génica.
H-NS responde a cambios ambientales que afectan los perfiles transcripcionales de
manera directa o indirecta, de aproximadamente el 5% de los genes de E. coli
(Hommais et al., 2001).

Existen varios mecanismos propuestos por los cuales la proteina H-NS
modularia la expresion génica (Dillon & Dorman, 2010; Dorman, 2004). Por un lado,
H-NS se podria unir a secuencias curvadas ricas en A y T y llegar a formar complejos
nucleoproteicos que impedirian el acceso de la ARN polimerasa o la progresion de la

transcripcion, modelo este conocido como silenciamiento transcripcional (Fig. 1.6).

AT-rich AT-rich AT-rich AT-rich

Figura 1.6. Silenciamiento transcripcional de H-NS en una secuencia de ADN ricaen A y T.

Adaptado de (Navarre ef al., 2007).

H-NS también se puede unir al ADN vy llegar a causar cambios en la topologia
del ADN, las cuales causan una alteracion de la transcripcidon en promotores sensibles al
superenrollamiento (Mojica & Higgins, 1997). En el modelo propuesto de
silenciamiento transcripcional H-NS actGa directamente como un represor
transcripcional debido a su capacidad de polimerizar linealmente sobre el ADN e

impedir la correcta union de la ARN polimerasa, sea por captura o por oclusién del sitio
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de union (Williams & Rimsky, 1997). Esta represion de la transcripcion por parte de H-
NS no se produce de manera indefinida, sino que determinadas sefiales ambientales
(como temperatura o osmolaridad), o diferentes factores de transcripcion (como las
proteinas Fis y IHF), pueden contribuir a la desestructuracion de los complejos
nucleoproteicos formados, y permitir la transcripcion de los genes regulados. Como
ejemplos podemos citar el modelo del gen virF de Shigella (Falconi et al., 1998), la
toxina alfa-hemolisina (Madrid et al., 2002b) y el gen rrn, ambos de E. coli (Schroder
& Wagner, 2000), y el gen ssrB de S. Typhimurium (Walthers et al., 2007), figuras 1.7
y 1.8.

Figura 1.7. Regulacion del gen virF' de Shigella flexneri por la proteina H-NS. El promotor del
gen virF presenta dos sitios de union para la proteina H-NS. A baja temperatura, se forma un
complejo nucleoproteico que impide la unidn de la ARN polimerasa y, por lo tanto, la
transcripcion esta reprimida. Un incremento de temperatura causa un cambio en la topologia del
ADN que conlleva a la perdida del contacto entre las moléculas de H-NS, lo que termina en una
desestabilizacién del complejo y a una desrepresion de la expresion. Adaptado de (Dorman,

2004).
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El modelo de represion via topologia del ADN deriva de la observacion que la
proteina H-NS puede actuar directamente sobre la topologia del ADN y llegar a
producir cambios conformacionales a nivel local. Las curvaturas causadas impiden la
union correcta al promotor de otras proteinas, factores de transcripcidon y sobre todo de
la  ARN polimerasa (Hulton ef al., 1990; Stoebel et al., 2008). Existen varios
promotores sensibles al superenrollamiento del ADN y un aumento de la flexibilidad
puede promover la actividad del mismo (Tupper et al., 1994). En este caso, la
formacidon del complejo nucleoproteico H-NS/ADN podria provocar una disminucion
de la flexibilidad del mismo, y esta rigidez del promotor impediria que tenga lugar la
transcripcion del gen. Ademds estos complejos también evitan la formacion de
complejo activo entre la ARN polimerasa y la secuencia del ADN (Schréder & Wagner,
2002; Stoebel et al., 2008).

H-NS puede actuar como un sensor de cambios ambientales tales como la
temperatura, la osmolaridad o la anaerobiosis y regular asi la expresion de diferentes
genes. Ademads, estos factores ambientales también afectan al superenrollamiento del
ADN in vivo. De todos los genes descritos en E. coli que se encuentran directa o

indirectamente afectados por la proteina H-NS aproximadamente 35% forman parte de
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la maquinaria celular o estdn regulados en funcién de los cambios ambientales
(osmolaridad, temperatura, pH o disponibilidad de oxigeno). El 20% de estos genes
estan implicados en la fase o la tasa de crecimiento y codifican para proteinas
implicadas en la maquinaria transcripcional o traduccional. Por otro lado, el 35% de los
genes afectados por la proteina H-NS son de funcion desconocida, lo que indica que
todavia no se tiene claro el papele regulador de la proteina H-NS (Hommais et al.,
2001). No obstante, en S. Typhimurium se ha determinado cuéles son los genes
expresados diferencialmente con la respuesta a temperatura, y se ha observado que la
termorregulacion del 77% de estos genes depende de la proteina H-NS (Ono et al.,

2005).

1.4.3 La proteina H-NS como un silenciador del ADN xenogénico

La transferencia horizontal de material genético (Horizontal Gene Transfer —
HGT) es el principal proceso por el cual las bacterias adquieren nuevos genotipos
(Harrison & Brockhurst, 2012). La incorporacion de ADN HGT confiere a bacteria la
capacidad de adaptarse a nuevos ambientes como, por ejemplo, colonizar distintos
hospedadores (Elwell & Shipley, 1980; Harrison & Brockhurst, 2012; Park & Zhang,
2012). Adicionalmente también le permite adquirir nuevas caracteristicas fenotipicas
como, por ejemplo, resistencia a compuestos antimicrobianos (Svara & Rankin, 2011),
metales pesados (Tett ef al., 2007) y funciones metabdlicas tales como la fijacion del
nitrégeno en Rhizobium (Landeta et al., 2011) o la degradaciéon de compuestos
aromaticos. El proceso de adquisicion de ADN HGT puede ocurrir por tres distintos
mecanismos: transformacion, conjugacion, y transduccion (Thomas & Nielsen, 2005).
En la transformacion, la célula bacteriana capta el ADN directamente del ambiente
externo; en la conjugacién, el ADN es transferido de una célula a otra por contacto
directo, y en la transduccion, un bacteridfago transfiere el ADN de una célula a otra. El
ADN HGT presenta caracteristicas especificas en la composicion de los nucledtidos y
en el uso de codones (codon usage), lo que difiere del genoma del organismo
hospedador. Normalmente el ADN HGT presenta un elevado porcentaje de los
nucleotidos A y T (adenina y tiamina) (Daubin et al., 2003; Lawrence & Ochman, 1997,
Navarre et al., 2007).

Andlisis de gendmica comparativa determinaron que la cepa de S. Typhimurium

LT2 ha incorporado por transferencia horizontal de ADN durante el proceso evolutivo
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del ancestro comun de E. coli y Salmonella (Porwollik & McClelland, 2003) mas de
200 regiones gendmicas las cuales presentan mas de 100 pares de bases de tamafio.
Estas regiones gendmicas equivalen a ' del material genético total de esta especie
(Porwollik & McClelland, 2003). Varias regiones gendémicas de S. Typhimurium
adquiridas via HGT estan involucradas en la virulencia, pero a muchas de ellas no se les
ha atribuido ninguna funcién (Navarre et al., 2007).

Aunque la transferencia horizontal de ADN posee un papel clave en la evolucion
microbiana, secuencias de ADN foraneas pueden causar una disminucion del “fitness”
en la bacteria receptora, ya sea por la integracion del ADN en determinadas regiones
funcionales del genoma, o por incorporar genes que alteren la regulacion de la célula
receptora (Navarre et al., 2007). En el caso de que la adquisicion de ADN HGT
proporcione a la célula alguna funcién de utilidad, también se puede producir un
impacto negativo debido a que las nuevas adquisiciones no estén integradas en los
circuitos de regulacion de la bacteria (Navarre et al., 2007).

Estudios recientes revelaron que la proteina H-NS posee un papel esencial en la
proteccion de la célula bacteriana frente a los posibles efectos perjudiciales derivados de
la transferencia horizontal de genes a través del reconocimiento y silenciamiento de
secuencias con un contenido en G y C significativamente inferior al del genoma
bacteriano (Lucchini ez al., 2006; Navarre et al., 2006; Pflum, 2006). Este fendmeno,
denominado silenciamiento xenogénico, es el primer mecanismo de control de material
genético adquirido horizontalmente que ha sido descrito después del descubrimiento de
las enzimas de restriccion hace mas de 40 afios (Navarre et al., 2007). Este sistema
facilita la adquisicion de ADN externo y permite que la célula adquiera novas funciones
como determinantes de virulencia y/o resistencia a antibidticos sin comprometer el

fitness celular (Navarre et al., 2007), (Fig. 1.9).
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1.4.3.1 Antagonismo en la represion de H-NS sobre ADN xenogénico

El modelo de silenciamiento de ADN xenogénico puede explicar como
secuencias foraneas son selectivamente silenciadas por H-NS. No obstante, resta saber
como este ADN se integra en las redes reguladoras de la célula bacteriana y cémo se
expresa en determinadas condiciones. Datos recientes corroboran que varios genes
regulados por H-NS también son controlados por otros reguladores globales como: Lrp,
Fis, IHF, CRP-cAMP, ppGpp, y ¢ (Dillon & Dorman, 2010; Navarre et al., 2007).

El proceso de desestabilizacion y/o desrepresion de H-NS sobre el ADN HGT es
denominado mecanismo de antagonismo o contra-silenciamiento (Navarre ef al., 2007)
(Fig. 1.10). Existen cuatro posibles modelos propuestos para el antagonismo de la

represion mediada por H-NS (Navarre et al., 2007).

A) La ruptura de los complejos de H-NS a causa de la multimerizacion de
antagonistas como por ejemplo la proteina H-NSt (proteina H-NS truncada que
posee una actividad antagonista frente a H-NS, (Williamson & Free, 2005) o de
la proteina 5.5 del bacteriofago T7.

B) La competencia por la union al ADN de proteinas de union especifica con una

alta afinidad por el ADN, como por ejemplo las proteinas ToxT o RovA.
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C) La activacion de determinados promotores como el caso del promotor spv de S.
Typhimurium o del promotor hdeAB de E. coli por el factor sigma alternativo
o°. La asociacion de la ARN polimerasa con el o° podria selectivamente activar
genes xenogénicos bajo determinadas condiciones de estrés, condiciones estas
consideradas favorables para la expresion de los mismos.

D) Las distintas alteraciones en la topologia del promotor causadas por proteinas de
unién al ADN o cambios ambientales, que rompen la formaciéon de los

complejos H-NS, como por ejemplo el promotor virF de Shigella.

Estos mecanismos no son excluyentes entre ellos y es posible que exista mas de
un mecanismo que pueda estar actuando de manera conjunta en determinados

promotores (Navarre ef al., 2007).
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Figura 1.10. Mecanismos propuestos de los distintos efectos antagonistas en la represion

mediada por la proteina H-NS. Adaptado de (Navarre ef al., 2007).
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1.5 LA FAMILIA DE PROTEINAS Hha/YmoA

La familia de proteinas Hha/YmoA esta constituida por un grupo de proteinas de
pequefia masa molecular (aproximadamente 8 kDa), que presentan alto grado de
homologia en su secuencia de aminoacidos y que estan involucradas en la regulacion
génica en diferentes especies de la familia Enterobacteriaceae (Cornelis et al., 1991;
Madrid et al., 2007; Mourifio et al., 1994; Nieto et al., 1991; Paytubi et al., 2011). Estos
microorganismos pueden presentar mas de una copia del respectivo gen que codifica
para estas proteinas, y esto puede suceder tanto en el cromosoma como en elementos
genéticos transmisibles como es el caso de plasmidos (revisado por Paytubi et al.,
2011).

Los primeros miembros descritos de esta familia fueron las proteinas Hha (High
Hemolytic Activity) en E. coli 'y YmoA (Yersinia Modulator A) de Yersinia
enterocolitica (Cornelis et al., 1991; Nieto et al., 1991). Estas dos proteinas presentan
un alto grado de similitud en secuencia aminoacidica (82%) (Paytubi et al., 2011).
Ademas, comparten propiedades comunes como, por ejemplo, modular la expresion de
factores de virulencia. La proteina Hha fue inicialmente caracterizada en E. coli como
un modulador de la expresion de la toxina alfa-hemolsina (Godessart et al., 1988; Nieto
et al., 1991). Los fenotipos pleiotropicos exhibidos por los mutantes hha e ymoA
incluyen alteraciones en el superenrollamiento de ADN plasmidico (Carmona ef al.,
1993) y aumento en la transposicion de elementos IS (Balsalobre et al., 1996; Mikulskis
& Cornelis, 1994).

A nivel estructural la proteina Hha presenta motivos de hélice-giro-hélice (Fig.
1.11), (Yee et al., 2002). Estos motivos son tipicos de proteinas bacterianas con
dominios de unidén al ADN, pero la proteina Hha no se une al ADN con afinidad (Nieto
et al., 1991). El gen hha presenta sus niveles de transcripcion y expresion mas elevados
en la fase exponencial del crecimiento bacteriano. Factores ambientales como
osmolaridad del medio y temperatura, afectan los niveles intracelulares de Hha
(Mourifio ef al., 1998). Por lo tanto, en respuesta a cambios ambientales, Hha puede
afectar la expresion de diferentes genes. Ademds de la toxina alfa-hemolisina, la
proteina Hha modula, entre otros, el regulador HilA de la isla 1 de patogenicidad de
Salmonella (SPI1) (Fahlen et al., 2001), y el operdn esp de E. coli enterohemorragica
(Sharma & Zuerner, 2004). La proteina YmoA, paraloga de Hha en Y. enterocolitica,

estd considerada una proteina determinante en la regulacion de la virulencia en esta
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especie (Cornelis ef al., 1991). YmoA también responde a cambios ambientales como
temperatura y osmolaridad, regula la produccion de la proteina Yop y la adhesina YadA
en Y. enterocolitica (Cornelis et al., 1991; Mikulskis & Cornelis, 1994). Modula
también la expresién de la invasina en Y. enterocolitica (Ellison et al., 2003) y el
sistema de secrecion del tipo III en Y. pestis (Jackson et al., 2004). Recientemente se ha
puesto de manifiesto que YmoA participa conjuntamente con las estructuras de
termdometros de ARN en la termorregulacion del gen lcrF en Y. pseudotuberculosis
(Bohme et al., 2012).

Tal y como ha sido comentado anteriormente, algunos miembros de las
enterobacterias presentan mas de una copia de los genes tipo hha (Paytubi et al., 2011).
Por ejemplo la proteina YdgT, pardloga de Hha, fue identificada en E. coli (Paytubi et
al., 2004), S. Typhimurium y Shigella (revisado por Paytubi ef al., 2011). La proteina
YdgT estd considerada un modulador en la represion de la isla de patogenicidad 2 de
Salmonella (Coombes et al., 2005). Adicionalmente proteinas tipo Hha codificadas por
plasmidos conjugativos pueden modular funciones especificas de los mismos como, por
ejemplo, en el pladsmido R27 (IncHI) las proteinas tipo Hha codificadas por este
plasmido modulan la conjugacion dependiente de la temperatura (Forns et al., 2005a).

Estudios de los mecanismos de accion de la proteina Hha fueron realizados
utilizando como modelo la regulaciéon ambiental del operén hemolitico de E. coli
(hlyCABD), el cual codifica para la proteina alfa-hemolsina (Carmona et al., 1993;
Nieto et al., 1991). La proteina Hha no se une directamente a la region reguladora del
operén hemolitico #lyCABD. No obstante, se ha demostrado que Hha se une a la
proteina H-NS, la cual se une a regiones especificas en este operéon (Madrid et al.,
2002b; Nieto et al., 2000). Estos resultados sugirieron la union de las proteinas Hha y
H-NS en la modulacion de la expresion génica en enterobacterias (Madrid et al., 2002b;
Nieto et al., 2000). Adicionalmente, también ha podido ponerse de manifiesto que las
proteinas paradlogas de Hha y H-NS en E. coli y S. Typhimurium, las proteinas YdgT y
StpA, parecen también interactuar in vitro (Paytubi et al., 2004).

La familia de proteinas Hha/YmoA parece estar mas implicada en la regulacion
de la expresion de factores de virulencia que en la regulacion de los gene housekeeping
(revisado por Paytubi et al., 2011). Estudios transcriptomicos realizados en E. coli y S.
Typhimurium evidencian que los complejos formados entre H-NS-Hha modulan
preferentemente genes HGT o (ADN xenogénico) (Baiios et al., 2009; Garcia-Contreras

et al., 2008; Vivero et al., 2008).

28



INTRODUCCION

Resultados recientes han puesto de manifiesto que la proteina Hha también
parece estar involucrada en otros procesos biologicos. En la cepa de E. coli K12 (no
patogena) la regulacion de la produccion de biofilms parece ser sensible a la proteina
Hha, la cual se expresa mas en los biofilms de que en células plancténicas (Garcia-
Contreras et al., 2008; Ren ef al., 2004b). Parece ser que cuando se induce, Hha reprime
la formacidn de biofilms y desencadena la dispersion celular y lisis. Este proceso estaria
mediado por las proteasas Lon, ClpX y ClpP, las cuales se inducirian a su vez por la
induccién de Hha (Garcia-Contreras ef al., 2008). La represion en la formacion de los
biofilms estd mediada a través de la represion de ARNt que se sintetizan con baja
frecuencia (rare tRNA) los cuales son utilizados en la expresion de la fimbria de tipo 1,

el gen fimA, siendo esta fimbria la mayor responsable en formacion de biofilms en E.

coli K12 (Garcia-Contreras et al., 2008).
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Figura 1.11. Estructura tridimensional de la proteina Hha. Adaptado de (Paytubi et al., 2011).

1.6. Salmonella enterica

Las bacterias de la especie Salmonella enterica son bacilos gram-negativos
pertenecientes a familia Enterobacteriaceae. La clasificacion de los miembros del
genero Salmonella sufrid varias modificaciones a lo largo de los ultimos afios.
Actualmente se aceptan como criterios taxonomicos la hibridacion de ADN-ADN, el
andlisis electroforético multiple de enzimas y el andlisis comparativo de ARNr. De
acuerdo con estos criterios, el género Salmonella se agrupa en dos grandes especies, S.
enterica 'y S. bongori (Tindall et al., 2005). La especie Salmonella enterica se subdivide
en seis subespecies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae ¢ indica). Los
miembros de cada subespecie se clasifican en mas de 2.000 serotipos o serovares,

haciendo referencia a antigenos flagelares y/o a diferencias en los carbohidratos del
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lipopolisacarido (LPS) (Coburn et al., 2007; Fierer & Guiney, 2001; Ochman &
Groisman, 1994). Algunos serovares (Thyphi y Parathyphi) estan restringidos al
hombre. Otros tienen un espectro amplio de huéspedes, tal como los serovares
Typhimurium y Enteritidis, (Haraga et al., 2008). El serovar Typhimurium es
considerado un patdgeno facultativo, capaz de infectar humanos. La principal via de
contaminacion de este patogeno es la oral (Ahmed et al., 2008; Haraga et al., 2008)
através del consumo de alimentos o agua contaminados.

Una vez ingerida, Salmonella es capaz de sobrevivir a las condiciones de pH
acido que se encuentran en el estomago, llegando a invadir células M del epitelio del
intestino delgado y posteriormente llegando a invadir leucocitos. Al llegar a los nédulos
linfaticos, algunos serotipos del patdgeno se pueden dispersar a 6rganos vitales como en
el caso del bazo e higado, y culminar con un cuadro de fiebre entérica (Fig. 1.12) (Clark
et al., 1994; Garcia-del Portillo ez al., 1993; Jones & Falkow, 1996).

Los costes asociados a este tipo de zoonosis en paises subdesarrollados y
también industrializados llegan a cifras de billones de dodlares, lo que hace de este
patégeno un gran problema de salud publica y consecuentemente econdomico

(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs139/en/).
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1.7. ISLAS DE PATOGENICIDAD (IPA)

Se denominan islas de patogenicidad (IPA) a elementos genéticos presentes en

el cromosoma de un gran numero de bacterias patégenas y que incluyen genes
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esenciales para el proceso infeccioso (Hong & Miller, 1998). El termo IPA ha sido
primeramente utilizado en los afios 90, cuando se describieron dos grandes regiones
inestables en el cromosoma de una cepa uropatégena de E. coli (Hacker et al., 1990).
Actualmente este término se utiliza de manera habitual para describir regiones del
genoma de un patodgeno las cuales no se encuentran en un comensal de la misma especie
o de especies relativamente cercanas (Gal-Mor & Finlay, 2006), y que contribuyen a la
virulencia.

Aunque las diferentes IPAs descritas son consideradas diversas en estructura y
funcidn, todas ellas presentan algunas caracteristicas en comun, tales como la presencia
de genes ligados a virulencia, distinta composicidn del contenido de AT/GC en relacion
al core genome, asociacion a genes que confieren movilidad genética (transposasas,
integrasas), y se localizan adyacentes a genes que codifican para ARNt (Ahmed et al.,
2008; Hacker et al., 1997; Schmidt & Hensel, 2004), (Fig. 1.13).

El andlisis de secuencias de distintos genomas de procariotas ha revelado que
existe un gran intercambio de informacion genética por transferencia horizontal y
recombinacion homologa. Los parametros establecidos que se tenian sobre la evolucion
bacteriana fueron ampliados con la informacion de todos los genes adquiridos
horizontalmente (Dobrindt et al., 2004). La pérdida y adquisicion de genes juega un
papel esencial en la evolucion de los procariotas (Dobrindt ez al., 2004). Las IPAs serian
un ejemplo de evolucidn de las bacterias patdgenas con la incorporacion de genes que

codifican para determinantes de virulencia.

Core Core
genome genome
tRNA gene  int Gene 1 Gene 2 IS Cene 3 IS
787, - Y - 4 WV - /N7
DR—> DR—>

Figura. 1.13. Caracteristicas generales de las islas de patogenicidad (IPAs). Tipica IPA
flanqueada por estructuras repetidas directas (DR), y varios genes que codifican proteinas las
cuales pueden contribuir al fitness de la célula (genes 1 al 3, en naranja). Normalmente, las IPAs
poseen varias secuencias de insercion (IS — en amarillo), u otros elementos de movilidad

genética como integrasas (int — en verde). Adaptado de (Dobrindt et al., 2004).
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1.7.1. Islas de patogenicidad en Salmonella

En el ejemplo de Salmonella enterica, un nimero importante de factores de

virulencia se encuentran codificados en genes localizados en IPAs. En Salmonella las

IPAs son denominadas Salmonella pathogenicity islands (SPIs) (Mills et al., 1995).

Hasta el momento han sido descritas 12 SPIs distintas (Tabla 1.1), estando algunas de

ellas conservadas en todo el género Salmonella, mientras que otras son especificas de

algunos serovares (Hensel, 2004). De todas las SPIs caracterizadas, algunas poseen

caracteristicas de las IPAs comentadas anteriormente, pero todavia sin funciones

atribuidas. La existencia de diferentes SPIs en el género Salmonella constituye una

indicacion del proceso adaptativo de una vida libre a un complejo estilo de vida como

un patoégeno (Hensel, 2004).

Nombre Tamaiio % Sitio de | Distribucion | Variabilidad Funciones
(alternativo) kb G+C | Insercion de virulencia
SPI-1 39,8 47 SThA-mutS | Salmonella conservado T3SS,

spp. capitacion de
hierro
SPI-2 39,7 446 | ARNt S. enterica conservado T3SS
valV
SPI-3 17,3 473 | ARNt Salmonella | variable captacion Mg®™
selC spp.
SPI-4 23,4 448 | tRNA- Salmonella conservado desconocido
like spp.
SPI-5 7,6 436 | ARNt Salmonella variable T3SS efectores
serT spp.
SPI-6 (SCI) | 59 51,5 | ARNt serovars ? fimbrias
aspV subesp. I
SPI-7 133 49,7 | ARNt serovars inestable antigenos Vi,
phelU subesp. I pilus, sopE
SPI-8 6,8 38,1 | ARNt serovar Typhi | ? desconocido
pheV
SPI-9 16,3 56,7 | Profago serovars ? posible toxina
subesp. I
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SPI-10 32,8 46,6 | ARNt serovars ? fimbrias Sef
leuX subesp. I
SGI-1 43 48,4 | tdhF-yidY | serovars variable resistencia  a
subesp. I antibidticos
HPI ? ? ARNt subesp. Illa/b, | ? captaciéon  de
asnT v hierro

Tabla 1.1. Caracteristicas de las islas de patogenicidad encontradas en el género Salmonella,

segun (Hensel, 2004).

En Salmonella enterica serovar Typhimurium se caracterizaron cinco SPIs, de
las cuales las méas estudiadas son SPI-1 y -2 (Fig. 1.14). Las principales caracteristicas

de las cinco SPIs se detallan a continuacion (revisado por Schmidt & Hensel, 2004).

SPI-1: necesaria para las primeras etapas del proceso invasivo en células no
fagociticas e induccion de la respuesta inflamatoria. Codifica un sistema de secrecion
del tipo IIT (T3SS) a través del cual se liberan proteinas efectoras a la célula
hospedadora.

SPI-2: necesaria para provocar una infeccidn sistémica y para proliferar en los
6rganos del hospedador. Codifica un segundo sistema de secrecion del tipo III, que
posee un importante papel en la supervivencia dentro de macrofagos, y el
establecimiento de la infeccion sistémica. Este segundo T3SS se expresa en el ambiente
intrafagosomal y transloca las proteinas efectoras a través de la membrana vacuolar.

SPI-3: codifica un sistema de captacion de magnesio de elevada afinidad
(mgtABC), necesario para la adaptacion a las limitaciones nutricionales del habitat
intrafagosomal (Dorsey ef al., 2005; Smith et al., 1998).

SPI-4: en la misma se tienen caracterizados seis genes, siiABCDEF (Salmonella
intestinal infection), de los cuales se sabe que SiiC, SiiD y SiiF forman un sistema de
secrecion del tipo I para la secrecion de la adhesina SiiE, la cual se adhiere a las células
epiteliales en los primeros pasos del proceso de colonizacidn del hospedador (Morgan et
al., 2004; Wagner et al., 2011). No obstante, parece ser que existe una regulacion
coordinada entre la SPI-1 y SPI-4, donde el activador de la SPI-1, la proteina HilA, es
capaz de antagonizar el efecto represor de H-NS en la SPI-4 activando la expresion de

la misma (Main-Hester ef al., 2008).
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SPI-5: se sabe que los genes localizados en esta isla son regulados por las
proteinas reguladoras de las islas SPI-1 y -2 (HilA y SsrB, respectivamente) y las
proteinas codificadas por esta isla son transportadas por ambos T3SS de las islas 1 y 2

(Knodler et al., 2002).
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Figura. 1.14. Participacion de las islas de patogenicidad 1 y 2 de Salmonella en el proceso

infeccioso. Adaptado de (Hansen-Wester & Hensel, 2001).

1.7.2. Isla de patogenicidad de Salmonella 1 — SPI1

SPI1 es la isla mejor estudiada y caracterizada en el serovar Typhimurium
(Haraga et al., 2008; Hensel, 2004). Tiene aproximadamente un tamafio de 40kb y se
localiza en el centisoma 63 del cromosoma (Marcus et al., 2000). Esta isla posee
aproximadamente 35 genes, los cuales codifican para varios componentes de un sistema
de secrecion del tipo 3 (T3SS), asi como también para proteinas secretadas efectoras y
diferentes proteinas reguladoras de los genes de esta isla (Collazo & Galdn, 1997;
Pfeiffer et al., 2007).

La maquinaria del T3SS capacita a célula bacteriana para el proceso de invasion
de células eucariotas, formando una estructura compleja en forma de aguja, anclada
entre las membranas interna y externa de la célula bacteriana (Kubori et al., 1998). Esta

estructura, cuando entra en contacto con células eucariotas, es capaz de inyectar
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proteinas secretadas efectoras dentro de las mismas. Entre otros efectos, estas proteinas
son capaces de alterar la estructura del citoesqueleto, promoviendo la reorganizacion de
los filamentos de actina e induciendo el proceso fagocitario de la célula bacteriana
(Galan, 2001; Zhou & Galan, 2001).

Los genes estructurales y las proteinas de la SPI1 estan codificados en tres
operones: prglorg, inv/spa y sic/sip, (Fig. 1.15). Los operones prgl/org y invi/spa
codifican para la estructura inyectora per se, y el operon sic/sip codifica proteinas

efectoras (Lostroh & Lee, 2001).
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Current Opinion in Microbiology

Figura. 1.15. Representacion esquematica de la SPI1. Organizacién gendmica de los genes
constituyentes del sistema de secrecion del tipo III y proteinas efectoras codificados por SPI1.
Cada uno de los colores representa una clase de genes. Los que codifican la estructura inyectora
estan marcados en azul, las translocasas en verde, los efectores en amarillo, las chaperonas en
lila y los genes reguladores en rojo. En blanco se indican genes con funcién desconocida. Los
nombres de los genes estan indicados por la inicial mayuscula (e.j. F representa invF). Las
flechas encontradas debajo de los nombre de los genes indican el transcrito formado. Adaptado

de (Ellermeier & Slauch, 2007).

Ademas de los componentes estructurales y de las proteinas efectoras
codificadas por la SPI1, varias proteinas reguladoras también estdn codificadas en esta

isla (Altier, 2005), (Fig. 1.15).

1.7.2.1 Regulacion de la SPI1 — el regulador transcripcional HilA

El regulador central de la SPII es la proteina HilA. El gen 4il4 fue inicialmente
identificado en mutantes que presentaban un aumento en la capacidad de invadir células
HEp-2 (Lee et al., 1992). Su producto génico, la proteina HilA (Hiperinvasion Locus A)
es un activador transcripcional perteneciente a familia OmpR/ToxR (Bajaj et al., 1995).
Posee un dominio de unién al ADN y un dominio en el extremo carboxi-terminal cuya

funcién predicha es la de interaccion con proteinas (Altier, 2005; Ellermeier & Slauch,
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2007). En condiciones favorables para la célula en el proceso invasivo, como alta
osmolaridad y fase estacionaria (Song et al., 2004), HilA se une directamente a los
promotores prg/org y inv/spa activando su transcripcion, lo que provoca en cascada la
expresion del operon sic/sip por la proteina InvF codificada en el operon inv/spa (Bajaj
et al., 1995; Ellermeier & Slauch, 2007; Lee et al., 1992; Lostroh & Lee, 2001).

La expresion de la SPI1 es fuertemente dependiente de factores ambientales, lo
que también sucede con la expresion del regulador central HilA. Ello sugiere que los
niveles de expresion de la SPI1 son directamente dependientes de los niveles de HilA
(Ellermeier & Slauch, 2007). Ensayos de invasion utilizando mutantes en hil4 en
ratones BALB/c mostraron que la deleccioén de este gen genera un fenotipo equivalente
a deleccion de SPI1 por completo (Ellermeier ef al., 2005).

La red de regulacion que controla la expresion de hil4 es extraordinariamente
compleja y requiere las acciones combinadas de varios activadores y represores
transcripcionales (Fig. 1.16). Los activadores HilC, HilD y RtsA tienen como diana el
gen hilA. Pertenecen a familia de reguladores transcripcionales AraC-like (Ellermeier &
Slauch, 2003; Olekhnovich & Kadner, 2002; Schechter & Lee, 2001) y presentan un
elevado nivel de homologia en la region C-terminal (Ellermeier & Slauch, 2003). Los
genes que codifican para las proteinas HilC y HilD estan localizados en la SPI1, (Fig.
1.15), mientras que el gen que codifica RtsA se localiza en una region de 15kb

localizada proxima al gen para ARNt pheU (Ellermeier & Slauch, 2003).
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Figura. 1.16. Esquema de regulaciéon de SPI1. Las cajas representan genes y los circulos
proteinas. Las cajas y circulos presentados en gris indican reguladores codificados por SPII.
Las cajas y circulos en blanco representan reguladores codificados fuera de la SPII. Las lineas
terminadas en flechas representan induccion y las terminadas en barra representan represion.

Adaptado de (Lopez-Garrido & Casadesus, 2012).

Estos tres reguladores pueden unirse individualmente al promotor de hild,
activando su transcripcion (Ellermeier et al., 2005; Ellermeier & Slauch, 2003;
Schechter & Lee, 2001). La sobrexpresion de HilC, HilD y RtsA induce la transcripcion
de sus promotores lo que, a su vez, lleva a un aumento en la expresion de hild
(Ellermeier et al., 2005). Adicionalmente, se ha puesto de manifiesto que HilD estd
involucrado en coordinar la expresion de las SPI1 y SPI2 de Sa/monella (Bustamante et
al., 2008). Pudo evidenciarse que HilD activa la expresion de ambas islas a tiempos
distintos en fase estacionaria de cultivos bacterianos cuando fueron crecidos en LB
(Bustamante et al., 2008).

Los mecanismos reguladores ejercidos por estas tres proteinas en la activacion
de hil4 estan a su vez relacionados con la co-represion que ejercen las proteinas
asociadas al nucleoide H-NS y Hha (Olekhnovich & Kadner, 2006; Schechter et al.,
2003).
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1.7.2.2 Otros reguladores de la SPI1
Adicionalmente a los reguladores previamente descritos, la expresion de los
genes de la SPI1 depende de una compleja red donde intervienen distintos activadores y

represores transcripcionales e influencia ambiental (Ellermeier & Slauch, 2007).

= Activadores de la SPI1:

La alarmona guanosina tetrafosfato (ppGpp) es una molécula efectora de bajo
peso molecular que se acumula a altos niveles durante el estrés nutricional. La respuesta
estricta es el proceso por el que las bacterias, detectando alteraciones nutricionales, se
adaptan a esta situacion incrementando los niveles de ppGpp (Pizarro-Cerda & Tedin,
2004). En E. coli y S. Typhimurium la sintesis de ppGpp se lleva a cabo por los
productos de los genes reld y spoT (Pizarro-Cerdd & Tedin, 2004). Mutantes de
Salmonella para los genes reld/spoT son deficientes para la sintesis de la alarmona
ppGpp, y adicionalmente estan atenuados en la virulencia in vivo y son no invasivos in
vitro (Pizarro-Cerdd & Tedin, 2004; Song et al., 2004; Thompson et al., 2006). La
dependencia de ppGpp en la expresion de los activadores de la SPI1, hilCDA y rtsA vy,
consecuentemente, la correcta expresion de las islas 1y 2 de Sa/monella (SPI1 y 2), ha
sido descrita recientemente (Thompson et al., 2006).

El sistema regulador de dos componentes EnvZ/OmpR fue inicialmente
caracterizado por su papel controlando la expresion de los genes ompC/ompF, que
codifican para las porinas OmpC y OmpF en E. coli. De esta forma, la composicion de
porinas se adapta a la osmolaridad del medio (Pratt ef al., 1996). Posteriores estudios
sugirieron que OmpR también controla genes asociados a virulencia (Ellermeier &
Slauch, 2007). En el caso de la SPI1, OmpR controlaria su expresion regulando la
transcripcion de hilD (Fig. 1.16) (Ellermeier ef al., 2005).

Otro sistema regulador de dos componentes integrado en la regulacion de la
SPI1 es el sistema BarA/SirA. El sistema participa en la regulaciéon de numerosos genes
del metabolismo de carbohidratos, motilidad, formacion de biofilms e invasion (Ahmer
et al., 1999). Trabajos recientes sugieren una acciéon inductora de SirA sobre el
promotor de #ilD, desencadenando la expresion de HilA (Ellermeier et al., 2005).
Aparte de otros estimulos, BarA/SirA parecen responder a presencia de bilis (Prouty &

Gunn, 2000). SirA puede estar actuando induciendo la expresion de dos pequefios
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ARNSs (sRNA) csrB 'y csrC, y estos actuando como antagonistas a otro ARNSs, csr4. La
unién de csr4 al ARNm de 4i/D impediria su traduccidon o promoveria su degradacion.
Asi, la induccién mediada de SirA sobre csrC interferiria con la accion de csrA,
activando indirectamente la expresion pos-traducional de 4ilD (Fortune ef al., 2006).

Fur (Ferric Uptake Regulator) es considerado el mayor regulador en respuesta a
carencia de hierro en Salmonella, y recientemente ha sido incluido en la red regulatoria
de la SPI1 (Ellermeier & Slauch, 2007). Mutantes fur poseen bajos niveles de hild y,
ademads, su sobreexpresion aumenta los niveles de hil4, sugiriendo un efecto indirecto
sobre este gen (Ellermeier & Slauch, 2008). Estudios realizados apuntan que este efecto
es mediado por HilD. Fur controlaria post-transcripcionalmente el ARNm AilD por la
accion de un intermediario no caracterizado (Ellermeier & Slauch, 2008). Fur induce
predominantemente el sistema en condiciones de baja concentracién de oxigeno
(Ellermeier & Slauch, 2008). A titulo de ejemplo en E. coli, el gen sodB es regulado por
Fur a nivel traduccional por la accién en conjunto de Hfg y un ARN pequefio no
codificante ryhB (Geissmann & Touati, 2004; Massé et al., 2005; Vecerek et al., 2003).

El regulador global Mlc, represor de varios genes involucrados en absorcion y
metabolismo de carbohidratos en S. Typhimurium ejerceria un efecto positivo en la
expresion de SPI1 por reducir la expresion de HilE (Lim et al., 2007).

Recientemente se ha caracterizado un nuevo gen en la SPI1, el gen invR, que
codifica para un abundante ARNs en S. Typhimurium (Pfeiffer et al., 2007). invR es
activado por HilD bajo condiciones que favorecen la invasion. Datos genéticos sugieren
la interaccion de invR con la chaperona Hfgq, manteniendo asi su estabilidad. El
complejo Hfg-invR actuaria silenciando el ARNm de ompD y regulando asi los niveles
de la porina ompD (Pfeiffer et al., 2007). Asimismo Hfq parece ser requerido para un
nivel elevado de expresion de HilA (Pfeiffer et al., 2007; Sittka et al., 2007).

La enzima Dam (DNA adenine methylase) también ejerce un efecto regulador en
la expresion de SPI1. Mutantes para este enzima presentan bajos niveles de expresion
de los activadores HilC, HilD, HilA y InvF (Lépez-Garrido & Casadesus, 2010). No
obstante parece ser que el efecto regulador dado por la proteina Dam seria a nivel
postranscripcional, afectando la estabilidad del ARNm de hilD (Lopez-Garrido &
Casadesus, 2010).
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= Represores de la SPI1:

HilE es considerado un importante represor de la SPI1. Mutantes en AilE poseen
aumentados los niveles de 4il4 unicamente en presencia de hilD (Baxter et al., 2003).
Aunque el mecanismo exacto de accion de HilE aun no esté claro, datos de interaccién
proteina-proteina mediante el sistema de doble hibrido sugieren la union de HilE
directamente a HilD, evitando la activacion de 4il4 (Baxter et al., 2003). A su vez, hilE
estd regulado por varios sistemas capaces de interferir con la expresion de la SPI1
(Ellermeier & Slauch, 2007).

Los sistemas de dos componentes PhoP/PhoQ y PhoR/PhoB actian regulando
negativamente la expresion de la SPI1. PhoP/PhoQ actia en respuesta a bajas
concentraciones de Mg”" y bajo pH, mientras que PhoR/PhoB responden a bajas
concentraciones de fosfato inorganico (Lucas et al., 2000; Monsieurs et al., 2005). PhoP
actiia probablemente a través de la induccidn directa de hilE (Baxter & Jones, 2005) y
PhoR/PhoB regulando la transcripcion de fimZY (Jones, 2005). Las proteinas FimZ y
FimY son reguladores de los genes que codifican para la fimbria de tipo I (Yeh et al.,
2002), y controlarian a expresion de la SPII regulando la transcripcion de hilE (Baxter

& Jones, 2005).

1.7.3. Isla de patogenicidad de Salmonella 2 — SP12

La isla de patogenicidad 2 de Salmonella, SP12, se localiza en los centisomas 30
y 31 del cromosoma de Sal/monella, posee un tamafio de 40 kb, y se localiza adyacente
al gen ARNt valV, (Fig. 1.17). Las funciones realizadas por los productos génicos de
esta isla son esenciales para la patogénesis de Salmonella. Posibilitan la supervivencia
de la célula bacteriana en los fagosomas de los macréfagos (Salmonella-containing
vacuole — SCV), y también permiten el desarrollo de la infeccién sistémica y la
proliferacién a diferentes o6rganos del hospedador (Cirillo et al., 1998; Hensel et al.,
1998; Valdivia & Falkow, 1997). Gendémicamente, la SPI2 esta formada por dos
elementos distintos. El primero corresponde a una region de 25 kb presente solamente
en Salmonella enterica y que es esencial para la diseminacion sistémica, e incluye los
genes que codifican para un segundo sistema de secrecion del tipo 3 (T3SS-2). La
segunda region de 15 kb se ha detectado en S. enterica y S. bongori. Esta segunda

regidn no es necesaria para la patogénesis y posee, entre otros, el operén #rBCA, el cual
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codifica para la tetrationina reductasa, implicada en la respiracion anaerobica, y el
operén #rRS, que codifica el sistema regulador de los genes #fr (Hansen-Wester &
Hensel, 2001; Kuhle & Hensel, 2004).

El segundo sistema de secrecion del tipo 3 (T3SS-2) codificado por la SPI2
permite que Salmonella sobreviva y replique en el interior de los macréofagos en las
infecciones sistémicas. Las condiciones ambientales que desencadenan la induccion de
los genes presentes en este sistema son la falta de nutrientes, principalmente magnesio,
calcio y fosfatos (Hensel, 2000; Hensel ez al., 1998; Kuhle & Hensel, 2004). EI T3SS-2
estd codificado por 31 genes, organizados en dos operones: en el primero se codifican
los genes de la maquinaria de secrecion, ssa (secretion system apparatus), una unidad
transcripcional que codifica para proteinas efectoras, sse (secretion system efectors) y
diferentes chaperonas, ssc (secretion system chaperonas). En el segundo operdn se
codifica el sistema de regulacion de dos componentes SsrAB (secretion system
regulator A, B) (Kuhle & Hensel, 2004).

SstB es la proteina reguladora y SsrA (también conocida por SpiR) es la
proteina integral de membrana. La proteina SsrB se une a los promotores de todos los
genes pertenecientes a SPI2, desencadenando la correcta expresion de la maquinaria de
secrecion del tipo III y proteinas efectoras (Walthers et al., 2007; Worley et al., 2000).
La proteina SsrB se une y regula la transcripcion del gen ssr4 y también es capaz de
autoregular su transcripcion (Feng et al., 2003) (Fig. 1.18). La proteina SsrA posee dos
dominios transmembrana, los cuales definen una amplia region periplasmatica
involucrada en detectar sefiales que hasta el momento no se conocen (Fass & Groisman,

2009).
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Figura. 1.17. Representacion esquematica de la SPI2. Adaptado de (Hansen-Wester & Hensel,
2001).
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1.7.3.1 Regulacion de la SPI2

La SPI2, al igual que otros genes adquiridos horizontalmente, posee un elevado
porcentaje de A y T (Ochman et al., 1996; Shea et al., 1996). Se sabe que la proteina H-
NS reprime la expresion de los genes asociados a SPI2 (Lucchini et al., 2006; Navarre
et al., 2006; 2007). Parece ser que H-NS se une directamente al promotor del gen ssr4 o
spiR (Bustamante et al., 2008). No obstante, parece haber un efecto de cross-talk entre
laisla 1y 2 de Salmonella, debido a que la proteina HilD, codificada en la SPI1, estaria
actuando en determinadas condiciones como un agente antagonista en la represion
mediada por H-NS en el promotor de ssr4 (Bustamante et al., 2008), (Fig. 1.18).

Las proteinas Hha e YdgT también contribuyen en la represion de la expresion
de la SPI2 (Coombes et al., 2005). Como se ha comentado anteriormente, la proteina
YdgT es una pardloga de la proteina Hha y se ha descrito que estas proteinas
interaccionan con la proteina H-NS. YdgT en este caso, parece estar actuando en
conjunto con H-NS en la represion del gen ssrB. Los complejos formados por YdgT/H-
NS actuarian reprimiendo la transcripcion de ss#B. A su vez, la proteina SsrB es capaz
de antagonizar el efecto represor de YdgT/H-NS. Se ha propuesto un sistema on/off, el
cual previene la formacion de proteinas truncadas de la SPI2 en el proceso infeccioso
(Coombes et al., 2005). Hha también parece estar involucrada en la represion del gen
ssrB. Hha estaria actuando en conjunto con H-NS cuando la células bacterianas no se
encuentran en el ambiente intracelular (Silphaduang et al., 2007).

Las proteinas IHF y Fis también parecen contribuir en la expresion de los genes
de la SPI2. IHF posee papeles cruciales en la activacion de los reguladores en la SPI1 y
SPI2 (Mangan et al., 2006). Se ha puesto de manifiesto que la proteina Fis es capaz de
unirse a los promotores de los genes spiR y ssaG, codificados en la SPI2 (Kelly et al.,
2004; Lim et al., 2006), desencadenando la expresion del sistema. Fis parece ser mas
indispensable cuando las células se encuentran intracelularmente. La razén de ello seria
que la expresion de la SPI2 depende de la correcta topologia del ADN, la cual estaria
influenciada por Fis (O Croéinin et al., 2006).

Los sistemas de dos componentes OmpR/EnvZ y PhoP/PhoQ también ejercen
papeles cruciales en la correcta expresion de los genes asociados a SPI2. El regulador
OmpR se une al promotor del gen spiR (Lee et al., 2000) y también del gen ssrB (Feng
et al., 2003; Lee et al., 2000), desencadenando la expresion del activador transcripcional

SpiR/SsrB. El sistema de dos componentes PhoP/PhoQ es crucial para el proceso de
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virulencia en Salmonella (Groisman, 2001). Este sistema controla varios determinantes
de virulencia como mgtC (Blanc-Potard & Groisman, 1997), mig-14 (Brodsky et al.,
2002), y macAB (Nishino et al., 2006). En la expresion de la SPI2, PhoP/PhoQ poseen
papeles esenciales en la supervivencia dentro de macrofagos (Miller et al., 1989), y
PhoP activa los reguladores de la SPI2 cuando Sal/monella se encuentra dentro del
hospedador (Heithoff ef al., 1999; Mouslim & Groisman, 2003; Valdivia & Falkow,
1997).
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Groisman, 2009).

1.8. Escherichia coli ENTEROAGREGATIVO (EAEC)

El patotipo enteroagregativo de Escherichia coli fue primeramente descrito en
1985 debido a la capacidad de este patogeno en adherirse a células HEp-2 de forma
agregativa, lo que es conocido como patrén de “apilado de ladrillos”, del inglés stacked
brick-like pattern (Nataro et al., 1987). Este patrén de adherencia, distinguible de todos
los otros patotipos de E. coli como, por ejemplo, de EPEC (enteropathogenic E. coli) y
DAEC (diffusely adherent E. coli), fue primeramente asociado con cuadros de diarreas
en nifios en Santiago, Chile en 1987 (Nataro et al., 1987). Este patotipo de E. coli es
definido por su fenotipo de adherencia agregativa (AA) observado cuando se adhiere a
la superficie celular como, por ejemplo, en cultivos de células HEp-2 (Nataro et al.,

1987). Estudios realizados revelaron que este fenotipo de adherencia agregativo esta
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asociado a presencia de un plasmido de 55-65 MDa de tamafio llamado pAA (Vial et
al., 1988). Sondas de ADN especificas para este plasmido, llamadas sondas AA, fueron
utilizadas para distinguir cepas EAEC de otras cepas de E. coli (Baudry ef al., 1990).
Varios estudios epidemioldgicos utilizan el fenotipo y sondas AA para identificar el
patotipo EAEC (Germani et al., 1998; Huppertz et al., 1997; Okeke et al., 2003).
Aunque esta sonda (AA) apenas identifica una parte de las cepas que exhiben el
fenotipo de adherencia agregativo, estudios epidemioldgicos sugieren que las mismas
representan el verdadero patotipo EAEC (Harrington et al., 2006). Por tanto, la
presencia del plasmido pAA es excluyente para este patogeno.

Los aislamientos clinicos del patotipo enteroagregativo de E. coli presentan
resistencia multiple a antibidticos (Yamamoto et al., 1992). Estudios epidemioldgicos
con este patdgeno describieron un alto indice de aislados multiresistentes a antibidticos
como, por ejemplo, tetraciclina, espectinomicina, estreptomicina, cloranfenicol y
ampicilina (Sang et al., 1997; Vila et al., 1999; 2001). Actualmente se sabe que la
multiresistencia de este patogeno es debida a la presencia de un transposén, Tn2411
(Tn21-like) (Fig. 1.19), insertado en el cromosoma de esta especie. Tn24/1 posee genes
los cuales codifican para la resistencia a cloranfenicol, tetraciclina y, ademads, posee un
integron de clase I (/n2) el cual codifica para las resistencia a estreptomicina y

espectomicina, sulfonamidas y bromuro de etidio (Chaudhuri et al., 2010).
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Figura. 1.19. Organizaciéon genética del transposén Tn21 y sus respectivos genes codificantes
para multiresistencia a antibidticos. El transposén Tn21 esta insertado entre los genes /pf4 y

glmS. Adaptado de (Chaudhuri et al., 2010).
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1.8.1. Factores de virulencia encontrados en EAEC

Recientemente el genoma de la cepa prototipo de EAEC, E. coli 042, fue
secuenciado (Chaudhuri et al., 2010). El genoma presenta un total de 4.886 genes. Un
11% son proteinas hipotéticas conservadas pero sin funcion atribuida y un 10% parecen
ser elementos moviles tales como integrasas, transposasas, o relacionados a
bacteriéfagos (Chaudhuri ef al., 2010). Sorprendentemente se identificaron 78 islas
gendmicas en este patotipo las cuales estan distribuidas de forma variable entre los
genomas de E. coli secuenciados hasta la fecha (Chaudhuri et al., 2010), divergiendo
también en secuencia. Estas islas gendmicas son designadas ROD “regions of
difference” y poseen en conjunto un tamafio de 1.26Mb, lo cual representa el 24% del
cromosoma (Chaudhuri ef al., 2010). Las RODs codifican genes de virulencia, proteinas
metabolicas, proteinas sin funcién atribuida y elementos méviles como profagos y un
transposon conjugativo, Tn24// (Chaudhuri et al., 2010).

El prototipo de EAEC E. coli 042 posee un pldsmido de aproximadamente
113,346 pb (Chaudhuri et al., 2010). Este plasmido, denominado pAA2 en el prototipo
042, pertenece a familia IncFIIA (Czeczulin ef al., 1997). Posee 152 pautas abiertas de
lectura, de las cuales 32 son pseudogenes. Del total de genes, 7 son proteinas hipotéticas
sin homologia en la base de datos, 23 codifican proteinas conservadas sin funcion
atribuida, y 55 codifican proteinas involucradas en transferencia, replicacion y
mantenimiento del pldsmido. Existen 18 genes con funcién atribuida a elementos
moviles como transposasas y los 17 genes restantes poseen funcién o se supone estan

involucrados en virulencia (Chaudhuri ef al., 2010) (Fig. 1.20)
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1.8.1.1 Toxinas

El plasmido pAA2 codifica para dos toxinas, la toxina Pet (plasmid-encoded
toxin), y EAST-1 (gen astA4), (Fig. 1.20). La proteina Pet es una proteasa perteneciente a
familia de serin proteasas (serine protease autotransporter — SPATE) secretada por la
cepa 042 (Eslava et al., 1998; Henderson et al., 1999b). Una vez secretada, Pet parece
ser internalizada por las células del hospedador y promover la degradacion de las
proteinas del citoesqueleto (Navarro-Garcia et al., 2001; Villaseca et al., 2000). La
regulacion de la expresion de esta toxina es poco conocida. Solamente se ha
caracterizado que la expresion de la misma es dependiente de las proteinas CRP (cyclic
AMP receptor protein) y Fis, y que ambas ejercen un efecto sinérgico en el promotor
del gen pet (Rossiter et al., 2011).

La proteina EAST-1 es codificada por el gen ast4 y se localiza adyacente al gen
pet en el plasmido pAA2. Esta toxina estd ampliamente distribuida en distintas cepas y
diferentes patovares (Czeczulin et al., 1999). EAST-1 promueve el aumento en la
secrecion de aniones (Ménard et al., 2004; Savarino et al., 1993). El hecho de que esta
proteina también esté presente en la cepa enteroagregativa 17-1, la cual no promueve
diarreas en voluntarios, sugiere que la funcién de EAST-1 no es Uinicamente provocar
diarreas (Ménard et al., 2004; Nataro et al., 1995).

El patotipo de E. coli 042 también posee dos toxinas codificadas en el
cromosoma, las proteinas ShET1 y HIyE. La proteina HIyE posee una masa molecular
de 34 kDa, es capaz de oligomerizar en estructuras complejas formando un poro en la
superficies celular, lo cual se ha comprobado que genera efectos citoliticos y citopaticos
en células humanas in vitro (Mueller et al., 2009). El hecho de que esta toxina esté
presente en especies de bacterias no patdgenas, sugiere que la misma posee papeles
secundarios en la patogénesis (Rhein et al., 2008).

La proteina ShET1 estd compuesta por dos subunidades codificadas por los
genes setA y setB. Una subunidad de la proteina SetA se asocia con un pentamero de la
proteinas SetB, y juntas forman un oligémero de 20kDa (Henderson ef al., 1999a). La
toxina ShET1 parece promover la secrecion intestinal via cAMP y ¢cGMP, aunque el

mecanismo bioquimico de este proceso continua desconocido (Henderson et al., 1999a).
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1.8.1.2 Fimbrias y adhesinas

La secuenciacion del genoma de E. coli 042 reveld la sorprendente plasticidad
de este patégeno en la adaptacidon y supervivencia en distintos nichos ecoldgicos. La
cepa 042 posee 11 familias diferentes de fimbrias (Chaudhuri et al., 2010), de las cuales
solamente una clase se encuentra codificada en el pldsmido de virulencia pAA2,
mientras que todas las restantes estan codificadas en el cromosoma. Estudios
filogenéticos encontraron diferencias significativas entre a distribucion de las distintas
familias de fimbrias en E. coli relacionadas (Fig. 1.21). No se sabe exactamente por qué
el patotipo 042 presenta esta gran variedad de fimbrias, pero una posible explicacion
seria el reflejo de la adaptacion en colonizar diferentes hospedadores asi como distintos

nichos en el mismo hospedador (Humphries ef al., 2005).
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Figura. 1.21. Distribucion filogenética de los distintos /oci de fimbrias distribuidos entre

estirpes patdgenas y no patdgenas de E. coli. En el lado izquierdo de la figura se presentan las
relaciones filogenéticas existentes entre los distintos patotipos de E. coli. Al lado derecho se
muestra la distribucion de las distintas familias de fimbrias relacionadas a los patotipos de E.
coli. Los colores hacen referencia a presencia de la familia de fimbrias (rojo), ausencia de las
mismas (azul), o pseudogenes (amarillo). Notese que el patotipo 042 se encuentra en el grupo

D1. Adaptado de (Chaudhuri et al., 2010).
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De todas las familias de fimbrias encontradas en la cepa 042, la mejor estudiada
es la familia de fimbrias agregativas adherentes relacionadas a familia Dr, AAF/II
(aggregative adherence fimbria/ll) (Czeczulin et al., 1997). La biogénesis de las
adhesinas AAF presenta una organizacidn similar a la de las adhesinas de la familia Dr
encontradas en E. coli uropatogénicas (UPEC) y difusivo adherentes (DEAC)
(Harrington et al., 2006). El fenotipo de adherencia agregativo (AA) es mediado por
estas fimbrias agregativas, lo cual se comprueba expresando estas fimbrias en frans en
E. coli K12, lo que le confiere el fenotipo AA (Nataro et al., 1992). Existen tres
variantes alélicas de estas fimbrias adherentes, AAF/I, AAF/Il y AAF/III (Bernier et al.,
2002; Czeczulin et al., 1997; Nataro et al., 1992). En el patotipo 042 esta presente la
variante AAF/II. Los genes requeridos para biogénesis de estas fimbrias adherentes se
codifican en el plasmido de virulencia pAA2 en dos operones distintos (aafDA y
aafCB). La mayor subunidad de estas fimbrias, la proteina AafA presenta menos de
25% de homologia en la secuencia aminoacidica con la variante AggA (AAF/I)
(Czeczulin et al., 1997). La subunidad AafA parece ser indispensable para la formacion
de biofilms e interaccidon con células eucariotas (Czeczulin et al., 1997), mientras que la
subunidad AafB ha sido implicada en la invasion de células epiteliales (Jouve et al.,
1997). Curiosamente existen aislamientos clinicos de EAEC que presentan el fenotipo
AA, pero no presentan ninguna de las variantes AAF. Estos datos sugieren la presencia
de adhesinas adicionales aun no caracterizadas (Bernier ef al., 2002; Czeczulin et al.,
1997; Harrington et al., 2006). La expresion de los genes aaf requiere el activador
transcripcional AggR (Nataro et al., 1994). La proteina AggR codificada en el plasmido
pAA2, pertenece a familia de activadores transcripcionales AraC (Nataro ef al., 1994), y
estd involucrada en la activacion de varios genes de virulencia como, por ejemplo, los
genes AAF (aafDA), la dispersina (aap), el sistema de transporte de la dispersina
(aatPABCD), y el sistema de secrecion del tipo VI (aaid-Y) (revisado por Morin et al.,
2010). La proteina AggR posee dominios de unién al ADN, es capaz de unirse a los
promotores de los genes activados por la misma y, no obstante, es capaz de regular su
propia expresion (Morin et al., 2010). La regulacién de este activador transcripcional
todavia es poco conocida, pero se sabe que la proteina Fis afecta a la correcta expresion
del mismo (Sheikh et al., 2001), y que la proteina H-NS es capaz de reprimir su

transcripcion (Morin et al., 2010).
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1.8.1.3. Sistemas de secrecion del tipo I y II encontrados en E. coli 042

El genoma de la cepa de E. coli 042 presenta los genes codificantes para los
sistemas de secrecidn del tipo I al VI (Chaudhuri ez al., 2010). No obstante, en algunos
casos presenta mas de una copia para determinados sistemas, como es el caso del
sistema de secrecidon del tipo I (T1SS). En bacterias gram-negativas el sistema de
secrecion del tipo I esta compuesto por tres subunidades, siendo la primera una proteina
del tipo TolC (outer membrane pore-forming protein — OMP), y las otras dos
subunidades son proteinas localizadas en la membrana interna, una proteina fusionada a
membrana (membrane-fusion protein — MFP), la cual entra en contacto con la proteina
tipo TolC, y la segunda, una proteina tipo ABC que se une a ATP y es capaz de
transducir energia para el funcionamiento del sistema (Henderson et al., 2004). Tal y
como ha sido comentado anteriormente, la cepa E. coli 042 posee tres T1SS: una copia
codificada en el locus aat del plasmido pAA2 y dos copias codificadas en el cromosoma
(Sheikh et al., 2002). El gen aap (antiaggregation protein, mas conocida como
dispersina, Aap) codificado en el plasmido pAA2, es una proteina secretada a la
superficie celular por la maquinaria T1SS codificada por el mismo plasmido (genes
aatPABCD) (Sheikh et al., 2002). Cuando la proteina Aap es secretada a la superficie
celular se une mediante enlaces no covalentes al LPS de la célula bacteriana (Sheikh et
al., 2002). Aap parece neutralizar la fuerte carga negativa del LPS, y asi la AAF, la cual
posee una fuerte carga positiva, puede extenderse desde la superficie bacteriana y unirse
a distintos substratos (Harrington et al., 2006). No obstante, mutantes en el gen aap
presentan un fenotipo de agregacidon celular y datos de estudios moleculares
confirmaron que tal fenotipo es debido a un colapso de cargas entre AAF y el LPS
celular debido a ausencia de la dispersina Aap (Sheikh ef al., 2002). La secrecidon de
Aap tiene lugar a través del T1SS compuesto por los genes aatPABCD. AatD es la
proteina fusionada a membrana (MFP), AatC y AatP transducen energia al sistema
(ABC), y AatA es la porina tipo TolC (OMP). No obstante, este sistema posee un
componente adicional sin funcion atribuida (AatB) (Sheikh et al., 2002). Los otros dos
T1SS parecen ser homologos al encontrado en las cepas de E. coli enterohemorragicas,
en las cuales los substratos secretados son la toxina RTX (Chaudhuri ef al., 2010), y el
factor microcina H47 (Rodriguez et al., 1999).

La cepa de E. coli 042 posee todos los genes de la maquinaria del sistema de

secrecion del tipo 2 (T2SS) (Chaudhuri et al., 2010). Parece ser que el locus donde se
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codifican estos genes es transcrito aguas arriba del mismo, resultando en un ARNm
policistrénico el cual codifica todos los componentes del T2SS (Yang et al., 2007).
Estudios gendmicos entre distintas cepas de E. coli secuenciadas revelaron que los
genes codificantes para este sistema estan conservados en la mayoria de las cepas de E.
coli patogenas (Chaudhuri ef al., 2010). En la cepa enterotoxigénica (ETEC) E. coli
H104107 se evidencio que el T2SS es el responsable de secretar la enterotoxina “heat-
labile” (LT) (Tauschek et al., 2002), pero en el caso de la cepa 042 ésta no posee el
locus para LT, lo que sugiere que este sistema secreta otros substratos ain no

caracterizados (Chaudhuri et al., 2010).

1.8.1.4 Sistemas de secrecion del tipo I1I encontrados en E. coli 042

Determinadas cepas de E. coli utilizan el sistema de secrecion de tipo 3 (T3SS)
para producir el sistema flagelar y/o para inyectar proteinas efectoras dentro de las
células del hospedador (Pallen & Gophna, 2007). EAEC 042 posee los genes
codificantes del flagelo, lo que le confiere el serotipo H18. 042 posee también un /ocus
adicional que codifica para un segundo sistema de flagelo, Flag-2, también encontrado
en cepas de E. coli relacionadas (Ren ef al., 2005). El genoma de 042, ademas de los
T3SS descritos anteriormente, presenta dos clusters de T3SS no relacionados con la
sintesis de flagelo. Estos dos sistemas se denominan ETT2 (E. coli T3SS 2) y eip, se
localizan insertados préoximamente a los ARNt glyU y selC, respectivamente
(Chaudhuri ef al., 2010) y ambos presentan caracteristicas de islas de patogenicidad
(Ren et al., 2004a). En E. coli 042 el sistema ETT2 parece ser un sistema activo debido
a integridad del /ocus (Ren et al., 2004a; Sheikh et al., 2006) (Fig. 1.22).

La isla ETT2 fue inicialmente caracterizada en E. coli enterohemorragica
O157:H7, y en esta cepa parece no ser funcional debido a mutaciones acumuladas a lo
largo de la evolucion de esta especie (Ren et al., 2004a) (Fig. 1.22).

La isla ETT2 posee genes ortdlogos encontrados en las islas de patogenicidad 1,
2 y 3 de Salmonella (Hayashi et al., 2001; Perna et al., 2001) (Fig. 1.22). Estos genes
son los activadores transcripcionales encontrados en las islas de patogenicidad de
Salmonella SPI-1, la proteina HilA (YgeH en ETT2) y SPI-2, la proteina SsrB (YgeK
en ETT2) (Ren et al., 2004a). En la ETT2 también se encuentran homdlogos de genes
no caracterizados de la SPI-3 en Sal/monella, como es el caso de rmbA (yqgeH en ETT2),

marT (ygel en ETT2),y fidL (ygeJ en ETT2) (Ren et al., 2004a).
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La isla de patogenicidad eip posee 20,9 kb de tamafio (Ren ef al., 2004a). Esta
isla posee dos homodlogos de proteinas efectoras en Salmonella, las proteinas SipB
(EipB en eip), y SipD (EipD en eip). No obstante, también posee homologos para una
chaperona encontrada en la SPI-1 de Salmonella, la proteina SicA (EicA en eip) y
curiosamente, otro homologo de la proteina HilA de Salmonella (EilA en eip) (Ren et
al., 2004a).

Estudios filogenéticos basados en la secuencia de las chaperonas de las islas
ETT2 y eip de la cepa 042 sugieren que las mismas surgieron de una duplicacion
después de la divergencia de la isla ETT2 de la isla SPI-1 de Salmonella (Ren et al.,
2004a). Estos resultados sugieren que ambas islas, ETT2 y eip, formaron parte un dia de
una unica isla de patogenicidad, y que la misma ha divergido del ancestro comun en

conjunto con la isla SPI-1 de Sa/monella (Ren et al., 2004a).
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Figura. 1.22. Representacion esquemadtica de las islas de patogenicidad ETT2 y eip. A)

Estructura de la isla de patogenicidad ETT2 comparada entre varias cepas de E. coli 'y Shigella,

y comparacion con las regiones de las SPI-1 y SPI-3 de S. Typhimurium. Los genes homologos

estan alineados verticalmente. Las inserciones ocurridas al largo de la escala evolutiva estan

representadas por las flechas en amarillo y las delecciones estdn representadas por lineas

discontinuas.

B) Estructura de la isla eip en la cepa 042. Los genes ygeH (A) y eilA (B)

codifican para reguladores que presentan un elevado grado de similitud con HilA, se encuentran

destacados por flechas en negro. Adaptado de (Ren et al., 2004a).
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1.8.2 Proteinas ortologas a HilA de Salmonella encontradas en E. coli 042

La proteina EilA encontrada en la isla de patogenicidad eip, y la proteina YgeH
encontrada en la isla ETT2 de la cepa 042 fueron caracterizadas como proteinas
ortdlogas a HilA de Salmonella (Ren et al., 2004a) (ver Fig. 1.22). El papel de la
proteina YgeH en la regulacion de la isla ETT2 de la cepa 042 no se conoce. No
obstante, el papel de la proteina EilA fue parcialmente clarificado en la regulacion de la
isla eip, y sorprendentemente en la isla ETT2. En la regulacidon de la isla eip, EilA
parece activar la expresion del gen air (o eaeX) el cual se encuentra codificado aguas
abajo del regulador eil4 (Sheikh et al., 2006). Mutantes eil4 poseen una menor
adherencia a distintos substratos, la cual la asociaron a una menor expresion de la
proteina Air (Sheikh et al., 2006). Air pertenece a familia de proteinas BID (bacterial
immunoglobulin domains) y presenta homoélogos en otras especies como Yersinia
(proteina invasina), y en E. coli enteropatogénica (proteina intimina) (Sheikh et al.,
2006). Esta familia de proteinas parecen estar asociadas a procesos de unidn a proteinas
de membrana, resultando en la internalizacion de la célula bacteriana (Rankin et al.,
1992), y en los procesos de transduccion de sefiales y en la union de los receptores de la
célula bacteriana y hospedadora (Nougayréde et al., 2003). Curiosamente EilA parece
actuar en la isla ETT2, activando la expresidon del gen eivF (ortdlogo de invF de
Salmonella) (Sheikh et al., 2006). Tal y como ha sido comentado en el apartado 1.7.2.1
de esta introduccion, una vez activado por la proteina HilA, el producto génico de invF,
la proteina InvF, es capaz de promover la expresion de las proteinas efectoras, como por
ejemplo, la proteina SipA y desencadenar el proceso invasivo en células eucariotas. No
obstante, la activacién producida por EilA en la expresion de eivF no es considerada
como una expresion de la isla ETT2 por completo, dado que sugieren el requerimiento

de otro activador en la cascada reguladora (Sheikh et al., 2006).
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Después de la publicacion del papel de la proteina EilA como modulador de la
expresion génica en la cepa de E. coli 042 (Sheikh et al., 2006), y de la elevada
similitud de secuencia aminoacidica con la proteina HilA, nos planteamos estudiar la
posible relacion entre ambos moduladores.

Teniendo en cuenta que la expresion de la proteina HilA estd regulada por las
proteinas asociadas a la cromatina H-NS y Hha, nos propusimos en primer lugar
estudiar a fondo este sistema para después estudiar la regulacion de eil4 y compararlas.
También planteamos estudiar si las proteinas HilA y FEilA son funcionalmente
intercambiables.

Finalmente, debido a un fenotipo inesperado de un mutante sha en la cepa de E.
coli 042, también se ha profundizado en el papel de la proteina Hha de forma

independiente a H-NS en esta cepa enteroagregativa.

57



OBJETIVOS

58



MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS

59



MATERIALES Y METODOS

60



3.1. CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDOS Y BACTERIOFAGOS

3.1.1. Cepas bacterianas

MATERIALES Y METODOS

Las cepas bacterianas de Salmonella enterica serovar Typhimurium y de

Escherichia coli utilizadas en este trabajo se detallan en la siguiente tabla.

Tabla 3.1. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa

Genotipo relevante

Referencia o origen

Escherichia coli

XL1Blue

DH5a

SKRif

SKRif pAA2
MG1655Lac”

MG1655 pAA2

AAGI1
AAGIA
AAGIH
AAGIIHFA
AAGI1IHFB
AGGIHA
AAGIHB
AAGI1ARSeilA

recAl endA1 gyrA96 thil
hsdR17 (r’ my) supE44 relA1 N
lac (F’ proA” B lacI®
lacZAM15 Tnl0) T¢'
®80dlacZAM15 recAl endAl
gyrA96 thil hsdR17 (1 my ')
supEA44 relA1 deoR A(lacZYA-
argF)U169 phoA

F, hsdR, hsdM, thr, thi ,rpsL,
leu, lacZ, Rif'

SKRif (pAA2 AggR::3xFLAG)
MG1655 lacZ::Cm
MGI1655Lac” (pAA2
AggR::3XFLAG)

MG1655 AlacZYA

AAGI1 Ahha

AAG]1 Ahns

AAG]1 Aihf4::Cm

AAG]1 AihfB::Cm

AAG]1 Ahns Aihf4::Cm
AAG]1 Ahns AihfB::Cm
AAGT1 con ARSeilA4 integrado

(Bullock et al., 1987)

Stock de laboratorio

(Nieto et al., 1998)

Este trabajo
S. Aznar

Este trabajo

(Aberg et al., 2008)
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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AAGIARSygeH

AAGIHARSeilA
AAG1HARSygeH
AAG1HAARSeilA
AAG1HBARSeil4
AAGIHAARSygeH
AAGIHBARSygeH
EAEC 042

042Hha

042HNS

042EilA

042Y geH

042AggR

042Aap

042EY

042HA

042HP

MHO-1

MHO-2

MHO-3

MHO-4

en attB Km'

AAGI con ARSygeH integrado
en attB Km'

AAGI1H con ARSeil4
AAGI1H con ARSygeH
AAGIHA con ARSeil4
AAGI1HB con ARSeil4
AAGI1HA con ARSygeH
AAGI1HB con ARSygeH
Aislamiento clinico Cm" Sm' Tc'
EAEC 042 Ahha

EAEC 042 Ahns

EAEC 042 Aeild

EAEC 042 AygeH

EAEC 042 AaggR

EAEC 042 Aaap

EAEC 042 Aeild AygeH
EAEC 042 Ahha AaggR
EAEC 042 Ahha Aaap
EAEC 042 aaf4::3XFLAG
EAEC 042 aggR::3XFLAG
042Hha aafA4::3XFLAG
042Hha aggR::3XFLAG

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Dr. Henderson
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Salmonella enterica serovar Typhimurium

SV5015
MHS-C1
MHS-1
SV5015H
SV5015AV1
SV5015HAV1
SV5015UB2
SV5015UB2H

SL1344 his"

SV5015 hil4::Cm
SV5015 AhilA

SV5015 Ahha::Cm
SV5015 Ahns

SV5015 Ahha::Cm Ahns
SV5015 ®hild-lacZY
SV5015UB2 Ahha::Cm

Dr. Casadesus

Este trabajo

Este trabajo

(Vivero et al., 2008)
(Bafios et al., 2009)
Dra. Bafos

(Bafios et al., 2009)

Este trabajo
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SV5015UB2AV1 SV5015UB2 Ahns
SV5015UB2HAV1  SV5015UB2 Ahha::Cm Ahns
SV5015S SV5015 AstpA
SV5015UB2HS SV5015UB2 Ahha::Cm AstpA
SV5015UB2IHFA SV5015UB2 AihfA::Cm
SV5015UB2IHFB SV5015UB2 AihfB::Cm
SV5015UB2D SV5015UB2 AhilD::Cm
SV5015UB2CD SV5015UB2 AhilC AhilD::Cm
SV5258 SV5015 ®invF-lacZY
SV5258HilA SV5258 Ahil4::Cm

MHS-2 SV5015 sipA::3XFLAG
MHS-3 MHS-1 sipA::3XFLAG
TT1704 Ahis-9533

LB5000 rLT rSA rSB’

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Dr. Casadesus
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
(Torreblanca et al.,
1999)

(Bullas & Ryu, 1983)

3.1.2. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se detallan en la siguiente tabla.

Tabla 3.2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia u origen

pKD4 bla FRT ahp FRT PS1 PS2 oriR6K (Datsenko &  Wanner,
Km' Cb" 2000)

pKD3 bla FRT cat FRT PS1 PS2 oriR6K Cm" (Datsenko &  Wanner,
Cb' 2000)

pKD46 bla Pgap gam bet exo pSC101 oriTS (Datsenko &  Wanner,
Cb' 2000)

pKG136 ahp FRT lacZY+ tyis oriR6K Dr. Slauch

pCP20 bla cat cI857 IPgflp pSC101 oriTS Cb"  (Cherepanov & W, 1995)

pSUBI11 Vector utilizado de ADN molde para (Uzzau et al., 2001)

reacciéon de PCR en fusiones con el
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pGEM-T easy

pBADI18
pBADHNSt
pBADHILA
pBADEILA
pBADYGEH
pBADIHFaf
pBADHha
pBADAggR
pBR322
pUBM22
pTE103

pTEhilA

pRS551

pEILA

pYGEH

pFZY1
pHILAS77

pHILAS505

pCB1H
pCGHNS

3XFLAG
reppmei P17 Psps Cb'

reppma1 Parasap Cb'

pBADI18 + hnsTepec

pBADI18 + hilAsysors

pBADI18 + eilAgaecos2

pBADI18 + ygeHpagco42

pBADI18 + ihfAmciess + ihfBuaiess
pBADI18 + hhasysois

pBADI8 + aggReagco42

oripMB1 Cb' T¢'

pBR322 + hha

Vector para ensayos de transcripcion in
vitro

Regioén promotora de hilA de SV5015
(-505 al +372) clonado en el pTE103
Vector para crear fusiones
transcripcionales con lacZ, Cb' Km'
Regién promotora de eilA de EAEC
042 en pRS551

Regién promotora de ygeH de EAEC
042 en pRS551

F’ lac replicon lacZYA" Cb'

Regioén promotora de hilA de SV5015
(-505 al +372) clonado en el pFZY'1
Regioén promotora de hilA de SV5015
(-505 al +1) clonado en el pFZY'1

hha" pLG338-30 Cb*

hns" pLG338-30 Cb"

(Yanisch-Perron et al.,
1985)

(Guzman et al., 1995)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Bolivar et al., 1977)
(Nieto et al., 1991)

(Elliott &  Geiduschek,
1984)

Este trabajo

(Simons et al., 1987)

Este trabajo

Este trabajo

(Koop et al., 1987)
Este trabajo

Este trabajo

(Balsalobre ef al., 1996)
C. Madrid
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3.1.3. Bacteriofagos

En la siguiente tabla se detallan los bacteriofagos que han sido utilizados en este

trabajo y sus caracteristicas mas importantes.

Tabla 3.3. Bacteridfagos utilizados en este trabajo.

Bacteriofago Fenotipo relevante Referencia u origen
Plvir Fago litico (Miller, 1992)

P22 HT int4 Fago litico (Schmieger, 1972)
P22 HS Fago litico (Schmieger, 1972)
ARS45 Fago lisogénico (Simons et al., 1987)
ARSeilA Fago lisogénico portador Este trabajo

de la fusion génica del
plasmido pEILA

ARSygeH Fago lisogénico portador Este trabajo
de la fusion génica del

plasmido pYGEH

3.2. OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucleotidos utilizados en este trabajo han sido suministrados por la
casa comercial Sigma. Las secuencias especificas son indicadas en la tabla A.I que se
encuentra en el anexo de esta tesis.

3.3. MEDIOS DE CULTIVO Y ANTIBIOTICOS

3.3.1. Medios de cultivo

En este trabajo se han utilizado distintos medios de cultivo, cuya composicion y

preparacion se detallan a continuacion:
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LB (Muller) (Sambrook, 2001): medio de cultivo liquido utilizado de forma
rutinaria para el crecimiento de E. coli y S. Typhimurium. Su composicién es:
10 g/l peptona tripsica de caseina, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l NaCl.
LB agar: medio de cultivo solido utilizado de forma rutinaria para el crecimiento
bacteriano. Se obtiene mediante la adicion de 15 g/l de agar para bacteriologia
en medio LB.
LB agar blando: medio de cultivo semisélido utilizado en la obtencién de lisados
fagicos. Se obtiene afiadiendo 6 g/l de agar para bacteriologia en medio LB.
LB agar EBU: medio de cultivo sdlido utilizado para la obtencion de clones
libres de pseudolisdgenos en el proceso de transduccion generada con el fago
P22. Consiste del medio LB agar que una vez esterilizado se suplementa con los
componentes descritos a continuacion. 0,25% (p/v) Glucosa, 0,25% (p/v)
K,HPO4, 0,0125 g/l Azul de Evans, 0,0250 g/1 Fluoresceina.
Medio para caldo fagico: medio de cultivo liquido utilizado para mantener fagos
P22 y también en la obtencion de lisado fagicos. Este medio esta compuesto por
los siguientes componentes: 3 g/l extracto de carne, 5 g/l peptona tripsica de
caseina, 5 g/l NaCl, 0,2% (p/v) glucosa, 1X sales E.

o Sales E: 0,8 mM MgS0Os, 9,5 mM 4&cido citrico, 57 mM K,HPO,, 17 mM

NaNH4HPO,.

Medio SOB (Hanahan et al., 1991): medio de cultivo liquido utilizado como
base para la preparacion del medio SOC. Estad compuesto por: 20 g/l peptona
tripsica de caseina, 5 g/l extracto de levadura, 0,58 g/l NaCl, 0,19 g/l KCI, 20
mM MgCl,/MgSO; (partiendo de una solucién de 1M de ambas sales).
Medio SOC (Hanahan ef al., 1991): medio de cultivo liquido utilizado para la
recuperacion de células tras el proceso de electroporacion. Se obtiene al
suplementar el medio SOB con 20 mM de glucosa.
Medio DMEM (Invitrogen): medio de cultivo liquido comercial utilizado en el
crecimiento y manutencion de células eucariotas. Se ha utilizado en este trabajo
suplementado con 0,45% de glucosa (DMEMplus).
Medio LB:DMEM: este medio liquido estd compuesto de partes iguales (1:1) de
medio LB y medio DMEM.
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3.3.2. Antibioticos

Todos los antibidticos descritos a continuaciéon han sido preparados segin
(Sambrook, 2001). Cuando ha sido necesario, los medios de cultivos citados
anteriormente han sido suplementados con antibidticos. La preparacion y las

concentraciones utilizadas de cada antibiotico se detallan a continuacion.

* Ampicilina (Ap): se prepara una solucién madre a 100 mg/ml en agua destilada
y se esteriliza por filtracion. Se usa a una concentracidn final de 25 pg/ml, 50
pg/ml o 100 pg/ml.

= Carbenicilina (Cb): se prepara una solucion idéntica a la descrita para
ampicilina. Se usa a una concentracion final de 100 pg/ml.

= Kanamicina (Km): se prepara una solucion madre a 50 mg/ml en agua destilada
y se esteriliza por filtracion. Se usa a una concentracion final de 50 pg/ml.

= Tetraciclina (Tc): se prepara una solucion madre a 12.5 mg/ml en etanol al 50%
(v/v). Se usa a una concentracion final de 15 pg/ml.

= Cloranfenicol (Cm): se prepara una solucion madre a 100 mg/ml en etanol
absoluto. Se usa a una concentracion de 25 pg/ml.

»= Rifampicina (Rif): se prepara una solucién madre a 50 mg/ml en metanol

absoluto. En este trabajo se ha utilizado a una concentraciéon de 50 pg/ml.

3.4. METODOS MICROBIOLOGICOS

3.4.1. Esterilizacion

Los medios de cultivo, material de vidrio y plastico, asi como la mayoria de las
soluciones utilizadas en este trabajo fueron esterilizadas por calor huimedo y presion en
el autoclave durante 20 minutos a 121°C y una atmosfera de presion de vapor. En los
casos en que las soluciones no permitian ser esterilizadas por calor y presion, las misma
fueron filtradas con filtros estériles de 0,22 um de diametro de poro, adquiridos a la
casa comercial Millipore.

Los materiales utilizados en los experimentos con ARN fueron liberados de
ARNasas mediante un tratamiento con metanol y posteriormente lavado varias veces

con agua MiliQ, o adquirido directamente libre de nucleasas.
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3.4.2. Mantenimiento de microorganismos

Todas las cepas utilizadas en este trabajo se mantuvieron congeladas a una
temperatura de -80°C en glicerol al 20% (v/v). Todos los microorganismos se
reconstituyeron de la congelacion a -80°C en placas de LB agar suplementado con los
antibidticos pertinentes en cada caso. Estas placas se crecieron durante 16 horas a 30 o
37°C segun la cepa en cuestion.

Los bacteridéfagos se mantuvieron a 4°C en forma de lisado fagico en el mismo
sobrenadante del cultivo del cual se obtuvo el lisado. Este lisado fagico se mantuvo

estéril en presencia de unas gotas de cloroformo.

3.4.3. Inoculacion y cultivo de microorganismos

Para realizar los estudios descritos en este trabajo, los cultivos fueron inoculados
como se indica a continuacion. El indculo utilizado fueron colonias crecidas en placa o
cultivos de toda la noche (16 horas). En el caso de in6culo a partir de placa, se obtuvo
una suspension celular a partir de colonias en LB y se utiliz6 dicha suspension para
inocular el medio de cultivo con una DOgponm (densidad éptica a 600 nm) de 0,002. En
el caso de inoculo a partir cultivos de toda la noche, este mismo fue diluido a una
proporcion de 1:100 6 1:200.

En los casos en que se siguid el crecimiento bacteriano en medio liquido se llevo
a cabo la medicién de la DOgooum de los cultivos, diluidos 1:10 en el mismo medio

estéril, con el espectrofotdmetro DU640 Beckman Coulter.

3.5. TECNICAS EXPERIMENTALES CON ADN

3.5.1. Aislamiento de ADN plasmidico
De forma rutinaria, el aislamiento de ADN plasmidico se realiz6 utilizando el kit

QIAprep Spin Miniprep Kit de la casa comercial Qiagen. Este kit se basa en la

metodologia de lisis alcalina. El protocolo fue el descrito por el fabricante.
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3.5.2. Utilizacion de enzimas de restriccion y ligacion

Las enzimas utilizadas en protocolos de restricciones y de ligacion de ADN (T4
ADN ligasa) fueron obtenidas de la casa comercial Fermentas. El protocolo utilizado ha

sido el descrito por el fabricante.

3.5.3. Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

Para las reacciones de amplificaciéon de ADN por PCR se utilizaron dos distintas
ADN polimerasas comerciales, en funcidn del uso posterior de dicha amplificacion:

I.  Cuando se requeria una elevada fidelidad en la amplificacion para un posterior
uso de los fragmentos amplificados, se utilizd la ADN polimerasa de alta
fidelidad Ecozyme de la casa comercial Ecogen. Normalmente el protocolo
utilizado constaba de una reaccién con un volumen final de 25 pl. Los reactivos
para una reaccion se indican a continuacion: 15 ul de agua bidestilada estéril,
2,5 pl de tampon de amplificacion x10 (Ecogen), 1 pl de una solucion de
nucleotidos trifosfato (ANTP) 10 mM de cada tipo (Fermentas), 1 pl de cada
oligonucledtido 30 ng (Sigma), 1 pl de muestra y 0,5 pl de enzima (Ecogen).

II.  Cuando la finalidad de la amplificacion por PCR era realizar un genotipado de la
cepa bacteriana, se utilizd6 el enzima comercial DreamTaq Master Mix
(Fermentas). En este caso todos los reactivos para PCR se encuentran en
solucion concentrada x2. El protocolo utilizado constaba de una reaccion de 25
ul de volumen final. Los reactivos para una reaccion se detallan a continuacion:
12,5 pl de DreamTaq Master Mix x2, 9,5 ul de agua bidestilada estéril, 1 pl de
cada oligonucleétido 30 ng (Sigma), 1 ul de muestra.

Las muestras utilizadas como ADN molde en las reacciones de PCR consistieron bien
en ADN plasmidico bien en el producto de amplificacion de una PCR o bien en una
suspension de una colonia bacteriana en 50 ul de agua bidestilada estéril previamente

hervida 10 minutos a 100°C.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo siguiendo un programa béasico, en el
cual la temperatura y tiempo de hibridacién junto con el tiempo de extension variaban

en funcion de la secuencia de los oligonucledtidos utilizados y del tamaifio del

69



MATERIALES Y METODOS

fragmento a amplificar. El programa basico utilizado fue el siguiente: desnaturalizacion
a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30
segundos, hibridacién a 55°C por 30 segundos y extension a 72°C durante 30 segundos.

El ciclo terminaba con una ronda de extension a 72°C durante 10 minutos.

3.5.4. Secuenciacion de fragmentos de ADN

El ADN se secuencido por el método de Sanger, basado en la sintesis y
terminacion con dideoxinucleotidos, mediante una reaccion de PCR. De forma rutinaria
se utilizé el kit comercial BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems), siguiendo las
indicaciones del fabricante. El programa de PCR utilizado para reaccion fue:
desnaturalizacidon a 96°C por 1 minuto, 25 ciclos de desnaturalizacion a 96°C durante 10
segundos, hibridacion 50°C durante 5 segundos, extension 60°C durante 4 minutos.

Las muestras tras la amplificacion fueron analizadas en el secuenciador ABI
Prism 3700 (Applied Biosystems), en los Servicios Cientifico-Técnicos de la

Universidad de Barcelona.

3.5.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El ADN plasmidico y los productos de PCR se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa en una cubeta horizontal.

El gel de agarosa se prepar6 en tampén TBE x0,5 (45 mM Tris, 45mM Acido
borico, 1| mM EDTA, pH 8,3). La concentracién de agarosa de los geles varid en
funcion de los tamaiios de los fragmentos de PCR a analizar. Para tamafios inferiores a
1000 nucledtidos se utilizaron geles con un 2% de agarosa, mientras que para tamafios
superiores se utilizd6 una concentracion de 0,8%. Para la visualizacion del ADN
plasmidico se utilizaron geles con una concentracion de 0,8% de agarosa, mientras que
para visualizar perfiles de restriccion de ADN se utiliz6 a una concentracion de 1%.

Rutinariamente se analizaron 1/10 del volumen de la muestra conjuntamente con
tampon de carga a una concentracion de x1 (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xylen
cianol, 60% glicerol).

Las electroforesis de ADN se llevaron a cabo normalmente a temperatura

ambiente, aplicandose un voltaje de 100V durante 35 minutos.

70



MATERIALES Y METODOS

Tras la electroforesis, los geles fueron sumergidos en una soluciéon de bromuro
de etidio a 0,5 pg/ml en TBE x0,5 durante 20 minutos. Una vez tefiidos los geles, se
observaron bajo luz ultravioleta y se fotografiaron con el auxilio del equipo

ImageMaster VDS (Pharmacia).

3.5.6. Aislamiento de fragmentos de ADN

Para el aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa, el
fragmento se visualizd con una lampara de luz UV de onda larga y baja intensidad para
no dafiar el ADN. A continuacidn se recorto el trozo de gel que contenia el fragmento
de interés. De manera rutinaria, los fragmentos de ADN se purificaron utilizando el kit
comercial QIAquick Gel Extraction (Qiagen), siguiendo las instrucciones suministradas

por el fabricante.

3.5.7. Marcaje radioactivo de oligonucleétidos y productos de PCR con [y-*P]ATP

El marcaje radioactivo de oligonucleodtidos y de productos de PCR se llevé a
cabo utilizando la enzima comercial T4 polinucleotido quinasa (T4 PNK — Fermentas).
El protocolo utilizado fue el descrito a continuacidn siendo distinto entre los dos casos.

* El marcaje radioactivo de oligonucledtidos tuvo como finalidad la obtencion del
oligonucledtido HILAPEX3.2 (Tabla A.I) marcado radioactivamente, siendo el
mismo utilizado en ensayos de primer extension (apartado 3.6.4.1). Para este
marcaje se utilizaron 2 ul (5 pmol) del oligonucledtido HILAPEX3.2, 1 ul del
tamp6n x10 T4 PNK —A, 3 ul [y-"P]JATP (3000Ci/mmol — 10mCi/ml), 1 ul T4
PNK y 3 ul de agua estéril. La reacciéon fue incubada durante 10 minutos a 37°C
y la inactivacion de la T4 PNK fue realizada durante 2 minutos a 90°C. Pasado
este tiempo, se afiadieron a la reaccidon 40 ul de agua estéril (llevandose a una
concentracion final de 200 fmol/ul). La muestra se guardo a -20°C hasta su
utilizacion.

* El marcaje radioactivo de productos de PCR tuvo como finalidad el marcaje de
productos de PCR correspondiente a la region promotora del gen hil4 utilizado
en ensayos de EMSA (apartado 3.5.8.). Para este marcaje se utilizaron 52,63 ul
de producto de PCR (10 pmol), 6,5 ul del tampén x10 T4 PNK, 3 ul [y-*P]ATP
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(3000Ci/mmol — 10mCi/ml), 1 ul T4 PNK, 1,87 ul de agua estéril. La reaccion
fue incubada durante 10 minutos a 37°C y pasado este tiempo la T4 PNK fue
inactivada durante 2 minutos a 90°C. La PCR marcada fue guardada a -20°C

hasta su uso.

3.5.8. Ensayos de EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Los ensayos de EMSA o retardos en gel se utilizaron para detectar la capacidad
de unién de una o mas proteinas al ADN. En este trabajo se realizaron dos técnicas
distintas de EMSA, las cuales se describen a continuacion.

= EMSA utilizando ADN marcado con [y-*PJATP. En este ensayo se utilizd el
producto de PCR correspondiente al promotor del gen hil4 marcado

radioactivamente (apartado 3.5.7) juntamente con las proteinas H-NS e IHF. 35

fmol de producto de PCR marcado con [y-"*P]JATP fueron mezclados con la

proteina H-NS (gentilmente cedida por el Prof. Miquel Pons) o IHF (gentilmente
cedida por el Prof. Fernando de la Cruz) en el tampén de ensayo (250 mM de

HEPES pH 7,4, 350 mM KCI, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 500 ug BSA ml’,

25% glicerol (v/v)) y incubados a 37°C durante 15 minutos (20 ul volumen

final). Concentraciones crecientes de las proteinas H-NS o IHF fueron afadidas

cuando fue necesario y la reaccion fue incubada otros 15 minutos a 37°C.

Después de incubadas, se afiadid a las muestras 5 ul de glicerol al 100% y las

mismas fueron sometidas a una electroforesis a un voltaje de 100V en geles de

poliacrilamida al 5% en tampon TBE x0,5 a 37°C durante 60 minutos. Pasada la
electroforesis, el gel se secd sobre papel de filtro con secador de geles Bio-Rad

583. Con el gel seco los complejos ADN-proteina fueron visualizados utilizando

el programa Quantity One (Bio-Rad).

= EMSA utilizando ADN “frio”. En este ensayo se utilizd el producto de PCR
correspondiente al promotor de los genes eil4 e ygeH juntamente con la proteina

H-NS. 50 ng de ADN fueron mezclados con la proteina H-NS en el mismo

tampon de ensayo descrito en el apartado anterior en un volumen de 20 ul.

Concentraciones crecientes de la proteina H-NS fueron afiadidas cuando fue

necesario y la reaccidon fue incubada 15 minutos a temperatura ambiente. Pasada

la incubacidn, se afiadié a las muestras 5 ul de glicerol al 100% y las mismas
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fueron sometidas a una electroforesis a un voltaje de 100V en geles de
poliacrilamida al 5% en tampon TBE x0,5 durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Después de la electroforesis el gel se sumergidé en una solucién de
bromuro de etidio diluida a 0,5 ug/ml en tamp6n TBE x0,5 por 15 minutos. Los
complejos ADN-proteina fueron visualizados utilizando el programa Quantity

One (Bio-Rad).

3.6. TECNICAS EXPERIMENTALES CON ARN

3.6.1. Extraccion de ARN total

Para la extraccion de ARN total se utilizo el kit comercial SV Total RNA
Isolation System (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante. Tras la obtencidon
del ARN total puro, éste fue sometido a un segundo tratamiento con una ADNasa
comercial DNAse Turbo (Ambion). Los ARN utilizados en los experimentos de RT-
PCR (apartado 3.6.3.) fueron extraidos a partir de 1 ml de cultivo bacteriano. Tales
cultivos fueron crecidos hasta una DOgponm de 0,4 y 2,0, sedimentados tras un pulso en

microcentrifuga (13.400 rpm) y congelados a -80°C o procesados inmediatamente.

3.6.2. Cuantificacion del ARN total purificado

La cuantificacion del ARN total se llevd a cabo mediante la determinacion de la

DO260nm con el auxilio del espectrofotdémetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop).

3.6.3. RT-PCR

Para el andlisis cuantitativo del ARN por la técnica de RT-PCR (Reverse
Transcriptase PCR), el ARN del gen objeto de estudio se retro-transcribié a ADN con
la accion de una transcriptasa inversa comercial y posteriormente éste se amplificd por
PCR. Para esta técnica se utilizd el kit comercial Transcriptor One-Step RT-PCR
(Roche), que suministra todos los reactivos necesarios para la reaccion de retro-
transcripcion, asi como para la amplificacion del ADNc (ADN complementar)

sintetizado, exceptuando los oligonucledtidos y el ARN. Primeramente se determind,
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mediante una curva de saturacion, la concentracién de ARN a ser utilizada del gen
objeto de estudio. Antes de afiadir la dilucion de ARN con la concentracidon apropiada
se incubd durante 5 minutos a 90°C en el “thermo-block”, y se mantuvo en hielo hasta
el momento de ser utilizada. Las cantidades de cada reactivo en la reacciéon de RT-PCR
se describen a continuacion: 5 ul del tampoén x5, 1 ul oligonucleétido positivo, 1 ul
oligonucledtido negativo, 0,5 ul del mix de enzimas, 15,5 ul de agua estéril, 2 ul de
ARN (concentracidon dependiente de cada gen objeto de estudio). Para asegurar que la
muestra no contuviese ningin resto de ADN fue necesario hacer un control que
consistié en inactivar la transcriptasa inversa durante 10 minutos a 95°C, y comprobar
que no se producia amplificacion debido a la presencia de ADN en la muestra. El
programa de RT-PCR utilizado fue el descrito a continuacion, retro-transcripcion por 15
minutos a 50°C, inactivacion de la transcriptasa reversa por 10 minutos a 94°C, seguido
de 10 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 10 segundos, hibridacion por 30 segundos
a 55°C, elongacién por 30 segundos a 68°C. A continuacidn se realizaron 25 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 10 segundos, hibridacion por 30 segundos a 55°C,
elongacion a 68°C por 30 segundos (+ 1 segundo por ciclo). Finalizacién del ciclo de

PCR con una elongacién de 7 minutos a 68°C.

3.6.4. Estudios de transcripcion in vitro

Para determinar el posible papel antagonista de IHF sobre el efecto represor de
H-NS en el promotor del gen hilA de la cepa SV5015 se realizaron ensayos de
transcripcion in vitro. Los estudios de transcripcion in vitro se llevaron a cabo
utilizando como molde ADN plasmidico superenrollado (pTEhilA). El enzima ARN
polimerasa (ARNpol) se obtuvo de la casa comercial USB. Las proteinas H-NS y IHF
se obtuvieron tales como se ha descrito en el apartado 3.5.8. Todos los ensayos se
llevaron a cabo a 37°C en tampdn de transcripcidon (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM
KCl, 5 mM MgCl,, 2,5 mM DTT, 25 ug/ml” BSA).

Los ensayos de uno solo ciclo de transcripcion se realizaron en un volumen de
reaccion de 25 ul. 150 ng del plasmido pTEhilA fueron incubados en presencia de 200
uM de cada uno de los ribonucledtidos trifosfatos (rNTP), 5 unidades (U) de ARN pol
juntamente con las proteinas H-NS e IHF afiadidas en conjunto o por separado tal y

como se indica en la figura 4.9 del apartado de resultados. En su caso, la proteina IHF
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fue incubada en presencia del tampon de transcripcion durante 10 minutos a 37°C
previamente a la reaccion. Pasado este tiempo, la proteina H-NS fue afadida a la
reaccion y ésta incubada durante 10 minutos a 37°C. Después de la tltima incubacion, 5
U de ARNpol fueron afadidas a la reaccidon, incubandose nuevamente durante 10
minutos a 37°C, para asi permitir la correcta interaccion del enzima con el promotor. En
este punto, los INTPs rATP, rCTP y rUTP fueron afiadidos a la reaccidon. En ausencia
del rGTP la ARNpol deberia quedarse parada en la posicion +17 desde el inicio de
transcripcion, debido que la primera guanosina que se encuentra después del inicio de
transcripcion esta en esta posicion. Pasados 2 minutos de incubacién a 37°C, 100 ng/ul’’
de heparina (SIGMA) y rGTP fueron afiadidos. La reaccion fué continuada durante 20

minutos a 37°C y se par6 la misma inactivando la ARNpol a 75°C por 10 minutos.

3.6.4.1. Ensayos de Primer Extension

Los ARN sintetizados in vitro fueron utilizados como molde para los ensayos de
Primer Extension. Para cada reaccion se utilizaron 12,6 ul del transcrito juntamente con
1,5 ul del oligonucleétido HILAPEX3.2 marcado con [y-32P]ATP (300 fmol de
concentracion final). La reaccion fue incubada a 70°C por 5 minutos para desestructurar
posibles estructuras secundarias de la molécula de ARN y luego mantenida en hielo.
Previamente a la reaccion de transcripcion inversa se trato la reaccion con un inhibidor
de ARNasas afiadiendo a esta reaccion 0,1 ul RNAsin (Promega) juntamente con 4 ul
del tampén de transcripcidon x5, 0,8 ul de una mezcla de los cuatro dNTPs a 25 mM
(dATP, dTTP, dCTP y dGTP) y mantenido a 37°C por 5 minutos. Pasado este tiempo, 1
ul de transcriptasa inversa fue afiadido a cada reaccidon e incubado a 42°C por 1 hora.
Transcurrido este tiempo se pararon las reacciones mediante la adicion de 10 ul del
tampon de carga/parada (95% formamida, 0,025 % xylen cianol, 0,025% azul de
bromofenol) y las muestras fueron calentadas 2 minutos a 95°C y mantenidas en hielo.
20 wl de las muestras en frio fueron sometidas a una electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10% conteniendo urea a 7M. Después de la electroforesis (100V por
60 minutos) los geles se secaron sobre papel filtro con secador de geles Bio-Rad 583.

Con el gel seco, las bandas fueron visualizadas utilizando el programa Quantity One

(Bio-Rad).
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3.6.5. Secuenciacion masiva de ARN de las cepas 042 salvaje y mutante hha

La secuenciacion masiva de ARNm de la cepa salvaje de E. coli 042 y el
respectivo mutante hha se llevd a cabo en colaboracidn con el grupo del Dr. Fernando
de la Cruz (Universidad de Cantabria — Santander, Espafia). Para ello se hicieron crecer
las cepas salvaje y mutante #ha en medio LB a 25°C y a 37°C hasta una D.O.40 de 2,0.
Se recogieron réplicas de 1 ml de células y a cada una se afiadieron 2 ml de la solucién
RNAprotect Bacterial Reagent (Qiagen) de acuerdo con el protocolo recomendado por
el fabricante. Pasado el tiempo de incubacion los cultivos fueron centrifugados y
congelados inmediatamente en nieve carbdnica.

El ARN total fue aislado de las respectivas muestras utilizando el kit comercial
RNeasy Mini Kit (Qiagen) de acuerdo con el protocolo establecido por el fabricante. Se
volvieron a tratar las muestras de ARN aisladas con una segunda ADNasa (Turbo DNA-
free DNAse, Ambion) para garantizar la completa eliminacion del ADN cromosomico.
La calidad de la extraccion de ARN total se analizé utilizando el kit comercial Experion
RNA Analysis Kit (Bio-Rad) en el aparato Experion Automated Electrophoresis System
(Bio-Rad).

El enriquecimiento de la fraccion de ARNm de las muestras de ARN total fue
realizado utilizando el kit comercial MICROBExpress (Ambion) basandose en las
recomendaciones del fabricante. Se volvieron a analizar las muestras de ARNm
enriquecidas de manera similar al descrito en el pardgrafo anterior y asi se determind la
completa eliminacién del ARNTr.

Para la construccion de la libreria se utilizo el kit comercial ScriptSeq™ mRNA-
Seq Library Preparation Kit (Illumina®-compatible) de la casa comercial Epicentre,
basandose en las recomendaciones del fabricante. Estas librerias se analizaron con el
aparato Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies) utilizando el kit comercial
Agilent High Sensitivity DNA kit para garantizar las especificaciones necesarias para la
secuenciacion. La cuantificacion de las librerias se llevo a cabo utilizando Real-time
PCR utilizando el equipo iQ5 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).

Posteriormente se llevo a cabo el preparado de “Flow Cell” utilizando el kit
comercial Illumina TruSeq SR Cluster Kit v5-CS-GA utilizando el aparato Illumina
Cluster Station, ambos de la casa comercial Illumina. La secuenciacion del Flow Cell se

llevo a cabo utilizando el aparato [llumina Genome Analyser II (Illumina).
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3.6.5.1. Analisis estadistico

Se usaron los archivos de GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

FN554766 y FN554767 para alinear las secuencias frente al cromosoma y el plasmido
(pAA) de la cepa de E. coli 042. Las secuencias fueron alineadas usando el programa
BOWTIE (Langmead et al., 2009) permitiendo un méximo de tres “mismatch” y
seleccionando solo el mejor de los “hits”” obtenidos. Posteriormente, se calcularon los
RPKM segun (Mortazavi ef al., 2008) y se realizd un analisis estadistico usando el

paquete informatico DESeq/Bioconductor (Anders & Huber, 2010).

3.7. METODOS DE TRANSFERENCIA GENICA

3.7.1. Transformacion bacteriana

Para llevar a cabo la transformacion de células bacterianas se obtuvieron células

competentes mediante tratamiento con CaCl, o por electroporacion.

3.7.1.1. Transformacion bacteriana de células competentes obtenidas mediante

tratamiento con CaCl, (Cohen et al., 1972)

Para la obtencion de células competentes por tratamiento con CaCl, se partio de
un cultivo crecido en medio LB en agitacion hasta la fase exponencial temprana
(D.O.600nm de 0,3). A continuacidon se centrifugaron 10 ml del cultivo a 3.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. El sedimento de células obtenido se resuspendié en el mismo
volumen de 50 mM CaCl, frio y se volvieron a centrifugar en las mismas condiciones.
El sedimento ahora obtenido se resuspendid en 5 ml de CaCl,. El proceso se repitid dos
veces mas, resuspendiendo en 2,5 y 1 ml de CaCl, sucesivamente. Finalmente, las
células obtenidas se resuspendieron en 500 ul de CaCl,. Esta suspension se mantuvo en
hielo un minimo de 30 minutos antes de su utilizacion.

Para la transformacion se tomaron 100 ul de células competentes y se mezclaron
con un volumen de 1-10 ul de una suspensién de ADN. Esta mezcla se incub6 durante
30 minutos en hielo. A continuacidn se sometié la mezcla a un choque térmico de 42°C

durante 45 segundos. Se afiadié6 medio LB hasta un volumen de 1 ml. Para permitir la
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expresion fenotipica de los genes marcadores de resistencia a antibiotico de las células
transformadas, la mezcla se incubd a 37°C durante 1 hora o a 30°C durante 1 hora 30
minutos. Por ultimo, se seleccionaron las células que habian adquirido el pldsmido en
medio LB agar suplementado con el antibidtico adecuado para el plasmido

transformado.

3.7.2. Electroporaciéon (Dower ef al., 1988)

Este método permite la captacion de ADN mediante la permeabilizacion de las
membranas bacterianas provocada por una descarga eléctrica.

Se partié de un cultivo en medio LB a una D.O.¢oonm de 0,6. Se centrifugaron 10
ml del cultivo a 4°C, resuspendiendo el sedimento en glicerol al 10% frio. Se realizaron
varias centrifugaciones. Con cada una de ellas se disminuia el volumen en el que se
resuspendian las células, siendo 1, 0,5, 0,25, 0,1 y finalmente 0,01 volumenes respecto
al inicial. De esta forma se pretendia concentrar las células y disminuir la fuerza iénica
de la suspension celular, eliminando las sales en solucion. Las células se mantuvieron
en hielo hasta su utilizaciéon. Se mezclaron 20-30 ul de células con 2-5 ul de la
suspension de ADN. El electroporador utilizado fue el Electroporator 2510 (Eppendorf),
y se utilizé un voltaje de 1250 voltios, con pulsos de 5,4 a 5,8 ms.

Una vez realizada la descarga eléctrica se resuspendieron las células en 1 ml de
medio SOC, y se incubo a 30°C o 37°C para permitir la recuperacion de las células. Tras
la incubacion, las células transformadas se seleccionaron en medio LB agar

suplementado con los antibidticos correspondientes.
3.7.3. Transduccion generalizada con bacteriofagos utilizados en E. coli
3.7.3.1. Bacteriéfago Plvir (Willetts et al., 1969)

El bacteridfago Plvir es un derivado virulento del bacteriéfago P1, el cual ha
perdido la capacidad lisogénica. Este bacteriofago se utilizéd para introducir, por
recombinacion homoéloga, mutaciones que lleven asociadas un marcador de resistencia a

un antibidtico. Como paso previo a la transduccidn se tuvo que obtener un lisado fagico

procedente de la cepa portadora de la mutacion.
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3.7.3.2. Obtencion de lisados de Plvir

Se hizo un crecimiento en medio LB de la cepa portadora de la mutacion de
interés hasta una D.O.g00nm de 0,5. 0,5 ml de este cultivo se mezclaron con 0,1 ml de un
lisado de Plvir preexistente. Se afiadid posteriormente 3 ml de LB agar blando
suplementado con 5 mM CacCl, y se extendi6 la mezcla en una placa de LB agar. La
placa se incub6 a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente se afiadieron 2 ml de LB
y se lavo la superficie de las placas, recogiéndose el agar blando. Se introdujo la
suspension de agar blando y LB en un tubo de centrifuga junto con unas gotas de
cloroformo. El tubo se agitd vigorosamente y se centrifugé a 3.500 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente para separar el agar y los restos celulares. El
sobrenadante obtenido se pasdé a un tubo nuevo, se le afiadieron unas gotas de
cloroformo y se agitdo nuevamente. La suspension se centrifugd otra vez y se retird el
sobrenadante, el cual volvid a ser agitado con unas gotas de cloroformo. El lisado

obtenido se conservd a 4°C.

3.7.3.3. Titulacion de lisados de P1vir

Se utilizd6 como cepa indicadora la cepa AAGI. Se partié de un cultivo de esta
cepa crecida en LB a 37°C hasta llegar a una D.O.¢00nm de 0,8. Se centrifugo el cultivo y
se resuspendieron las células en '2 del volumen inicial de medio de adsorcién (10 mM
MgS0O4, 5 mM CaCly). Se hicieron diluciones seriadas del lisado fagico en NaCl al
0,15%. Se mezclaron 100 ul de la suspension de células con 100 ul de cada una de las
diluciones del lisado fagico y se incubo la mezcla 20 minutos a 37°C para permitir la
adsorcion del fago. A continuacidn se afiadieron 2 ml de LB agar blando y se extendid
en placas de LB agar. Se incubaron toda la noche a 37°C. La titulacion del lisado se hizo

a partir del recuento de las calvas de lisis.

3.7.3.4. Transduccion con Plvir

Se creci6 en LB la cepa receptora hasta una D.O.gp0nm de 0,4. Se centrifugaron
10 ml de cultivo y se resuspendio el sedimento en 1 ml de LB. Se mezclaron 0,5 ml de
esta suspension celular con 0,5 ml de diferentes diluciones del lisado para tener

diferentes multiplicidades de infeccidon (generalmente 1:1 y 1:0,1) y 0,5 ml de una
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solucidn de 15 mM CaCl, y 30 mM MgSO4. A continuacion se incubd la mezcla a 37°C
durante 20 minutos.

Tras la incubacion se centrifugaron las células y se resuspendieron en el mismo
volumen de 0,15% NaCl. Se centrifugaron nuevamente y se resuspendieron esta vez en
0,3 ml de 0,15 % NaCl. Se sembraron las células en placas de LB agar suplementadas
con los antibidticos necesarios para seleccionar las células transductantes y se incubaron

a 30°C o0 37°C, dependiendo de la cepa, durante toda la noche.

3.7.3.5. Insercion de fusiones transcripcionales en el locus attB del cromosoma de

E. coli

Para la insercion de fusiones transcripcionales en el cromosoma de E. coli se
utilizo el sistema descrito por (Simons et al., 1987). Este método consiste en clonar la
region promotora del gen objeto de estudio en el plasmido pRS551. Este plasmido
contiene un gen /acZ carente de regién promotora y precedido de la region multiclonaje
en la cual se clona dicha regidon promotora. A continuacion del gen /acZ se encuentra un
gen de resistencia a la kanamicina. Posteriormente, la construccién [promotor:lacZ +
gen de resistencia a kanamicina] se introduce en el genoma de un derivado del
bacteriofago A, ARS45, que se integrara como profago en el lugar a##B del cromosoma

de E. coliy con ¢l la fusion transcripcional construida.

3.7.3.5.1. Construccion de la fusion transcripcional en el plasmido pRS551

La region promotora a clonar en el plasmido pRS551 fue amplificada por PCR
como se describe en el apartado 3.5.3. Durante la amplificacidn se afiadieron las dianas
de restriccion para EcoRIl y BamHI (para la secuencia promotora del gen eild) y BamHI
(para la secuencia promotora del gen ygeH), aguas arriba y aguas abajo de la region
promotora respectivamente. Los fragmentos de PCR obtenidos de la reaccion de PCR
fueron purificados utilizando el kit comercial QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN) siguiendo las indicaciones de fabricante. A continuacién se llevo a cabo una
digestion de los productos de PCR purificados, juntamente con el plasmido pRS551,
con las enzimas EcoRIl y BamHI (para el gen eild) y BamHI (para el gen ygeH). Una
vez los productos de PCR y el plasmido pRS551 fueron tratados con los enzimas de

restriccion, los mismos fueron purificados utilizando el mismo kit comercial citado
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anteriormente en este apartado. A continuacién los fragmentos de PCR juntamente con
el plasmido pRS551 fueron sometidos a una reaccion de ligacion. Esta reaccion se
realizdé a través del uso del enzima comercial T4 ADN ligasa (Fermentas) en una

reaccion de 10 ul y el protocolo utilizado fue el indicado por el fabricante.

3.7.3.5.2. Transferencia de las fusiones transcripcionales del plasmido pRS551 al
bacteriéfago ARS45

Las fusiones transcripcionales fueron transferidas al bacteriofago ARS45 por
recombinacion homologa in vivo. Para ello se crecio la cepa de E. coli portadora del
plasmido con la fusién transcripcional durante toda la noche en LB suplementado con
0,2% de maltosa. Se infectaron 200 ul de este cultivo con 100 ul de una suspension de
fagos ARS45 conteniendo 107 particulas fagicas aproximadamente. Se incubé la mezcla
durante 20 minutos a 37°C para permitir la adsorcion del fago a la bacteria. Se
afiadieron 3 ml de agar blando y se extendid la mezcla en placas de LB agar. Se
incubaron las placas a 37°C durante 7-8 horas. A continuacidn se afiadieron 3 ml de
tampon TM (50 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgSO,) a las placas y se incubaron a 4°C
durante 2 horas. La suspension de agar blando y tampon TM fue transferida a un tubo
de centrifuga y se homogenizo6 el agar blando junto con unas gotas de cloroformo. El
tubo se agitd vigorosamente y se centrifugd a 3.500 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante obtenido se pasdé a un tubo nuevo, se le afiadieron unas gotas de
cloroformo y se agitdo nuevamente. La suspension se centrifugd otra vez y se retird el
sobrenadante, el cual volvio a ser agitado junto con unas gotas de cloroformo. El lisado

obtenido se conservo a 4°C hasta su utilizacion.

3.7.3.5.3. Obtencion de lisogenos que contengan una fusion transcripcional en el

locus attB del cromosoma

Se crecid la cepa receptora en LB suplementado con 0,2% de maltosa hasta fase
estacionaria. Se mezclaron 200 ul de este cultivo con 100 ul (107 ufc) de una dilucién
del fago recombinante que contenia la fusion transcripcional de interés. Se incubd la
mezcla a 37°C durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo se hizo un lavado con
tampon TM para eliminar las particulas fagicas que no se habian adherido, y se

resuspendieron las células en 300 ul de tampon TM. A continuacion, se sembraron las
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células en LB suplementado con kanamicina, incubandose posteriormente durante 16
horas a 37°C.

Los liségenos obtenidos se genotiparon por PCR para comprobar que
unicamente se habia integrado un solo fago en el lugar a#B del cromosoma de E. coli,

siguiendo el procedimiento descrito por (Powell ez al., 1994).

3.7.4. Transduccion generalizada con bacteriofagos utilizados en S. enterica

serovar Typhimurium (bacteriofago P22)

El bacteriofago P22 HT int4 (Schmieger, 1972) se utilizé en este trabajo para
introducir mutaciones en las cepas por recombinacion homologa. Este fago P22
presenta dos mutaciones, HT e int, que le confieren respectivamente una elevada
frecuencia de transduccion, y una deficiencia en la integracion del ADN del

bacteriofago en el cromosoma de la cepa receptora, evitando asi la lisogenia.

3.7.4.1. Obtencion de lisados de P22

Un cultivo de toda la noche de la cepa dadora (0,5 ml) se mezclé con 2 ml de
caldo de P22, y se incubd a 37°C de 8 a 16 horas en agitacion a 200 rpm. Aunque
durante esta incubacidn se produce lisis celular, la turbidez del cultivo no disminuye.
Posteriormente se centrifugd la mezcla (3000 rpm durante 25 minutos) para eliminar las
células. Se recogio el sobrenadante, donde quedan las particulas fagicas, y después de
afiadir unas gotas de cloroformo, se agitd vigorosamente en un vortex e se guardo a 4°C

hasta su utilizacion.

3.7.4.2. Titulacion del lisado fagico

Se mezclaron 200 ul de un cultivo de la cepa hospedadora en fase exponencial
(D.O.600nm 0,3), con 100 ul de diluciones seriadas del lisado fagico en 10 mM MgSO.,.
Estas mezclas se incubaron a 37°C durante 20 minutos para permitir la adsorcién del
fago. Acto seguido se les afiadieron 2,5 ml de LB agar blando, vertiéndolo todo
rapidamente después de mezclar sobre una placa de LB, que se incub6 a 37°C hasta la

aparicion de calvas de lisis.
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3.7.4.3. Transduccion con P22

Las transducciones con P22 llevadas a cabo en este trabajo se realizaron en
medio liquido. Se realiz6 una mezcla en un tubo de 1,5 ml de volimenes iguales de un
cultivo de toda la noche de la cepa receptora y del lisado fagico obtenido sobre la cepa
dadora o diluciones del mismo en 10 mM MgSO,; (normalmente 10" y 107). A
continuacion se incubaron a 37°C sin agitacion durante 30 minutos para permitir la
infeccidn del fago, y se sembraron en placas de LB agar conteniendo los marcadores de
resistencia a antibioticos transferidos por recombinacién homdloga.

Es posible que en el proceso de transducciéon una célula transductante sea
infectada de nuevo por el fago P22, dando como resultado un pseudoliségeno y, aunque
¢éste sea deficiente para sus funciones de integracién en el cromosoma, puede pasar en
este caso que el ADN de P22 se acabe integrando. Estas cepas se vuelven resistentes a
subsiguientes infecciones con el fago P22, por lo que no se podran utilizar en
experimentos de transduccion. Por esto, después de una transduccion con P22 fue
necesaria una seleccion de colonias libres de pseudolisdégenos, que se realizd sembrando
en placas EBU. En estas placas se pueden distinguir las colonias con pseudoliségenos,
que tienen un color verde oscuro, de las que estan libres de ellos, de color verde mas
claro. El color verde oscuro es debido a la lisis por el fago P22 que libera productos
acidos, haciendo virar un indicador de pH que contiene el medio. Asi, se siembran dos o
tres estrias sucesivas a partir de colonias verde claras.

Tras el paso por placas EBU, se realizo una ultima prueba para comprobar que
los transductantes estuvieran totalmente libres de pseudolisdgenos, sometiéndolos a un
test de sensibilidad al bacteriofago P22 H5. La mutacion en el gen c2 que presenta este
derivado virulento de P22 hace que produzca calvas de lisis claras. Para este ensayo se
realizd una estria a partir de un lisado de P22 H5 en una placa de LB. En esta misma
placa se sembraron la cepa TT1704, como control, y la cepa transductante, haciendo dos
estrias paralelas que cruzasen perpendicularmente la estria de P22 HS. Después de
incubar la placa 18-24 horas a 37°C, se observa como las cepas sensibles a la infeccion,
y por lo tanto libres de pseudolisdgenos, crecen solamente hasta llegar a la estria de P22
H5, mientras que las cepas con P22 integrado son resistentes a la infeccidon y pueden

crecer cruzando la estria de P22 HS5.
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3.7.5. Conjugacion

La conjugacion se utilizo en este trabajo para transferir el plasmido pAA2 de la
cepa de E. coli 042 a otras cepas bacterianas. El plasmido pAA2 per se no codifica para
ningun marcador de resistencia a antibidticos. Basado en esto, se utilizo la construccion
AggR::3XFLAG presente en un derivado del plasmido pAA2 (AggR::3XFLAGQG) el cual
lleva asociado la resistencia al antibidtico kanamicina con la etiqueta 3XFLAG, y asi
esta construccion nos sirvidé como marcador de seleccion de los transconjugantes.
Primeramente se conjugd el pldsmido pAA2 AggR::3XFLAG a la cepa de E. coli
SKRif, para poder seleccionar los transconjugantes resistentes a kanamicina y
rifampicina, ya que la cepa de E. coli 042 no posee resistencia a rifampicina. Para ésto,
se crecieron 5 ml de cada cultivo durante toda la noche en medio LB Km 50 ug/ml para
la cepa dadora (042 AggR::3xFLAG) y en medio LB Rif 50 ug/ml para la cepa
receptora SKRif. A continuacion se centrifugaron los cultivos a 6000 rpm durante 10
minutos y se resuspendieron en el mismo volumen inicial (5 ml) de 10mM MgSO,. Se
repitieron dos veces mas estos pasos de lavados y finalmente se resuspendieron las
células en 200 ul de MgSO4 10mM. A continuaciéon se mezclaron partes iguales de
ambas cepas, es decir, 100 ul de cada cepa en un tubo de 1,5 ml. Se agité suavemente, y
posteriormente se recogieron los 200 ul y se aplicaron sobre filtros de nitrocelulosa de
0,22 uM (Millipore) previamente colocados sobre el agar en placas de LB agar. Se
incubaron 6 horas a 37°C para permitir la conjugacion. Posteriormente se recogieron los
filtros de nitrocelulosa y se pusieron en tubos de 10 ml estériles. A los tubos se les
afiadieron 1 ml de MgSO; 10mM y se agitaron en vortex durante 1 minuto. Se
realizaron diluciones seriadas de la suspension de células en MgSO, 10mM y se
sembraron las diferentes diluciones en placas de medio LB suplementados con
kanamicina y rifampicina ambas a 50 ug/ml para seleccionar los transconjugantes en
SKRIif.

Posteriormente se conjugo el plasmido pAA2 AggR::3XFLAG presente en la
cepa SKRif a la cepa de E. coli MG1655 lacZ::Cm. El protocolo utilizado fue
basicamente el mismo descrito anteriormente en este apartado con la precision de que la
seleccion de los transconjugantes se hizo en presencia de kanamicina 50 ug/ml
(marcador de la etiqueta 3XFLAG) y cloranfenicol 30 ug/ml (marcador de la mutacion

en el gen lacZ). Todos los transconjugantes fueron confirmados por PCR utilizando
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oligonucledtidos especificos para la construccion AggR::3XFLAG. No obstante,
también se confirmaron que todos los transconjugantes no fueran resistentes
espontdneos a los distintos antibidticos utilizados de la cepa de E. coli 042 pAA2
AggR::3XFLAG . Para esto se realizé una PCR utilizando oligonucleotidos especificos
para el patotipo de E. coli 042 (oligonucledtidos She 5'- She 3").

3.8. METODO DE MUTAGENESIS BACTERIANA

3.8.1. Inactivacion de genes cromosomicos utilizando fragmentos de PCR

Con este método es posible reemplazar una secuencia cromosdmica por un gen
de resistencia a un antibidtico generado con una reaccion de PCR. Se utilizan
oligonucledtidos que permiten la amplificacion del gen de resistencia al antibidtico
flanqueado por secuencias FRT, y se introducen extensiones homologas
correspondientes al lugar del genoma que se quiere reemplazar. Estas extensiones
permiten la recombinacién con las regiones flanqueantes al gen catalizada por la
recombinasa Red. Después de la seleccion de mutantes, la resistencia puede ser
eliminada utilizando el pldsmido auxiliar pCP20 que codifica la recombinasa FLP, la
cual actuia sobre la repeticion directa FRT adyacente al gen de la resistencia (Datsenko

& Wanner, 2000), permitiendo de esta manera su eliminacién.

3.8.2. Generacion del fragmento de PCR conteniendo un gen de resistencia a

antibioticos

Los genes de resistencia a cloranfenicol del pldsmido pKD3 o a kanamicina del
pKD4 se amplificaron utilizando oligonucledtidos que en el extremo 3° contenian
secuencias complementarias al plasmido y en el extremo 5° secuencias de 42
nucleotidos homodlogas al gen objeto de deleccion. De esta forma se generd un
fragmento de ADN que contenia el gen de resistencia al antibidtico flanqueado por las
secuencias FRT y secuencias homdlogas al gen a mutagenizar en cada extremo. Tras la
amplificacion el fragmento de PCR fue tratado con el enzima de restriccion Dpnl para
eliminar la posible contaminacién con el ADN molde utilizado en la PCR. Después el

fragmento se purificé como se indica en el apartado 3.5.6.
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3.8.3. Reemplazamiento alélico

El plasmido pKD46 codifica para la recombinasa Red del fago A, cuya expresion
se encuentra bajo el control de un promotor inducible por L-arabinosa. Ademas, este
plasmido tiene un origen de replicacidon termosensible. La recombinasa Red, aparte de
favorecer la recombinacion, inhibe la exonucleasa V celular, permitiendo asi la entrada
a la célula de fragmentos de ADN lineal sin ser degradados.

Se hizo crecer la cepa a mutagenizar, transformada previamente con el plasmido
pKD46, a 30°C en medio SOB suplementado con 10 mM L-arabinosa, 10mM Mg™ (se
partiéo de una solucién 1M MgSO4 y 1M MgCly) y ampicilina 100 ug/ml hasta una
D.0O.600nm de 0,6. Se obtuvieron células electrocompetentes, las cuales se electroporaron
con 10-100 ng y 1 ug respectivamente del fragmento de ADN generado por PCR. Tras
el pulso eléctrico, las células se resuspendieron en 1 ml de medio SOC y se incubaron a
37°C para favorecer la recombinacion y permitir la recuperacion de las bacterias tras el
choque eléctrico. Se sembrd la mitad de la suspension en placas de LB agar
suplementadas con cloranfenicol o kanamicina segun el caso. La otra mitad se incubd a
temperatura ambiente durante toda la noche y se sembraron al dia siguiente en placas de
LB agar similares. Las placas se incubaron a 37°C durante toda la noche. Durante la
incubacion a 37°C se produce el curado del plasmido pKD46, ya que presenta un origen
de replicacidn termosensible. Las colonias resistentes a los marcadores utilizados fueron

genotipadas por PCR.

3.8.4. Eliminacion del casete de resistencia al antibiotico

Una vez comprobada la mutacion, en algunos casos se quiso eliminar el gen de
resistencia a antibioticos. Para ello se transform6 la cepa mutante con el plasmido
pCP20, codificante para la recombinasa FLP y cuya expresion es inducible por
temperatura (30°C). Este plasmido codifica para resistencias a cloranfenicol y
ampicilina, y tiene un origen de replicacion termosensible. La transformacion se sembré
en LB agar suplementado con ampicilina a una concentracion de 50 ug/ml. Las placas
se incubaron a 30°C durante toda la noche. Los transformantes se sembraron en LB agar
y se incubaron a 42°C. La incubacion a esta temperatura induce la expresion de la
recombinasa FLP y la consiguiente eliminacién del gen de resistencia al antibidtico

flanqueado por secuencias FRT, asi como la pérdida del plasmido, ya que tiene un
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origen de replicacion termosensible. Para comprobar la pérdida tanto del plasmido
como de la resistencia insertada en el cromosoma, se hicieron sucesivas estrias en
medio LB agar incubando las placas a 42°C. Tras tres o cuatro pases, se comprobo la
pérdida de los marcadores utilizados para la mutaciéon y del plasmido pCP20 mediante
un pase simultaneo en placas LB agar suplementado con cloranfenicol o kanamicina
para comprobar la pérdida del plasmido. Finalmente, las cepas mutantes fueron

genotipadas por PCR.

3.8.5. Construccion de fusiones génicas con el gen /acZ mediante la recombinasa

FLP

Para la creaciéon de fusiones transcripcionales con el gen lacZ se siguid el
método descrito por (Ellermeier et al., 2002). Este método parte del protocolo de
inactivacion de genes cromosomicos utilizando fragmentos de PCR descrito
anteriormente (apartado 3.8.1.). A los clones mutantes carentes del casete de resistencia
a antibidticos se les transformd de nuevo el pldsmido pCP20 y, a continuacion, el
plasmido pKG136, el cual contiene un gen /acZ carente de promotor precedido por una
secuencia FRT y un gen de resistencia a kanamicina. La replicacion de estos plasmidos
es dependiente de la proteina Apir, con lo que no pueden replicarse en el interior de una
célula que carezca de dicha proteina. De esta manera, al seleccionar clones resistentes a
la kanamicina se obtuvieron aquellos que habian incorporado, por accién de la
recombinasa FLP, el plasmido en la secuencia FRT previamente introducida en el gen

deseado.

3.8.6. Construccion de fusiones génicas con la secuencia codificante para 3XFLAG

mediante la recombinasa FLP

La insercion de una etiqueta 3XFLAG en el extremo carboxi-terminal de una
proteina posibilita la deteccidn a través de ensayos inmunoldgicos (western blof) de una
proteina nativa en el cromosoma bacteriano utilizando un anticuerpo monoclonal
comercial especifico contra esta etiqueta. De esta manera no se hace necesario obtener
un antisuero especifico contra la proteina objeto de estudio, disminuyendo el tiempo y

los costos de tal técnica.
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Para la creacion de fusiones génicas con la secuencia codificante para 3XFLAG
se siguid el método descrito por (Uzzau et al., 2001). Este método parte del protocolo
de inactivacion de genes cromosomicos utilizando fragmentos de PCR descrito en el
apartado 3.8.1, con algunas modificaciones. Para cada gen a ser fusionado con la
secuencia codificante para 3XFLAG, se disefiaron dos oligonucleotidos para amplificar
las secuencias codificantes para la etiqueta y para resistencia a kanamicina del plasmido
pSUBI1. El extremo 3" de los oligonucleétidos fue complementario a los 20 primeros
nucleotidos del plasmido pSUBI1 que corresponden a la secuencia codificante para el
3XFLAG (GACTACAAAGACCATGACGQG) en el caso del oligonucledtido “forward”
y en el caso del oligonucleotido reverso, complementarios a los 20 nucleodtidos del
“priming site” 2 del plasmido pSUB11 (CATATGAATATCCTCCTTAG). El extremo
5" de los oligonucleétidos “forward” fueron disefiados conteniendo la secuencia de los
ultimos 40 nucledtidos del gen a fusionar con el 3XFLAG, sin incluir la secuencia del
coddn de parada y, en caso del extremo 5” de los oligonucledtidos inversos, se incluy6
los 40 primeros nucleotidos aguas abajo del codon de parada. De esta forma se generd
un fragmento de ADN que contenia el gen de resistencia al antibiotico flanqueado aguas
arriba por la secuencia codificante para el epitopo 3XFLAG y aguas abajo flanqueado
por la secuencia complementaria tras el codon de parada. Tras la PCR el fragmento de
ADN fue tratado con el enzima de restriccion Dpnl para eliminar la posible
contaminacion con el ADN molde utilizado en la PCR. Después el fragmento se
purificd como se indica en el apartado 3.5.6.

El reemplazamiento alélico se llevd a cabo de acuerdo con el descrito en el

apartado 3.8.3.

3.9. TECNICAS EXPERIMENTALES CON PROTEINAS

3.9.1. Precipitacion de proteinas secretadas

Este método se utiliz6 para detectar por electroforesis en geles de poliacrilamida
la expresidbn de varias proteinas secretadas por Salmonella enterica serovar
Typhimurium. Para ello se utilizaron cultivos bacterianos de los que se recuperaron las
células por centrifugacion a 5.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se

hizo pasar por filtros de 0,22 wm (Millipore) y las proteinas presentes se precipitaron
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por incubacién durante 1 hora en hielo tras la adicidon de acido tricloroacético frio a una
concentracion final de 10%. A continuacidn, se centrifugdé la muestra 10 minutos a
13.000 rpm a temperatura ambiente, se retird el sobrenadante y se afiadid acetona fria.
Se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se retird el
sobrenadante. Se resuspendio el sedimento de proteinas en tampdn de proteinas x1,
preparado a partir de un concentrado x4 (20% glicerol, 10% (-mercaptoetanol, 4,6%
SDS, 125 mM Tris, 0,2% azul de bromofenol). La presencia de restos de acido
tricloroacético provoco un viraje de color del tampdn de proteinas de azul a amarillo.
Para neutralizar el pH de la muestra se afiadié Tris-Base saturado hasta recuperar el

color azul de la muestra (normalmente 2 ul de esta solucion).

3.9.2. Obtencion de extractos totales

Este método se utilizé para detectar varias proteinas intracelulares objeto de este
estudio. Se recogieron las células de un cultivo por centrifugacion a 5.000 rpm durante
10 minutos. El sedimento bacteriano obtenido se resuspendio en el mismo volumen de
NaCl al 0,9%. Se cogié 1 ml de esta suspension y se centrifugd de nuevo 1 minuto a
12.000 rpm. El sobrenadante obtenido se retird y el sedimento se resuspendio en un
volumen de tampdn de proteinas x1 dependiendo de la D.O.¢00nm que tuviese el cultivo,
segun la siguiente relacion: D.O.gp0nm/4 = Volumen de tampon de proteina x1 (ml).

De esta manera se consiguié una normalizacion de la concentracidon de proteina
atendiendo a la biomasa de los cultivos. Una vez resuspendido el sedimento celular en

el tampon de proteinas, se hirvid en agua durante 10 minutos para lisar las células.

3.9.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

Este tipo de geles separa las proteinas en funcidén de su peso molecular. Para la
realizacion y electroforesis de estos geles se utilizé el equipo Miniprotean II de Bio-
Rad.

Los geles de poliacrilamida estan formados por dos fases separadas, de funcion
y composicidn diferentes:

* Fase de compactacion: situada en la zona superior del gel, y el donde se cargan

las muestras para realizar la electroforesis. Estd compuesta por un 5% de
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poliacrilamida y tiene un pH de 8,8. Su funcidn es compactar todas las proteinas
de la muestra en un solo frente antes de entrar en la siguiente fase.

e Fase de resolucion: situada en la zona inferior del gel. Su funcién es la de
separar las proteinas en funcién de su peso molecular. En este trabajo se
utilizaron geles que contenian desde un 10% hasta un 15% de acrilamida y un
pH de 6,8.

La composicion de las diferentes fases de los geles de acrilamida se detallan a

continuacion:

Fase compactacion 5%
Acrilamida/Bis 30,8% T 2,6% C (Bio-Rad) 0,8 ml
Tampoén de compactacion x4 1,25 ml
Agua bidestilada 2,92 ml
APS10% 35ul
TEMED 10 ul
Fase resolucion 10% 12,5% 15%
Acrilamida/Bis 30,8% T 2,6% C (Bio-Rad) |2 ml 2,5 ml 3ml
Tampon de resolucion x4 1,5ml 1,5 ml 1,5 ml
Agua bidestilada 25ml | 2ml 1,5 ml
APS10% 30 ul 30 ul 30 ul
TEMED Sul S5ul S5ul

%T: Porcentaje de acrilamida + bisacrilamida

%C: Porcentaje de bisacrilamida respecto a T

Para preparar el gel se afiadi6 primero la fase de resolucion hasta % partes de la
altura de los vidrios, y se cubrid6 con butanol saturado en agua. Una vez hubo
polimerizado esta fase, se retird el butanol y se afiadié la fase de compactacion. Antes
que esta polimerizase se coloco el peine para formar los pocillos donde se cargaron las

muestras.
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Una vez estuvo el gel preparado, se coloco en la cubeta de electroforesis, y se
sumergié en tampdn de recorrido (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS), que se
preparo a partir del mismo tampdn concentrado x10.

Tras ser cargadas las muestras, se aplico un voltaje de 50 V hasta que todas las
muestras se alinearon en la fase de compactacion. A partir de entonces se aplicd un

voltaje de 120 V hasta el final de la electroforesis.

3.9.3.1. Marcadores de peso molecular

Se utiliz6 el marcador de peso molecular Prestained Protein Ladder
(Fermentas). Este marcador contiene una mezcla de proteinas con los siguientes pesos
moleculares: 180, 130, 100, 70, 55, 45, 35, 25, 15 y 10 kDa. Estos pesos moleculares
pueden variar dependiendo del lote al que pertenezca el tubo. Este marcador se presenta
tefiido comercialmente lo que facilita la visualizacién de sus respectivas bandas en
experimentos de inmunodeteccion (western blof). Igualmente se utilizd este mismo

marcador en los casos que los geles fuesen tefiidos con azul de coomassie.

3.9.3.2. Tincion de geles de proteinas con Azul de Coomassie

La tincion se realizé incubando los geles de 30 minutos a 1 hora en la solucion
de tincién (0,5% Azul brillante de Coomassie R-250, 10% Acido acético glacial, 25%
Isopropanol) en agitacion suave y a temperatura ambiente. A continuacion se realizaron
lavados con acido acético glacial al 10% para eliminar el exceso de tincion y que solo
quedasen tefiidas las proteinas presentes en el gel.

Se obtuvieron imagenes digitales de los geles con el equipo Molecular Imager
ChemiDoc XRS SYstem (Bio-Rad) utilizando el software Quantity One 4.6.6 (Bio-
Rad).

3.9.4. Inmunodeteccion de proteinas
Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida fueron

transferidas a un soporte sélido para ser posteriormente detectadas mediante antisueros

especificos.
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3.9.4.1. Transferencia de proteinas a membranas por sistema semi-seco

Las proteinas separadas por electroforesis fueron electrotransferidas del gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa o PVDF. En el caso de las membranas
de PVDF se realizé un pre-tratamiento con metanol por 10 minutos para posibilitar la
transferencia. Esto es debido a hidrofobicidad de estas membranas, lo que requiere un
tratamiento con solventes organicos para anular las cargas de las mismas. Tanto el gel
como las membranas se equilibraron en tampén de transferencia (48 mM Tris, 39 mM
glicina, 20% Metanol, 1,3 mM SDS) antes de realizar la tranferencia.

El gel de poliacrilamida se depositd encima de la membrana, y el conjunto se
situd entre seis piezas de papel de transferencia, tres encima y tres debajo (Whatman
3mm) mojadas en tampdn de transferencia. Este bloque se coloco entre el catodo y el
anodo del aparato y se procedio a la transferencia de las proteinas con el equipo Trans-
Blot SD-Semy-Dry Transfer Cell (Bio-Rad), aplicando un voltaje de 15 V durante 30

minutos.

3.9.4.2. Inmunodeteccién y revelado quimioluminiscente por el sistema ECL™

Tras la transferencia, las membranas de nitrocelulosa o PVDF se bloquearon
durante una hora en PBS-Triton (Na,HPO4 80 mM, NaH,PO4 20 mM, NaCl 100 mM
pH 7,3, Triton X-100 0,2%) a temperatura ambiente con un agente de bloqueo, en
nuestro caso leche descremada en polvo al 5%.

A continuacion se descartd la solucion de bloqueo y se incubd la membrana
durante 1 hora con el anticuerpo primario contra la proteina que se queria detectar,
diluido en 10 ml de tampon PBS-Tritébn pero con leche descremada al 2 %.
Posteriormente, se elimind el exceso de anticuerpo con tres lavados en PBS-Triton de
10 minutos cada. Tras eliminar el exceso de anticuerpo, se incubo la membrana con el
anticuerpo secundario (en algunos casos anti-ratén y en otros anti-conejo) conjugados
con peroxidasa, diluidos a una concentracion de 1:2,500 y 1:10,000, respectivamente. El
exceso de anticuerpo secundario se elimind con tres lavados de 10 minutos cada uno en
tampon PBS-Triton.

Para iniciar la reaccién quimioluminiscente de revelado, se incub6 la membrana
durante 5 minutos en la solucion de revelado siguiendo las recomendaciones del

fabricante (ECL Western Blotting, GE Healthcare). La deteccidon y cuantificacion se
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llevé a cabo con el equipo Molecular Imager ChemiDoc XRS System (Bio-Rad) y el
software Quantity One 4.6.6 (Bio-Rad).

3.9.5. Valoracion de actividades enzimaticas

3.9.5.1. Determinacion de la actividad p-galactosidasa (Miller, 1992)

Se hicieron crecer los cultivos hasta la D.O.¢oonm e€scogida, y se cogieron
alicuotas de 1 ml que se mantuvieron en hielo hasta el momento de la realizacion del
ensayo enzimatico, un maximo de 16 horas.

De cada una de las alicuotas recogidas, se cogieron 100 ul a los que se afiadieron
900 ul de tampdén Z (60 mM Na,HPO4, 40 mM NaH,PO4, 10 mM KCI, 1 mM MgSOy,,
50 mM fB-mercaptoetanol).

A continuacion se provoco el lisado de las células al afiadir 25 ul de SDS 0,1% y
50 ul de cloroformo, agitdndose vigorosamente durante 15 segundos en vortex. Tras la
ruptura celular, se atempero6 la mezcla a 28°C durante 5 minutos. Para la determinacion
de la actividad p-galactosidasa, a cada muestra se le afiadieron 200 ul de ONPG
(Sigma-Aldrich), preparado en tampon fosfato sodico 0,1 M pH 7, a una concentracion
de 4 mg/ml. Se incub6 la muestra a 28°C hasta la aparicion de un color amarillo con una
D.O.420nm entre 0,3 y 0,9, momento en que se detuvo la reaccion con la adicion de 0,5
ml de 1M Na,COs. Se dejaron reposar las muestras unos minutos en la oscuridad, y se
midieron las absorbancias a las longitudes de onda de 420 y 550 nm.

Una vez obtenidos todos los valores se calculd la actividad p-galactosidasa del

cultivo en cuestion mediante la siguiente formula.

Actividad p-galactosidasa (U.M.) = 1000 x (D.O.4200m — 1,75 X D.O.550nm)

TxVx D-O-600nm

U.M.: Unidades Miller

D.O.4200m ¥ D.O.s500m: absorbancias de la muestra a las longitudes de onda de 420 y 550 nm una vez
detenida la reaccion.

D.0.600nm: absorbancia del cultivo a 600 nm en el momento que se tomd la muestra.

T: tiempo transcurrido desde que se afiadié el ONPG hasta que se detuvo la reaccion (minutos).

V: volumen de muestra utilizado para determinar la actividad (ml).
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3.10. ESTUDIOS DE AGREGACION CELULAR

Para determinar la capacidad de agregacion celular en cultivos en fase
estacionaria, se crecieron los cultivos de las cepas de interés en LB a 25 °C 0 37 °C en
agitacion hasta una D.O.gp0nm de 2,0. Se transfirieron 10 ml de estas suspensiones a un
tubo de ensayo. Se agitaron los tubos y se cogieron 100 ul del cultivo a 1 cm de la
superficie de la suspension, siendo esta primera muestra la correspondiente al tiempo 0.
Manteniendo los tubos en estatico se determina la D.O.g00nm de muestras a lo largo del
tiempo tomadas igualmente a 1 cm de la superficie de la suspension. Los resultados se

muestran como la disminucién de la D.O.g00nm inicial a lo largo del tiempo.

3.11. ESTUDIOS DE FORMACION DE BIOFILMS

Para determinar la capacidad de formacién de biofilms de los distintos mutantes
de la cepa de E. coli EAEC 042, se utiliz6 el protocolo descrito por (Sheikh et al.,
2001). Estos autores describen la formacion de biofilms de esta cepa en distintos medios
y establecen como medio estindar DMEM suplementado con 0,45% de glucosa. Se
crecieron los cultivos de las cepas de interés en LB a 25°C o 37°C en agitacion hasta
una D.O.¢00nm de 2,0. Dependiendo de la placa de cultivo celular (Nunc) utilizada, es
decir, de 96 pocillos o 24 pocillos, se inoculd distintas cantidades de la suspension

bacteriana y del medio de cultivo de acuerdo con la tabla a continuacion.

Tabla 3.4. Condiciones utilizadas en los ensayos de biofilm realizados en este trabajo.

Medio de cultivo Placas de ul de suspension
DMEM/glucosa 0,45% cultivo bacteriana a D.O.¢oonm Temperatura
(nl/pocillo) celular de 2,0

Placas de 96

200 ul ‘ 2ul 25°C o0 37°C
pocillos
Placas de 24

800 ul ‘ 8 ul 25°C 0 37°C
pocillos
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Pasado el tiempo de incubacidn, los biofilms fueron revelados de acuerdo con el
protocolo descrito a continuacion. Se retird el medio de cultivo de cada pocillo con
ayuda de una pipeta automadtica, teniendo cuidado de no tocar en la monocapa formada
por las bacterias. Se lavd dos veces cada pocillo, en el caso de 24, con 1 ml de PBS (80
mM Na,HPO,, 20 mM NaH,PO,4, 100 mM NaCl pH 7,3), y con 200 ul de PBS por
pocillo en el caso de la placa de 96 pocillos. A continuacion, se tifio la monocapa de
bacterias afiadiendo 100 ul de una solucidn de cristal violeta 0,5% en los pocillos de 24
y la mitad de este volumen en los pocillos de 96. Pasados 5 minutos a temperatura
ambiente, se retir6 el colorante y se lavaron las placas con agua destilada. Se dejaron
secar las placas a temperatura ambiente. La cuantificacion de los biofilms en las placas
de 96 pocillos se realizd6 mediante la determinacion de la D.O. a 570nm. Para ello, se
afiadid a cada pocillo 200 ul de etanol 95% y se incubd 2 minutos a temperatura
ambiente. Pasados estos minutos se resuspendio cada pocillo con ayuda de una pipeta
automatica y se transfirieron 150 ul de cada pocillo a un otro pocillo de una placa

nueva. La lectura de la D.O.s70nm se realizé en el lector de placas UVM340 (Biochrom

Asys).
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4.1. REGULACION AMBIENTAL DEL REGULADOR DE LA ISLA
DE PATOGENICIDAD 1 DE Salmonella enterica serovar
Typhimurium SV5015, EL GEN hilA

El primer objetivo de este trabajo fue establecer un modelo de regulacion del
gen hilA de Salmonella por las proteinas H-NS y Hha, para intentar posteriormente
extrapolar este modelo a los reguladores de tipo HilA de la cepa 042 de E. coli. Con la
finalidad de corroborar y, en su caso, extender los resultados obtenidos por otros autores
sobre la regulacidn del gen hilA por las proteinas asociadas a la cromatina H-NS y Hha,
decidimos en primer lugar estudiar el efecto de diferentes condiciones ambientales

sobre la expresion de hilA.

4.1.1. Construccion de una fusion transcripcional plasmidica hilA::lacZ

En la primera parte de este trabajo se decidid utilizar una fusion plasmidica
hilA::lacZ para los estudios de regulacion transcripcional. Primeramente se realizd una
busqueda de la secuencia del promotor del gen 4il4 (Psi4) en la base de datos NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se obtuvo la secuencia del gen hil4 de la cepa de

Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 y con la misma se realiz6 una busqueda
en el genoma de la cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344,
secuenciada por el Instituto Sanger

(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/bacteria/salmonella.html). Una vez

obtenida la secuencia del P4 de esta cepa, se utilizd6 la herramienta BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) la cual nos confirmé una homologia de 99% en

secuencia nucleotidica entre las dos cepas. Una vez determinada la secuencia promotora
del gen hilA de la cepa SL1344 se obtuvieron oligonucledtidos especificos para
amplificar distintas regiones de su promotor (Fig. 4.1). Los oligonucleodtidos llevaban
dianas para los enzimas de restriccion EcoRl y BamHI en los extremos 5" y 3’
respectivamente. Para llevar a cabo los estudios transcripcionales se utilizé el plasmido
de bajo numero de copias pFZY1 (Koop et al., 1987), el cual permite fusionar un gen
promotor a los genes lacZYA encontrados aguas abajo del sitio multiple de clonaje. Se
amplificaron por PCR dos fragmentos de ADN correspondientes al promotor del gen

hilA utilizando los oligonucledtidos HILAECOS/HILABAM23, generando un
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fragmento de ADN de 877 nucleétidos y los oligonucledtidos HILAECOS/HILABAM3
generando en este caso un fragmento de ADN de 505 nucledtidos. Una vez tratado con
los enzimas de restriccion EcoRI y BamHI el ADN fue ligado al vector pFZY1,
previamente digerido con los mismos enzimas y desfosforilado. De la ligacion
resultante se transformo la mitad del volumen a la cepa AAG1 de E. coli (variante /lac
de la cepa MG1655. Ver tabla 3.1). De las colonias resistentes al marcador del plasmido
(ampicilina 25 wg/ml), cinco fueron comprobadas mediante PCR confirmatoria y
posteriormente dos clones fueron secuenciados utilizando la pareja de oligonucledtidos
HILAECOS y PFZY1REV. De los plasmidos secuenciados, se escogio uno de cada
construccion y fueron denominados pHILAS877 y pHILAS505, respectivamente (Fig.
4.1).

-505 +1 +372
ATG (hilA)

-505 +1 pHILAS505

-505 +1 +372 pHILAS77

Figura. 4.1. Representacion esquematica de las fusiones transcripcionales construidas con
diferentes fragmentos de la regidn promotora del operdn hilA de la cepa SL1344. Como
referencia se toma el inicio de transcripcién (+1), desde el nucleodtido -505 (aguas arriba del +1)

hasta el nucledtido +372 (aguas abajo del +1).

4.1.2. Estudios de la regulacion del gen hilA utilizando los plasmidos pHILASO0S y
pHILAS877 en la cepa de E. coli AAG1

Primeramente se realizd un estudio transcripcional de las fusiones hilA.:lacZ
contenidas en los plasmidos pHILAS05 y pHILA877 en la cepa de E. coli AAGI en
medio LB. Para este estudio se hicieron crecer las cepas AAG1 (pHILAS505) y AAGI
(pHILAS877) en medio liquido LB en presencia del antibidtico ampicilina a una
concentracion final de 25 ug/ml. Los cultivos fueron incubados a 25°C o a 37°C en
agitacion constante de 200 rpm. Se tomaron muestras de los cultivos a valores de

D.O.¢00 de 0,4 y 2,0, lo que corresponderia a fase exponencial y comienzo de fase
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estacionaria del crecimiento bacteriano. Las muestras fueron procesadas para el ensayo

de B-galactosidasa de acuerdo con el apartado 3.9.5.1 de materiales y métodos.

A pHILAS05 B pHILAS77
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Figura 4.2. Efecto de la temperatura en la expresion de hil4 en la cepa AAGI conteniendo
respectivamente los plasmidos pHILAS505 y pHILAS877. Resumen de los valores de actividad f3-
galactosidasa (U.M.) obtenidos de cultivos por triplicado de las cepa AAG1 con los pldsmidos
pHILAS05 (A) y con el plasmido pHILA877 (B). Notese que las escalas entre los dos graficos

no son comparables.

Dado que hilA se encuentra sometido al control de un gran numero de
reguladores (Ellermeier & Slauch, 2007) y ademas responde a condiciones ambientales
(Bajaj et al., 1996; Lawhon et al., 2002) se esperaba encontrar un comportamiento
parecido con las dos fusiones transcripcionales utilizadas. Como se desprende de la
figura 4.2, los valores de expresion encontrados en las dos distintas construcciones con
el operén del gen hil4 se distinguen en un orden de aproximadamente 10 veces. Una
posible explicacion para estos elevados valores de actividad -galactosidasa seria la
ausencia de la region UTR (Untranslated Region) de la regién promotora de hilA no
incluida en la construccion del plasmido pHILAS0S, (Fig. 4.1). Un trabajo anterior
Olekhnovich & Kadner, 2006 describi6 posibles cajas de union de la proteina H-NS en
esta secuencia UTR asi como en la region mas aguas arriba de Phild, lo que explicaria
los valores de actividad [-galactosidasa encontrados en este estudio con el plasmido
pHILAS05. La ausencia de tal region nos indico que la secuencia UTR de este operén
posee un importante papel en la regulacion por temperatura ya que cuando la misma

estd presente responde de manera regulada a misma (Fig. 4.2B). Teniendo en cuenta
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que estos experimentos fueron realizados en E. coli y para descartar cualquier artefacto
especie-dependiente, decidimos continuar nuestro estudio exclusivamente con el

plasmido pHILAS&77 en la cepa SV5015 de Salmonella enterica serovar Typhimurium.

4.1.3. Regulacion de la expresion del gen hil4A mediante la fusion hild::lacZ
clonada en el plasmido pHILA877 en la cepa SV5015 de Salmonella enterica

serovar Typhimurium

A continuacion procedimos a estudiar la expresion del plasmido pHILA877 en
la cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium SV5015. Para ello primeramente
el plasmido fue transformado en la cepa LB5000 de S. Typhimurium, la cual es
deficiente del sistema de restriccion de ADN pero con el sistema de modificacion de
ADN intacto (Bullas & Ryu, 1983). Esto nos permitié obtener el pldsmido pHILA877
metilado por la cepa LB5000 para luego transformarlo a la cepa SV5015. A
continuacion se hizo crecer la cepa SV5015 (pHILA877) en medio liquido LB en
presencia del antibidtico ampicilina a una concentracidn final de 25 ug/ml. Los cultivos
fueron incubados a 25°C o a 37°C en agitacion constante de 200 rpm. Se tomaron
muestras de los cultivos a D.O.¢oonm de 0,4 y 2,0, lo que corresponderia a fase
exponencial y comienzo de fase estacionaria del crecimiento bacteriano. Las muestras
fueron procesadas para el ensayo de -galactosidasa de acuerdo con el apartado 3.9.5.1

de materiales y métodos.

Figura 4.3. Efecto de Ia
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Tal y como es posible observar en la figura 4.3 existe un comportamiento distinto en la
expresion del operdn hilA clonado en el plasmido pHILA877 a las dos temperaturas
utilizadas. A 25°C, lo que simularia condiciones ambientales, existe poca expresion de
hil4, lo que indica que este gen se encuentra reprimido a bajas temperaturas. A 37°C, lo
que simularia condiciones encontradas en el hospedador, se observa un comportamiento
distinto dependiente de la fase de crecimiento. Claramente la expresion maxima de hil4
se obtiene en fase estacionaria del crecimiento bacteriano (D.O.¢00nm = 2,0). Estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Song y colaboradores (Song et al.,
2004) donde establecen la expresion de hilA en fase estacionaria dependiente de la
alarmona ppGpp. La represion dependiente de temperatura de hil4 ya habia sido
reportada por Olekhnovich y Kadner (Olekhnovich & Kadner, 2006), pero la misma no

se habia asociado a la fase de crecimiento.

4.1.4. Uso de una fusion cromosémica hilA::lacZ en la cepa SV5015 de Salmonella

enterica serovar Typhimurium para estudiar la regulacion del gen hil4

El hecho de que, por una parte, los plasmidos pHILAS505 y pHILA877 se
comportasen de forma diferente en E. coli, y que la fusion hilA::lacZ en Salmonella se
expresase de forma diferencial en funcidon de la fase de crecimiento podria también
interpretarse considerando que el nimero de copias de los mismos podia variar en
funcién del hospedador o de la propia fase de crecimiento. Por ello decidimos continuar
los estudios de regulacion de hilA utilizando una fusion transcripcional hild::lacZ
localizada en el cromosoma de la cepa SV5015. Esta fusion fue construida de acuerdo

con el apartado 3.8.5 de materiales y métodos.

4.1.4.1. Regulacion ambiental de la fusion hilA::lacZ en la cepa SV5015

Los resultados obtenidos con las fusiones plasmidicas hild::lacZ sugerian que
este gen se encuentra reprimido a baja temperatura. Tal y como se ha referido
anteriormente, se sabia de antemano que la expresion de hil4 se encuentra reprimida a
baja temperatura y también a baja osmolaridad (Ono et al., 2005; Schechter et al.,
2003). Asimismo, otros autores habian puesto de manifesto que la expresion de hilA4 es
dependiente de la fase de crecimiento alcanzando los niveles maximos de expresion

cuando las células se encuentran en fase estacionaria crecidas en medio LB (Song et al.,
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2004). Por todo ello, una vez obtenida una fusién cromosémica hilA::lacZ decidimos
utilizar la misma para asociar la regulaciéon de 4il4 por temperatura y osmolaridad con
la fase de crecimiento.

La expresion de hilA fue determinada en la cepa SV5015UB2 (SV5015
hilA::lacZ) crecida en medio LB a 25°C y 37°C. En paralelo, se realizaron los mismos
estudios sustituyendo el medio LB por medio LB OM NaCl (condiciones de baja
osmolaridad). Todos los cultivos fueron incubados a 25°C o a 37°C en agitacion
constante de 200 rpm. Se tomaron muestras de los cultivos a D.O.600nm de 0,4 y 2,0. Las
muestras fueron procesadas para el ensayo de p-galactosidasa de acuerdo con el

apartado 3.9.5.1.
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Figura 4.4. Efecto regulador de la temperatura, osmolaridad y fase de crecimiento en la
expresion de hil4 en la cepa SV5015UB2. A) Curva de crecimiento de la cepa SV5015UB2 en
medio LB a 37°C. Las flechas indican la D.O.¢o9 correspondientes a 0,4 (3 horas de cultivo) y
2,0 (6 horas de cultivo). B) Resumen de los valores de actividad f-galactosidasa (U.M.)

obtenidos de cultivos por triplicado. Se muestra la derivacion estandar de las medidas.
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Los resultados obtenidos (Fig. 4.4) claramente muestran que, tal y como se
esperaba, la expresion de hil4 se encuentra reprimida a baja temperatura y baja
osmolaridad. Es importante resaltar que a 37°C en medio LB se observa una importante
induccion en la expresion de 4il4 dependiente de la fase de crecimiento. Si bien a 37°C
en fase exponencial se produce una moderada induccién de 4ilA respecto a los cultivos
a baja temperatura o a baja osmolaridad, la induccion de hil4 a elevada temperatura es
fuertemente dependiente de la fase de crecimiento. Este efecto, pero de menor escala,
también se observo cuando se utiliz6 la fusion hild::lacZ en el plasmido pHILA877
(apartado 4.1.3.1.). Por tanto, en las condiciones de cultivo utilizadas en este trabajo, la
expresion del gen hil4 en la cepa SV5015 se encuentra reprimida en condiciones de
baja temperatura y osmolaridad. En condiciones de osmolaridad media (medio LB) y a
una temperatura de 37°C, la expresion de hil4 sufre una fuerte induccidon cuando las

células entran en la fase estacionaria.

4.1.4.2. Regulacion por temperatura y osmolaridad del gen 4il4 por las proteinas

asociadas al nucleoide H-NS y Hha

En la familia Enterobacteriaceae, las proteinas H-NS y Hha estan involucradas
en la regulacion por temperatura y osmolaridad de diferentes genes (Forns et al., 2005b;
Madrid et al., 2002a; 2007). Asimismo, ambas se habian asociado a la regulacion de
hilA (Olekhnovich & Kadner, 2006). Como continuacion a nuestros estudios, decidimos
determinar el papel de estas dos proteinas en la regulacion de hil4 por temperatura,
osmolaridad y fase del crecimiento bacteriano. Como paso previo, se realizaron las
correspondientes construcciones genéticas. La fusion hild::lacZ fue transducida a los
correspondientes mutantes /#ha, hns y doble mutante hha hns de la cepa SV5015 de
acuerdo con el apartado 3.7.4.3 de materiales y métodos. A continuacién se hicieron
crecer las cepas SV5015UB2 (hild::lacZ), SV5015UB2H (hilA::lacZ Ahha),
SV5015UB2AV1 (hilA::lacZ Ahns) y SV5015UB2HAV1 (hilA::lacZ Ahha, Ahns) a
25°C en medio LB, y a 37°C en medio LB OM de NaCl y en LB. Los cultivos fueron
incubados en agitacion constante de 200 rpm. Se tomaron muestras de los cultivos a
D.O.6oonm de 0,4 y 2,0. Las muestras fueron procesadas para el ensayo de [3-
galactosidasa de acuerdo con el apartado 3.9.5.1 de materiales y métodos. En la figura

4.5 se resefian los resultados obtenidos.
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Figura 4.5. Efecto de las mutaciones Ahha y Ahns en la regulacién por temperatura y
osmolaridad de hild::lacZ en la cepa SV5015UB2. A) Resumen de los valores de actividad -
galactosidasa (U.M.) obtenidos de cultivos por triplicado crecidos en medio LB a 25°C. B)
Resumen de los valores de actividad (3-galactosidasa (U.M.) obtenidos de cultivos por triplicado
de cultivos crecidos a 37°C en medio LB OM de NaCl. C) Resumen de los valores de actividad
B-galactosidasa (U.M.) obtenidos de cultivos por triplicado de cultivos crecidos a 37°C en

medio LB. Se muestra la derivacion estandar de las medidas.
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Con respecto al crecimiento a temperatura ambiente, es decir, a 25°C (Fig. 4.5A)
y a baja osmolaridad (Fig. 4.5B) el efecto de las mutaciones en los alelos hns, hha'y hns
hha en la expresion de hilA nos indico claramente que H-NS juega el papel
predominante en el silenciamiento dependiente de temperatura o de osmolaridad. Tal y
como se puede comprobar, este silenciamiento es independiente de la fase de
crecimiento bacteriano en ambos casos. El hecho de que el doble mutante hha hns
presentase los mayores valores de expresion de -galactosidasa en los ensayos de baja
temperatura y osmolaridad nos indica que Hha incrementa el silenciamiento dado por
parte de H-NS en la expresion de hilA.

Con respecto al crecimiento a 37°C en medio LB, en fase exponencial del
crecimiento bacteriano los resultados obtenidos evidencian que tanto H-NS como Hha
reprimen moderadamente la expresion de 4il4 y (en funcién de los resultados obtenidos
con el doble mutante analizado en estas condiciones) existe un efecto sinérgico de
ambas proteinas (Fig. 4.5.C). De forma destacable, en fase estacionaria del crecimiento
bacteriano, H-NS deja de reprimir 4il4, lo cual podria asociarse a la induccién en fase
estacionaria de este gen que se observa en la cepa salvaje. Con respecto a la proteina
Hha, se observa un modesto efecto represor por parte de la misma (incremento de 1.5
veces en el mutante hha con respecto a la cepa salvaje). Resultados previamente
publicados (Olekhnovich & Kadner, 2006) ya reportaron este comportamiento, pero no
lo explicaron. A fin de explicarlo, como hipdtesis de trabajo consideramos que teniendo
en cuenta que en un mutante Ans los niveles de Hha se encuentran aumentados
(Hommais et al., 2001), una posible explicacion seria que el exceso de la proteina Hha
en un fondo genético Ahms pudiera estar reprimiendo de forma artefactual Ia
transcripcion de hilA. Para apoyar esta hipotesis, decidimos sobreexpresar Hha en frans
transformando la cepa SV5015UB2 con el plasmido pUBM22 el cual expresa Hha
constitutivamente (Nieto et al., 1991). La transcripcion de la fusidon hild::lacZ en
presencia del pldsmido pUBM22, fue cuantificada en fase exponencial y estacionaria
del crecimiento bacteriano utilizando el ensayo de (3-galactosidasa. La sobreexpresion
de Hha por parte del plasmido pUBM?22 resulté en una reduccion de la actividad -
galactosidasa (Fig. 4.6).
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Figura 4.6. La sobreexpresion de Hha por parte del plasmido pUBM?22 reprime la transcripcion
de la fusion hilA::lacZ en células crecidas en LB a 37°C. A) Resumen de los valores de
actividad B-galactosidasa (U.M.) obtenidos de cultivos por triplicado crecidos en medio LB a
37°C de las cepas SV5015UB2, SV5015UB2 (pBR322) y SV5015UB2 (pUBM22). Se muestra
la derivaciéon estdndar de las medidas. B) Inmunodeteccion de la proteina Hha en los extractos

correspondientes utilizando un anticuerpo especifico contra la misma (Balsalobre et al., 1996).

Estos resultados ponen de manifiesto una actividad moduladora de Hha independiente
de H-NS. Teniendo en cuenta que la actividad represora de Hha se ha asociado a H-NS,
decidimos comprobar si, en ausencia de H-NS, la proteina Hha podria interaccionar con
el pardlogo de H-NS, la proteina StpA. Para esto se llevaron a cabo la traduccién de las
mutaciones hilA::lacZ y hha::Cm a la cepa portadora de la mutacién AstpA (SV5015S),
generando la cepa SV5015UB2HS. El protocolo de transduccién utilizado se detalla en
el apartado 3.7.4.3 de materiales y métodos. La transcripcion de la fusion hilA::lacZ fue
cuantificada en la cepa SV5015UB2HS a partir de cultivos crecidos en medio LB a
37°C utilizando el ensayo de -galactosidasa. Para ello se tomaron muestras del cultivo
en fase exponencial y estacionaria del crecimiento bacteriano y se procedid la
evaluacion de la expresion de hild::lacZ. Los resultados obtenidos indicaron que no
existe un efecto sinérgico de ambas mutaciones en la expresion de hilAd, es decir, la
proteina Hha, en este caso, no estaria regulando la expresion de hil4 a través de la

interaccion con la proteina StpA (resultados no presentados).
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Se ha descrito y caracterizado previamente que condiciones de alta y baja
temperatura, (37°C y 25°C respectivamente), y también la osmolaridad del medio
condicionan el silenciamiento de genes por parte de H-NS (Falconi et al., 1998, Madrid
et al., 2007, Ono et al., 2005). En este trabajo comprobamos que tanto la temperatura
como la osmolaridad modifican la capacidad de H-NS en silenciar la transcripcion de
hilA. La combinacion de estos factores (elevada temperatura y elevada osmolaridad)
reduce la capacidad de H-NS de reprimir 4il4. Estos resultados sugieren una posible
influencia de factores fisico-quimicos tales como la temperatura y/o osmolaridad bien
sobre el ADN o bien sobre la propia proteina H-NS, reduciendo asi su capacidad de
reprimir la expresion de hilA. No obstante, la completa desrepresion por parte de H-NS
en la transcripcion de hilA requiere que las células se encuentren ademds en fase
estacionaria. Este dato nos sugirid la posible existencia de otro factor, ademds de
temperatura y osmolaridad, que interfiriese con la represion de 4il4 por H-NS en fase
estacionaria. Ademas de factores fisico-quimicos, es bien conocida la existencia de
proteinas reguladoras que interfieren con la represion de H-NS en un notable nimero de

genes (Dillon & Dorman, 2010), (ver apartado 1.4.3.1.).

4.1.4.3. La induccion de hil4 en fase estacionaria requiere la proteina IHF

Considerando posibles proteinas con actividad anti-H-NS como candidatos a
interferir con la represion de hilA por H-NS, planteamos en primer lugar la proteina
IHF. Se sabe de antemano que esta proteina juega un importante papel en la expresion
de genes requeridos por S. Typhimurium para someterse a los cambios fisiologicos
asociados a transicidon de fase de crecimiento celular y también para activacidon de genes
de virulencia (Mangan et al., 2006). Entre los genes afectados se destacan el mismo hil4
y varios genes de la SPIl de Salmonella que poseen su expresion reprimida en los
mutantes ikfA y ihfB en la cepa de S. Typhimurium SL1344 (Mangan ef al., 2006). Por
otra parte, tal y como se ha referido en el apartado 1.7.2.1 de la introduccién de esta
tesis, es bien conocido que las proteinas HilD, HilC y RtsA son requeridas para la
correcta expresion de 4il4 en fase estacionaria en células crecidas en medio LB a 37°C
(Boddicker et al., 2003; Ellermeier et al., 2005; Lucas & Lee, 2001). Por lo tanto,
consideramos las hipotesis de que bien la cascada reguladora constituida por estas tres
proteinas o bien la proteina IHF podria estar antagonizando el silenciamiento dado por

parte de la proteina H-NS en la transcripcion de 4ilA. Si este planteamento es correcto,
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la mutacién en el hipotético antagonista bloquearia la induccién de hil4 en fase
estacionaria, pero la misma se restauraria si se combinara con una mutacion en el gen

hns (ver Fig. 4.7).
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Figura 4.7. Efecto de las mutaciones en el hipotético antagonista y en el gen Ans sobre la
expresion de hilA en fase estacionaria. A) En presencia de la proteina H-NS y de la proteina
antagonista, esta ultima es capaz de interferir sobre el efecto represor de H-NS, lo que resulta en
la inducciéon de #il4. B) En ausencia de la proteina antagonista, H-NS reprime #4i/4. C) En

ausencia de ambas proteinas tiene lugar la induccidn de 4il4 en fase estacionaria.

Para determinar si alguna de estas hipdtesis es correcta, intentamos combinar la
mutacion hns con las mutaciones hilD, hilC e ihf en la cepa SV5015UB2. La
combinacion de la mutacion Ans con los alelos #ilC y hilD fue conseguida con éxito.
Sin embargo, la combinacién de la mutacion Ans con los alelos iifA y ihfB parece ser
inviable en la cepa SV5015. Como alternativa a este problema decidimos interferir
parcialmente con la actividad represora de H-NS en la transcripcion de hil4, expresando
en trans la proteina H-NSTgpgc bien en mutantes i4f4 o ihfB. Esta proteina corresponde
a una forma truncada de la proteina H-NS encontrada de manera natural en cepas

enteropatogénicas de E. coli y posee una actividad anti-H-NS, es decir, es capaz de
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antagonizar la actividad de H-NS (Williamson & Free, 2005). Basado en esto, se
esperaria observar un aumento en la transcripcion de 4ild en los mutantes hilC, hilD o
ihf cuando la actividad H-NS fuera reducida por la expresion de la proteina H-NSTgpgc.
Asi seria unicamente si HilC, HilD o IHF actuasen como antagonistas del
silenciamiento dado por parte de H-NS en la transcripcion de hil4A. A continuacion, se
llevo a cabo la cuantificacion de la expresion transcripcional de hilA::lacZ en cultivos
en fase estacionaria (D.O.¢00 = 2,0) de derivados de la cepa SV5015UB2 con las
mutaciones hilD (cepa SV5015UB2D) y hilC hilD (SV5015UB2CD) o en presencia de
la proteina H-NSTgpgc codificada en trans por el plasmido pPBADHNS, inducible por
L-arabinosa. El efecto de la expresion de la proteina H-NSTgpgc en la expresion de hild
fue cuantificado en células crecidas en medio LB o LB suplementado con L-arabinosa
al 0,02% a 37°C y los resultados se presentan en la tabla 4.1. El efecto antagonista de la
proteina H-NSTgpgc sobre la proteina H-NS en los mutantes 4i/D o en el doble mutante
hilC hilD no resulto en la restauracidon de la induccion de 4il4 en fase estacionaria en
dichas cepas. Estos resultados obtenidos estan de acuerdo con los encontrados

previamente para cepa de S. Typhimurium LT2 (Olekhnovich & Kadner, 2006).

Actividad p-galactosidasa (U.M)* Expresion relativat
Cepa LB LB
LB LB
L-Ara 0.02% L-Ara 0.02%
WT hild::lacZ 1191 1059 1 1
WT hild::lacZ pPBAD18 1155 1163 0,97 1,1
hilA::lacZ AhilD::Cm pBADHNSt 150,2 153 0,13 0,14
hilA::lacZ AhilC AhilD::Cm pPBADHNSt 154,4 132,4 0,13 0,12

Tabla 4.1A. Efecto de la expresion de la proteina H-NSTgpgc del pldsmido pPBADHNSt sobre la
transcripcion de hilA::lacZ en las cepas portadoras de las mutaciones 4i/D y hilC. *Resumen de
los valores de actividad (-galactosidasa (Unidades Miller; U.M.) obtenidos de cultivos por
triplicado crecidos en medio LB a 37°C o LB suplementado con 0,02% de L-Arabinosa. fLa
expresion relativa fue calculada a través de la division del valor de f3-galactosidasa obtenido de
las cepas con el correspondiente plasmido (pBAD18 o pBADHNS) por el valor obtenido de la
cepa parental salvaje (hild::lacZ).
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A continuacion se llevé a cabo la comprobacion del posible papel antagonista de la
proteina IHF en la activacion de 4ilA4 en fase estacionaria. En primer lugar, utilizando el

programa bioinformatico Virtual Footprinting (http://prodoric.tu-bs.de/vfp/) (Miinch et

al., 2005) se localizé una probable secuencia de unién a la proteina IHF en la region
promotora del gen hil4 (Fig. 4.8A). Posteriormente se llevd a cabo la combinacidon de
las mutaciones ihfA y ihfB en la cepa SV5015UB2 generando asi las cepas
SV5015UB2IHFA y SV5015UB2IHFB, respectivamente. A continuacion se realizo la
cuantificacion de la actividad p-galactosidasa en las cepas SV5015UB2IHFA vy
SV5015UB2IHFB crecidas en medio LB a 37°C en fase exponencial y estacionaria del
crecimiento (Fig. 4.8B).
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Figura 4.8. Efecto de las mutaciones i#f4 y ihfB en la induccion de 4il4 en fase estacionaria en
la cepa SV5015. A) Ilustracion esquematica de la secuencia parcial de la region promotora de
hilA. Los numeros corresponden a distancia del inicio de transcripcion. Las secuencias
destacadas por los rectdngulos en negro corresponden a cajas de union reconocidas por la
proteina H-NS (Olekhnovich & Kadner, 2006). Los nucleétidos destacados en verde

corresponden al probable secuencia de unién a proteina IHF identificado por el programa
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Virtual Footprinting. La secuencia destacada en rojo corresponde a secuencia consenso (Craig
& Nash, 1984, Goodrich ef al., 1990) reconocida por la proteina IHF (WATCAANNNNTTR,
donde W es una adenina o tiamina, N puede ser cualquier uno de los cuatro nucledtidos y R es
una adenina o guanina). B) Resumen de los valores de actividad -galactosidasa (U.M.) de la
fusion hilA::lacZ obtenidos de cultivos por triplicado crecidos en medio LB a 37°C de las cepas
SV5015UB2, SV5015UB2IHFA y SV5015UB2IHFB. Se muestra la derivacion estandar de las

medidas.

Como es posible observar en la figura 4.8B cuando las células fueron crecidas en
medio LB a 37°C, en fase estacionaria, no se observo induccion de hil4 en las cepas
portadoras de la delecion en los alelos ikf4 y ihfB. En otras condiciones de crecimiento
utilizadas en este trabajo, como baja temperatura y osmolaridad, no se observd en
ninguno de los dos casos que las mutaciones en los alelos correspondientes a proteina
IHF alterasen la expresion de kil (datos no presentados). A continuacion llevamos a
cabo la cuantificacion de la expresion de 3-galactosidasa de las cepas portadoras de una
fusién transcripcional hild::lacZ en combinacion con las mutaciones ihf4 y ihfB, bajo la
influencia de la proteina HNSTgpec codificada por el pldsmido pBADHNSt (Tabla
4.1B). La interferencia con la funcion H-NS result6 en un significativo incremento en la
expresion de 4ilA tanto en el mutante i#f4 como en el mutante i4fB, lo que representa la
restauracion del 50% en la expresion de hild::lacZ cuando se compara con los valores
obtenidos en la cepa salvaje (Tabla 4.1A). Los resultados obtenidos de estos ensayos in
vivo nos sugirieron que en determinadas condiciones ambientales, como alta
temperatura y osmolaridad y fase estacionaria del crecimiento, la presencia de IHF

antagoniza el silenciamiento mediado por H-NS en la transcripcion de hilA.

Actividad p-galactosidasa (U.M)* Expresion relativat
Cepa LB LB
LB LB
L-Ara 0.02% L-Ara 0.02%
WT hild::lacZ 1191 1059 1 1
WT hild::lacZ pPBAD18 1155 1163 0,97 1,1
hilA::lacZ AihfA::Cm pBADHNSt 295,9 611,7 0,25 0,58
hilA::lacZ AihfB::Cm pBADHNSt 301,1 508,8 0,25 0,48
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Tabla 4.1B. Efecto de la expresion de la proteina H-NSTgpgc del plasmido pPBADHNSt sobre la
transcripcion de hild::lacZ en las cepas portadoras de las mutaciones ihf4, ihfB. *Resumen de
los valores de actividad (-galactosidasa (Unidades Miller; U.M.) obtenidos de cultivos por
triplicado crecidos en medio LB a 37°C o LB suplementado con 0,02% de L-Arabinosa. fLa
expresion relativa fue calculada a través de la division del valor de f3-galactosidasa obtenido de
las cepas con el correspondiente plasmido (pBAD18 o pBADHNS) por el valor obtenido de la
cepa parental salvaje (hild::lacZ).

4.1.4.4. Las proteinas H-NS y IHF son capaces de unirse a region promotora de

hilA

Para aportar nuevas evidencias experimentales de que IHF interfiere con el
silenciamiento mediado por H-NS en la region reguladora de hilA4, llevamos a cabo
ensayos de EMSA (Electrophorectic Mobility Shift Assay) competitivos entre las
proteinas H-NS y IHF utilizando el ADN de la regidon promotora de 4il/4 (apartado 3.5.8
de materiales y métodos). Para este ensayo se amplificé por PCR la region reguladora
de hilA (nucleotidos -505 hasta +372) la cual posee tanto la secuencia de union a
proteina IHF, como también las secuencias de unién a proteina H-NS (Fig. 4.8A). Para
este ensayo el ADN fue incubado con las minimas concentraciones de ambas proteinas,
H-NS y IHF, capaces de retardar la secuencia reguladora de hil4 (1 6 0,16 uM,
respectivamente). Después de una incubacion de 15 minutos a 37°C se afiadieron
concentraciones crecientes de la segunda proteina (H-NS o IHF) y se incub6 15 minutos
mas a 37°C. Como es posible visualizar en la figura 4.9, cuando H-NS fue incubada
primeramente con el ADN, la presencia de concentraciones crecientes de IHF generd un
patron de migracion del complejo ADN-proteinas tal como el generado por el complejo
ADN-H-NS. Asimismo cuando IHF fue incubada primeramente con el ADN, la
presencia de concentraciones crecientes de H-NS no alterdé el patrén del complejo
ADN-proteinas manteniéndose en el mismo patrédn migratorio del complejo ADN-IHF.
Estos resultados sugieren que IHF es capaz de unirse a complejos preexistentes H-
NS/ADN. Por el contrario, si IHF se une a a dicho fragmento de ADN, H-NS no altera

dicho complejo.
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[__H-NS [ 1HF

& = 0.16 0.08 0.12 0.16 0.16 0.16 0.16 IHF (uM)
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Figura 4.9. EMSA de competicion entre las proteinas H-NS y IHF en la region reguladora de
hilA. E1 ADN correspondiente al promotor de #il4 fue incubado con las proteinas H-NS (1 uM)
e IHF (0,16 uM) o con una mezcla de las dos proteinas en cantidades crecientes, H-NS (0,5
hasta 1uM) e IHF (0,08 hasta 0,16uM). El experimento de EMSA fue realizado a 37°C por

triplicado y la figura presentada representa uno de los geles obtenidos.

4.1.4.5. THF es capaz de antagonizar el efecto represor de H-NS en la transcripcion
de hilA

Los resultados obtenidos en los estudios transcripcionales de hilA en ensayos
realizados in vivo y in vitro, nos indicaron que la proteina IHF parece tener un papel
como regulador transcripcional de hilA. Para determinar el posible efecto de IHF en la
transcripcion de 4il4 en presencia de H-NS, hemos realizado ensayos de transcripcion
“single round” in vitro utilizando las proteinas H-NS y IHF juntamente con el promotor
de hilA (apartado 3.6.4 de materiales y métodos). En primer lugar, los resultados
obtenidos nos indicaron que concentraciones crecientes de H-NS reprimen la
transcripcion de hilA (Fig. 4.10). La presencia de 1 uM de H-NS resulté en una
represion de 4.7 veces en la transcripcion de hilA cuando se compara com los valores
obtenidos en la ausencia de esta proteina. Asimismo la adiciéon de 0.5 6 1 uM de IHF no

afectdo a la transcripcion de hilA. Por el contrario, cuando se afadi6 IHF a una

115



RESULTADOS

concentracion de 0.5 uM en presencia de 1 uM de H-NS en la reaccion se observo un
aumento de 2 veces en la formacién de transcritos en comparacion con el experimento
que contenia solamente 1 uM de H-NS. Estos resultados obtenidos nos indicaron que in
vitro IHF es capaz de antagonizar el efecto represor de H-NS en la transcripcion de

hilA.

H-NS [ HNS | [HF
1™ ——
H-NS 0 0.5 ] 2 1 1 0 0 uM
IHF 0 0 0 0 0.5 1 0.5 1 uM

Figura 4.10. Efecto de la presencia de H-NS y IHF en la transcripcion de 4ilA in vitro. Ensayo
de uno solo ciclo de transcripcidén in vitro utilizando ADN superenrollado (pTEhilA). Las
concentraciones de las proteinas H-NS e IHF utilizadas se encuentran indicadas en la figura.
Los experimentos de transcripcion in vitro se realizaron por triplicado y la figura presentada

representa uno de los geles obtenidos.
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4.2. PROTEINAS TIPO HilA CODIFICADAS EN EL GENOMA DE
LA CEPA DE E. coli 042

4.2.1. El regulador de la isla ETT2, la proteina YgeH, comparte significante

homologia en secuencia con las proteinas EilA y HilA

El genoma de la cepa de E. coli EAEC 042 fue secuenciado recientemente
(Chaudhuri et al., 2010). En base a la anotaciéon gendmica depositada en la base de

datos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se realiz6 una busqueda por similitud en

secuencia aminoacidicas con la proteina HilA de S. Typhimuirum utilizando la
herramienta de bioiformatica Blastp

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). Tal y como era de esperar, se

identifico en primer lugar la proteina EilA, la cual habia sido previamente caracterizada
como una proteina tipo HilA (Sheikh et al., 2006). Adicionalmente encontramos otra
proteina, YgeH, caracterizada como hipotético regulador de la invasion bacteriana
(putative invasion gene regulator) en E. coli. Se procedio a alinear las secuencias
aminoacidicas de HilA, EilA e YgeH, y tanto EilA como YgeH presentaron un grado
significativo de similitud con la proteina HilA (Fig. 4.11). Al compararla con HilA,
YgeH presentd una identidad de 23.1% y similitud de 39.6%. Por su parte, EilA
presentd una identidad de 32.2% y similitud de 58.5% al compararla con HilA. Cuando

se comparan entre ellas presentaron una identidad de 25.9% y similitud de 41.6%.

Figura 4.11. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de las proteinas YgeH, EilA (ambas de
E. coli 042) y la proteina HilA (S. Typhimurium). Las cajas en azul representan los aminoacidos
conservados entre las tres proteinas alineadas. La secuencia consenso esta representada por las
cajas en negro abajo del alineamiento. Alineamiento obtenido utilizando el programa

bioinformatico T-Coffee (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/).
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Se sabia de antemano que el gen eil4 se encuentra adyacente al ARNt se/C en la
cepa de E. coli EAEC 042 (Ren et al., 2004a). No obstante parece ser que este locus
esté restringido a esta especie (Ren e al., 2004a; Sheikh et al., 2006). Por otro lado, el
gen ygeH se encuentra en la isla ETT2 y la misma se encuentra adyacente al ARNt glyU
(Ren et al., 2004a). No obstante parece ser que esta isla se encuentra en otras cepas de
E. coli como K12 y EHEC O157:H7 (Ren et al., 2004a). Aunque inicialmente nos
habiamos planteado estudiar exclusivamente EilA, el descubrimiento de la notable
similitud entre YgeH y HilA nos indujo a estudiar conjuntamente ambos reguladores

(Fig. 4.12).
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Figura. 4.12. Representacion esquematica de las islas de patogenicidad ETT2 y eip. A)
Estructura de la isla de patogenicidad ETT2 comparada entre varias cepas de E. coli y Shigella,
y comparacion con las regiones de las SPI-1 y SPI-3 de S. Typhimurium. Los genes homoélogos
estan alineados verticalmente. Las inserciones ocurridas a lo largo de la escala evolutiva estan
representadas por las flechas en amarillo y las deleciones estan representadas por lineas
discontinuas. B) Estructura de la isla eip en la cepa 042. Los genes ygeH (A) y eild (B)
codifican para reguladores que presentan un elevado grado de similitud con HilA. Se encuentran
destacados por flechas en negro. Los circulos en negro representan los ARNt. Adaptado de (Ren

et al., 2004a).

4.2.2. Complementacion en frans del fenotipo HilA™ en la cepa SV5015 por las
proteinas EilA e YgeH

Tal y como ya se ha resefiado en la introduccion, la proteina HilA es el regulador
central de la SPI1 de S. Typhimurium. La delecion del gen 4il4 conlleva a un fenotipo
atenuado en la invasion de células in vitro e in vivo que es equivalente a la delecion de
la isla SPI1 por completo (Ellermeier et al., 2005). En condiciones favorables a
invasion, la proteina HilA se une a los promotores prg/org y inv/spa activando la
transcripcion de los mismos, lo que en cascada provoca la expresion del operon sic/sip
por la proteina InvF codificada en el operon inv/spa (Ellermeier & Slauch, 2007,
Lostroh & Lee, 2001). De la expresion del operon sic/sip se destaca la proteina SipA
(Salmonella invasion protein A). SipA es una de las proteinas efectoras secretadas por
la maquinaria de secrecion del tipo III codificada por SPI1. Est4 involucrada en la union
a actina celular y mejora la eficiencia en la invasion por promover la polimerizacion y
prevenir el desensamblaje de los filamentos de actina (McGhie et al., 2001; Zhou et al.,
1999).

Teniendo en cuenta la similitud entre HilA y las proteinas EilA e YgeH, nos
planteamos como primera hipdtesis de trabajo analizar si alguna de estas proteinas
podia reemplazar funcionalmente a HilA en la cepa SV5015 de S. Typhimurium. Para
llevar a cabo estos estudios se utilizd la cepa MHS-1 (SV5015 Ahild) y se llevo a cabo
la insercidn de la etiqueta 3XFLAG en la region carboxi-terminal de la proteina SipA en
la cepa MHS-1, generando la cepa MHS3. Como control se insertdé la misma
construccidn en la cepa salvaje de S. Typhimurium (MHS-2). La insercion de la etiqueta

3XFLAG en el extremo C-terminal se llevo a cabo segtin lo descrito en el apartado 3.8.6
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de materiales y métodos. Como indicador de la expresion de HilA en estas
construcciones se decidio utilizar la expresion de SipA. Para los estudios de
complementacién en trans los genes eilA e ygeH de E. coli EAEC 042 fueron clonados
en el vector de expresion pBAD18 (Guzman et al., 1995), generando los plasmidos
pBADEIilA y pBADYgeH respectivamente. Como control de la complementacion
también se utilizo el gen hil4 de S. Typhimurium clonado en el mismo vector,
generando el plasmido pBADHIlA. Las cepas MHS-2 y MHS-3 fueron transformadas
con los plasmidos pPBAD18, pPBADHilA, pBADEIilA y pBADYgeH.

Los ensayos de complementacidn en trans fueron realizados en medio de cultivo
liquido LB en presencia de 100 ug/ml de carbenicilina, marcador del plasmido
pBAD18. Paralelamente los mismos cultivos fueron crecidos en presencia de 0,2% de
L-arabinosa, dado que el vector pPBADI18 presenta la expresion de los genes clonados
regulada por la presencia de este azucar.

Los cultivos crecidos en LB o LB L-arabinosa fueron incubados a 37°C hasta
una D.O.¢oonm de 2,0. A continuacidn se recogid 1 ml de cada cultivo y se procedio a
precipitar las proteinas secretadas de acuerdo con el apartado 3.9.1 de materiales y
métodos. Las proteinas concentradas fueron sometidas a una electroforesis en
condiciones desnaturalizante (SDS-PAGE) en geles al 10% y tefiidas con una solucion
de azul de Coomassie de acuerdo con el apartado 3.9.3.2. de materiales y métodos.
Adicionalmente, réplicas de estos geles fueron paralelamente transferidas a membranas
de PVDF, de acuerdo con el apartado 3.9.4.1. de materiales y métodos, llevandose a
cabo la inmunodeteccion de SipA::3XFLAG utilizando el anticuerpo monoclonal Anti-
FLAG M2 (SIGMA) a una dilucién de 1:10.000 en PBS-triton 0,2%, leche 2%. Los
detalles del protocolo se encuentran en el apartado 3.9.4.2 de materiales y métodos.

La proteina SipA::3XFLAG fue correctamente detectada en la cepa parental
HilA" (MHS-2) cuando fue crecida en LB o LB L-arabinosa, tanto en el gel tefiido con
azul de Coomassie como en la inmunodeteccion (Fig. 4.13 A y C). En presencia del
plasmido control, pPBAD18, se observa una menor expresion de SipA::3XFLAG. Tal y
como seria esperable, en el mutante AhilA (MHS-3) no se observa la expresion de
SipA::3XFLAG. Por lo que respecta a los ensayos de complementacion, es destacable
que, en ausencia de arabinosa, ninguna de las tres construcciones (plasmidos
pBADHIlA, pBADEIIA y pPBADYgeH) induce la expresion de SipA en la cepa MHS-3.
Por el contrario, en los cultivos crecidos en presencia de 0,2% de L-arabinosa se
observa la expresion de SipA::3XFLAG tanto en las cepas portadoras de los plasmidos
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pBADEIilA, pBADYgeH como, tal y como se esperaria, en presencia del plasmido
pBADHIlA (Fig. 4.13 B y D). Estos resultados claramente evidencian que las proteinas

EilA e YgeH son capaces de complementar en frans el fenotipo HilA™ en S.

Typhimurium.
A B
— — i G SipA::3xflags
- -
_———’-—’-_H o — — — D S—
—— - — s — —
— -—
C D
[ - ] e e S g | SipA:3xflag (a-3xFLAG)
= 2 § § = z § & 1}
-3 T 3 g : 2 - 3 i 3 2 g
38 “n “IL :g -‘1 - g a a ; ‘n ‘:
2 g2 8% 8 @ 5 & & & 8 %
3% % 3 { 3 3 ¥ % s
< L] x 13 ¥ o
8 & 33 % 3 5 < < 1 < 32
$ 58 2 3 a w5 & &
v
3§ s : 3 F 3
L | R B |
MHS-2 MHS-3 MHS-2 MHS-3

Figura 4.13. Las proteinas EilA e YgeH son capaces de complementar en frans el fenotipo
Ahil4 en S. Typhimuirum. Perfil electroforético de proteinas secretadas por las cepas MHS-2 y
MHS-3. A y B) Geles SDS-PAGE 10% teflidos con azul de coomassie. A) Perfil de las
proteinas secretadas por las cepas MHS-2 y MHS-3 obtenidas de cultivos crecidos en medio
LB; B) Perfil de las proteinas secretadas por las cepas MHS-2 y MHS-3 obtenidas de cultivos
crecidos en medio LB L-arabinosa 0,2%. C y D) Inmunodetecciéon de la proteina

SipA::3XFLAG obtenida de las cepas MHS-2 y MHS-3; C) Inmunodeteccion de

SipA::3XFLAG obtenida de cultivos crecidos en LB; D) Inmunodeteccion de SipA::3XFLAG

obtenida de cultivos crecidos en LB L-arabinosa 0,2%.

4.2.3. Las proteinas EilA e YgeH activan la expresion de SipA via InvF en S.

Typhimurium

La cascada reguladora que desencadena la expresiéon de SipA requiere la

correcta expresion de InvF lo cual es mediado por la proteina HilA (Darwin & Miller,
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1999; Eichelberg & Galéan, 1999; Klein et al., 2000; Lostroh et al., 2000), (véase la Fig.
1.15 de la introduccion de esta tesis). Para determinar si las proteinas EilA e YgeH
actian de la misma manera que HilA en la activacion de SipA, es decir, mediando
primeramente la expresion de InvF, decidimos utilizar una fusion transcripcional
cromosémica invF::lacZ (cepa SV5258, gentilmente cedida por J. Casadests) para
valorar la expresion del promotor invF a través de la actividad p-galactosidasa. Se
transdujo la mutacion 4il4::Cm de la cepa MHS-C1 a la cepa SV5258 utilizando el fago
P22 segln el protocolo indicado en el apartado 3.7.4 de materiales y métodos. Se
transformo a la cepa SV5258 el plasmido pBADI8 y a la cepa SV5258Ahil4 los
plasmidos pBADI18, pBADEIilA, pBADYgeH y pBADHIilA. A continuacion los
transformantes fueron crecidos en medio LB y LB L-arabinosa 0,02% a 37°C hasta una
D.O.6oonm de 2,0. La transcripcion de invF fue cuantificada por el ensayo de p-
galactosidasa de acuerdo con el apartado 3.9.5.1 de materiales y métodos. Como es
posible visualizar en la figura 4.14, ni la presencia de L-arabinosa ni la del plasmido
pBADI18 afectaron la expresion de invF en la cepa hild™ (SV5258). Por otro lado, en la
cepa que posee la mutacion hil4::Cm (SV5258AhilA), la presencia de los plasmidos
pBADEIIA, pBADYgeH y pBADHIlA, aument6 drasticamente la transcripcion de invF
cuando las células fueron crecidas en presencia de L-arabinosa (Fig. 4.14.) Por lo tanto,
el efecto de las proteinas EilA e YgeH en la expresion de SipA parece tener lugar a

través de la activacion de la transcripcion de invF, de igual manera que sucede con

HilA.

800- Figura 4.14. EilA e
Ea LB Yeel " 1
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£ 200+ )
< galactosidasa (U.M.)
0- obtenidos de cultivos
N
§ por triplicado crecidos
3 en medio LB o LB L-

arabinosa 0,02% a 37°C.

invF::LacZ pBAD18

Se muestra la derivacion

invF::lacZ AhilA pBAD18

estandar de las medidas.

invF::lacZ AhilA pBADHIIA
invF::lacZ AhilA pBADEIIA

invF::lacZ AhilA pBADYgeH
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4.2.4. Regulacion de la expresion de los moduladores EilA e YgeH

Dentro de la estrategia de intentar establecer una relacion estructural y funcional
entre el modulador HilA de S. Typhimurium y los reguladores EilA e YgeH de E. coli
042, decidimos estudiar si existe también algin tipo de similitud en el esquema de
regulacion de HilA y de las proteinas EilA e YgeH. Teniendo en cuenta la
caracterizacion realizada en este trabajo de la regulacion de HilA y el papel de las
proteinas asociadas al nucleoide H-NS y Hha en la modulacién dependiente de
temperatura y fase de crecimiento, y también el posible papel de IHF, en esta parte del
trabajo decidimos también estudiar como la sintesis de los moduladores EilA e YgeH
responde a los factores ambientales y de crecimiento utilizados para estudiar la
regulacion de hilA. La expresion de ambos moduladores fue evaluada a distintas
temperaturas (25°C y 37°C) y niveles de osmolaridad (medio LB y LB OM de NaCl),
analizando muestras obtenidas tanto en fase exponencial como al inicio de fase
estacionaria. Fusiones transcripcionales eild::lacZ e ygeH.::lacZ fueron obtenidas en el
cromosoma de la cepa AAGI1 de E. coli y en los respectivos mutantes isogénicos Ahns,
Ahha, AihfA y AihfB. La expresion de estos dos moduladores fue estudiada en la cepa de
E. coli MG1655, ya que no fue posible obtener tales fusiones en el cromosoma de la
cepa de E. coli EAEC 042.

Por lo que hace referencia a la regulacion transcripcional de eil4, en todas las
condiciones analizadas, el pardmetro que ha podido comprobarse que significativamente
influye en la expresion de este modulador es la fase de crecimiento. En la mayoria de
las condiciones analizadas, tales como crecimiento a alta/baja osmolaridad, temperatura
y pH, se observo que existe una mayor expresion en cultivos obtenidos en el inicio de
fase estacionaria (Fig. 4.15). Si bien la expresion de eild4 se encuentra también
reprimida en condiciones de baja osmolaridad y baja temperatura, el efecto de represion
(aproximadamente de dos veces) es muchisimo mas modesto que el que se observa con
hilA (Fig. 4.15). Teniendo en cuenta que con las condiciones ambientales usadas con
hilA no observamos un efecto regulador muy drastico con eild4, decidimos también
analizar el efecto de otras condiciones ambientales tales como la anaerobiosis o el pH
acido. No obstante, las mismas tampoco parecen influenciar la expresion transcripcional
de eilA. También se compararon los crecimientos en los medios LB y LB:DMEM, sin
que se observasen diferencias significativas en la expresion de eil4. Ha sido descrito
anteriormente (Sheikh ez al., 2006) un aumento de los transcritos de eil4 en cultivos de
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la cepa 042 crecidos en medio LB:DMEM. No obstante en la cepa AAG1 no se observa

el mismo efecto en la expresion de la fusion transcripcional eild::lacZ.

eilA::lacZ

= 2507 B 25°C LB 10g/
S & 200 EE 37°C LB OM
& g BB 37°C LB 10g/!
1% 199 il 37°C LB:DMEM
X 2 o 37°C LBpH 5.5
E = Y 37°C LBpH 8.7
:% < 50 37°C Anaerobiosis
<

0-

D.0.600nm

Figura 4.15. Efecto de distintas condiciones ambientales y de crecimiento en la expresion
transcripcional de la fusién eild::lacZ. Los valores de actividad 3-galactosidasa (U.M.) fueron
obtenidos de tres cultivos independientes crecidos en los correspondientes medios. Se muestra

la derivacidn estandar de las medidas.

Como complemento a estos estudios, se analiz6 el efecto de los alelos hha, hns,
ihfA e ihfB sobre la expresion de eil4 en las diferentes condiciones ambientales
utilizadas previamente (Figs. 4.16 A y B). En relacion a los mutantes, la mutacion en el
gen hha no alter6 la expresion transcripcional de eil4 en ninguna de las condiciones
usadas (resultados no presentados). Por el contrario, la mutacion en el gen hns provocod
un aumento moderado en la expresion transcripcional de eil4 (aproximadamente de dos
veces) pero, a diferencia del ejemplo de hild, este efecto fue independiente de la
temperatura o de la osmolaridad. Con respecto a las mutaciones en los alelos iif4 y
ihfB, por si solas o en combinacion con la mutaciébn en hns, no afectaron

significantemente la expresion transcripcional de eild, (Fig. 4.16 A'y B).
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Figura 4.16. Efecto de los alelos hns, ihfA e ihfB sobre la expresion de la fusion transcripcional
eilA::lacZ en cultivos crecidos en distintas condiciones ambientales y de crecimiento. Los
valores de actividad p-galactosidasa (U.M.) corresponden a la media de tres cultivos
independientes obtenidos en los correspondientes medios de cultivo. A) Resultados obtenidos
de cultivos en fase exponencial de crecimiento y B) Resultados obtenidos de cultivos en inicio

de fase estacionaria de crecimiento. Se muestra la derivacion estandar de las medidas.

Por lo que respecta al gen ygeH, los perfiles de expresion de la fusion
transcripcional ygeh::lacZ obtenidos en las mismas condiciones ambientales que las
utilizadas para eil4, mostraron que el efecto de induccién de la expresion al inicio de la
fase de crecimiento es muy modesto. Ademas no se observd ningin efecto de
regulacion importante en cultivos crecidos a diferentes temperaturas u osmolaridades.

El analisis del efecto de otros factores, tales como el medio LB:DMEM, anaerobiosis,
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pH acido o pH alcalino tampoco permitié determinar un efecto regulador importante de

los factores ambientales estudiados (Fig. 4.17).

ygeH::lacZ
a B 25°C LB 10g/]
S o 2004 E® 37°C LB OM
§ é | B 37°C LB 10g/
2% 0 | i 37°C LB:DMEM
_% E it § 37°CLBpH5.5
N _— . Y 37°CLBpH8.7
g~ 504 1. : ‘l N 37°C Anaerobiosis
3 in 1R

D.0.600nm

Figura 4.17. Expresion de la fusidn transcripcional ygeH::lacZ en cultivos crecidos en
diferentes condiciones ambientales. Las muestras fueron obtenidas tanto de cultivos en fase
exponencial como al inicio de la fase estacionaria. Los valores de actividad P-galactosidasa
(U.M.) corresponden a la media de tres cultivos independientes obtenidos en los diferentes

medios de cultivo. Se muestra la derivacidn estandar de las medidas.

Por lo que hace referencia a las mutaciones en los alelos /ns y ihf, la proteina H-
NS reprime significantemente la expresion de ygeH en las distintas condiciones
utilizadas, incluyéndose el inicio de fase estacionaria. IHF parece ser requerida para la
correcta expresion de YgeH. No obstante, la expresion de ygeH en presencia de la
proteina H-NS, nos sugiere que, en la region reguladora de ygeH, IHF pueda estar

antagonizando el efecto represor de H-NS, (Figs. 4.18 Ay B).
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Figura 4.18. Efecto de los alelos hns, ihfA e ihfB sobre la expresion de la fusion transcripcional
de ygeH::lacZ. Los valores de actividad p-galactosidasa (U.M.) corresponden a la media de tres
cultivos independientes obtenidos en los correspondientes medios de cultivo. A) Resultados
obtenidos de cultivos en fase exponencial de crecimiento y B) Resultados obtenidos de cultivos

en inicio de fase estacionaria de crecimiento. Se muestra la derivacion estandar de las medidas.

Para confirmar la participacion de la proteina H-NS en la regulacion de los
genes eil4 e ygeH, decidimos realizar ensayos de EMSA utilizando los fragmentos de
ADN correspondientes a las regiones promotoras de eil4 e ygeH. Los detalles de la
técnica utilizada para el EMSA se encuentran en el apartado 3.5.8. de materiales y
métodos. La unién de la proteina H-NS a ambas secuencias promotoras fue confirmada
por los retardos presentados por los diferentes fragmentos de ADN en presencia de

concentraciones crecientes de H-NS (Figs. 4.19 Ay B).
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Figura 4.19. La proteina H-NS es capaz de unirse a las regiones promotoras de los genes eild e
ygeH. Perfiles de retardos en gel de ambas regiones promotoras de los genes eild (A) e ygeH

(B), en presencia de concentraciones crecientes de H-NS.

Para evidenciar la especificidad de la union dada por H-NS, se realizd un ensayo
de EMSA de competicion utilizando las regiones promotoras de los genes eild e ygeH 'y
ademads se incluyé un ADN control correspondiente a una secuencia localizada aguas
arriba del gen hlyR del operon hly. Esta region reguladora de //yR se sabe de antemano
que no presenta cajas de union a H-NS (Madrid ef al., 2002b). El ensayo de EMSA
competitivo evidencia que H-NS se une especificamente a ambas regiones reguladoras

de los genes eild e ygeH (Fig. 4.20).
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Figura 4.20. La proteina H-NS se une especificamente a las secuencias reguladoras de los

genes eild e ygeH. Perfil de retardos en gel de ambas regiones promotoras de los genes eild e
ygeH en presencia de un ADN competidor (#/yR) y en presencia de concentraciones crecientes

de H-NS.

4.2.5. Regulacion cruzada de EilA e YgeH entre los regulones encontrados en las

islas de patogenicidad ETT2 y eip en EAEC 042

Teniendo en cuenta que las proteinas EilA e YgeH son capaces de compensar la
pérdida de HilA en un mutante Ahil4 de S. Typhimurium, planteamos la hipdtesis de
que también en la cepa de E. coli EAEC 042 cada una de las dos proteinas pudiese
reemplazar funcionalmente a la otra, y existiese regulacion cruzada en los genes que se
localizan en las islas de patogenicidad ETT2 y eip en EAEC 042. Para comprobar esta
hipotesis, escogimos por una parte el gen eivF, el cual codifica para una proteina tipo-
InvF y se encuentra en la isla ETT2 (véase la Fig. 1.21 de la introduccion de esta tesis),
donde supuestamente la proteina YgeH actuaria como regulador transcripcional (Ren et
al., 2004a). Por otra parte escogimos también el gen air (eaeX), el cual codifica para
una proteina tipo intimina y que se encuentra en la isla eip (véase la Fig. 1.21 de la
introduccion de esta tesis), donde supuestamente la proteina EilA actuaria como
regulador transcripcional (Sheikh et al., 2006). La expresion de estos dos genes fue
cuantificada por RT-PCR en la cepa 042 salvaje y en los mutantes isogénicos Aeild y
AygeH, y también en el doble mutante AeilAAygeH (Fig. 4.21). Por lo que hace
referencia a expresion de eivF, se puede evidenciar que la transcripcion se presentod

reducida no solamente en el mutante AygeH, pero también en el mutante AeilA.
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Reforzando el modelo de regulacidon cruzada, pudo ponerse de manifesto que en el
doble mutante AeilAAygeH también se observo una reduccidon en la transcripcion de
eivF (Fig. 4.21A). Por lo que respecta a la expresion del gen air, la misma se presentd
reducida en el mutante Aeil4, tal y como era de esperar. No obstante, en el mutante
AygeH la reduccién fue poco importante. El hecho de que la expresion de air en el
doble mutante AeilAAygeH se comporte de manera similar al observado en el mutante
AeilA sugiere que no existe regulacion cruzada entre YgeH y air (Fig. 4.21B). Por el
contrario, los resultados obtenidos con el gen eivF evidenciaron que, al menos en algin
caso, el regulon de YgeH podria estar siendo también modulado por FEilA. La
cuantificaciéon de los transcritos de eivF y air fue normalizada en relaciéon a los

transcritos correspondientes al ARNr 16S (Fig. 4.21C).
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3 B ygeH
;f E eila
g [ eild ygeH Figura 4.21. Regulacion cruzada
E entre los regulones ETT2 y Eip en la
2 cepa EAEC 042. RT-PCR de los
genes eivF (A) y air (B) a partir de
Cepas
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B air medio LB a 37°C hasta una D.O.¢p0nm
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5 [ eilA ygeH
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4.3. PAPEL DE LA MUTACION Ahha EN E. coli EAEC 042

4.3.1. La pérdida de la proteina Hha reduce la formacion de biofilm y aumenta la

agregacion celular en E. coli 042 a 37°C

Durante la busqueda de un fenotipo para el modulador YgeH en la cepa 042,
realizamos ensayos de formacion de biofilms y agregacion celular, ademés de con los
mutantes AygeH, también con mutantes Ahns y Ahha derivados de la misma cepa.
Mientras que los mutantes AygeH y Ahns no influencian la formacion de biofilms y
tampoco la agregacion celular, pudo observarse de forma inesperada en el mutante Ahha

tanto una fuerte desregulacion en la formacion de biofilms como en la agregacion

celular (Fig. 4.22 Ay B).

A Salvaje Ahha Ains AygeH AygeH Ahha  AygeH Ahns

Yy Y Y

B~ . U

Figura 4.22. Fenotipo observado con la pérdida de la proteina Hha en E. coli 042. A)

Formacién de biofilm a 37°C realizado de acuerdo con el apartado 3.11 de materiales y
métodos. B) Agregacion celular de cultivos crecidos a 37°C en medio LB realizado de acuerdo

con el apartado 3.10 de materiales y métodos.

Tanto el hecho de que el efecto de la mutacion hha fuese independiente de la
mutacion hns como el hecho de que los efectos fenotipicos fuesen muy importantes en
la formacion de biofilm y también en la agregacion celular, nos indujeron a analizar en
mas detalle este fendmeno. En primer lugar se llevaron a cabo distintos estudios en la
formacidn de biofilm y capacidad de agregacion celular del mutante Ahha de 042 y de
los respectivos controles Ahns, AygeH, y dobles mutantes, AygeH Ahha, AygeH Ahns.

Los protocolos utilizados para la cuantificacion de agregacion celular y capacidad de
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formacidon de biofilm se encuentran en los apartados 3.10 y 3.11 de materiales y
métodos, respectivamente. Por lo que hace referencia a los resultados encontrados de
agregacion celular y formacion de biofilm (Fig. 4.23 A y B), se observa un aumento en
la capacidad de agregacion celular en el mutante Ahha (Fig. 4.23A) y también se
observa una menor capacidad en la formacion de biofilm de un orden de 2 veces (Fig.
4.23B). Aparte del mutante hha, el resto de mutantes analizados en los ensayos
comentados anteriormente presentaron valores similares a cepa salvaje (Fig. 423 Ay

B).
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4 —e— 042 Salvaje
-8~ Ahha
34 —a= ARNS
E -»- AygeH
S A
a
1
C L} Ll L L
o D S EX
Tiempo (min)
B
&=
E
=
=
in
Qo
=

Figura 4.23. Cuantificacion de los distintos fenotipos observados con la pérdida de la proteina
Hha en E. coli 042. A) Agregacion celular de cultivos crecidos a 37°C en medio LB realizado de
acuerdo con el apartado 3.10 de materiales y métodos. B) Formaciéon de biofilm a 37°C
realizado de acuerdo con el apartado 3.11 de materiales y métodos. Los valores representados

corresponden al promedio y variacidn estandar de tres experimentos independientes.
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Es importante resaltar aqui que el fenotipo observado de agregacion celular en el
mutante Ahha es dependiente de temperatura, es decir, no se observa este fenotipo en
cultivos crecidos a 25°C en medio LB (Fig. 4.24). En relacion a formacion de biofilm,
se observo que a 25°C esta cepa, EAEC 042, no es capaz de formar biofilm y por esto

motivo el efecto de la mutacion Aha sobre la formacion de biofilm no ha sido analizado.

042
042 Ahha

Figura 4.24. El fenotipo de agregacion celular observado en el mutante Ahha es dependiente de
temperatura. Los cultivos fueron incubados a 25°C y procesados de acuerdo con el protocolo de

agregacion celular apartado 3.10 de materiales y métodos.

Tal y como se ha comentado anteriormente, la regulaciéon por la proteina Hha
normalmente se asocia a una regulacion por parte de la proteina H-NS (revisado por
Madrid et al., 2007). Debido a nuestro interés en aclarar la regulacion de determinantes
de virulencia en esta cepa de E. coli 042 y también debido a esta regulacion dependiente
de Hha y aparentemente en este caso ser independiente de H-NS, decidimos investigar

mas a fondo y tratar de entender este fenotipo.

4.3.2. El fenotipo de agregacion celular del mutante de 042 Ahha puede ser

complementado en frans con el plasmido pBADHha

Para confirmar que el fenotipo observado de agregacion celular en el mutante
Ahha es debido a la pérdida de la proteina Hha y descartar cualquier otro efecto no
especifico, decidimos complementar en frans este mutante con el plasmido pBADHha.
Este plasmido posee la secuencia codificante para el gen /ha salvaje de S. Typhimurium
clonada bajo el control del promotor inducible por L-arabinosa del vector pPBAD18. La

cepa 042 Ahha fue transformada con los plasmidos pBADI1S, pBADHha y, como
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control de especificidad, con el pldsmido pBADIHFof. Los clones resistentes a
carbenicilina a 100 wg/ml fueron inoculados en medio LB en presencia de este mismo
antibiotico suplementado con 0,45% de glucosa o con 0,2% de L-arabinosa. Los
cultivos fueron incubados a 37°C hasta una D.O.goonm de 2,0. La cuantificacion de la
agregacion celular (Fig. 4.25B), fue realizada de acuerdo con el apartado 3.10 de

materiales y métodos.
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Figura 4.25. El fenotipo de agregacion celular de la cepa de 042 Ahha es debido a la pérdida de
la proteina Hha. Ensayos de complementacion en frans de la mutacion Ahha con el plasmido
pBADHha. A) Fotografia de los cultivos utilizados para la cuantificaciéon de agregacion celular.
En esta imagen se incluyd ademads del vector control, pBADI18, el plasmido pBADIHFof3 que
expresa las dos subunidades que forman la proteina IHF bajo el promotor inducible por L-
arabinosa. B) Cuantificacion de la agregacion celular en el experimento de complementacion en
trans. La cuantificacidon fue realizada de acuerdo con el apartado 3.10 de materiales y métodos.
Los valores representados corresponden al promedio y variacion estdndar de tres experimentos

independientes.
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4.3.3. Efecto de la mutacion Ahha en la expresion de los genes aggR, aafA y aap de
E. coli 042

Tal y como ha sido referido en el apartado 1.8.1.2, la adhesina AafA es una de
las posibles aggregative adherence fimbriae encontradas en E. coli EAEC (Czeczulin et
al., 1997; Nataro et al., 1998). En la cepa 042 de EAEC la adhesina AAF/II es la
responsable del fenotipo de adherencia agregativa (AA) el cual presenta esta cepa
cuando entra en contacto con células eucariotas (Elias ef al., 1999). No obstante, esta
adhesina también estd involucrada en la agregacion celular (Sheikh ez al., 2002). La
biogénesis de la adhesina AAF/II requiere la expresion de dos operones, aafDA y
aafCB, los cuales se expresan independientemente (Elias ef al., 1999; Sheikh et al.,
2002). La mayor subunidad de la adhesina AAF/II, la proteina AafA es indispensable en
la formacién de biofilms (Czeczulin et al., 1997). La correcta expresion de estos dos
operones requiere la activacidon por parte del regulador transcripcional AggR (Elias et
al., 1999) el cual se codifica, juntamente con los operones de la adhesina AAF/IL, en el
plasmido pAA2 (Elias et al., 1999; Savarino et al., 1994) (Fig. 4.31). La proteina Aap,
conocida como dispersina, parece también estar involucrada en el proceso de
agregacion celular (Sheikh et al., 2002). Por lo tanto decidimos estudiar el efecto de la
mutacion Ahha en la expresion de las proteinas AggR, AafA y Aap. Para poder estudiar
la expresion de estas proteinas, decidimos insertar una etiqueta 3XFLAG en la region
C-terminal de las tres proteinas en la cepa salvaje 042 y el respectivo mutante Ahha.
Cultivos de las tres cepas fueron crecidos en medio liquido LB a 25°C y a 37°C en
agitacion constante de 200 rpm. No obstante, también se hicieron crecer las mismas
cepas en medio liquido DMEMplus (DMEM glucosa 0,45%) en cultivo estatico durante
toda la noche a 37°C. Ha sido descrito que la maxima expresion de AggR tiene lugar en
cultivos crecidos en estas condiciones (Sheikh ez al., 2001). Se recogieron las células a
una D.O.00nm de 2,0 para los cultivos crecidos en LB y a una D.O.¢ponm de 0,8 para los
cultivos crecidos en medio DMEMplus. Se procesaron los extractos celulares de
acuerdo con el apartado 3.9.2 de materiales y métodos. Los mismos se analizaron por
SDS-PAGE al 10, 12,5 y 15% para AggR::3xflag, AafA::3xflag, y Aap::3xflag,
respectivamente. Posteriormente se procedid a la transferencia de las proteinas a
membranas de PVDF para los ensayos de inmunodeteccidon de acuerdo con el apartado

3.9.4.2 de materiales y métodos. Con respecto al activador transcripcional AggR, los
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resultados obtenidos muestran una mayor expresion de este activador en el fondo
genético hha en todas las condiciones ensayadas. Ademds la mayor expresion tiene
lugar en LB a 37°C (Fig. 4.26). Tambien se observa una mayor expresion de la fimbria
AafA y de la dispersina Aap en el mutante Akha en medio LB. Estos resultados estan de
acuerdo con la mayor expresion de AggR observada (Fig. 4.26). Es resaltable que la
maxima expresion de AggR parece tener lugar en cultivos crecidos en medio LB a
37°C, mientras que la méaxima expresion de AafA y Aap tiene lugar en cultivos crecidos
en DMEMplus. Bajo estas condiciones la mutacion Ahha parece no afectar la expresion

de ambas proteinas (Fig. 4.26).
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Figura 4.26. La pérdida de la proteina Hha resulta en una mayor expresion de las proteinas
AggR, AafA y Aap en células crecidas en medio LB a 37°C. Inmunodeteccion de las proteinas
AggR::3XFLAG, AafA::3XFLAG y Aap::3XFLAG a partir de extractos celulares obtenidos en
medio LB a 25°C y a 37°C a una D.O.¢oonm de 2,0 o en medio DMEMplus a una D.O.¢0nm de
0,8. Las barras en negro facilitan la comparacion entre las cepas al indicar los carriles

correspondientes.

Considerando que el efecto observado de la mutacién Akhha en la agregacion
celular tiene lugar a 37°C, una posible explicacion para este fenotipo seria el aumento
en la expresion de AafA o Aap, lo que desencadenaria la agregacion celular. No
obstante, (Sheikh et al., 2002) describieron un efecto similar al observado en mutantes

de la proteina Aap. Parece ser que la falta de esta proteina desencadena un colapso de
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cargas entre la proteina AafA y la superficie celular, dado que Aap se localiza en la
superficie celular y esta asociada a la dispersion en procesos de formacién de biofilms
(Sheikh et al., 2002).

Decidimos aprovechar la construccion AggR::3xflag en el plasmido pAA2 para
conjugarlo a la cepa MG1655 y al mutante isogénico Akhha, y estudiar el efecto de la
proteinas Hha en la agregacion en la cepa MG1655. Los detalles de la conjugacion se
encuentran en el apartado 3.7.5 de materiales y métodos. Los transconjugantes de la
cepas MG1655 y su derivado Ahha fueron seleccionados en presencia del marcador de
la construccion 3XFLAG (Km 50 pg/ml). Se llevaron a cabo cultivos en medio liquido
LB a 37°C hasta una D.O.¢p0nm de 2,0 y se recogieron alicuotas del cultivo para los
ensayos de inmunodeteccion de acuerdo con los apartados 3.9.2 y 3.9.4 de materiales y
métodos. Tras la inmunodeteccion utilizando anticuerpo monoclonal contra la etiqueta
3XFLAG, se observé el mismo patrén de expresion de AggR::3xflag al encontrado en

E. coli 042, pero se observd una mayor expresion en la cepa E. coli MG1655 (Fig.

4.27).
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Figura 4.27. Expresion comparativa de la proteina AggR::3XFLAG codificada por el plasmido
pAA2 en las cepas de E. coli EAEC 042 y MG1655. Inmunodeteccion utilizando el anticuerpo
monoclonal contra la etiqueta 3XFLAG en extractos celulares de 042 AggR::3XFLAG y
MG1655 AggR::3XFLAG crecidos en LB a 37°C.

4.3.4. La pérdida del activador transcripcional AggR en un fondo genético hha

restaura el fenotipo salvaje de agregacion celular

Tal y como se ha mencionado anteriormente, el activador transcripcional AggR
posee un papel central en la regulacion de los operones constituyentes de la AAF/II

(Sheikh et al., 2002). La correcta expresion de este activador transcripcional
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desencadena la expresion de las proteinas AafA, Aap y AatA, respectivamente (Elias et
al., 1999; Sheikh et al., 2002). La proteina AatA es una porina tipo TolC que forma
parte del sistema de secrecion del tipo I el cual secreta la porina Aap a superficie celular
(Sheikh et al., 2002). Basdndonos en los nuestros resultados que apuntan a una mayor
expresion del activador AggR en un fondo genético Ahha, y consecuentemente a una
mayor expresion de las proteinas AafA y Aap, decidimos combinar la mutacién en los
genes aggR, aafA y aap con la mutacion Ahha para asi determinar el nivel de regulacion
de hha en el loci AAF/IL. Claramente al combinar la mutacion aggR::Km en el fondo
genético Ahha se observd una restauracion en la agregacion celular equivalente al
observado a la cepa salvaje de 042 (Fig. 4.28A). A continuacion se llevd a cabo la
cuantificacion de agregacion celular de las cepas de 042; salvaje, Ahha, AaggR, Aaap,
AhhaAaggR y AhhaAaap, crecidas en medio LB a 37°C de acuerdo con el apartado 3.10
de materiales y métodos (Fig. 4.28B).

—e— 042 Salvaje
-=~ Ahha

-+ AaggR

¥ Aaap

—+— Ahha AggR:Km
-~ Ahha Aap:Km
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& -

Y S oY
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Figura 4.28. La pérdida de la proteina AggR en el fondo genético Ahha restaura el fenotipo
salvaje de agregacion celular. Cuantificacion de agregacion celular en cultivos crecidos a 37°C
en medio LB. Se partié de una D.O.gp0nm de 2. A) Fotografia de los cultivos utilizados para la
cuantificaciéon de agregacion celular. B) Cuantificacion de la agregacion celular de los
respectivos cultivos. Los valores representados corresponden al promedio y variacion estandar

de tres experimentos independientes.
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4.3.5. La pérdida de la proteina Hha desencadena una sobreexpresion del

activador transcripcional AggR en E. coli EAEC 042

En el apartado anterior determinamos que la pérdida del regulador AggR en un
fondo genético Ahha restaura el proceso de agregacion celular de forma equivalente al
observado en la cepa salvaje 042. En este apartado estudiamos si la presencia de la
proteina AggR en trans, codificada por el plasmido pBADAggR, es capaz de
complementar la mutacion aggR::-km en la cepa Ahha aggR::kmy, por lo tanto, la cepa
presenta un fenotipo de agregacion celular idéntico al observado en el mutante Ahha
(Fig. 4.29A). Se llevaron a cabo los ensayos de complementacion en trans en medio LB
o LB L-arabinosa 0,2% a 37°C. Se recogieron los cultivos a una D.O.g0onm de 2,0 y se
procedi6 a cuantificacion de agregacion celular de acuerdo con el apartado 3.10 de

materiales y métodos.
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de tres experimentos independientes.
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Los resultados obtenidos nos indican una mayor expresion del activador
transcripcional AggR en un fondo genético Ahha cuando la cepa 042 crece en medio LB
a 37°C. Esta mayor expresion podria estar llevando a una sobreproducion de las
proteinas AafA e Aap y por lo tanto, desencadenando un fenotipo de agregacion celular.
Para confirmar esta hipdtesis se llevo a cabo la sobrexpresion de la proteina AggR
codificada por el plasmido pBADAggR en la cepa salvaje 042. Como es posible
visualizar en la figura 4.30, la sobreproducion de este activador transcripcional resultd

en un fenotipo de agregacion celular similar al encontrado en el mutante Akha.

Figura 4.30. La sobreexpresiéon de AggR en trans por el plasmido pBADAggR en la cepa
salvaje 042 desencadena un fenotipo de agregacion celular similar al encontrado en el mutante

Ahha.

4.3.6. Analisis transcriptomico de la cepa 042 y su respectivo mutante Ahha

A fin de complementar la informacién obtenida, se realizd6 un analisis
transcriptomico global tanto de la cepa salvaje como del mutante hha, a partir de
cultivos crecidos a 37 y 25°C. Por lo que respecta a los determinantes de virulencia del
plasmido pAA2, los resultados del andlisis transcriptomico corroboran los datos
obtenidos valorando las proteinas con etiquetas FLAG y proporcionan adicionalmente
mas informacidn. Los genes aggR, aap y aafA son reprimidos por temperatura, lo cual
es coherente con la regulacion dependiente de temperatura de determinantes de
virulencia (Tabla 4.2). Ademas de éstos tres, el operdn aat, que codifica para el aparato
translocador de la dispersina, también esta reprimido por temperatura (Fig. 4.31). En un

fondo genético hha, existe derepresion de todos estos genes. Dicha desrepresion es mas
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importante a 37°C que a 25°C, lo que indica que en la represion a 25°C la proteina Hha
no es el factor mas importante. En cambio, la proteina Hha ejerce un significativo efecto
represor a 37°C, lo que sugiere que este elemento modulador, en respuesta a factores
diferentes de la temperatura, continua limitando la expresion de factores de virulencia a
baja temperatura.

Este efecto de la proteina Hha también se mantiene con otros factores de
virulencia tales como la toxina Pet (Fig. 4.31). En cambio, los genes ast, que codifican
para una enterotoxina termoestable, no muestran induccion a 37°C, y no se encuentran
reguladas por Hha.

En un fondo genético Ahha, existe desrepresion por temperatura de los genes
aggR, aap y aafd, lo que justifica el efecto fenotipico de la agregacion celular y
confirma que, también a elevada temperatura, Hha juega un papel modulando la
expresion de dichos genes al margen de H-NS. Todos los datos obtenidos apuntan a
aggR como el gen diana para Hha, lo que deberd ser confirmado en el futuro mediante
estudios de interaccion ADN-proteina.

Finalmente, el andlisis detallado de la transcripcidon del gen hha a 37 y 25°C ha
proporcionado un resultado novedoso: existe a 25°C una importante transcripcion de la
cadena antisentido la cual no se detecta a 37°C (Figs. 4.31A y B). Estos resultados
sugieren una regulacion y expresion diferencial del gen hha en funcion de la

temperatura.
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gen/operon®

aggR aap aafC aafA aafB aafD aatB aatP aatA aatD aatC
WT37/WT25 1,7 7 4,4 3 4 6,6 1,6 2,7 3.4 2 2,6
Hha37/WT37 2,9 1,75 1.5 2,2 1,6 3 4,2 4,7 4,1 3,7 4,4
Hha25/WT25 1,5 1,9 - - 0,85 0,9 - 0,9 1,8 2,3 2,6

pet astE astC astA astD astB
WT 37/WT 25 0,6 -5 -3,1 -3,7 -3,1 -4,5
Hha37/WT37 1 - -1,6 - - -
Hha25/WT25 1,2 - - - - -

Tabla 4.2. Efecto de la temperatura (37/25°C) y de la mutacion Ahha sobre la expresion de determinantes de virulencia del plasmido pAA de E.

coli 042. * Los valores presentados corresponden al log fold change, en rojo se indican los genes inducidos y en verde los genes reprimidos.
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Plasmido pAA de E. coli 042
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Figura 4.31. Representacion del plasmido pAA de E. coli 042. Se destacan los genes/operones que presentaron sus niveles de expression alterados (Tabla

4.2). Al lado derecho de cada gen/operon se indica su respectiva funcidn.
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37°C hha Figura 4.32B.
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5. DISCUSION

147



DISCUSION

148



DISCUSION

5.1. Regulacion del gen hil4 por las proteinas asociadas al nucleoide H-NS y Hha

Teniendo en cuenta que ya existia informacidn acerca del papel de las proteinas
asociadas a la cromatina H-NS y Hha en la regulacion del gen hil4, la idea inicial en
este trabajo era extrapolar el modelo ya caracterizado de regulacion de 4il4 a eilA. Los
trabajos preexistentes habian puesto de manifiesto un papel de H-NS/Hha reprimiendo
hilA en condiciones de baja osmolaridad (Olekhnovich & Kadner, 2007). No obstante,
H-NS y Hha modulan #4i/4 de forma diferente a elevada osmolaridad, y la razén de esto
no se conocia. Ademas, al intentar clarificar este hecho y repetir los resultados ya
publicados observamos que el modelo de regulacion de hilA por H-NS y Hha era
incompleto en otros aspectos, y decidimos clarificarlo. De hecho, en este trabajo se ha
asociado la regulacién de hil4, mediante estas proteinas, tanto a nivel de temperatura y
osmolaridad como a la fase de crecimiento. La regulacion del gen hil4 en S.
Typhimurium representa un ejemplo interesante de la amplia variedad de estimulos que
pueden afectar a la regulacion de la virulencia, y qué complejas pueden ser algunas
cascadas reguladoras bacterianas.

Tanto la baja temperatura (25° C) como la baja osmolaridad representan
condiciones no permisivas para la expresion de muchos operones de virulencia en
patdgenos tales como Salmonella o E. coli. El silenciamiento de tales determinantes por
H-NS o H-NS/Hha es un proceso bien caracterizado (Ellison et al., 2003; Nieto et al.,
1991; Ono et al., 2005; van Ulsen et al., 1996). Los trabajos presentados en esta
memoria ponen de manifiesto que H-NS y Hha reprimen 4il4 bajo un conjunto de
condiciones ambientales y fisiologicas bien definido y, en consecuencia, estas proteinas
reprimen indirectamente la isla SPI1. Baja osmolaridad, baja temperatura o una
combinacion de ambas determinan que H-NS/Hha silencien la expresion de 4il4. Un
trabajo reciente relaciona la temperatura, el pH y la fuerza idnica con la capacidad de H-
NS de saltar entre dos estados diferentes de union al ADN (Liu et al., 2010).
Condiciones de baja osmolaridad, bajo pH y baja temperatura causarian que H-NS
polimerizase a lo largo de un monofilamento de ADN, sin plegarlo (modo stiffening)
(Fig. 5.1A-C). Un aumento en el pH o la fuerza ionica provocarian una transicion desde
este estado de polimerizacion al estado clasico de formacion de bucle (modo bridging),
(Dame et al., 2006) (Fig. 5.1D-F). En esta ultima conformacion, H-NS seria insensible a

efectos de temperatura. Estos datos justificarian las influencias conjunta y por separado
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de la temperatura y osmolaridad sobre la capacidad de H-NS de reprimir la expresion

génica, de la cual 4ilA4 es un buen ejemplo.

Figura. 5.1. Representacion de las distintas conformaciones de ADN-H-NS en presencia o
ausencia de iones Mg™. Imagen de microscopia de fuerza atémica (AFM) de los distintos
complejos formados entre ADN-H-NS. A — C) En ausencia de iones Mg la proteina H-NS se
une al largo de la cadena de ADN adquiriendo la conformacion stiffening. D — F) En presencia
de iones Mg+2 la proteina H-NS se une a la cadena de ADN adquiriendo la conformacion
bridging. Las flechas en blanco indican las estructuras en forma de bucle formadas. Adaptado

de (Liu et al., 2010).

Los resultados presentados en esta Memoria ponen de manifiesto que, bajo
condiciones permisivas de osmolaridad y temperatura, la fase de crecimiento juega un
papel critico para la expresion de hilA cuando las células de Salmonella crecen en
medio LB. A 37° C se produce una induccion de la expresion de 4il4 cuando se alcanza
la fase estacionaria. En esas condiciones, es aparente que la proteina H-NS deja de
reprimir la expresion de 4ilA. Para intentar avanzar en el posible mecanismo por el que
la entrada en fase estacionaria suprime la represion de H-NS sobre 4il4, consideramos
el proceso de anti-silenciamiento que suprime la represion de H-NS en varios operones
bajo condiciones fisioldgicas especificas (Stoebel ef al., 2008). Las proteinas RovA y
Ler interfieren con el silenciamiento que lleva a cabo H-NS en Y. enterocolitica 'y E.
coli respectivamente (Bustamante et al., 2008; Heroven et al., 2004). En Salmonella, el

silenciamiento de H-NS sobre la SPI-2 es antagonizado por las proteinas HilD o SsrB
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en respuesta a diferentes condiciones ambientales (Bustamante et al., 2008; Walthers et
al., 2007). IHF también antagoniza la represion que H-NS lleva a cabo. Un ejemplo
clasico es el de la transcripcion del promotor Pe del fago Mu, que es estimulado
directamente por [HF (Krause & Higgins, 1986). También se ha puesto de manifiesto
que IHF activa la transcripcion de Pe indirectamente aliviando la represion de H-NS
(van Ulsen et al., 1996). Trabajos recientes refuerzan el papel de IHF eliminando el
silenciamiento que H-NS ejerce en Vibrio cholerae (Stonehouse et al., 2008) y en el

operdn csgD de E. coli (Ogasawara et al., 2010).

En esta memoria se aportan evidencias experimentales que apoyan la idea de que
IHF juega un papel esencial aliviando el silenciamiento de H-NS sobre #4il4. Los
resultados in vivo ponen de manifiesto que, bajo condiciones ambientales y fisiologicas
especificas (condiciones permisivas), se requiere la funcion de IHF para la induccién de
hilA. La interferencia con la actividad de H-NS compensa la ausencia de IHF en
mutantes ihf. Los experimentos de retardo en gel sugieren que la union de IHF a la
region reguladora de hilA bloquearian la union de H-NS y por tanto el silenciamiento
causado por esta ultima. Finalmente, los resultados de transcripcion in vitro ponen de
manifiesto que IHF interfiere con la represion de H-NS sobre hil4A. Todos estos
resultados relacionan previos trabajos que muestran los papeles de H-NS modulando
hilA (Olekhnovich & Kadner, 2007) con los de IHF modulando la expresion de la
virulencia en Sa/monella en fase estacionaria (Mangan et al., 2006). Haciendo crecer las
células en medio LB con aireacién, en esta memoria se pone de manifiesto que el
silenciamiento de H-NS cesa al inicio de la fase estacionaria, y que se requiere IHF para

aliviar dicho silenciamiento.

Resumiendo los resultados obtenidos en esta memoria sobre la regulacion de
hilA, parece claro que fuera del hospedador (condiciones de baja temperatura y/o baja
osmolaridad), H-NS es un elemento clave silenciando la expresion no deseada de los
genes de la isla SPI1. La proteina Hha potencia el efecto silenciador de H-NS sobre
hilA. Dentro del hospedador, la combinacién de factores ambientales modificados
(temperatura y osmolaridad elevadas, entre otros) y la actividad de IHF suprimen el
silenciamiento de H-NS sobre 4i/4. Posteriormente, la cascada reguladora que incluye
HilD, HilC, RtsA, ppGpp y otros factores reguladores, en respuesta a muchas otras

sefales, determina los niveles de expresion de hil4 (Fig. 5.2).
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Figura. 5.2. Representacion de la regulacion de hild de Salmonella. A) En condiciones no
permisivas (baja temperatura, baja osmolaridad, fase exponencial de crecimiento) las proteinas
H-NS/Hha reprimen la transcripcion de hilA. B) En condiciones de expresion de hil4A como alta
temperatura, alta osmolaridad, fase estacionaria del crecimiento y la actividad de la proteina
IHF suprimen el silenciamiento de H-NS sobre 4il4. C) La cascada reguladora formada por las
proteinas HilD, HilC y RtsA determinan los niveles de expresion de 4il4 y consecuentemente

los determinantes de virulencia dependientes del mismo.

Un aspecto que en este punto queda abierto y que se trata también en el ultimo
apartado de la Memoria, es el hecho que en un mutante /ns de la cepa SV5015 la
proteina Hha reprime moderadamente la expresion de hil4 en fase estacionaria. Los
resultados presentados en la Memoria plantean bien que la proteina Hha puede modular
hilA en cooperacion con proteinas diferentes de H-NS (excluyéndose StpA) o bien que,
bajo ciertas condiciones Hha es capaz de unirse al ADN sin requerimiento de otras
proteinas y modulando la expresion génica. Esto se discute en el ultimo apartado de esta

seccion.

5.2 Las proteinas EilA e YgeH, dos homologas de HilA en la cepa EAEC 042 de E.

coli

En los inicios del plan de trabajo nos planteamos estudiar y comparar las
propiedades del regulador EilA con HilA. Tal y como se ha referido en la seccion de
resultados, la disponibilidad de la secuencia completa del genoma de la cepa 042 de E.
coli permitid identificar también a la proteina YgeH como homdloga de HilA. Los
estudios de complementacion de la mutacion hil4 en Salmonella por las proteinas EilA

e YgeH claramente ponen de manifiesto que las mismas son capaces de reemplazar
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funcionalmente a HilA. Utilizando como indicador de la actividad de HilA la proteina
SipA, no existen diferencias cuando la mutacion 4il4 es complementada con HilA, EilA
o YgeH. Ademas, en todos los casos la expresion de SipA se realiza via InvF. Por tanto,
estos reguladores transcripcionales que se encuentran respectivamente en Sal/monella 'y
en E. coli comparten un origen comun y son funcionalmente intercambiables. En ambos
casos modulan factores de virulencia, lo que sugiere que determinados sistemas de
regulacion de la virulencia tienen un origen comun en E. coli 'y Salmonella.

Por lo que hace referencia a la regulacion de la expresion de EilA y de YgeH en
E. coli, los resultados obtenidos para ambos moduladores difieren notablemente del
modelo de HilA. Esto es coherente, ya que los estilos de vida de E. coli y Salmonella
difieren notablemente, y también sus estrategias de colonizacion y desarrollo de la
patogénesis. Los resultados obtenidos para los dos moduladores de E. coli indican una
mayor expresion en fase estacionaria, pero en ninglin caso existen efectos claros ni de la
temperatura, osmolaridad o pH. Probablemente, estos resultados hay que interpretarlos
como que las condiciones de laboratorio que hemos utilizado no reproducen aquéllas in
vivo en las que estos moduladores deban inducirse de forma significativa. También la
proteina H-NS aparece como un represor transcripcional tanto de EilA como de YgeH
pero, de forma diferente a HilA, ni los efectos transcripcionales de la mutacion hns se
correlacionan con unos factores ambientales determinados ni tampoco con la fase de
crecimiento. Estos datos corroboran la hipdtesis de que las condiciones reales in vivo de
maxima induccién de estos dos moduladores no han sido simuladas por los cultivos que
hemos realizado. Finalmente, también IHF parece tener un efecto diferente sobre la
expresion de EilA y de YgeH. Mientras que en la expresion de EilA IHF no parece
jugar un papel definido, en el caso de YgeH la proteina IHF puede también antagonizar

el efecto de H-NS.

El hecho de que tanto EilA como YgeH puedan complementar un fenotipo hil4”
en Salmonella plantea que en la cepa 042 pueda producirse también un efecto de
regulacion cruzada de cada uno de estos reguladores sobre los genes diana del otro. Es
importante resaltar aqui que homdlogos de YgeH se encuentran presentes en otras cepas
de E. coli, como la propia K12 o E. coli 0157:H7. Tal y como puede verse en la figura
1.21 del apartado introduccion de esta tesis, existe un proceso evolutivo en diferentes
cepas de E. coli, en las cuales los genes diana para YgeH difieren notablemente. Los

estudios realizados en este trabajo con los genes eivF' y air confirman la hipotesis de
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efectos reguladores cruzados. La expresion de eivF parece depender tanto de YgeH, su
activador transcripcional esperado, como de EilA. En cambio, air parece depender
exclusivamente de FEilA. Fuera ya del trabajo de esta memoria estan planteados
experimentos de andlisis del efecto de los alelos eild, ygeH y eilA ygeH sobre el patron
global de expresidon génica de la cepa de E. coli 042. Estos datos nos permitirdn evaluar
con mas precision tanto los regulones de EilA e YgeH como el impacto de la regulacion

cruzada por las dos proteinas en sus respectivos regulones.

5.3 Un fenotipo inesperado: la mutacion #ha modifica la agregacion celular y la

formacion de biofilm en la cepa 042 de E. coli cuando crece a 37°C

Si bien no formaba parte de los objetivos iniciales de este trabajo, el descubrimiento de
forma accidental de que una mutacidén en el gen hha produce significativas alteraciones
fenotipicas en la cepa 042 nos animd a investigar este resultado en mas detalle.
Adicionalmente al hecho de que se produjesen tales alteraciones fenotipicas, destaca el
hecho de que el efecto es independiente de H-NS. Ya desde la caracterizacion inicial de
la proteina Hha estudiando su papel como modulador de la expresion de la toxina alfa-
hemolisina, su funcidn se asoci6 a la de la proteina H-NS (Madrid ef al., 2002b; Nieto
et al., 2000). Estudios posteriores de diferentes grupos corroboraron este modelo
(Ellison & Miller, 2006; Olekhnovich & Kadner, 2006). Recientes estudios
bioinformaticos demuestran que la presencia en plasmidos de alelos de Ans suele venir
acompafiada de alelos de hha (Takeda et al., 2011). No obstante, algunos autores
indicaron que Hha era capaz de unirse al DNA de forma independiente a H-NS (Sharma
& Zuerner, 2004) aunque los extractos conteniendo Hha no estaban libres de proteina
H-NS contaminante. Trabajos posteriores sugirieron que, si bien Hha coregula con H-
NS un nimero de genes, Hha podria regular especificamente otros (Garcia-Contreras et
al., 2008). De hecho, dos resultados independientes en esta Memoria apoyan la
hipotesis de que, en algunas circunstancias, Hha pueda regular la expresion génica de
forma independiente a H-NS. Por una parte, los resultados correspondientes a la
regulacion de hil4 por H-NS y Hha. En fase estacionaria, Hha sigue reprimiendo la
expresion de H-NS, mientras que H-NS ya no presenta ningun efecto. En segundo lugar,
los resultados referentes a la cepa de E. coli 042. Por tanto, el estudio del modelo del
efecto del alelo hha sobre la agregacion celular de E. coli 042 puede ayudar a entender

mejor el papel regulador de la proteina Hha en ausencia de H-NS.
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Los resultados obtenidos en esta Memoria permiten determinar la via por la que
la proteina Hha modifica la agregacion celular de E. coli 042. El activador
transcripcional AggR es requerido para la correcta expresion de los operones aafDA y
aafCB, los cuales codifican para la biogénesis de la adhesina AAF/II, la cual es
responsable del fenotipo de agregacion celular y biofilm en la cepa de E. coli 042. Los
resultados presentados en esta Memoria claramente correlacionan la mutacion en el gen
hha con un incremento en la expresion del activador AggR, lo cual conllevaria una
mayor expresion de la adhesina AAF/II y el consiguiente aumento en la agregacion
celular. Ademads de una superior expresion de AggR en un mutante #ha, también hemos
podido demostrar que si se deleciona el gen aggR, la mutacion hha ya no produce un
incremento en la agregacion celular.

Los datos transcriptdmicos corroboran los obtenidos por protedmica, y afiaden
nueva informacion a la regulacion de aggR, aafA y aap. Todos estos determinantes
estan regulados por temperatura, induciéndose a 37°C. Adicionalemte, Hha sigue
reprimiendo la expresion de los tres a esta temperatura, lo que justifica que un genotipo
Ahha redunde en una superior agregacion celular, lo que se oberva visualmente.

Todos los resultados anteriores plantean que el gen aggR es la diana de Hha en
el proceso que controla la expresion de aafd y aap a 37°C. Experimentos de retardo en
gel a 37°C han de confirmar si, en esas condiciones, Hha se une a la region reguladora
de aggR para modular su expresiéon. Si esto se puede demostrar, el modelo de
regulacion de aggR por Hha extenderia el rango de regulacién por temperatura de las
proteinas H-NS y Hha: los complejos heteroméricos H-NS/Hha modularian la expresion
génica a baja temperatura, y complejos homoméricos Hha podrian en su caso extender
la represion a 37°C, hasta que otros factores ambientales se combinasen con la
temperatura. Es interesante destacar que, a 37°C, el efecto de la mutacion /#ha sobre la
expresion de las proteinas AafA y Aap se manifiesta cuando las células crecen en medio
LB, pero no en medio DMEMplus (Fig. 4.26). Este ejemplo apoya la hipdtesis de que, a
37°C, la represion que Hha ejerce sobre ciertos operones puede aliviarse en funcion de
cambios ambientales (e.j. transicién de medio LB a medio DMEMplus). La represion de
hilA a 37°C representa un modelo parecido a aggR, y apoya esta hipotesis.

Finalmente, la utilizacién del protocolo de secuenciacion de alta resolucion del
genoma de E. coli 042 nos ha permitido obtener un resultado inesperado: la

transcripcion del gen hha sigue dos patrones diferentes en funcion de la temperatura.
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Mientras que a 37°C la transcripcidon tiene lugar fundamentalmente en la cadena
codificante, a 25°C se produce también una importante transcripcion en la cadena
antisentido, lo que podria interpretarse como que, a baja temperatura se expressa menos
el gen hha. Estudios anteriores (Mourifio et al., 1998) pusieron de manifesto que la
expresion del gen hha se incrementa tanto en fase exponencial como a elevada
osmolaridad, pero el efecto de la temperatura no se habia considerado hasta ahora. Si
bien ésto se ha de confirmar cuantificando la proteina Hha a alta y baja temperatura, una
superior expresion de Hha a 37°C seria consistente con el papel que los resultados de
este trabajo atribuyen a Hha como modulador de la expresion génica a 37°C en E. coli

042.
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Las conclusiones obtenidas de este trabajo se resumen a continuacion:

1) El regulador transcripcional de la isla SPI1 de Salmonella, la proteina HilA, se

induce en fase estacionaria en cultivos crecidos en medio LB a 37°C.

2) Las proteinas H-NS y Hha reprimen la expresion de hil4 bajo un conjunto de

condiciones ambientales.

2.1) Bajo condiciones las cuales simularian las condiciones ambientales, es
decir, cultivos crecidos a 25°C en medio LB, H-NS juega el papel predominante

en la represion de hil4. Hha potencia la represion de H-NS.

2.2.) Bajo condiciones las cuales simularian el ambiente de un hospedador, es
decir, cultivos crecidos a 37°C en medio LB, H-NS deja de actuar y tiene lugar

la induccion de /hilA en fase estacionaria.

3) La proteina IHF antagoniza el efecto represor de H-NS en la expresion de 4ild en

fase estacionaria a 37°C.

4) Las proteinas homdlogas de HilA encontradas en la cepa de E. coli 042, EilA e

YgeH, son capaces de complementar el fenotipo 4il4” en S. Typhimurium.

5) La activacion de proteinas efectoras por parte de las proteinas EilA e YgeH en S.
Typhimurium parece tener lugar de la misma manera que HilA, es decir, a través de

InvF.

6) Los resultados de regulacion transcripcional de los genes eild e ygeH indican que H-

NS silencia dichos genes, y los ensayos de EMSA apoyan la hipdtesis.
7) Exite una regulacion cruzada entre las islas de patogenicidad ETT2 y eip del patotipo

de E. coli 042. La proteina EilA parece poder activar la expresion de EivF en ausencia

de la proteina YgeH.
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8) El fenotipo de agregacion celular observado en el mutante 4ha en la cepa de E. coli

042 es dependiente de temperatura. Unicamente se observa a 37°C.

9) El fenotipo de agregacion celular obervado en el mutante #ha es dependiente de la

proteina AggR.

10) La pérdida de la proteina Hha desencadena la sobreexpresion de la proteina AggR

lo que a su vez desencadena el fenotipo de agregacion celular.

11) Tanto el modelo de la expresion de kil en células de Salmonella crecidas en medio
LB a 37°C y que alcanzan la fase estacionaria como el modelo la agregacion celular de
E. coli 042 a 37°C en mutantes hha sugieren que la proteina Hha juega un papel

represor de la virulencia a 37°C independientemente de la proteina H-NS.
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Nombre Secuencia (5" -3") orientacion
(+/-)
HILAP1 ATGCCACATTTTAATCCTGCGGGGGTATCGCTGTTTCCAAAAAAATTCGTGTAGGCTGGAGC +
TGCTTC
HILAP2 TTACCGTAATTTAATCAACCGGGGATCCTGTTTCCATCTTTCATATGAATATCCTCCTTAGT -
HILAPIUP ATTATCATGCCACATTTTAATCC +
HILAP2DOWN TTACCGTAATTTAATCAAGCG -
CATC1 CCTTGTCGCCTTGCGTATAA -
CATC2 CCTACCTGTGACGGAAGATC +
LACZR GATGACCTGCAAGGCGATTA -
HNSP1 ATGAGCGAAGCACTTAAAATTCTGAACAACATCCGTACTCTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC +
HNSP2 TTATTGCTTGATCAGGAAATCGTCGAGGGATTTACCTTGCTCCATATGAATATCCTCCTTAG -
T

HNSP1UP CCACCCCAATATAAGTTTGAG +
HNSP2DOWN CTGGCGGGATTTTAAGCAAG

ITHFAO42P1 ATGGCGCTTACAAAAGCTGAAATGTCAGAATATCTGTTTGATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC +
ITHFAQO42P2 TTACTCGTCTTTGGGCGAAGCGTTTTCGACCCGGCTTTTTAACATATGAATATCCTCCTTAGT -
IHFAO42P1UP CCAGGCATCATTGAGGGATTG +
IHFAO42P2DOWN CAGAGCGGCCTTTTTAGTTAG -
IHFBO42P1 ATGACCAAGTCAGAATTGATAGAAAGACTTGCCACCCAGCAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTT +
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C

IHFBO42P2 TTAACCGTAAATATTGGCGCGATCGCGCAGTTCTTTACCTGGCATATGAATATCCTCCTTAG
T

IHFBO42P1UP GCCTTTAAGGAACCGGAGG

IHFBO42P2DOWN GGTGCTTTTCTCGCGTTCAAG

IHFAP1 ATGGCGCTTACAAAAGCTGAAATGTCAGAATATCTGTTTGATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

IHFAP2 TTACTCTTCTTTGGGCGAAGCGTTTTCGACCCGGCTCTTTAACATATGAATATCCTCCTTAGT

IHFAP1UP GTGTAGAGGCATTAAAAGAGCG

IHFAP2DOWN CAAAAGGTCAGCATGTTATCC

IHFBP1 ATGACCAAGTCAGAATTGATTGAAAGACTTGCAACCCAGCAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTT
C

IHFBP2 TTAACCGTAAATATTGGCGCGATCGCGCAGTTCTTTACCCGGCATATGAATATCCTCCTTAG
T

IHFBP1UP GCAGCCAATTTGCCTTTAAGG

IHFBP2DOWN CCGTCGTTATCTTCATAGAC

HILCP1 ATGGTATTGCCTTCAATGAATAAATCAGTTGAGGCCATTAGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

HILCP2 TCAATGGTTCATTGTACGCATAAAGCTAAGCGGTGTAATCTTCATATGAATATCCTCCTTAG
T

HILCP1UP GAGTTCCTTATAGCACACAGG

HILCP2DOWN

GTAACGCAAACAGATAGTAACG
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HILDP1 ATGGAAAATGTAACCTTTGTAAGTAATAGTCATCAGCGTCCTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

HILDP2 TTAATGGTTCGCCATTTTTATGAATGTCGATGGCGTAGTTTTCATATGAATATCCTCCTTAGT

HILDP1UP GTAGGATACCAGTAAGGAAC

HILDP2DOWN GCGTGTTAATGCGCAGTCTG

SIPA3XP1 TCGGGTTATTACTACCGTTGATGGCTTGCACATGCAGCGTGACTACAAAGACCATGACGG

SIPA3XP2 AATATCCATATTCATCGCATCTTTCCCGGTTAATTAACGCCATATGAATATCCTCCTTAG

SIPA3XP1UP CGTTGAAAGCGCAATGTAG

SIPA3XP2DOWN CATATATTGCAGCCATACTC

HHAO42P1 ATGTCCGAAAAACCTTTAACGAAAACCGATTATTTAATGCGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

HHAO42P2 TTAGCGAATAAATTTCCATACTGAGGAAGGGATCTTGTCGTACATATGAATATCCTCCTTAG
T

HHAO42P1UP GTTAGAATTATTACAACCATGGG

HHAO42P2DOWN GCCGGTTATAGCTCTGAAAG

HNSO42P1 ATGAGCGAAGCACTTAAAATTCTGAACAACATCCGTACTCTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

HNSO42P2 TTATTGCTTGATCAGGAAATCGTCGAGGGATTTACCTTGCCCATATGAATATCCTCCTTAGT

HNSO42P1UP CCACCCCAATATAAGTTTGAG

HNSO42P2DOWN GGGATTTTAAGCAAGTGCAATC

AAFA3XP1 AATATATGAAGTAGTATTAAATGCTGAGCTTGTGACAAATGACTACAAAGACCATGACGG

AAFA3XP2 CCAAAAGTTATTATATTGTCACAAGCTCAGCATTTAATTTCATATGAATATCCTCCTTAG

AAFA3XP1UP GCCTCTCCTAGGTTTTCTTAC
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AAFA3XP2DOWN CACTATCAATAAGTTGGAGTC

AGGR3XP1 CATAACACCAAAACAATTCTTGACTTATTTTAAAAGCCAAGACTACAAAGACCATGACGG

AGGR3XP2 TTTATAGCAATCTCAAATAATGATATGAAACATGTTTTTATTGGCATATGAATATCCTCCTT
AG

AGGR3XP1UP GCTTGATAACTCATATCAGATATC

AGGR3XP2DOWN CTCCTGTTCAGCTACTGACG

EILANEWP1 ATGCAACTGCAACATGGAAAAAATACTACACAACAATATATAGTGTAGGCTGGAGCTGCTT
C

EILANEWP2 TTACGCAGAAGTACGCATCACACCAATAGTATTAAATTCGTTCATATGAATATCCTCCTTAG
T

EILANEWP1UP CCTCATCACAATCTTACAAAATG

EILANEWP2DOWN | GATGACGGCATTTGACCATAG

YGEHP1 ATGGACTTAGAAAATAAATTCTCATATCATTTTCTTGAGGGATTAACGCTCGTGTAGGCTGG
AGCTGCTTC

YGEHP2 TTATCGCATACAAATTCTTGTCAGTTGCTTTAGTTTCAAAATGTTGTCAATCATATGAATATC
CTCCTTAGT

YGEHP1UP CTCATATCATTTTCTTGAGGG

YGEHP2DOWN CTTGTCAGTTGCTTTAGTTTC

YGEHBAMHIS’ CGGGATCCGCATTACAATCATTTGGTTAAAATTGC

YGEHBAMHI33 CGCGGATCCATTTTCTAAGTCCAT
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EILAECORIS’ CGGAATTCTTAAGTAACACCCACAATTATC
EILABAMHI3’ CGGGATCCGTATTTTTTCCATGTTGCAGTTGCAT
EILAKPNIS’ GGGGTACCGAATAGAGAAAACGGAAGGAGCGTTCTATG
YGEHKPNIS’ GGGGTACCCAATTTTTTCATAGAGGTTAACTAATG
EILAHINDIII3’ CCCAAGCTTTTACGCAGAAGTACGCATCACACC
YGEHHINDIII3’ CCCAAGCTTTTATCGCATACAAATTCTTGTCAG
M13FW GTTTTCCCAGTCACGAC

M13RV CAGGAAACAGCTATGAC

PBADFW GCTATGCCATAGCATTTTTATCC

PBADRYV GATTTAATCTGTATCAGGCTG

HHAMFW CAATCATAGGTAGAATTTATG

HHAMRYV GCCAGAACGAGGAGGCAG

HNSTS GTCTATCCAAGGAGCAAAAAAATG

HNST3 TCAGTCAATGAGATCTTCTGG

AECORIS GGAATTCCATCATTGAGGGATTGAACCTATG
AKPNI3 GGGGTACCTTACTCGTCTTTGGGCGAAGC

BXBAIS GCTCTAGACTTTAAGGAACCGGAGGAATCATG
BSPHI3 ACATGCATGCTTAACCGTAAATATTGGCGCG
HILABADFW CGGAATTCGTAAGAGAATACACTATTATCATGCCA
HILABADRYV GCTCTAGATTACCGTAATTTAATCAAGCGGGG
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KT CGGCCACAGTCGATGAATCC

K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC
HILAECORIS ACAGCGTAAGAATTCGTCCA
HILABAMHI23 GGAACAGGATCCAAATGTGGCAT
HILAPEX3.2 GGTAATAATATTGTTATAACTAACTGTG
YGEHRTS CCTCATCGCCAGTAATCATCTTCC
YGEHRT3 CAAAGACATATGGCATTCCGC
EILARTS GGTTTACTGGGTTTAATCAGTGG
EILART3 GCAAAAGATATCGCGTTATCGAG
EIVFRTS GACCGAAGCCAAATTGAGGTAACTG
EIVFRT3 GAGTGAAGTATGTATGAGCGATTGC
AIRRTS CGGCGTGAAGAAAGTATGGTGGTC
AIRRT3 CCTGGTCTGTCTCAATCGTGGAGTC
HLYSAL/ECO-5" CAGACCACACCTGGAAAAAC
HLYSAL/HIND3’ CGGCTTCACTGCGAAATTCA

16S1 GCTGCATGGCTGTCGTCAG

16S3

CGCAGGTTCCCCTACGGTT
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Coordination of the expression of Salmonella enterica invasion genes on Salmonella
pathogenicity island 1 (SPI1) depends on a complex circuit involving several regulators that
converge on expression of the hilA gene, which encodes a transcriptional activator (HilA) that
modulates expression of the SPI1 virulence genes. Two of the global regulators that influence hilA
expression are the nucleoid-associated proteins Hha and H-NS. They interact and form a complex
that modulates gene expression. A chromosomal transcriptional fusion was constructed to assess
the effects of these modulators on hilA transcription under several environmental conditions as
well as at different stages of growth. The results obtained showed that these proteins play a role in
silencing hilA expression at both low temperature and low osmolarity, irrespective of the growth
phase. H-NS accounts for the main repressor activity. At high temperature and osmolarity, H-NS-
mediated silencing completely ceases when cells enter the stationary phase, and hilA expression
is induced. Mutants lacking IHF did not induce hilA in cells entering the stationary phase, and this
lack of induction was dependent on the presence of H-NS. Band-shift assays and in vitro
transcription data showed that for hilA induction under certain growth conditions, IHF is required
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to alleviate H-NS-mediated silencing.

INTRODUCTION

Salmonella enterica serovars are able to colonize and cause
disease in a wide range of hosts. These bacteria are
facultative intracellular pathogens that are typically ingested
from contaminated food or water. Inside the host, they can
invade and survive in epithelial cells and macrophages.
Therefore, invasion of the host intestinal cells is critical for
the initiation of salmonellosis. Several genetic elements
responsible for the invasive phenotype of S. enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium) map to a 40 kb region of
the chromosome at centrisome 63, termed Salmonella
pathogenicity island 1 (SPI1). Pathogenicity islands are
genetic elements of the chromosomes of several bacterial
pathogens (Schmidt & Hensel, 2004) and accommodate
clusters of genes that contribute to a particular virulence
phenotype. Salmonella SPI1 encodes various components of
a type III secretion system (T3SS), including its regulators

Abbreviations: EMSA, electrophoretic mobility shift assay; IHF, integ-
ration host factor; SPI1, Salmonella pathogenicity island 1; T3SS, type Ill
secretion system; wt, wild-type.

A supplementary table, showing the oligonucleotides used in this paper,
is available with the online version of this paper.

and its specific effectors (Collazo & Galan, 1997; Marcus
et al., 2000).

The ability of a bacterial pathogen to cause infection and
disease requires not only the display of several virulence
determinants, but a precise control of their expression,
such that each is expressed at the appropriate time and
place in the host. A good example of this is SPII
expression. Several environmental factors and regulators
have been shown to affect SPI1 expression (Altier, 2005).
SPI1 environmental regulation converges in the modu-
lation of the hilA gene (Ellermeier & Slauch, 2007). hilA is
located on SPI1 and encodes the HilA protein, a member of
the OmpR/ToxR family of regulators (Bajaj et al, 1995,
1996; Lee et al., 1992). Induction of HilA switches on the
expression of SPI1 genes, including the T3SS. Different
studies have shown that low oxygen, high osmolarity, the
exponential phase of growth and slightly alkaline pH
induce hilA expression and consequently the invasion
genes (Bajaj et al., 1996; Jones & Falkow, 1994; Chubiz
et al,, 2010) Other recent studies have shown that, when
Salmonella cells are grown in aerated Luria—Bertani (LB)
medium at 37 °C, hilA induction occurs at the onset of the
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stationary phase (Song et al., 2004; Mangan et al., 2006;
Bustamante et al., 2008). These culture conditions have
been used to further analyse the effects of modulators such
as ppGpp (Song et al, 2004) and integration host factor
(IHF) (Mangan et al., 2006), and the regulatory cross-talk
between SPI1 and SPI2 (Bustamante et al, 2008). Most
likely, low oxygen/exponential growth phase and aeration/
early stationary phase mimic different environmental
inputs that Salmonella cells detect when growing in natural
environments, and lead to hilA induction.

HilA expression is subject to both positive and negative
modulation. Three AraC-like transcriptional activators
have been reported to bind to the hilA promoter: HilC,
HilD and RtsA (Ellermeier & Slauch, 2004; Ellermeier et al.,
2005). hilC and hilD are also located on SPI1, and rtsA
maps outside it. Each of these activators can independently
bind to the hilA promoter and activate hilA expression.
HilD is dominant, and there is no hilA expression in its
absence. In response to different stimuli, HilD activates
HilC and RtsA transcription. Enhanced HilC/RtsA levels,
in turn, activate hilA transcription (Ellermeier & Slauch,
2007). Interestingly, hilD mRNA levels have been found to
be dependent upon DNA adenine methylation (Dam)
activity, thus suggesting posttranscriptional control of
HilD expression (Lopez-Garrido & Casadests, 2010).
Several other global modulators also activate hilA expres-
sion, among them the two-component systems EnvZ/
OmpR and BarA/SirA. Their effect seems to be indirect, as
they sense osmolarity and bile/short-chain fatty acids,
respectively (Altier, 2005; Ellermeier et al., 2005; Lucas &
Lee, 2001). Other global regulators that positively modulate
hilA expression are Fur (Ellermeier & Slauch, 2008) and the
nucleoid-associated proteins Fis, HU (Schechter et al.,
2003) and the bacterial IHF (Mangan et al, 2006). IHF
binds to many target DNA sequences and plays a role as a
transcription factor (Browning et al, 2010). IHF bends
target DNA sequences, and usually modulates gene
expression together with other nucleoid-associated pro-
teins and/or other transcriptional factors.

hilA expression is also negatively modulated by several
factors. A crucial repressor of SPI1 genes, including hilA, is
HilE. It is likely that the effect of HilE is exerted by direct
interaction with HilD, thus blocking its activity (Baxter
et al., 2003). In turn, HilE expression is sensitive to several
inputs, including the two-component systems PhoP/PhoQ
and PhoR/PhoB, which either directly or indirectly activate
HIilE expression, thus leading to SPI1 repression. Negative
modulation of hilA is also accomplished by global
modulators such as Hha (Fahlen et al., 2001) and H-NS
(Olekhnovich & Kadner, 2006; Schechter et al., 2003). Both
belong to the superfamily of the nucleoid-associated
proteins (Dorman, 2004; Madrid et al, 2007) and have
been shown to interact to modulate gene expression
(Ellison & Miller, 2006; Madrid et al., 2002; Nieto et al.,
1991, 2002). The nucleoid-associated protein H-NS is a
well-characterized example of a modulator that influences
gene expression in response to environmental stimuli such

as osmolarity, pH and temperature (Hulton et al, 1990;
Hommais et al., 2001; Ono et al., 2005). Hha mimics the
H-NS oligomerization domain (Madrid et al, 2007),
copurifies with H-NS (Nieto et al., 2002) and targets a
subset of the H-NS-modulated genes, several of which have
been acquired by horizontal gene transfer, such as several
virulence determinants (Vivero et al, 2008; Banos et al.,
2009).

The SPI1 can be considered as a paradigm of a bacterial
virulence determinant that responds to a large number of
environmental and physiological stimuli through a com-
plex array of interacting regulatory networks. Despite the
fact that a large number of stimuli and modulators have
been hitherto identified as influencing SPI1 expression, in
only a few instances has a potential environmental stimulus
been associated with a specific regulatory system. Relevant
questions that remain to be answered relate to the precise
identification of the stimuli to which the different regu-
lators respond and the integration of the different
regulatory circuits that govern hilA expression. In the
present study we extend earlier work on the role of Hha
and H-NS in the silencing of hilA expression (Olekhnovich
& Kadner, 2006) and link it to environmental factors and
the physiological state of the bacterial cells. Under non-
permissive conditions (i.e. low temperature, low osmolar-
ity and exponential growth phase), H-NS plays a crucial
role in silencing hilA expression and Hha potentiates
H-NS-mediated silencing. Moreover, we provide evidence
to indicate that H-NS silencing of hilA is antagonized by IHF.

METHODS

Bacterial strains, plasmids and culture conditions. Bacterial
strains and plasmids used in this study are listed in Table 1.

S. Typhimurium SV5015 is a His* derivative of strain SL1344 (Bafios
et al., 2009). To construct the transcriptional lac fusion in hilA, the gene
was first disrupted in the SV5015 strain using the procedure of
Datsenko & Wanner (2000). The oligonucleotides used for this
construction were HILAP1/HILAP2 (Supplementary Table S1), which
amplified the antibiotic resistance of plasmid pKD3 with extensions
corresponding to sequences of hilA. After verification of the predicted
deletion using the combination of oligonucleotides HILAP1UP/KT and
K2/HILAP2DOWN, antibiotic-resistance determinants were elimi-
nated using an FLP/FRT-mediated site-specific recombination method,
as described by Cherepanov & Wackernagel (1995). The FRT-generated
site was used to integrate plasmid pKG136 (Ellermeier et al., 2002),
thereby generating the transcriptional hilA::lacZY fusion strain
SV5015UB2. The SV5015UB2 strain was used as a donor strain to
transfer the hilA:: lacZY fusion to strains SV5015H, SV5015AV1 and
SV5015HAV1 using phage P22 HT (Sternberg & Maurer, 1991),
generating strains SV5015UB2H, SV5015UB2AV1 and SV5015UB
2HAV1, respectively.

Chromosomal deletions of the genes hilC, hilD, ihfA and ihfB were
done in strain SV5015UB2 by the A Red recombinant method, as
described by Datsenko & Wanner (2000). The antibiotic-resistance
determinant of plasmid pKD3 was amplified using primers HILCP1/
HILCP2, HILDP1/HILDP2, IHFAP1/IHFAP2 and IHFBP1/IHFBP2
(Supplementary Table S1). The resulting PCR products were purified
and electroporated into strain SV5015UB2. The mutants were

http://mic.sgmjournals.org
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Table 1. Strains and plasmids used in this study

Abbreviations: Cb, carbenicillin; Cm, chloramphenicol; Km, kanamycin; Tc, tetracycline.

Strain or plasmid

Description

Source or reference

S. Typhimurium strains

SV5015 SL1344 his+ J. Casadesus*

SV5015H SV5015 Ahha::Cm Vivero et al. (2008)
SV5015AV1 SV5015 Ahns Banos et al. (2009)
SV5015HAV1 SV5015 Ahha::Cm Ahns R. C. Banost

SV5015UB2 SV5015 ®hilA-lacZY Banos et al. (2009)
SV5015UB2H SV5015UB2 Ahha::Cm This work

SV5015UB2AV1 SV5015UB2 Ahns This work
SV5015UB2HAV1 SV5015UB2 Ahha::Cm Ahns This work
SV5015UB2IHFA SV5015UB2 AihfA::Cm This work
SV5015UB2IHFB SV5015UB2 AihfB::Cm This work

SV5015UB2D SV5015UB2 AhilD::Cm This work

SV5015UB2CD SV5015UB2 AhilC AhilD::Cm This work

LB5000 rLT™ rSA™ rSB™ Bullas & Ryu (1983)
Plasmids

pKD4 bla FRT ahp FRT PS1 PS2 oriR6K Km" Cb" Datsenko & Wanner (2000)
pKD3 bla FRT cat FRT PS1 PS2 oriR6K Cm" Cb" Datsenko & Wanner (2000)
pKD46 bla Ppap gam bet exo pSC101 oriTS Cb" Datsenko & Wanner (2000)
pKG136 ahp FRT lacZY™" ty;, oriR6K Ellermeier et al. (2002)
pCP20 bla cat cI857 IPrflp pSC101 oriTS Cb" Cherepanov & Wackernagel (1995)
pGEM-T Easy repome1 Pr7 Pspe Cb” Yanisch-Perron et al. (1985)
pBADI138 reppme1 Parasap Cb Guzman et al. (1995)
pBADHNSt pBADI18 + hnsTgpec This work

pBR322 ori,MB1 Cb" Tc" Bolivar et al. (1977)
pUBM22 pBR322 + hha Cb" Nieto et al. (1991)

pTE103 In vitro transcription vector Cb" Elliott & Geiduschek (1984)
pTEhilA hilA promoter region (—505 to +372) on pTE103 This work

*Universidad de Sevilla, Seville, Spain.
fInstitut de Bioenginyeria de Catalunya, Barcelona, Spain.

confirmed by PCR using the primers CAT-Cl and CAT-C2
(chloramphenical resistance; Cm') in combination with specific
primers located in the remaining gene sequence nearby (Supple-
mentary Table S1, PIUP/P2DOWN series primers).

Plasmid pBADHNSt was constructed by cloning the hnsTgppc gene
from plasmid pHSGHNSTE into the pBAD18 vector. The hnsTgpgc
gene was amplified by PCR using oligonucleotides HNST5 and HNST3
(Supplementary Table S1), using plasmid pHSGHNSTE as template.
The resulting PCR product was inserted into the pGEM-T Easy vector
in order to gain an EcoRI restriction site. The resulting plasmid was
sequenced and digested with EcoRI. The liberated EcoRI fragment was
excised from the agarose and purified using a QIAquick Gel Extraction
kit (Qiagen). The resulting EcoRI fragment was inserted into the
pBADI18 vector previously digested with EcoRI, giving plasmid
pBADHNSt. DNA sequencing was performed to confirm that the
insertion was correctly in-frame with the pBADI18 vector.

Cultures were grown either in LB medium (10 g NaCl 17"y at 25 or
37 °C, or in salt-free LB medium at 37 °C. The cultures were diluted
1:100 from an overnight culture in 20 ml fresh medium in 100 ml
flasks, and incubated with vigorous shaking at 200 r.p.m. (Innova 3100
water bath shaker, New Brunswick Scientific) until the desired ODg
was achieved (0.4 and 2.0 for exponential and early stationary phase
cultures, respectively). For HNSTgpgc induction from the pPBADHNSt
plasmid, the cultures were diluted 1:200 from an overnight culture in

20 ml fresh LB containing L-arabinose (Sigma) at a final concentration
0f 0.02 %. The cultures were incubated at 37 °C (200 r.p.m.) in 100 ml
flasks and cells were collected at the early stationary phase (ODggp 2.0).
Medium SOC (Miller, 1992) was used for the recovery of transfor-
mants. Antibiotics, where appropriate, were added to the following
final concentrations (ug ml™Y): carbenicillin, 50; kanamycin, 50;
chloramphenicol, 25.

Genetic and molecular procedures. Basic molecular genetic
manipulations were performed as described by Sambrook & Russell
(2001). Enzymes were used according to the manufacturer’s recom-
mendations. Introduction of plasmids into Escherichia coli and
S. Typhimurium strains was performed by electroporation of 10 %
glycerol-washed cells using an Eppendorf gene pulser (Electroporator
2510). Plasmids isolated in E. coli were first passaged through
restriction-deficient S. Typhimurium strain LB5000 before transforma-
tion of competent cells.

p-Galactosidase assays. f-Galactosidase activity measurements
were performed as described by Miller (1992).

Electrophoresis and Western blotting analysis of proteins.
Protein samples were analysed by SDS-PAGE at 15 %. From the gels,
proteins were transferred to nitrocellulose membranes. Western blot
analysis was performed with polyclonal antibodies raised against
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E. coli Hha protein (Balsalobre et al, 1996) and horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:10000; Sigma).
Detection was performed by enhanced chemiluminescence using
Quantity One software (Bio-Rad).

Identification of the IHF-binding site on the hilA promoter. The
putative IHF-binding site was determined using Virtual Footprint
software (Minch et al, 2005) (http://prodoric.tu-bs.de/vfp/). The
hilA promoter spanning from positions —505 to + 372 (relative to
the transcriptional start site) was subjected to analysis using the
position weight matrix IHF from E. coli K-12. The best match is
shown in Fig. 4(a), where the hilA promoter is presented from
position —308 to —76 in order to minimize the figure width.

Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs). For competitive
EMSA, an 877 nt fragment corresponding to the hilA promoter
(nucleotides —505 to +372) was generated by PCR using primers
HILAECORI5/HILABAMHI23 (Supplementary Table S1). Ten pico-
moles of the PCR product was radiolabelled with [y-*P]JATP
(PerkinElmer) using T4 Polynucleotide Kinase (Fermentas) according
to the manufacturer’s instructions. For each reaction, 35 fmol DNA
template was mixed with H-NS-His or IHF proteins in binding buffer
(250 mM HEPES, pH 7.4, 350 mM KCl, 5 mM EDTA, 5 mM DTT,
500 pg BSA ml™', 25%, v/v, glycerol) and incubated at 37 °C for
15 min. Increasing concentrations of H-NS—-His or IHF protein were
added when indicated, and the reaction was continued at 37 °C for
15 min. The samples (20 pl) were separated on a 5% polyacrylamide/
0.5 x TBE gel. The bands were visualized using Quantity One software
(Bio-Rad). Purified H-NS-His protein was obtained as described by
Nieto et al. (1991). IHF protein was kindly supplied by Professor
Fernando de la Cruz, Universidad de Cantabria and Instituto de
Biomedicina y Biotecnologia de Cantabria, Santander, Spain.

Transcription assays and primer extension. The hilA promoter
corresponding to nucleotides —505 to +372 was PCR-amplified
using the oligonucleotides HILAECORI5 and HILABAMHI23
(Supplementary Table S1). The resulting PCR product together with
plasmid pTE103 was digested with EcoRI and BamHI following the
manufacturer’s instructions (Fermentas). The resulting plasmid
pTEhilA was used as template in the in vitro transcription assays.

To determine whether H-NS and/or IHF have an effect on the
initiation of transcription, single-round transcription was carried out
as follows. In vitro transcription reactions were performed in a 25 pl
mixture containing 150 ng of the supercoiled plasmid pTEhilA,
200 uM each ribonucleotide triphosphate (rNTP), 5 U RNA poly-
merase (RNAP) (USB), and H-NS and IHF in the amounts indicated
in Fig. 6. When indicated, IHF was incubated with the DNA in
transcription buffer (20 mM Tris/HCI, pH 8.0, 25 mM KCl, 5 mM
MgCl,, 2.5 mM DTT, 25 pg BSA ml™") for 10 min at 37 °C prior to
the transcription assay. Then, H-NS was added and the reaction was
incubated for 10 min at 37 °C. After this time, 5 U E. coli RNAP was
added to the mix and recruitment to the promoter was allowed to
proceed for 10 min at 37 °C. At this point, the rNTPs rATP, rCTP
and rUTP were added to the mixture to stall the RNAP at position 17
in the absence of rGTP, and after 2 min 100 ng heparin ul~" (final
concentration) and GTP were added. The reaction was continued for
20 min at 37 °C and then stopped by inactivation of the RNAP at
75 °C for 10 min.

The in vitro-synthesized RNA was used as template for primer
extension reactions. Transcription products were detected by primer
extension using 300 fmol [y->*P]JATP-labelled HILAPEX3.2 primer
(Supplementary Table S1). RevertAid H Minus M-MuLV reverse
transcriptase (Fermentas) was used according to the manufacturer’s
instructions. After incubation for 1 h at 42 °C, 10 pl loading buffer
(95 % formamide, and 0.025 % each of bromophenol blue and xylene
cyanol) was added, the sample was boiled for 2 min at 95 °C and

chilled on ice, and 20 ul was loaded onto a 10 % polyacrylamide gel
containing 7 M urea. The bands were visualized using Quantity One
software (Bio-Rad).

RESULTS

Effect of temperature, osmolarity and growth
phase on hilA expression in strain SV5015

Some reports have established that low-osmolarity and low-
temperature conditions result in reduced hilA expression
(Ono et al., 2005; Schechter et al.,, 2003), and others have
shown that hilA expression is growth phase-dependent,
being hilA-induced at the onset of the stationary phase when
cells are grown in aerated LB medium (Song et al., 2004).

We first assessed the possibility that the effect of growth
phase on hilA expression is temperature- and/or osmolarity-
dependent. To do this, hilA transcription was evaluated
in SV5015UB2 wild-type (wt) cells growing aerobically
under different temperature and osmolarity conditions
(25 and 37 °C, and low and high osmolarity, i.e. salt-free
and conventional LB medium, respectively). Both exponen-
tial and early stationary phase samples were collected for
each growth condition. The results obtained (Fig. 1) clearly
showed that, as expected, hilA expression was repressed both
at low osmolarity and at low temperature. Under these
conditions, no growth phase effect was apparent. In
contrast, growth at high osmolarity and temperature (LB
medium, 37 °C) resulted in a growth phase-dependent
induction of hilA. Altogether, these results show that, when
growing in an aerated rich medium such as LB, high levels of
hilA expression require a combined set of external stimuli

3000+
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Fig. 1. Effect of temperature and osmolarity on hilA transcription.
To test the effect of temperature, f-galactosidase activity (in Miller
units; MU) was monitored in strain SV5015UB2 grown in LB
medium at 25 and 37 °C. To test the effect of osmolarity, salt-free
LB medium was used. Samples were collected either at the
exponential phase of growth (ODggo 0.4) or at the early stationary
phase (ODgop 2.0). The data shown are the means and sbs of
three independent experiments.
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(high temperature and osmolarity) and a specific physio-
logical state of the cell (stasis).

Temperature, osmolarity and growth phase-
dependent silencing of hilA by H-NS and Hha

In the Enterobacteriaceae, H-NS and Hha are involved in
thermo- and osmoregulation of several genes. We next
assessed the role of the two proteins on low temperature-
and low osmolarity-dependent hilA silencing at the
exponential as well as at the early stationary growth phase.
Strains SV5015UB2, SV5015UB2 Ahha, SV5015UB2 Ahns
and SV5015UB2 Ahha Ahns were grown either in salt-free
LB medium at 37 °C or in LB medium at 25 °C. f-
Galactosidase expression was monitored in cells collected at
the exponential phase of growth, as well as at the early
stationary phase (Fig. 2). With respect to low-temperature
growth conditions (Fig. 2a), the effect of hns, hha and hns
hha alleles on hilA expression indicated that H-NS plays the
predominant role in growth phase-independent hilA
thermosilencing. The effect of the hha allele alone at 25 °C
was almost undetectable. With respect to low-osmolarity
conditions, hilA expression was derepressed in both hha and
hns genetic backgrounds (Fig. 2b). The hns mutant showed a
significantly higher derepression than the hha mutant. The
double hns hha mutant showed the highest ff-galactosidase
activities at both low osmolarity and low temperature,
indicating that Hha enhances H-NS-mediated hilA silen-
cing. hilA transcription in the double hha hns mutant either
at low osmolarity or at low temperature was still higher than
in the wt strain under growth conditions that led to
stationary phase hilA induction (growth in LB medium at
37 °C, stationary phase) (Fig. 1). This highlights the role of
both proteins in hilA silencing at low osmolarity and low
temperature in a growth phase-independent manner.

We next tested the role of H-NS and Hha proteins on hilA
expression in cells growing in LB medium at high
temperature (37 °C). Again, samples from strain
SV5015UB2 and the corresponding hns, hha and hha hns
derivatives were collected at both the exponential and early
stationary growth phases, and hilA transcriptional expres-
sion was determined by monitoring f-galactosidase activity
(Fig. 2¢). In exponential phase cells, the results obtained
provided evidence that H-NS and Hha repress hilA
expression. Moreover, both proteins had an additive effect
on hilA expression. In early stationary phase cells, H-NS
did not further silence hilA expression. A modest effect
repressing hilA was seen for Hha (1.5-fold induction in hha
mutants when compared with wt cells). Earlier results have
also indicated this differential role of Hha and H-NS on
hilA  expression (Olekhnovich & Kadner, 2006).
Considering that in hns mutants Hha levels are increased
(Hommais et al., 2001), one might speculate that the excess
of Hha in an hns mutant may moderately repress hilA
transcription. To support this hypothesis, hilA transcrip-
tion was monitored in strain SV5015UB2, which ectopi-
cally expresses Hha from plasmid pUBM22 (Nieto et al,
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Fig. 2. Effect of hns and hha mutations on temperature- and
osmolarity-dependent  hilA expression. (a) f-Galactosidase
expression (in Miller units; MU) from cultures grown at 25 °C in
LB medium and (b) from cultures grown at 37 °C in LB salt-free
medium. The growth phase of the cultures is indicated. (c) Effect of
hns and hha alleles on growth phase-dependent hilA induction.
Cells from LB cultures grown at 37 °C were harvested at the
exponential and early stationary phases of growth, and f-
galactosidase activity was monitored. The data shown are the
means and SDs of three independent experiments.

1991). Overexpression of Hha resulted in reduced hilA
transcription (Fig. 3).

It is well established that both high and low temperature
influence H-NS silencing (Falconi et al., 1998; Madrid
et al., 2007; Ono et al., 2005). In this work we were able to
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Fig. 3. Overexpression of Hha represses hilA transcription in cells
growing in LB at 37 °C. (a) Expression of B-galactosidase (in
Miller units; MU) from the chromosomal hilA—lacZYA transcrip-
tional fusion in cells harbouring no plasmid, plasmid pBR322 or
plasmid pUBM22. (b) Immunodetection of Hha protein in the
corresponding cell extracts.

observe that both temperature and osmolarity modified the
ability of H-NS to silence hilA. Remarkably, a combination
of high osmolarity and high temperature reduced the
capacity of H-NS to repress hilA. These results can be
interpreted as temperature and osmolarity influencing the
physicochemical properties of the DNA or the H-NS
protein itself and partially alleviating H-NS silencing of
hilA. Nevertheless, complete alleviation of H-NS-mediated
hilA silencing also required that cells enter the stationary
phase. This suggests that factors other than temperature or
osmolarity, such as proteins that exhibit anti-H-NS
activity, might play a role in alleviating hilA silencing.

Stationary phase induction of hilA in strain
SV5015 requires IHF

We next tested the hypothesis that cellular factors that
antagonize H-NS hilA silencing account for hilA derepres-
sion in cells growing in LB medium at 37 °C and entering
the stationary phase. It has been shown that IHF plays a
critical role in the expression of genes required by S. Typhi-
murium to undergo the physiological changes associated
with the transition from the exponential to the stationary
phase of growth, including virulence gene expression
(Mangan et al., 2006). Among others, hilA and several other
SPI1 genes are downregulated in both iifA and ihfB mutant
derivatives of strain SL1344. Moreover, it is well known that
HilD, HilC and RtsA are required for proper hilA induction
in cells growing aerobically in LB medium and entering the
stationary phase. Therefore, we hypothesized that either the
HilD-HilC-RtsA regulatory cascade or IHF could play a role
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Fig. 4. Effect of ihfA and ihfB alleles on growth phase-dependent
hilA induction. (a) Schematic illustration of a partial sequence of
the hil[A promoter. Numbers indicate the distance from the
transcriptional start site. The boxes indicate the H-NS-binding
sites (Olekhnovich & Kadner, 2006) and the nucleotides shown in
grey type indicate the putative IHF-binding site found using Virtual
Footprint software (http://prodoric.tu-bs.de/vfp/). The consensus
sequence in grey type is shown above the putative IHF-binding site
(WATCAANNNNTTR, where W is an A or T, N is any of four
nucleotides and R is an A or G). (b) Cells from LB cultures grown
at 37 °C were harvested at the exponential and early stationary
phases of growth and f-galactosidase activity (in Miller units; MU)
was monitored. The data shown are the means and sbs of three
independent experiments.

in antagonizing H-NS silencing of hilA to promote its
expression under permissive conditions. To further address
this question, we first tried to construct double hilC hns,
hilD hns and hns ihf null mutants. Whereas hilA induction at
the onset of the stationary phase should be abolished in
mutants lacking the hypothetical H-NS antagonist, the
combination of the hns allele with a mutant allele in the gene
encoding the H-NS antagonist would restore hilA induction.
Double hilC hns and hilD hns mutants could be easily
constructed; however, a double hns ihf mutant appeared not
to be viable in strain SV5015. As an alternative, we decided
to partially interfere with H-NS activity by expressing the
H-NSTgpgc protein. This protein corresponds to a naturally
occurring truncated form of the H-NS protein that acts as an
H-NS antagonist (Williamson & Free, 2005). Hence, hilA
transcription in hilC/hilD or ihf mutants would correspond-
ingly increase when H-NS activity was reduced by expressing
H-NSTgpgc only if HilC, HilD or IHF acted as an H-NS
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antagonist. We first assessed hilA transcription in hilD and
double hilC hilD mutants, either in an H-NS* or in an
H-NS reduced activity background (H-NSTgpgc expressed).
To achieve this, the mutants were transformed with plasmid
pBADHNSt, which encodes the arabinose-inducible trun-
cated form of the H-NS protein that exhibits anti-H-NS
activity (Williamson & Free, 2005). The effect of the
expression of H-NSTgpgc protein on hilA expression was
monitored in cells growing in LB medium at 37 °C (Table
2). Antagonizing with H-NS either in the hilD or in the
double hilC hilD mutant did not result in hilA induction in
cells entering the stationary phase. These results coincide
with those reported for S. Typhimurium strain LT2
(Olekhnovich & Kadner, 2006).

We next tested the role of IHF in stationary phase-
dependent hilA induction. A putative IHF-binding site
was detected upstream of hilA (Fig. 4a). ihfA and ihfB
derivatives of strain SV5015 were constructed and hilA
expression was studied (Fig. 4b). When cells were grown in
LB medium at 37 °C, at stationary phase, hilA induction
did not take place in cells lacking either of the two IHF
subunits. Under other growth conditions (low temper-
ature, low osmolarity), neither of the two ihf mutant alleles
modified hilA expression (data not shown). We next
studied hilA expression in cells lacking IHF and exhibiting
a reduced H-NS activity. Interestingly, a partial inhibition
of H-NS activity in cells lacking IHF resulted in a signi-
ficant induction of hilA expression, up to about 50 % of the
expression obtained in the wt cells (Table 2). These in vivo
results suggest that, at least under certain environmental
conditions (high temperature and osmolarity, cells entering
the stationary phase), the presence of IHF antagonizes
H-NS-mediated hilA silencing.

In vitro binding of H-NS and IHF to the hilA
regulatory region

To further test the hypothesis that IHF interferes with
H-NS-mediated silencing of hilA, we performed competitive

EMSAs between H-NS and IHF on the hilA promoter
region. A 877 bp fragment spanning from —505 to +372,
which contains the putative IHF-binding site, was used
(see Fig. 4a). The DNA was incubated with the lowest
concentrations of either H-NS or IHF that gave a complete
shift of free DNA (1 or 0.16 uM, respectively). After 15 min
at 37 °C, increasing amounts of the other protein were
added, and incubation was continued for an additional
15 min. When H-NS was prebound to DNA, addition of
increasing amounts of IHF generated lower-migrating
protein-DNA complexes until a fragment was obtained
with a mobility similar to that of the IHF and DNA complex.
In contrast, when IHF was prebound to DNA, addition of
increasing amounts of H-NS did not alter the mobility of
protein—-DNA complexes (Fig. 5).

IHF alleviates H-NS-mediated repression of hilA
transcription

The effect of ihfA or ihB mutant alleles on hilA expression
in cells growing in LB medium and entering the stationary
phase, the effect on hilA transcription of the H-NS
antagonist in double ihf hns mutants, as well as the gel-
shift data presented above suggest that the IHF protein
functions as a transcriptional regulator of the hilA gene. To
determine the effect of IHF on hilA transcription, in vitro
transcription assays, using purified recombinant H-NS
and IHF proteins, were performed on the hilA promoter
(Fig. 6). First of all, increasing concentrations of H-NS
repressed hilA expression. Addition of 1 pM H-NS resulted
in a 4.7-fold repression of transcription. To test the effect
of increasing concentrations of IHF on the yield of trans-
cripts from the hilA promoter, the concentration of H-NS
was fixed at 1 uM. Quantification of the transcripts showed
that the presence of 0.5 uM IHF in the transcription assay
did not have a stimulatory effect in the absence of H-NS.
Nevertheless, when IHF was present at 0.5 uM in the
reaction mix, it stimulated transcription twofold in the
presence of 1 pM H-NS. The increase in the degree of

Table 2. Effect of expression of the H-NSTgpgc protein from plasmid pBADHNSt in cells harbouring the hilD, hilC, ihfA and ihfB

mutations

Strain genotype P-Galactosidase activity* Ratiof
LB LB, 0.02 % L-Ara LB LB, 0.02 % L-Ara

hilA-lacZYA 1191 1059 1 1
hilA-lacZYA pBAD18 1155 1163 0.97 1.1
hilA—lacZYA AhilD::Cm pBADHNSt 150.2 153.0 0.13 0.14
hilA-lacZYA AhilC AhilD::Cm pBADHNSt 154.4 1324 0.13 0.12
hilA-lacZYA AihfA:: Cm pBADHNSt 295.9 611.7 0.25 0.58
hilA—lacZYA AihfB::Cm pBADHNSt 301.1 508.8 0.25 0.48

*p-Galactosidase activities (Miller units; MU) were measured after growth to early stationary phase (ODggo 2.0) in LB medium or LB+0.02 %

L-arabinose at 37 °C.

1The ratio was calculated by dividing the f-galactosidase value of the strain with a plasmid (pBAD18 or pPBADHNSt) by that of its cognate wt

(hilA-lacZYA) parent.
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Fig. 5. EMSA for H-NS/IHF binding to the hilA
promoter. The promoter fragment from posi-
tions —505 to +372 was incubated with H-
NS, IHF or mixtures of the two proteins, either
at a fixed concentration of IHF (0.16 pM) and
increasing concentrations of H-NS (0-1 pM),
or at a fixed concentration of H-NS (1 uM) and
increasing amounts of IHF (0-0.16 pM).
EMSA was performed at 37 °C. Experiments
were performed in triplicate, and the image
shows a representative example.

stimulation in the presence of H-NS indicates that in vitro,
IHF can alleviate H-NS-mediated repression of hilA
transcription.

DISCUSSION

In this report we present data that help to clarify the role of
H-NS and Hha proteins in environmental- and growth
phase-dependent hilA modulation in S. Typhimurium
strain SV5015. Regulation of hilA in S. Typhimurium
represents an interesting example of the wide variety of
stimuli that can affect virulence gene regulation and how
complex some bacterial regulatory cascades turn out to be.
In spite of the fact that several reports have shown that
Hha, H-NS or an H-NS/Hha complex influences hilA
expression (Fahlen ef al., 2001; Olekhnovich & Kadner,
2006; Schechter et al., 2003), information integrating the
role of H-NS/Hha-mediated hilA modulation in the
bacterial response to different environmental inputs is

H-NS
H-NS 0 0.5 1 2 1 uM
IHF 0 0 0 0 0.5 1 0.5 1 uM

Fig. 6. Effect of H-NS and IHF on the hilA promoter. The in vitro
transcription assay was performed in the presence of H-NS and
IHF simultaneously or separately. H-NS and IHF concentrations
used are shown. The products of the in vitro transcription of the
promoters indicated were detected by primer extension analysis
and electrophoresed on a 129% denaturing polyacrylamide gel.
Experiments were performed in triplicate, and the image shows a
representative example.

not yet available. The pre-existing data have shown a role
for H-NS/Hha in repressing hilA at low osmolarity
(Olekhnovich & Kadner, 2006); however, H-NS and Hha
differentially modulate hilA at high osmolarity. The reason
for the latter effect remained to be clarified.

Both low temperature and low osmolarity represent non-
permissive conditions for the expression of several
virulence determinants in pathogens such as Salmonella
and E. coli. Silencing of these determinants by H-NS or
H-NS/Hha is a well-characterized process (Ellison & Miller,
2006; Goosen & van de Putte, 1995; Nieto et al., 2002; Ono
et al., 2005). Our work shows that H-NS and Hha repress
hilA under a set of well-defined environmental and
physiological conditions and consequently account for
SPI1 gene silencing. Low salt, low temperature or both
environmental conditions together dictate H-NS/Hha-
mediated hilA silencing. A recent report has shown that
temperature, pH and ionic strength influence the ability of
H-NS to switch between two different DNA-binding
models (Liu et al, 2010). Low salt, low pH and low
temperature would result in H-NS polymerization along a
stretch of DNA, elongation and no folding (the ‘stiffening
mode’). An increase in pH or ionic strength would lead to
a transition from the stiffening mode to the classical
bridging model, in which H-NS binds DNA and promotes
looping (Dame et al., 2006). In the latter mode, H-NS
would be insensitive to temperature changes (Liu et al.,
2010). These data, obtained by a combination of atomic
force microscopy and single-molecule experiments, are in
accordance with the observed influence of temperature and
osmolarity on the ability of H-NS to repress gene
expression, of which hilA is a good example.

In addition to responding to osmolarity or temperature
shifts, the gene expression of virulence traits also requires
the input of several other stimuli. Anti-silencing is a
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well-characterized process that overcomes H-NS-mediated
repression of several operons under specific physiological
conditions (Stoebel et al., 2008). The RovA and Ler proteins
have been shown to counteract H-NS-mediated silencing in
Yersinia enterocolitica and E. coli, respectively (Bustamante
et al, 2001; Ellison & Miller, 2006). In Salmonella, H-NS
silencing of SPI-2 is antagonized by HilD or by SsrB proteins
in response to different environmental conditions (Walthers
et al, 2007, 2011; Bustamante et al, 2008). It has been
reported before that IHF antagonizes H-NS-dependent
repression. A classical example is that of transcription from
the Pe promoter of phage Mu, which is directly stimulated by
IHF (Krause & Higgins, 1986). It has also been shown that
IHF activates Pe transcription indirectly via the alleviation of
H-NS-mediated repression (van Ulsen et al., 1996). Recent
reports further reinforce the role of IHF in alleviating H-NS
silencing in Vibrio cholerae (Stonehouse et al., 2008) and in
the csgD operon of E. coli (Ogasawara et al., 2010).

In this work, we provide genetic and biochemical evidence
indicating that IHF plays a key role in alleviating H-NS
silencing in the hilA promoter. In vivo data show that,
under specific environmental and physiological conditions
(permissive conditions), IHF is required for hilA induction.
Interference with H-NS activity compensates for the
absence of IHF in ihf mutants. EMSA experiments suggest
that binding of IHF to the hilA regulatory region might
abolish H-NS binding and hence the silencing of such a
promoter region. Finally, in vitro transcription data show
that IHF interferes with H-NS repression of hilA. Our
results link previous reports that show the roles of H-NS in
modulating hilA (Olekhnovich & Kadner, 2006) and of
IHF in modulating stationary phase-dependent virulence
expression in Salmonella (Mangan et al., 2006). By growing
cells in aerated LB medium, we show that H-NS silencing
of hilA ceases at the onset of the stationary phase, and in
addition that IHF is required to alleviate H-NS silencing
under these physiological conditions.

The results presented here provide evidence indicating that
outside the host (i.e. low-temperature and/or low-osmo-
larity conditions), H-NS is a key element in silencing
unwanted expression of the SPI1 genes. The Hha protein
enhances the silencing effect of H-NS on hilA. Within the
host, the combination of modified environmental factors
(among others, increased temperature and osmolarity) and
the activity of IHF abolish H-NS silencing of hilA.
Thereafter, the regulatory cascade including HilD, HilC,
RtsA, ppGpp and other regulatory factors, in response to
several other signals, dictates hilA expression levels.
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