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Resumen

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) es una patdgeno
exclusivo del ser humano y agente causal de la fiebre tifoidea. Esta enfermedad
constituye un problema de salud publica a nivel mundial especialmente en paises
en vias de desarrollo. Nuestro trabajo se ha enfocado a comprender la regulacion
de la produccion del lipopolisacarido (LPS) y su papel en la virulencia de esta
bacteria. ElI LPS es el componente principal de la envoltura de las bacterias Gram
negativas y, por lo tanto, es un importante mediador de las interacciones con el
hospedero. Estudios anteriores de nuestro laboratorio han demostrado que la
produccién del antigeno O (AgO), el componente mas externo de la molécula de
LPS, varia durante el crecimiento bacteriano, aumentando en las fases exponencial
tardia y estacionaria. Esta modulacion es mediada por el factor RfaH, que regula
positivamente la transcripcion del operén wba encargado de la sintesis del AgO. La
expresion del gen rfaH también aumenta en la etapa de transicion a fase
estacionaria y su activacion requiere la funcién del factor sigma alternativo RpoN.
En este trabajo se estudio el mecanismo de activacion de la transcripcién de rfaH
mediado por RpoN. Se plante6 como hipétesis que el factor sigma de estrés RpoN
regula la expresion de rfaH en S. Typhi, mediante la unién directa a la region
promotora de rfaH o indirectamente a través de proteinas accesorias.

El hallazgo previo de la existencia de dos sitios de inicio de la transcripcién
con sus respectivos promotores, se confirmé mediante la construccion de vectores
reporteros que contienen fusiones transcripcionales de los respectivos promotores
P1 o P, al gen lacZ. Se demostr6 que el promotor P, es el responsable de la
regulacion fase-dependiente de la transcripcion de rfaH, en cambio el promotor P>

contribuiria marginalmente a esta regulacion.
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Se estudio la unién de RpoN a una probable secuencia de reconocimiento
de este factor sigma en el promotor P1. Para esto se clon6 el marco de lectura en el
vector pET-21b(+) y se sobreexpresé y purifico la proteina recombinante RpoN-
HisTag mediante cromatografia de afinidad a Ni. Se utiliz6 una fraccién altamente
purificada de esta proteina en ensayos de retardo en geles (EMSA). Se demostro
que RpoN no se une al promotor P; y por lo tanto no participa directamente en la
regulacion fase-dependiente de rfaH.

La regulacibn mediada por este factor sigma es dependiente de su
activacion por proteinas activadoras, denominadas "enhancer binding proteins"
(EBP). Para identificar la EBP que participa en la regulacion de rfaH, se
construyeron mutantes por delecibn en 6 genes para las probables EBPs
encontradas en el genoma de S. Typhi. De estas mutaciones, so6lo aquella en ygaA,
factor encargado de la transcripcion de genes para detoxificar NO, present6 un
efecto significativo sobre la transcripciéon de la fusion rfaH-lacZ, que consistié en un
aumento de la actividad 3-galactosidasa durante la fase exponencial temprana.

Los resultados de este trabajo indican que la regulacién transcripcional fase-
dependiente de rfaH es mediada de forma indirecta por RpoN, a través de proteinas
accesorias que serian reguladas por este factor sigma para ejercer su efecto sobre

el promotor P;.
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Summary

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) infects only humans and
causes typhoid fever. This disease constitutes a world wide problem in public health,
especially in third world countries. Our work is directed to understanding the
regulation of lipopolysaccharide (LPS) production and its role in virulence. LPS is
the main component of the outer membrane of Gram negative bacteria, and
therefore it is an important mediator in the interactions with the host. Previous
research of our laboratory demonstrated that a component of LPS, the O antigen
(OAQ), changes during bacterial growth. We found that OAg production increases
during logarithmic phase reaching a maximum in the stationary phase of growth.
This regulation is mediated by the RfaH factor, which promotes the transcription of
the wba operon, that contains the genes responsible for OAg synthesis. The
activation of the RfaH factor requires the sigma factor RpoN. In this work we
investigated the mechanism of activation of rfaH transcription. We hypothesized that
the activation of rfaH transcription requires direct binding of RpoN to the promoter
region of rfaH or indirectly by means of accessory proteins.

The previous finding that there are two transcription initiation sites, with their
corresponding promoter sequences, was confirmed by the construction of reporter
vectors containing the P1 or P, promoter fused to the lacZ gene. We demonstrated
that the P, promoter is responsible for the phase-dependent rfaH transcription
whereas the P, promoter contributes minimally to growth phase regulation of rfaH.

To confirm the binding of RpoN to the RpoN box found in the P1 promoter,
RpoN was overexpressed in the pET-21b(+) vector and purified by a Ni affinity
chromatography column. The fraction obtained was used in electrophoretic mobility

shift assays (EMSA). The results showed that RpoN does not bind to the P;
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promoter region and consequently it does not directly participate in phase-
dependent regulation of rfaH.

The RpoN mediated transcription requires proteins called “enhancer binding-
proteins” (EBPs). To identify the EBP that participates in the regulation of rfaH
transcription we constructed deletion mutants in 6 putative EBPs found in the S.
Typhi genome. Of these mutants only AygaA, a factor involved in transcription of
genes of the NO detoxification system, appeared to have a significant effect on the
transcription of the rfaH-LacZ fusion, which consisted in an increase in [-
galactosidase activity during early exponential phase.

The results of this work indicate that growth-phase regulation of rfaH
transcription is exerted on the P; promoter indirectly by RpoN through the activity of

unknown accessory proteins.
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Introduccion.

1. Introduccién

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) es un patégeno exclusivo del ser
humano perteneciente a la Familia Enterobacteriaceae. Es el agente causal de la fiebre
tifoidea, un problema de Salud Publica a nivel mundial, con una incidencia anual
estimada en 21 millones de casos (Crump y cols, 2004). En Chile, aunque el numero
de casos disminuyé como resultado de las medidas implementadas para prevenir la
epidemia de cdlera, continla siendo una enfermedad endémica. Esto porque la
prevencion de la tifoidea es un problema complejo, que requiere de una gran inversion
en saneamiento ambiental y educacion de la poblacion, por lo que su erradicacion es
dificil en paises subdesarrollados y en vias de desarrollo. En consecuencia, la
aparicion de brotes epidémicos constituye un riesgo permanente.

La infeccion por S. Typhi se produce por ingestion de agua o alimentos
contaminados con la bacteria. En el estbmago es capaz de resistir el pH acido y pasa
rapidamente al intestino delgado. En el ileo distal, a través de las células M de las
placas de Peyer y de las células epiteliales, alcanza el subepitelio donde es fagocitada
por los macrofagos. En estos sobrevive y alcanza los nédulos linfaticos meséntericos
donde se multiplica. Desde alli entra a la sangre dando lugar a la bacteremia primaria,
la que es de caracter subclinico, resiste a la accion litica del complemento y se
disemina por todo el organismo. La bacteria es removida desde la sangre por
macrofagos residentes del bazo, higado y médula ésea, donde continua proliferando.
El reingreso a la sangre (bacteremia secundaria) marca el inicio de los sintomas
clinicos de la enfermedad. Desde el higado, a través de la vesicula biliar, la bacteria

vuelve al tracto digestivo, alcanzando las placas de Peyer por segunda vez, pero en
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esta ocasion se produce la inflamacion, ulceracion y necrosis del tejido. La perforaciéon
del tejido necrético puede eventualmente dar lugar a peritonitis o septicemia

generalizada, siendo esta la causa mas comun de muerte por la enfermedad

Lipopolisacérido.

Una de las estructuras relevantes para la virulencia de S. Typhi y de otras
enterobacterias es el lipopolisacarido (LPS). Esta molécula se encuentra en la
membrana externa de las bacterias Gram negativas y debido a que es un componente
mayoritario de la superficie bacteriana, media las interacciones de la bacteria con el
medio ambiente. De hecho, constituye el antigeno inmunodominante y define muchas
de las interacciones patdgeno-hospedero (Rietschel y cols., 1994). Ademas, durante la
multiplicacion y la muerte bacteriana, el LPS es liberado de la superficie, constituyendo
una potente toxina. Esta “endotoxina” es responsable de las manifestaciones tdxicas
de las infecciones severas por Gram negativos, que desembocan en inflamacién
generalizada y “shock toxico” (Raetz, 1990; Raetz y cols., 1991; Raetz, 1993; Rietchel
y cols., 1994; Raetz, 1996).

El LPS esta constituido por tres dominios unidos covalentemente: i) el lipido A,
un disacarido de glucosamina acilado y fosforilado que constituye el ancla hidrofébica
del LPS en la membrana externa (Raetz, 1990; Raetz, 1996); ii) la region del “core”, un
oligosacarido fosforilado constituido por heptosas y hexosas que conecta los otros dos
dominios del LPS y es esencial para la viabilidad de la bacteria (Schnaitman y Klena,
1993; Raetz, 1996; Raetz y Whitfield, 2002); y iii) el polisacarido O, un polimero de

oligosacaridos formado generalmente por unidades de cuatro a seis azucares, repetidas
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hasta 40 veces en S. Typhi, que se proyecta hacia el exterior de la superficie, también
llamado antigeno O (AgO) (Reeves, 1993).

La biosintesis y ensamblaje del LPS es un proceso complejo que involucra un
gran numero de genes agrupados en “clusters” que contienen uno o mas operones
(Reeves y cols., 1996; Raetz, 1996; Raetz y Whitfield, 2002). En Salmonella los
operones waa Yy wba, codifican las proteinas necesarias para la biosintesis vy
ensamblaje del “core” y del AgO, respectivamente.

Aunque existe bastante informacién sobre la bioquimica y genética de la sintesis
del LPS, los mecanismos regulatorios que modulan su produccién son poco conocidos.
No obstante, esta claramente establecido que la estructura del LPS es dinamica,
presentando modificaciones en respuesta a sefiales ambientales. En patégenos, como
S. Typhi, estos cambios favorecerian el establecimiento y la persistencia del patégeno

en el hospedero (Lerouge y Valderleyden, 2001; Preston y Maskell, 2002).

Modulacién del LPS por condiciones ambientales.

Reportes anteriores han sefialado que la produccién del LPS es modulada por
las condiciones ambientales. Por ejemplo la activacion del sistema de dos
componentes PhoP/PhoQ en respuesta a la baja disponibilidad de Mg?" y acidez
moderada, condiciones que son similares a las que se encuentran dentro de los
macréfagos, produce cambios significativos en la estructura de la porcion lipido A-core
del LPS. Estos se traducen en una reduccién de la carga negativa de la molécula, lo
gue contribuiria a la resistencia de la bacteria a los péptidos cationicos y, posiblemente,
a su sobrevida en los macréfagos (Stinavage y cols., 1989; Ernst y cols., 2001; Gunn,

2001). Respecto al AgO, diversos trabajos han demostrado que también esta sujeto a
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variaciones estructurales por cambios del medio ambiente. Por ejemplo, Helicobacter
pylori modifica el AgO en respuesta al pH del medio. Asi, a pH 5 se expresan
moléculas de AgO de alto peso molecular que estan ausentes en bacterias cultivadas a
pH 7, lo que podria contribuir a la resistencia al acido y a la sobrevida de H. pylori en la
mucosa gastrica (McGowan y cols., 1998). Recientemente, Delgado y cols. (Delgado y
cols., 2006) demostraron que en Salmonella, en repuesta a bajo Mg?* y a la presencia
del ion Fe®', se produce un aumento en la transcripcion del gen wzz, el cual codifica la
proteina que determina el largo de la cadena de AgO, lo que madifica la estructura de
la molécula de LPS. También en S. Typhimurium, la produccion de LPS con cadenas
de AgO muy largas aumenta cuando la bacteria se expone a suero inactivado (Murray
y cols., 2003). En suma, estos antecedentes sugieren la importancia de las condiciones
ambientales para la produccién del LPS, y que estas condiciones influyen para que el
LPS modifique su estructura, lo que repercute en la adaptacién de la bacteria al medio
ambiente.

Resultados recientes de nuestro laboratorio han demostrado la importancia de la
produccién de LPS en etapas claves para la infeccion por S. Typhi (Hoare y cols, 2006).
Se ha visto que la presencia de AgO de alto peso molecular es esencial para la
resistencia al suero. Por otro lado, también se observé que el oligosacarido “core” de la
molécula es necesario para la invasion de S. Typhi a células HEp-2. Por lo tanto, una
modulacion fina de la produccion del LPS, capaz de responder a los ambientes que va
encontrando secuencialmente durante la infeccion, puede ser de gran relevancia para

exponer la o las estructuras necesarias para la interaccion con el hospedero.
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Regulacion de la produccion del Antigeno O de S. Typhi.

Investigaciones de nuestro laboratorio en linea con lo expuesto mas arriba, han
demostrado que la biosintesis del AgO es regulada durante el crecimiento, aumentando
en la fase exponencial tardia y estacionaria (Rojas y cols., 2001). Como se menciond,
los genes necesarios para la produccion del AgO estan codificados en el operon wba.
Debido al tamafio de este operon (17 Kb), para que su transcripcion sea completa se
requiere la actividad de un factor de antiterminacion transcripcional llamado RfaH
(Rojas y coals., 2001), que es el Unico regulador conocido para la expresion de este
operon. Bittner y cols. (2004) demostraron que en S. Typhi este factor es indispensable
para la produccién de AgO. La transcripcion del gen rfaH y la produccién del AgO
correlacionan temporalmente, presentando un aumento en la transicibn a fase
estacionaria. Ademas, el aumento de la transcripcion de rfaH se tradujo en un aumento

del nivel celular de la proteina RfaH (Carter, 2004).

Factor de antiterminacion RfaH.

Esta proteina es homoéloga al factor NusG y regula positivamente la
transcripcion de los operones que contienen una secuencia de 8 pb llamada ops
(operon polarity supression) localizada en la regién 5 no codificante de ciertos
operones (Nieto y cols., 1996; Bailey y cols., 1997). Esta secuencia induce una pausa
en el complejo de elongacion de la transcripcion, tanto in vitro como in vivo (Santangelo
y Roberts, 2002). ElI mecanismo por el cual RfaH regula la transcripcion de estos
operones (incluido wba) es desconocido, pero se postula que se uniria al complejo de

elongacion pausado (o detenido) en la secuencia ops (operon polarity supresor),
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haciendo a este complejo resistente a la terminacién prematura (Artsimovitch y
Landick, 2002).

Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que para la regulacion
fase-dependiente de la expresion de rfaH se requiere la funcién del factor sigma
alternativo RpoN (0°*, 0O0N). Esto quedé en evidencia al fusionar la secuencia
promotora de rfaH con el reportero lacZ en una mutante ArpoN. Se demostré que en la
mutante nula se suprimid la expresion diferencial de rfaH, asi como también la
regulacién del AgO por la fase de crecimiento. Ademas, la limitacién de nitrégeno, una
condicion que activa RpoN, aumentd significativamente tanto la expresion de rfaH

como la sintesis de AgO (Bittner y cols, 2002).

Factor sigma alternativo RpoN.

El factor sigma RpoN participa en la transcripcibn de mudltiples genes que
constituyen un regulén. Estos genes estan involucrados en procesos que van desde la
utilizacion de fuentes de nitrégeno y de carbono, metabolismo energético, modificacion
del RNA, sintesis de flagelo y pili, quimiotaxia, sintesis de proteinas de membrana
externa y cpsula, respuesta a shock térmico e, incluso, la expresion de otros factores
sigma (revisado en Merrick, 1993 y en Buck y cols., 2000). Debido a la cantidad de
genes regulados por RpoN, su participacion en la transcripcion de rfaH en S. Typhi
podria ser de a través de la participacion de algin gen que esté dentro del regulon de
RpoN y no de forma directa.

La gran diversidad de funciones reguladas por RpoN se explica por el
mecanismo de la activacion transcripcional mediada por este factor sigma. De hecho,

constituye una clase aparte, ya que posee propiedades muy distintas al resto de los
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factores sigma: i) su secuencia no presenta homologia con otros factores sigma, ii)
dirige a la RNA polimerasa a promotores con motivos conservados en las regiones —24
y =12, donde una mutacién en estas bases provoca la pérdida de la transcripcion
(Wang y cols., 1998) vy iii) la union de RpoN—RNA polimerasa-core forma un complejo
cerrado en el promotor, que es incapaz de isomerizar a un complejo abierto en
ausencia de un regulador positivo. Por lo tanto, y dado que en la mayoria de las
bacterias los niveles intracelulares de RpoN son constantes (Jishage y cols., 1996;
Jurado y cols., 2003), la regulacién mediada por este factor sigma es absolutamente

dependiente de su activacion por proteinas activadoras especificas.

“Enhacer Binding Proteins”.

Las proteinas activadoras de RpoN se unen a secuencias localizadas entre 100
y 200 pb rio arriba del promotor que funcionan independientemente de su orientacion,
por lo que estas regiones son semejantes a los “enhancers” eucariéticos y se las
denomina “enhancer binding proteins” (EBPs) (Shingler, 1996; Buck y cols., 2000;
Reitzer y Schneider, 2001). Una caracteristica comun a todas las EBPs es que poseen
un dominio altamente conservado de unidon a RpoN que une e hidroliza ATP (N° de
acceso Pfam PF00158). Ademas, la mayoria de las EBPs posee en el extremo C-
terminal un dominio hélice-vuelta-hélice de unién al DNA (N° de acceso Pfam
PF02954) y un dominio regulatorio N-terminal, sensor de una determinada condicién
ambiental, que responde a alguna via de transduccién de sefales, con el resultado
final de gatillar la actividad ATPasica intrinseca de la proteina (Studholme y Dixon,

2003).
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Como la actividad de las EBPs es regulada por una amplia variedad de sefiales
ambientales, el factor sigma alternativo RpoN dirige la transcripcién de los genes
necesarios para la adaptacion a muy variadas condiciones fisioldgicas. Aunque estas
vias son diversas, el mecanismo final es el mismo y consiste en gatillar la actividad
ATPasica de una EBP, lo que resulta en la formacién del complejo abierto y el inicio de
la transcripcién. El hallazgo de la EBP que participe en la transcripcién de rfaH en S.
Typhi daria cuenta de la via fisiol6gica involucrada en la regulacion de la produccién
del AgO.

De acuerdo con los antecedentes expuestos en este trabajo se propuso la
siguiente Hipotesis: El factor sigma de estrés RpoN regula la expresion de rfaH en S.
Typhi, mediante la union directa a la region promotora de rfaH o indirectamente a

través de proteinas accesorias.

El objetivo general del trabajo es:
Determinar el mecanismo de activacion de RfaH mediado por RpoN.
Objetivos especificos:
1. Clonar las regiones promotoras de rfaH en el vector reportero pFZY1
2. Clonar, sobreexpresar y purificar RpoN de S. Typhi.
3. Determinar la unién de RpoN a la regién promotora de rfaH.
4. ldentificar las probables proteinas que activan a RpoN durante la regulacion de

rfaH en S. Typhi.
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2.- Materiales y Métodos

2.1. Reactivos.

De Difco Laboratories (Detroit, MI, E.E.U.U.) se obtuvo: Triptona, extracto de
levadura, Bacto-Agar.

De Omega Bio- Tek, Inc (Doraville, GA, E.E.U.U.) se obtuvo: E.Z.N.A.® Plasmid

Miniprep Kit 1.

De Gibco BRL (Grand Island, NY, E.E.U.U.) se obtuvo: Dodecilsulfato de sodio

(SDS), Tris, acrilamida, bisacrilamida, bromuro de etidio, agarosa.

De Promega (Madison, WI, E.E.U.U.) se obtuvo: DNA ligasa Ta, (y-*2P) ATP,

PGEM® — T Easy Vector System |, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.

De Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, E.E.U.U.) se obtuvo: DNA Ladder

1Kb, DNA Ladder 100 bp, Taqg DNA polimerasa, T, polinucleétido Quinasa,
Fosfatasa alcalina intestinal de bovino (CIAP) dTTP, dCTP, dATP, dGTP, ATP, las
enzimas EcoR1, Xhol y Ndel, los partidores RfaH2, RfaHint2, RfaH115, RfaH219,
RpoN1, RpoN2, WpspF-1, WpspF-2, pspF-1, pspF-2, WfhlA-1, WthlA-2, fhlA-1,
fhlA-2, WiyrR-1, WtyrR-2, tyrR-1, tyrR-2, WclpB-2, clpB-1, clpB-2.

De Merck Quimica Chilena Soc. Ltda. se obtuvo: Cloruro de sodio, sulfato de

magnesio heptahidratado, &cido citrico monohidratado, glucosa, cloroformo, cloruro
de potasio, cloruro de magnesio hexahidratado, glicerol, acido clorhidrico,
isopropanol, acido acético glacial, acido peryodico, hidroxido de sodio, amoniaco,
nitrato de plata, &cido borico, formaldehido 37%, alcohol isoamilico, fenol, acetato
de sodio, etanol absoluto.

De Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, E.E.U.U.) se obtuvo: kanamicina (Kan),

ampicilina (Amp), cloranfenicol (Cam), L-arabinosa (Ara), orto-

nitrofenilgalactopiranésido (ONPG), isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG), -


http://www.promega.com/applications/pcr/featuresandbenefits/Wizard_SV_Gel_PCR_Clean-Up_System.htm
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Mercaptoetanol, azul de bromofenol, Xileno-cianol, proteinasa K, persulfato de
amonio (APS), N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED), tricina, Fluoruro
fenilmetilsulfonil (PMSF), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galactopiranésido (X-Gal),
acido etilendiamino-tetraacético (EDTA), acetato de amonio, filtros Millipore 0,25
um.

De CESAT, Universidad de Chile (Santiago, Chile) se obtuvo: los partidores SP6,

T7, T7t, WyaA-1, WygaA-2, WyieN-1, WyieN-2, WclpB-1, ygaA-1, ygaA-2, yieN-1,

yieN-2, RfaHP2_1, RfaHP2_ 2.

2.2. Cepas bacterianas. Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio y sus

propiedades relevantes se muestran en la tabla 1.

2.3. Plasmidios. Los plasmidios utilizados en este estudio y sus propiedades

relevantes se muestran en la Tabla 2.

2.4. Partidores utilizados. Las secuencias de los partidores se muestran en la

Tabla 3.

2.5. Medios y condiciones de cultivo. Las bacterias se cultivaron a 37°C en forma
aerdbica en caldo Luria (CL, triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de
sodio 5 g/L). Los cultivos en medio sélido agar Luria (AL) se llevaron a cabo en el
mismo medio base conteniendo 15 g/L de Bacto agar. Aquellas cepas que poseian
el plasmidio de replicacion termosensibles pKD46, se incubaron a 30°C. Cuando
fue necesario curarlas, las cepas se crecieron sin seleccién a una temperatura no
permisiva (42°C). Los antibiéticos se utilizaron a las siguientes concentraciones

finales: Amp 100 pug/mL, Kan 50 pg/mL, Cam 20 ug/mL, Nal 15 pug/mL. El indicador
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cromogénico X-Gal para la actividad B-galactosidasa se utiliz6 a una concentracion

final de 40 pg/mL.

Tabla 1. Cepas bacterianas.

Cepa Genotipo / Fenotipo relevante Fuente o
Referencia

Salmonella enterica
serovar Typhi

Ty2 cepa silvestre 1.S.P.*

R100 Ty2 AclpB, Kan® Este trabajo
R200 Ty2 AfhIA, Kan® Este trabajo
R300 Ty2 ApspF, KanR Este trabajo
R400 Ty2 AtyrR, Kan® Este trabajo
R500 Ty2 AygaA, CamR Este trabajo
R600 Ty2 AyieN, CamR Este trabajo

Escherichia coli

DH5a F- ¢80 lacZ M15 endA recA hsdR (rx m) supE Stock del
thi gyrA relA A(lacZYA-argF )U169 laboratorio

BL21(AD3) F- ompT gal [dem] [lon] hsdS B (1" ms’; cepa E.  Stock del
coli B), profago A con la polimerasa del fago T7. laboratorio

BW25113/pKD46 A(araD-araB)567 AlacZ4787 laclp-4000(lacIQ) 4- Datsenko y

poS396(Am) rph-1 A(rhaD-rhaB) 568 rrnB-3 Wanner, 2000
hsdR514 . Cepa portadora del plasmidio

pKD46.
BW25141/pKD3 A(araD-araB)567 AlacZ4787 laclp- Datsenko y
4000(lacl?) A(phoB-phoR)580 A-gal U95 Wanner, 2000

AuidA3::pir+ rpoS396 (Am) 4 endA9::FRT rph-1
A(rhaD-rhaB) 568 rrnB-3 hsdR 514. Cepa
portadora del plasmidio pKD3.

BW25141/pKD4 A(araD-araB)567 AlacZ4787 laclp- Datsenko y
4000(lacl?) A(phoB-phoR)580 4" gal U95 Wanner, 2000
AuidA3::pir* rpoS396 (Am) endA9::FRT rph-
1A(rhaD-rhaB)568 rrnB-3 hsdR514. Cepa
portadora del plasmidio pKDA4.

* Instituto de Salud Publica
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Tabla 2. Plasmidios utilizados en el presente estudio.

Plasmidio Caracteristicas Fuente o
Referencia
pKD46 bla Pgap gam bet exo pSC101 oriTS, AmpR Datsenko y
Wanner, 2000
pKD3 bla FRT cat FRT PS1 PS2 ori R6K, AmpR, CamR Datsenko y
Wanner, 2000
pKD4 bla FRT aph FRT PS1 PS2 ori R6K, AmpR, KanR Datsenko y
Wanner, 2000
pCP20 bla cat cI857 IPR flp pSC101 oriTS, CamR Datsenko y
Wanner, 2000
PpGEM-T easy vector de clonamiento, AmpR Promega
pFZY1 vector de clonamiento sin promotor, AmpR F’lac Koop y coals.,
replicon, lacZ*Y*A* 1987
pCE334 pFZY1 que contiene un fragmento de 334 pb de la  Bittner y cols.,
region promotora del gen rfaH de S. Typhi Ty2, 2004
AmpR
pRS219 pFZY1 que contiene un fragmento de 219 pb de la  Este trabajo
region promotora del gen rfaH de S. Typhi Ty2,
AmpR
pRS215 pFZY1 que contiene un fragmento de 215 pb de la  Este trabajo
region promotora del gen rfaH de S. Typhi Ty2,
AmpR
pRS115 pFZY1 que contiene un fragmento de 115 pb de la  Este trabajo
region promotora del gen rfaH de S. Typhi Ty2,
AmpR
pET-21b (+) Vector de clonamiento con el promotor y el Novagen.
terminador del fago T7 que contiene en la region C-
terminal secuencias que codifican para 6 histidinas
(Hys Tag), usadas para la purificaciéon, AmpR.
pFA-1 pPET-21b(+) que contiene insertado el marco lectura Este trabajo

abierto de RpoN de S. Typhi. AmpR
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Tabla 3. Partidores utilizados en el presente estudio.

Nombre Secuencia

RfaH2 GTG ATATTT CAT GGC GTC CATTGT A

P57 TGG CAA ACA GAG ATT GTG

RfaHint2 AAG GCCTTCGTTTTC CGC GTACCATITTT

RfaH115 TTAGCG TTG GTT GCC AGAGTT C

RfaH219 ATC CAG ATA CGG CTT AAAGGA TG

RfaHP2_ 1 GGC ATG GCG TAACCTTTAGGAT

RfaHP2_2 GCC GTATAATGATGC GCTTACC

SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

T7t GCT AGT TAT TGC TCAGCG G

rpoN-C-Xho | AAC CAGCTGTTTGCGTTGGTTTGAC

rpoN-N- Nde | ATG AAG CAAGGT TTG CAACTC AGG C

WclpB-1 TGC GTC TGG ATC GTC TTA CTA ACA AAT TCG TGT AGG
CTG GAG CTG CTT CG

WclpB-2 AGG ATT TGC TGC GCC AGT GGG TTT TCG ATC TGC TGT
TGA ACA TAT GAA TAT CCT CCT TAG

WifhlA-1 ACG ACT TAT ACC TAT AATTCATTT ACC GTT TTC GCA
CCG TGT GTAGGC TGG AGCTGC TTICG

WfhlA-2 GGC AGT CAT ATC CGG CAG CGA CAG TTG TAG CAC ATT
GCA TAT GAA TAT CCT CCT TAG

WpspF-1 TTT TAT ATT ATT GAT AGT TAAGGAATT ATTTCG TTT TAG
TGT AGG CTG GAG CTG CTT CG

WpspF-2 GTT CGG CGG GAT AGC GTT GAA AAG GAT CGA TAA CAA
TTT CCA TAT GAA TAT CCT CCT TAG

WityrR-1 TGA CCC GCG AATTAC TTG ATT TAC TGG TGT TAC GTA
GGT GTAGGCTGG AGCTGCTTCG

WiyrR-2 GAT ATT TAT TTT TCT ACT CTT CAC CCT TCT TCT GGC
TCA CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG

WygaA-1 TCAGGATCGTTT TCA GCG GCT GAT TAC TAC GTG TAG
GCT GGA GCT GCT TC

WygaA-2 TTC AGT CCC AGA CGC TTC GCC AGC CGC ATA TGA ATA

TCCTCCTTAG
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WyieN-1 TGA GAA GGG GCT GTA TGA ACG TAG TCA CGG TGT AGG
CTG GAG CTG CTT C

WyieN-2 TTC TCC TAC ATC CTG CAG GCT GGC CTC AAT CAT ATG
AAT ATC CTC CTT AG

clpb-1 TTT AGC AAA AGA TGC GCA AG

clpb-2 CCC GTT TTATTC AAATTT GT

fhlA-1 GAA GGA AAA CTG GTG ATT GC

fhlA-2 CTT TAT CAA TAC CCA ATC GC

pspF-1 GTA GCC TGT TCA ATA CGA CG

pspF-2 ATT TGC AAA GTG TAT CGC AC

tyrR-1 CTG GAT GTC TCA GGA TCT GG

tyrR-2 ATG CCG GAG GAT ATT TAT TT

ygaA-1 CAC AAA CTC ACG GCT AAACT

ygaA-2 TCC TTC AGT CCC AGA CGC TT

yieN-1 CCA ATA GCT GCG AGG GTA AT

yieN-2 TAT TTA GCG TAT CCA GCG TC

Las secuencias que aparean con zonas de los plasmidios pKD3 y pKD4 estan
subrayadas (ver mas adelante).

2.6. Técnicas bioquimicas.

2.6.1. Ensayo de actividad B-Galactosidasa. Las cepas bacterianas se cultivaron
en 5 mL de CL con los antibi6ticos correspondientes a 37°C durante toda la noche.
De estos cultivos se sembraron 200 uL en 200 mL de CL con Amp y se incub6 a
37°C con agitacion orbital (200 RPM). Cada 30 min se tomé una alicuota de 1 mL y
se midié la DOeno. Cuando el cultivo alcanzaba la densidad 6ptica deseada se
tomaron alicuotas de 0,2 mL y se llevaron a un volumen final de 1 mL con
amortiguador Z (NazHPO. 60 mM, NaH2PO, 40 mM, KCI 10 mM, MgSO4 1 mM, pH
7, y B-mercaptoetanol 50 mM agregado al momento de usar). Las células se

permeabilizaron con 20 uL de CHCIl; y 10 uL de SDS al 0,1% agitando
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vigorosamente en vortex durante 15 seg. Se incubd a 30°C durante 10 min y se
agreg6 0,2 mL del sustrato orto-nitrofenilgalactopiranésido (ONPG) (4 mg/mL). Al
cabo de 15 min, la reaccion se detuvo agregando 0,5 mL de Na,CO3; 0,5 M y se
midié la absorbancia de la reaccién enzimética a 420 y 550 nm. La actividad se

calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:

ACTIVIDAD (Absazonm - 1,75xAbsssonm) x 1000

(U Miller) Volumen (mL) x Tiempo (min.) x DOggonm

2.6.2. Determinacion de la concentracién de proteinas. Se utiliz6 el kit
“Coomasie® Protein plus Assay Reagent Kit” (Pierce) segun las instrucciones
dadas por el proveedor. Brevemente, se construydé una curva de calibracién de
absorbancia versus pg de albumina de suero bovino (BSA). Luego se tomé una
alicuota de la proteina a medir y se determiné la absorbancia para extrapolar los

ug/uL de proteina.

2.6.3. Electroforesis de proteinas. Los geles de poliacrilamida se realizaron en
una camara mini-Protean Il (BioRad). Para el gel resolutivo se mezclaron 1,67 mL
de solucién de 30% acrilamida total — 0,8% bisacrilamida; 1,25 mL de tampon Tris-
HCI 1,5 M pH 8,8, 0,4% SDS; 1,93 mL de H>O destilada; 25 uL de APSy 2,5 uL de
TEMED. Luego de cargar la mezcla del gel resolutivo, se cubri6 la solucién con 200
uL de isopropanol. Una vez polimerizada la mezcla del gel resolutivo, se retir6 el
isopropanol y se carg6 la mezcla del gel concentrador, que se prepar6 mezclando
0,43 mL de solucién 30% acrilamida total 0,8% bisacrilamida; 0,63 mL de buffer
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, 0,4% SDS; 15 uL de APS y 4 uL de TEMED. La camara de

electroforesis se llend con amortiguador de corrida para proteinas (Glicina 1,44%,
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Tris 0,3%, SDS 0,1%). En cada pocillo se cargé la muestra mezclada con
amortiguador de carga (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS 2%, Glicerol 10%, Azul de
Bromofenol 0,01%, B-mercaptoetanol 5%). La electroforesis se realiz6 a 100 Volts
constantes. Los geles fueron tefiidos con una solucion de azul de Coomassie (azul

de Coomassie 0,1%, Metanol 45%, acido acético 10%).

2.7. Técnicas basicas de biologia molecular.

2.7.1. Extraccion de DNA cromosomal. Las bacterias se cultivaron en 5 mL de CL
(con el antibidtico correspondiente) durante la noche a 37°C con agitacion. Se
centrifugd 1,5 mL de cultivo por 2 min a 10.000 x g. Se elimind el sobrenadante y el
sedimento se resuspendié en 560 ul de tampon TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA
1 mM). Se agregaron 30 uL de SDS 10% y 10 uL de Proteinasa K (10 mg/mL). La
mezcla se agitd suavemente y se incubd por 1 h a 37°C. Luego se agregd %
volumen de la mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y ¥2 volumen de fenol.
Se agité vigorosamente hasta obtener una emulsién y se centrifugd 5 min a 10.000
X g. Se transfirié la fase acuosa (superior) a un tubo limpio y el DNA cromosomal se
precipitdé agregando 0,1 volimenes de acetato de sodio 3 M y 2,5 volimenes de
etanol absoluto frio. Se agité por inversion y se dejé 20 min a -20°C. Luego se
centrifugd 15 min a 10.000 x g y el precipitado se lavé con 500 uL de etanol 70%
frio, se centrifugd por 5 min a 10.000 x g, se elimin6 el sobrenadante y se dejo
secar a temperatura ambiente. Finalmente, el DNA se resuspendié en 100 uL de

H.O destilada estéril y se mantuvo a 4°C hasta el momento de su uso.

2.7.2. Extraccion de plasmidios a gran escala. La cepa se cultivd en 5 mL de CL
suplementado con Amp durante la noche. Con este cultivo se inoculé 100 mL de CL

con Amp (a una dilucion 1/500). Una vez que este cultivo lleg6 a fase estacionaria,
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se centrifug6 a 6000 x g por 20 min. Se descarto6 el sobrenadante y el sedimento se
resuspendié en 800 uL de solucidn de lisis (Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM,
glucosa 50 mM) y después se agregé RNasa hasta llegar a una concentracion final
de 100 pug/mL y se incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Se dividio el
volumen en alicuotas de 200 puL, a las que se agreg6 400 uL de una solucién NaOH
0.2 N y SDS 1%, se agitd por inversion y se dejé en hielo durante 20 min. En
seguida se agregaron 300 pL de una solucién de acetato de amonio 7,5 N y se dejo
incubar hielo por 20 min. Luego se centrifugé por 10 min a 10.000 x g. Se
recuperaron 800 uL de sobrenadante que fueron trapasados a un tubo eppendorf
nuevo para ser precipitados con 500 pL de isopropanol por 20 min a temperatura
ambiente. Después se centrifugdé por 30 min a 10.000 x g y se elimin6é el
sobrenadante. Posteriormente se efectué un lavado con 500 uL de etanol 70% frié y
se centrifugd por 5 min a 10.000 x g, para descartar el sobrenadante y resuspender

en 50 ulL finales de H-0.

2.7.3 Extraccion de plasmidios por kit E.Z.N.A. Se siguieron las instrucciones
sefialadas por el fabricante. Brevemente, se sedimentd por centrifugacion 4,5 mL
de cultivo crecido durante la noche para luego ser resuspendido en la solucién |. Se
agrego solucion 1, se mezclé la solucién resultante por inversion y finalmente se
agrego la solucién Il para nuevamente mezclar por inversion. Se centrifugd 10 min
a 10.000 x g y se traspaso el sobrenadante a la columna proporcionada por el
fabricante. Luego se lavo con los tampones HB y DNA Wash Buffer. Finalmente se

eluy6 en 50 pL de H»O.
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2.7.4. Electroforesis en geles de agarosa. Se prepararon geles de agarosa
utilizando concentraciones de 0,7%, 1% y 1,5% en tampdén TAE (Tris-acetato 40
mM pH 8,0, EDTA 1 mM). Las muestras de DNA a analizar se mezclaron con el
volumen adecuado de tampén Blue Il 10X (glicerol 20% (v/v), azul de bromofenol
0,25% (p/v), Xileno-cianol 0,25% (p/v), EDTA 0,1 M) antes de ser cargadas en el
gel. Se utilizaron estandares de peso molecular para determinar el tamafio
amplificado de la muestra de DNA cargada. La electroforesis se realiz6 a 100 Volts
constantes, luego el gel se tifidé por 5 min en una solucién de bromuro de etidio (5
pg/mL). Las bandas de DNA se visualizaron y se fotografiaron sobre un

transiluminador UV.

2.7.5. Purificacion de DNA desde un gel de agarosa. Se cortdé la banda de
interés desde un gel de agarosa y se traspas6 a un tubo eppendorf de 1,5 mL.
Posteriormente, se utilizé el kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” de
Promega siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante, obteniéndose el DNA

de la banda en 50 pL finales de H»O.

2.7.6. Determinacion de la concentracién de DNA. Se realiz6 a partir de una foto
Polaroid® de un gel de agarosa con un estandar de peso molecular cuyas bandas
tienen una concentracion conocida. El estandar utilizado fue GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder de Fermentas®. La foto fue digitalizada y analizada con el programa UN-
SCAN-IT de Silk Scientific. La intensidad (I) de una banda de interés se comparé
con la intensidad de una banda de tamafio similar del estandar de peso molecular.

Para esto se utilizo la siguiente férmula:
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Cx = (Ist * Cs1)/ Ix

Donde:
Ix es la intensidad de pixeles de la muestra
Ist es la intensidad de pixeles del estandar
Csr es la concentracion del estandar

Cx es la concentracion de la muestra

2.7.7. Digestion de DNA con enzimas de restriccion. Para la digestion con EcoRI
se agreg6 el tampon 10X suministrado por el proveedor y luego se agregoé la
enzima. En general para 30 uL de reaccion final se agrego 3 pL del tampdn 10X,
24,5 uL del material que se quiere digerir y 2,5 uL de enzima. Se dejo incubar a
37°C durante 2 h. La digestién fue luego verificada y la banda de interés se purificé
desde un gel de agarosa. La digestion con Xhol y con Ndel del plasmidio pPGEM T
easy que posee el inserto del gen rpoN se realiz6 como sigue: para 30 uL de
reaccion final se agrego 3 pL del tampon 10X, 15 uL de plasmidio que se quiere
digerir, 2 uL de cada enzima y 8 uL de H.O estéril. Se dejo incubar a 37°C durante
2 h. La digestion fue luego verificada y la banda de interés se purificé desde un gel

de agarosa.

2.7.8. Transformacion de cepas mediante electroporacién. Se prepararon
células electrocompetentes para lo cual las bacterias se cultivaron con agitacion a
37°C en CL hasta una DOsoo de 0,5. Se centrifugé 3 mL del cultivo a 10.000 x g por
2 min, se descartd el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 500 uL de
H.O fria. Se centrifugd nuevamente a 10.000 x g por 2 min, se descarté el
sobrenadante y se repitié el mismo procedimiento 3 veces. Finalmente, las células
se resuspendieron en 50 uL de H.O. Se mezclaron los 50 uL de esta suspension

con 2 ulL-10 uL de DNA previamente dializado contra H>O para eliminar las sales
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minerales. Se electrotransformé en un electroporador “E. coli Pulser™” (Bio-Rad) a
un voltaje de 1,8 KVolts. Inmediatamente después de electroporar se agregé 1 mL
de medio CL y se incubd a 30°C por 90 min. Luego se centrifugd a 10.000 x g
durante 1 min, resuspendiéndose en 100 uL de CL los que finalmente se sembraron

en placas de AL con el antibi6tico correspondiente.

2.8. Construccién de fusiones trasnscripcionales rfaH-lacZ.

2.8.1. Clonamiento en el vector pGEM®-T easy. Se amplificé la regién promotora
del gen rfaH mediante una reaccion de PCR utilizando DNA de S. Typhi y la enzima
Pfu DNA polimerasa. Se utilizaron las siguientes parejas de partidores (Tabla 3):
para el promotor P, RfaHP2_ 1-RfaHP2 2, RfaH2-Rfall5 y para el promotor P;

RfaH219-RfaHint2. Las condiciones para la amplificacién fueron las siguientes:

Tampon de Reaccion 5X 20 pL
dNTPs 10mM 4 uL
P1 (25 pmol/ul) 1ul
P2 (25 pmol/ul) 1ul
DNA 2 L
H.0 70 uL
Pfu DNA polimerasa (5 U/ulL) 2 uL

El programa de amplificacién consistié en un ciclo de desnaturacién (94°C x 1 min),
33 ciclos de amplificaciéon (94°C x 30 seg; 55°C x 30 seg; 72°C x 30 seg) y un ciclo
de elongacién final (72°C x 7 min). El producto de amplificacién se purifico desde un
gel de agarosa 1,5% como se explicé en el punto y 2.7.5. Luego se agregd una

adenina terminal mediante la siguiente reaccion por 20 min a 72°C:

Tampon de PCR 10X 5 uL
MgCl, 50 mM 15 uL
dATP 10 mM 1 uL
Producto PCR purificado 42 uL
Taqg DNA polimerasa (5 U/uL) 0,5 uL

Luego se precipitd el DNA y se resuspendio en 10 uL de H2O estéril. La ligacion de

los insertos con el plasmidio pPGEM®-T easy se realiz6 como sigue:
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Tampon de Ligacion 2X 5uL
Producto PCR 3puL
pPGEM®-T easy 1pl
T, DNA ligasa. 1l

Esta reaccién se llevd a cabo durante 12 h a temperatura ambiente. Luego se
transformo la cepa E. coli DH5a con el producto de la reaccion de ligacion y se
sembré en placas de AL con Amp y X-gal. Se seleccionaron las colonias blancas y
se realiz6 una reaccién de PCR de colonias (1 colonia resuspendida en 100 ulL) con
los partidores SP6 y T7 (Tabla 3). La ligaciéon se confirmé por la aparicion de un
amplificado del tamafio esperado en un gel de agarosa de 1,5%. Las condiciones

para la amplificacion fueron:

Tampoén de PCR 10X 10 uL
MgCl> 50 mM 3 uL
dNTPs 10 mM 2 uL
primer 1 (25 pmol/uL) 1 uL
primer 2 (25 pmol/uL) 1 uL
DNA 1 uL
H.0 81 pL
Taq DNA polimerasa (5 U/ulL) 1 uL

El programa de amplificacion para los fragmentos consisti6 en un ciclo de
denaturacion (94°C x 1 min), 33 ciclos de amplificacién (94°C x 30 seg; 55°C x 30

seg; 72°C x 30 seg) y un ciclo de elongacion final (72°C x 7 min).

2.8.2. Sub-clonamiento en el vector pFZY1l. Se purificé el plasmidio con la
insercion del promotor correspondiente y se digiri6 con la enzima de restriccion
EcoRI (2.7.7). El inserto liberado se recuperé desde un gel de agarosa para ligarlo
en el plasmidio de copia Unica pFZY1. Por otra parte, el vector fue digerido con
EcoRI y desfosforilado por tratamiento con 1 uL de CIAP a 37°C por 30 min. A esta
reaccion se agreg0 ¥2 volumen de una mezcla cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y

% volumen de fenol. Se agitd vigorosamente hasta obtener una emulsiéon y se
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centrifugd 5 min a 10.000 x g. Se transfirio la fase acuosa (superior) a un tubo
limpio y el plasmidio digerido se precipito y resuspendié en un volumen final de 10

uL. La reaccion de ligacion se realizé de la siguiente manera:

Inserto 5uL
pFZY1 3 uL
Tampon de ligasa 10X 1ul
T4 DNA ligasa 1l

Esta reaccién se incubd a temperatura ambiente por 12 h, y luego se utilizd
para a transformar la cepa DH5a. Se sembré de la misma manera que lo
mencionado anteriormente, pero se seleccionaron colonias azules. La orientacion
de la insercibn se analizO6 mediante PCR de colonia como se describid
anteriormente. Las parejas de partidores fueron las siguientes: rfaHP2_1-P57,
rfaH2—P57 y rfaH219—-P57 (Tabla 3). Aquellas colonias que dieron la amplificacion
esperada en un gel de agarosa de 1,5% se guardaron y se le extrajo el plasmidio
para transformar S. Typhi mediante electroporacién. Amplicones generados con
estos mismos partidores, se secuenciaron en el Centro de Biotecnologia de la
Universidad de Chile y la Unidad de Diversidad Molecular de la facultad de Ciencias

Biolégicas de la PUC.

2.9. Clonamiento y purificacién de rpoN.

2.9.1. Clonamiento de rpoN en pGEM®-T easy. Se utilizo DNA gendémico de S.
Typhi para amplificar el marco de lectura del gen rpoN. Se utiliz6 la enzima Pfu
DNA polimerasa y los partidores rpoN-N-Ndel y rpoN-C-Xhol. Las condiciones para
la amplificacién se describen en el punto 2.8.1. El producto amplificado se purificé y
ligdb en pGEM®-T easy y con esta reaccion se transformo la cepa E. coli DH5a (ver

puntos anteriores).
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2.9.2. Clonamiento de RpoN en el vector pET-21b(+). Se purifico el plasmidio
PGEM®-T easy que contiene clonado el marco de lectura abierto de rpoN. El
plasmidio fue digerido con las enzimas Ndel y Xhol (ver 2.7.7) y el inserto liberado
fue purificado desde un gel 1% de agarosa. Este se ligo al plasmidio pET-21b(+),

previamente digerido con las enzimas Ndel y Xhol, como se indica:

Inserto 5uL
pET-21b(+) 3uL
Tampon de ligasa 10X 1ul
T4 DNA ligasa 1pl

La reaccion se incub6 a temperatura ambiente durante 12 h y se electrotransformo
la cepa E. coli BL21(AD3) (ver 2.7.8). Para verificar la presencia del vector con el
marco de lectura abierto en la cepa BL21 se hizo una reaccion de PCR ocupando
los partidores rpoN-N-Ndel y rpoN-C-Xhol (Tabla 3). El plasmidio resultante se

denominé pFA-1.

2.9.3. Condiciones para la induccién de RpoN-HisTag. La cepa BL21/pFA-1 se
cultivo en CL con Amp. Cuando el cultivo alcanz6 una DOeyo de 0,9 se indujo con 1

mM de IPTG durante 1 h a 37°C.

2.9.4. Preparacion del extracto celular. El extracto se prepar6 a partir de 1 L de
cultivo de BL21/pFA-1 inducido con IPTG. El sedimento de 1,8 g se resuspendié en
4 mL de Tampon de unién (50 mM Tris HCI pH 8, 300 mM NacCl, 5 mM Imidazol),
suplementado con PMSF hasta 1 mM final. Se lisaron mediante 4 ciclos de
congelamiento a -80°C y descongelamiento por sonicacion. El lisado se centrifugd 5
min a 7.000 x g a 4°C, se rescatd el sobrenadante y se centrifugd nuevamente a

16.000 x g por 30 min a 4°C, para ser guardado a 4°C.
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2.9.5. Purificacion de RpoN-HisTag mediante cromatografia afinidad a Ni. El
extracto proteico obtenido en el punto anterior se filtr6 con un filtro Millipore 0,42 uM
y se mezcldé con 3 mL de resina Ni-NTA (QIAGEN) (previamente equilibrada con
dos volumenes de Tampdn de union) durante 1h a 4°C con agitacion.
Posteriormente, la resina con las proteinas se empaco en una jeringa de 10 mL. La
cromatografia se realiz6 de la siguiente manera:

20 lavados con 1 mL de Tampdn de unién, 5 mM imidazol

20 lavados con 1 mL de Tampdn de unién, 30 mM imidazol

4 eluciones con 1 mL de Tampon de unién, 200 mM de imidazol.
Las fracciones se analizaron mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida
10%, tefiido con Azul de coomassie y se midié la concentracién de proteinas. Las
fracciones purificadas de mayor concentracion se juntaron y dializaron dos veces

contra 500 mL de tampdén que contenia Tris HCI 20 mM pH 8, 1 mM DTT y 10%

glicerol.

2.9.6. Concentraciéon de las fracciones de RpoN-HisTag purificada. Las
fracciones dializadas se concentraron mediante ultrafiltracion utilizando un tubo
Vivaspin 6 (con un corte de 5 KDa) segun las condiciones del proveedor.
Brevemente, 1 mL de proteina purificada se centrifugd a 16.000 x g a 4°C hasta
reducir el volumen a menos de 100 pL. Posteriormente se analizaron las fracciones
de proteina concentrada, y no concentrada mediante electroforesis y se determiné

la concentracion final de las proteinas.
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2.10. Ensayo de retardo de la movilidad electroforética en geles
(electrophoretic mobility shift assay, EMSA).

2.10.1. Marcacién de la sonda de DNA con (y-*?P) ATP. La sonda se obtuvo
mediante una reaccion de PCR utilizando como templado DNA cromosomal de S.
Typhi y partidores marcados radiactivamente. La marcacion se llevd a cabo
fosforilando el extremo 5’ de los partidores con la enzima Polinucleétido Quinasa de

acuerdo al siguiente protocolo:

Partidor RfaH219 (25 pmoles/uL) 2L
Partidor RfaHint2 (25 pmoles/uL) 2L
Tampodn 10X 5uL
T4 polinucleotido Quinasa 3puL
(y-*2P) ATP 10 pCi/uL 6 uL
H20 32 uL

La mezcla se incub6 en un durante 50 min a 37°C. La reaccién se detuvo a 65°C
durante 10 min. Paralelamente, se realiz6 una reaccion con ATP frio, para utilizarla
en los ensayos de competicion. Posteriormente, se realiz6 la reaccion de PCR

mezclando 25 uL de la reaccion anterior con los siguientes reactivos:

Tampon de PCR 10X 10 uL
MgCl> 50 mM 3 puL
dNTPs 10 mM 2 L
DNA 1 uL
Taq DNA polimerasa (5 U/ulL) 1 uL
H.0 58 uL

El producto PCR se precipité con 0,1 vol de acetato de sodio 3M y 2,5 vol de etanol
absoluto frio e incubacién a -20°C durante 20 min y se centrifugé por 15 min a
16.000 x g. ElI material precipitado se lavé con 500 uL de etanol 70% fri6, se
centrifugd por 5 min, se eliminé el sobrenadante y se dejé secar a temperatura
ambiente. Finalmente, se resuspendio en 30 uL de H;O. A esta solucion se le

agreg6 8 uL de Tampén de carga (Glicerol 50%) y se cargaron alicuotas de 10 uL
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en un gel de poliacrilamida al 10% para purificar la sonda. El gel de poliacrilamida

fue preparado de la siguiente manera:

Poliacrilamida 30%/0,8% bisacrilamida 1mL
TBE 10X 0,3 mL
H.O 4,6 mL
MgCl, 1M 24 ulL
TEMED 4,5uL
APS 10% 100uL

El gel se corrié a 100 V durante 1 h en tampén TBE con 4 mM de MgCl,. Luego fue
expuesto a una pelicula Kodak Biomax MR a temperatura ambiente por 10 min.
Mediante esta autorradiografia se localizé el lugar de migracién de la sonda y se
procedié a cortar el gel. El trozo de gel fue fragmentado y se incub6 en 2 mL
Tampon P (200 mM de NaCl, 20 mM de Tris HCI, 2mM EDTA) a 42°C durante la
noche para eluir el fragmento de DNA marcado. El eluido fue precipitado y
resuspendido en un volumen de 30 puL de H>O. Luego se extrajo una alicuota de
1yl para determinar la radiactividad en un contador de centelleo liquido Beckman.

Del mismo modo se purificé la sonda no radiactiva.

2.10.2. Ensayo de union. La reaccion se realizé en una solucion de Tris-acetato 20
mM pH 8, poli dI-dC 10 pg/mL, DTT 0,1 mM, EDTA 0,1 mM, glicerol 12,5%, MgCl, 4
mM, acetato de sodio 8 mM, NaCl 42 mM con 25 ng de sonda marcada, y 5 ug de
RpoN-HisTag en un volumen final de 20 uL. La union fue realizada incubando la
mezcla durante 20 min a temperatura ambiente. Como competidor especifico se
utilizé la sonda de 219 pb fria. Ademas se utiliz6 dos competidores inespecificos,

poli didC y un producto de PCR correpondiente a una region no promotora.
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2.10.3. Electroforesis. Los geles de poliacrilamida para los EMSA se realizaron en
una camara mini-Protean 1l (BioRad). La mezcla fue la siguiente: 1000 uL de
solucion de 30% acrilamida total — 0,8% bisacrilamida; 250 uL de Tampon TBE 10X
(Tris 890 mM pH 8, &cido bérico 890 mM, EDTA 20 mM), 3694 uL de H,O destilada;
50 uL de persulfato de amonio y 6 uL de TEMED. La cAmara de electroforesis se
llen6é con amortiguador TBE que contenia MgCl, a una concentracion final de 4 mM
y fue precorrida durante 1 hora a 100 V. Se carg6 10 pL de la mezcla de union mas
2 puL de mismo tampoén conteniendo 50% glicerol y se corrié por 120 min a 100 V. El
gel se seco sobre un papel filtro y se expuso a una pelicula Kodak Biomax MR a -

60°C por 24 h.

2.11. Obtencion de cepas mutantes de posibles proteinas reguladoras de
RpoN (EBPs). Se construyeron mutantes no polares por delecién en los genes
pspF, tyrR, clpB, fhlA, yieN y ygaA. Las mutantes se obtuvieron por reemplazo
alélico del gen correspondiente por un cassette génico compuesto por el gen cat
(cloranfenicol acetiltransferasa; resistencia a Cam) o por el gen aph (aminoglicésido
fosfotransferasa; resistencia a Kan). El reemplazo se realiz6 mediante una técnica
qgue involucra la recombinacion homodloga de productos de PCR utilizando el
sistema de recombinacion Red del fago lambda (Datsenko y Wanner, 2000) como

se describe a continuacion.

2.11.1. Obtencién del producto de PCR. Se disefiaron partidores de
aproximadamente 50 6 60 pb, cuyos extremos 5' contenian 40 nucle6tidos idénticos
a las regiones que flanquean al gen a mutar. Por otra parte, el extremo 3' de los
partidores contenia 20 nucle6tidos cuya secuencia apareaba con secuencias

presentes en el plasmidio pKD3 o pKD4 (ver Tabla 3). Estos plasmidios poseen
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clonado el cassette génico compuesto por el gen cat y aph, respectivamente,
flanqueado por la secuencia FRT (Tabla 2). La amplificacion de este cassette se
realizé segun el punto 2.8.1, utilizando los partidores de la Tabla 2, y como
templado el plasmidio pKD3 o pKD4. El programa de amplificacion consistié en un
ciclo de desnaturacion (94°C x 2 min), 33 ciclos de amplificacién (94°C x 30 seg;
55°C x 30 seg; 72°C x 90 segq) y un ciclo de elongacion final (72°C x 10 min). Se
obtuvo productos de amplificacion de 1,1 Kpb (pKD3) o 1,6 Kpb (pKDA4)
correspondientes al gen cat o aph flanqueado por zonas homélogas al gen a mutar.
Estos productos se precipitaron con 0,1 volumenes de acetato de sodio 3 My 2,5
voliumenes de etanol absoluto frio, para ser finalmente resuspendidos en 10 uL de

H,O estéril.

2.11.2. Transformacién de S. Typhi con el plasmidio pKD46. La mutagénesis se
realizé sobre S. Typhi Ty2 transformada con el plasmidio termosensible pKD46
(Tabla 2). Este contiene los genes que codifican para las subunidades de la
recombinasa Red del fago A bajo el control del promotor inducible por arabinosa
Paa. Para obtener la cepa Ty2/pKD46, se prepararon células electrocompetentes
segun el punto 2.7.8., pero con la diferencia que las incubaciones se realizaron a
30°C (el plasmidio pKD46 es termosensible). Finalmente, se seleccioné uno de los
clones resistentes a Amp. La cepa Ty2/pKD46 asi construida se crecié a 30°C y
agitacion, hasta una DOgg de 0,5 en 10 mL de CL con Amp y arabinosa (10 mM)

para inducir la expresion de la recombinasa Red.

2.11.3. Transformacion de la cepa S. Typhi/pKD46 con el producto PCR. Se
prepararon células electrocompetentes como se describié anteriormente y se

mezclaron 50 pL de bacterias con 10 uL de producto de PCR concentrado y

28



Materiales y Métodos.

dializado. Las transformantes fueron recuperadas en CL a 37°C por 1 h para luego
ser seleccionadas a 37°C en placas de AL suplementadas con Cam o Kan. El
plasmidio pKD46 se elimind sembrando repetidamente las transformantes en placas
de AL con Cam o Kan a 42°C. Finalmente se seleccionaron aquellas colonias

resistentes a Cam o Kan y sensibles a Amp.

2.11.4. Confirmacion de la mutacion mediante PCR. El reemplazo alélico en
cada mutante generada se confirmdé mediante reaccibn de PCR utilizando las
parejas de partidores (Tabla 3) clpb-1/clpb-2, fhlA-1/fhlA-2, pspF-1/pspF-2, tyrR-
1tyrR-2, ygaA-1/ygaA-2 y yieN-1/yieN-2, que apareaban en regiones externas al
sitio del reemplazo. Como templado se utiliz6 1 pL de la suspension que resulta al
resuspender una colonia en 100 puL de H20. La reaccion de PCR se realizo de la

siguiente manera:

Tampon de PCR 10X 1 L
MgCl, 50 mM 0,3 uL
dNTPs 10 mM 0,2 puL
Primer 1 (25 pmol/uL) 0,2 uL
Primer 2 (25 pmol/uL) 0,2 uL
DNA 1 uL
H2O 7 uL
Taq DNA polimerasa (5 U/ulL) 0,1 puL

El programa de amplificacion utilizado consistié en un ciclo de desnaturacion (94°C
X 2 min), 25 ciclos de amplificacién (94°C x 30 seg; 55°C x 30 seg; 72°C x 180 seg)
y un ciclo de elongacion final (72°C x 10 min). Como control se realiz6 la reaccion
de PCR utilizando DNA de S. Typhi Ty2. La amplificacion se verific6 mediante

electroforesis analitica en un gel de agarosa al 1,5%.
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3.- Resultados

3.1. Caracterizacion y analisis de laregion promotora de rfaH en S. Typhi.

Un analisis in silico previo de la region promotora de rfaH con el software
“Natural Network Promoter Prediction” (www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html),
predijo la existencia de un promotor (P1) cercano al sitio de inicio de la traduccion
de rfaH (Fig. 1A). Mediante ensayos de extension del partidor se encontré un sitio
de inicio de la transcripcibn en una adenina cercana a la revelada
bioinforméaticamente, lo que confirmd la existencia del promotor P: (Fig. 1A).
Ademas, este ensayo revelo la presencia de un segundo sitio de inicio de la
transcripcién ubicado rio arriba del promotor P, definiendo al promotor P, (Fig. 1A).
En cada uno de estos promotores se encontré probables cajas de reconocimiento
para el factor sigma RpoN, con sus correspondientes secuencias -12 y -24
altamente conservadas (Fig. 1A). La actividad de esta region promotora,
correspondiente a la secuencia de 334 pb mostrada en la Fig. 1A, se analizé
mediante una fusién al reportero lacZ en el vector de copia Unica pCE334 y fue
descrita como dependiente de la fase de crecimiento y bajo la regulacion del factor
sigma RpoN (Rojas y cols., 2001; Bittner y cols., 2004). Debido a que la actividad
B-galactosidasa de esta fusion seria el resultado de la actividad de estos dos
probables promotores, cabe preguntarse en qué medida participa cada uno de ellos
en la regulacién fase-dependiente de rfaH y qué implicancias tendria la existencia

de estos dos promotores en su regulacion.
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Figura 1. Esquema de la region promotora de rfaH de S. Typhi. (A). La secuencia
promotora de rfaH presenta dos sitios de inicio de la transcripcion. En la imagen se muestran
subrayadas las secuencias de los promotores P1 y P2 de rfaH y en amarillo las posibles cajas
-12 y -24 de unién a RpoN. (B). Esquema de los fragmentos de DNA utilizados para construir
las fusiones a lacZ. Cada fragmento aparece en la ubicacion correspondiente respecto a la
region promotora del gen rfaH. Los nimeros sobre cada fragmento sefialan las posiciones 5’
y 3, respecto al sitio 11. A la izquierda se muestran los plasmidios generados con cada uno de
estos amplicones.

3.1.1. Construccion de los vectores reporteros.

Para de determinar la participacion de estos posibles promotores en la
regulacién fase dependiente de rfaH se construyeron fusiones transcripcionales a
lacZ con fragmentos de PCR que contenian al promotor P1 6 P2, en el vector de
copia Unica pFZYL1. Los fragmentos de la region promotora de rfaH se amplificaron
utilizando las siguientes parejas de partidores (Tabla 3): rfaH2/rfaH115 (115 pb) y
rfaHP2_1/rfaHP2_2 (215 pb), que amplifican la regién correspondiente al promotor
2, y rfaH219/rfaHint2 (219 pb), que amplifica la region correspondiente al promotor

P1. En la Fig. 1B se muestra la posicién de cada uno de estos amplicones respecto

31



Resultados.

a la regién promotora de rfaH. Luego se clonaron en el plasmidio pPGEM®-T easy,
como se muestra en la Fig. 2A. Posteriormente, los plasmidios resultantes se
digirieron con EcoRI y los fragmentos liberados, que contenian la region promotora
de rfaH, se purificaron y clonaron en el plasmidio pFZY1 frente al gen reportero lacZ
(Fig. 2A). La presencia y orientacion del fragmento de DNA clonado se determiné
mediante PCR utilizando los partidores rfaHP2_1, rfaH219 y rfaH2, que apareaban
con el inserto, y P57 que amplificaba desde el gen lacZ presente en el vector. En
cada caso se amplific6 un fragmento con la orientacién correcta y del tamafio
esperado (Fig. 2B). Los plasmidios resultantes se denominaron pRS215, pRS115y
pRS219, respectivamente (Fig. 1B). Ademas se uso el plasmidio pCE334 (Rojas y

cols., 2001) que incluye a ambos promotores.

TeoRT Fromaotor
Promaotor 4 R
[==—=] AoRcA ek,
+ PORU-T ansy —_— AP oncy —l
tow ame’
BcoRI
< . mom Fr oz o80T
zcoms F BcoRI + PFZY-1 Fromotor com
——— — repartars
A amp
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Figura 2. Construccién de los vectores reporteros. (A). Esquema de la
construccion de los vectores reporteros usados en el presente estudio. Los detalles se
explican en el texto. (B). Confirmacién por PCR de la insercién de los fragmentos que
contienen a los promotores P1 y P2 en el vector pFZY1. Electroforesis en gel de agarosa al
1,5% tefido con bromuro de etidio. Carril 1: estandar 100 pb, carril 2: amplificado de fusion
219 en vector pFZY1 a partir de pRS219, 3: amplificado de fusién 215 en vector pFZY1 a
partir de pRS215, carril 4: amplificado de fusién 115 en vector pFZY1 a partir de pRS115.
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3.1.2.- Ensayo de actividad B-galactosidasa.

Se transformé la cepa silvestre S. Typhi con estos plasmidios, y se
determind la actividad p-galactosidasa durante el crecimiento bacteriano. Estos
resultados se compararon con el comportamiento de la cepa transformada con el
plasmidio pCE334, descrita anteriormente (Rojas y cols., 2001). Como se esperaba,
la actividad de este ultimo plasmidio, que contiene a los promotores P1y P2, mostrd
una regulacién de la transcripciéon de rfaH durante el crecimiento de S. Typhi, con
un aumento en fase estacionaria (Fig. 3). La actividad del promotor P; (pRS219)
también presentdé una regulacién fase-dependiente, similar a lo obtenido con la
fusion del plasmidio pCE334 (Fig. 3). La actividad obtenida con esta fusion fue
consistentemente mayor a la alcanzada con la fusion del pCE334, llegando a 250
unidades Miller. Por el contrario, la actividad del promotor P, (pRS115) mostré una
actividad inferior a la de pCE334, con un leve aumento durante el crecimiento,
llegando a las 60 unidades Miller en fase estacionaria.
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Figura 3. Expresion de las fusiones de los promotores P y/o P, de rfaH a lacZ
durante el crecimiento de S. Typhi. Los simbolos cerrados representan el crecimiento
bacteriano de las cepas transformadas con el correspondiente plasmidio. Los simbolos abiertos
representan las unidades de Miller correspondiente a la actividad B-galactosidasa de cada fusion.
O, €, S. Typhi/pCE334; O, @, S. Typhi/pRS219; [, M, S. Typhi/pRS215 y A, A, S.
Typhi/pRS115
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Debido a que el factor RpoN requiere la actividad de proteinas activadoras
gue se unen en regiones distantes a las correspondientes cajas, se construyd una
fusién con un fragmento que incluy6 alrededor de 200 pb rio arriba de la posible
caja rpoN del promotor P, (Fig. 1B), generando el plasmidio pRS215. La actividad
de esta construccion mostré una actividad inferior relativamente constante a lo largo

de la curva de crecimiento (Fig. 3).

3.2. Clonamiento, sobreexpresién y purificacion de RpoN.

Resultados anteriores de nuestro laboratorio mostraron que una mutacion
puntual que reemplazé la guanina de la posicion -25, la cual es esencial para la
actividad de RpoN (Wang y Gralla, 1998), por una adenina, no produjo un defecto
en la regulacién fase-dependiente de la expresion de rfaH (Bittner, 2004). Por otra
parte, mediante EMSA, utilizando la sonda de 334 pb, no se observé diferencias en
los retardos producidos por extractos proteicos de la cepa Ty2 versus una cepa
ArpoN. Esto sugiere que la probable caja RpoN del promotor P1 no seria funcional,
por lo tanto, RpoN no se uniria directamente a este promotor de rfaH y su
participacion en la regulaciéon de rfaH seria indirecta. Para confirmar los resultados
anteriores se decidié estudiar la unién del factor RpoN purificado a la regién

promotora de rfaH.

3.2.1 Clonamiento de RpoN en los vectores pGEM®-T easy y pET-21b(+).

Para purificar la proteina RpoN de S. Typhi se clon6 el marco de lectura
abierto de rpoN, amplificandolo por PCR a partir de DNA genoémico. Para esto se
disefiaron los partidores especificos rpoN-N-Ndel y rpoN-C-Xhol (Tabla 3) a partir
de la secuencia gendmica disponible de S. Typhi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi??db=nucleotide&val=AE014613). En

34



Resultados.

estos partidores se incluyeron sitios de corte para las enzimas Ndel y Xhal,
respectivamente, con el objeto de dirigir la orientacién de la clonacién. En la
secuencia del partidor 3’ se excluyé el codon de término para asi fusionar una
secuencia de 6 histidinas en el extremo carboxilo terminal de la proteina
recombinante. El fragmento amplificado, de aproximadamente 1,4 kb, se ligd al
vector pPGEM®-T easy, como se muestra en la Fig. 4, y esta construccion se uso6

para transformar la cepa E. coli DH5a.

Promotor » rpoN ORF
rpoN

* Caden de término

Amplificacién por PCR ‘

T
1400 bp
Clonamiento en ‘
pPGEM®-T Easy
rpoN (ORF)
Amp

PGEM- rpoN
4.5 kb

ORI
Subclonamiento en ‘
PET-21b(+)

Promotor T7

Amp rpoN (ORF)
pFA-1
6.0Kb |

_/' " 6xHis tag

ORI

Figura 4. Esquema de la construccidn del vector pFA-1, para la sobreexpresion
de RpoN-HisTag. Los detalles se describen en el texto.

El plasmidio se purificd, se cort6é con las enzimas Ndel y Xhol y se purificé el
fragmento resultante desde un gel de agarosa al 1,5%. Estos fragmentos se ligaron
en el plasmidio pET-21b(+) (Novagen), que previamente fue digerido con las
mismas enzimas. El producto de la reaccion de ligacion se emple6 para transformar

la cepa E. coli DH5(1[] El plasmidio resultante (pFA-1) se purifico y se transformé la
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cepa E.coli BL21 (ODE3). La insercion fue corroborada mediante PCR utilizando los

partidores T7 y T7t (Tabla 3).

3.2.2 Sobreexpresion y purificacion de RpoN-HisTag de S. Typhi.

El marco de lectura clonado en la cepa E. coli BL21/pFAl se utilizé para
sobreproducir la proteina recombinante RpoN-HisTag. La cepa inducida con IPTG
presentd una intensa banda correspondiente a la proteina recombinante

sobreexpresada (Fig. 5A, carril 3).

123 4 56 78 9101112 13
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Figura 5. Sobreexpresién y purificacion de la proteina RpoN-HisTag mediante
cromatografia de afinidad por metales. (A). Las proteinas se analizaron mediante SDS-
PAGE al 10% vy tincién con plata. Carril 1: estdndar de peso molecular; Carriles 2 y 3:
proteinas totales de la cepa BL21/pFA1l no inducida e inducida con IPTG, respectivamente;
Carriles 4-9: lavados con 20mM de Imidazol; Carril 10-13: elucién de RpoN-HisTag con
200mM Imidazol. (B). Concentracion mediante ultrafiltracion de la proteina recombinante
RpoN-HisTag. Las fracciones purificadas (i y ii) y la soluciéon concentrada (C) se analizaron
mediante SDS-PAGE vy tincion con Azul de coomassie. L, estandar de peso molecular
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Estudios de solubilidad de la proteina sobreexpresada mostraron que RpoN-
HisTag esta mayoritariamente asociada a la fraccion de proteina insoluble,
probablemente debido a la formacion de cuerpos de inclusién, no obstante, una
cantidad remanente permanecié en la fraccién soluble (no mostrado). Se decidio
purificar la proteina a partir de esta ultima fraccion, para asi favorecer la obtencion
de la proteina en su estado nativo.

La purificacion mediante cromatografia de afinidad a niquel se realiz6 en
condiciones no desnaturantes. Se realizaron varios ensayos para optimizar las
condiciones de purificacion. Los lavados con concentraciones crecientes de
imidazol permitieron la eliminacion de varios polipéptidos unidos con baja afinidad o
inespecificamente (Fig. 5A, carriles 4 al 9). Luego de eluir con 200 mM de imidazol
se obtuvieron fracciones altamente purificadas, en las que se pudo observar una
proteina de alrededor de 70 kDa (Fig. 5A, carriles 10 al 13), la que representa
alrededor de un 90% de la proteina presente en estas fracciones. La masa
molecular aparente de la proteina purificada (~ 70 kDa) no corresponde con la
masa molecular tebrica para esta proteina (~ 55 kDa). Sin embargo, la
secuenciacion de la construccion en pFALl, mostr6 que el fragmento de 1,4 kb
clonado es idéntico al marco de lectura encontrado en la base de datos. Esta
discrepancia en la masa molecular aparente de RpoN ya habia sido reportada en
un trabajo en que se purific6 RpoN de S. Typhimurium (Popham y cols., 1991). No
obstante, los autores demostraron inequivocamente que la actividad de del factor
RpoN se asociaba a esta proteina.

La concentracion de proteina en las fracciones purificadas fue de 200 pg/mL
en promedio, lo cual es insuficiente para su utilizacion en ensayos de retardo (Muro-
Pastor y cols., 1994). Se decidi6 entonces concentrar estas fracciones mediante

ultrafiltracion utilizando el sistema Vivaspin con un corte de 5 kDa. Asi se obtuvo
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una solucién de proteinas con una concentracion de 1 mg/mL. En el analisis
mediante SDS-PAGE de la solucion concentrada (Fig. 5B) se observé la proteina
recombinante inalterada, sin evidencias de degradacion. Esta fraccion concentrada

se utilizé para los ensayos de EMSA.

3.2.3 Ensayo de retardo de la movilidad electroforética en geles (EMSA).

Se utilizo la fraccion concentrada de RpoN-HisTag purificada (Fig. 5B), la
cual se enfrentd a la sonda de 219 pb, correspondiente al promotor P (ver Fig. 1B),
marcada radiactivamente con y-*2P ATP. Bajo estas condiciones, no se observé una
banda retardada (Fig. 6, carril 1), consecuentemente tampoco se observd un
retardo al utilizar un exceso de sonda fria especifica (Fig. 6, carril 4) 0 un exceso de

poli didC como sonda inespecifica (Fig. 6, carril 5).

Figura 6. Estudio de la unién de RpoN-HisTag al promotor P; de rfaH. Ensayo de
retardo en geles de poliacrilamida al 7% (EMSA) utilizando una sonda de 219 pb y una fraccion
purificada de la proteina recombinante RpoN-HisTag de S. Typhi. Se aplicé 43 femtomoles de
sonda marcada con 32P y 520 ng de RpoN-HisTag. Carril 1, Sonda 219 pb; Carril 2, sonda 219
pb con RpoN hervida; Carril 3, sonda 219 pb con RpoN; Carril 4, sonda 219 pb con RpoN +
50x sonda fria; Carril 5, sonda 219 pb con RpoN + 50x de DNA competidor inespecifico

Eventualmente, en algunos ensayos se observé una banda retardada, la
gue, sin embargo, fue desplazada tanto por un exceso de sonda fria como por un

exceso de sonda inespecifica (no mostrado). De estos resultados se puede concluir
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que el factor sigma alternativo RpoN-HisTag no se une de forma especifica al
promotor P; de rfaH y, por lo tanto, la participacion de este factor sigma en la

regulacién transcripcional de rfaH es indirecta.

3.3 Proteinas activadoras de RpoN.

Para la expresion de genes dependientes de RpoN se requiere la funcién de
proteinas activadoras, denominadas "enhancer binding proteins" (EBP) (Jurado y
cols., 2003). Existe un gran numero de estas proteinas, las que responden a
distintos estimulos ambientales. Se planted, entonces, que conociendo cual EBP es
necesaria para la regulacién transcripcional de rfaH se podria avanzar en la
dilucidacién de la via regulatoria involucrada en la expresion fase-dependiente de
este gen. La delecién de una EBP que participe en la expresion de un promotor
bajo el control de RpoN, traeria como consecuencia la pérdida de la regulacién, la
cual se puede determinar con un vector reportero que contenga al promotor en
cuestion. El vector reportero utilizado en este caso, pCE334, contiene la secuencia
promotora de rfaH y presenta una actividad fase-dependiente, bajo el control de
RpoN (Bittner y cols, 2002).

Las EBPs tienen como caracteristica principal un dominio conservado de
unién a RpoN. Una busqueda informatica para encontrar marcos de lectura abiertos
con dominios conservados de uniéon a RpoN reveld la presencia de 12 posibles
EBPs en la secuencia completa del genoma de S. Typhi. Anteriormente se
estudiaron 4 de estas probables EBPs (Carter, 2004), que se escogieron por tener
dominios de respuesta de sistemas de dos componentes. En este proyecto se
evalué la participacion de otras 6 EBPs en la regulacion fase-dependiente de rfaH.
Para esto se construyeron mutantes nulas en estos genes segun el método descrito

por Datsenko y Wanner (2000).
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Se obtuvieron 4 cepas transformantes resistentes a Kan (tyrR, pspF, fhlA y
clpB) y 2 cepas transformantes resistentes a Cam (yieN y ygaA), en las cuales el
gen cat (para las resistentes a Cam) o el gen aph (para las Kan®) estan
interrumpiendo el gen de la EBP deseada. El genotipo de las cepas mutantes
obtenidas se confirmé mediante PCR. En este trabajo los partidores utilizados
amplifican DNA de tamafio distinto para la cepa nativa y para la correspondiente

cepa con la EBP mutada (Figura 7A-F).

A B C
Wt AfIA Wt  AclpB Wt ApspF
Wit A ygaA Wt AtyrR Wt AyieN

Figura 7. Confirmacién mediante PCR de la delecion de posibles EBP en
S. Typhi. (A-F). Se muestra la amplificacion de los posibles genes de las EBP en la cepa
nativa (Wt) y los correspondientes amplicones para las cepas mutantes en los genes que
codifican para las probables proteinas activadoras de RpoN.

Las cepas mutantes obtenidas, fueron transformadas con el plasmidio
pCE334. Se ensayd la actividad p-galactosidasa en las etapas exponencial,
exponencial tardia y estacionaria de crecimiento. En estos puntos se observo el
comportamiento fase-dependiente de la transcripcién de rfaH, la cual se caracteriza
por un aumento desde la fase exponencial tardia hasta la fase estacionaria. Como
control se utilizé la cepa S. Typhi/pCE334 cuyo comportamiento fue mencionado
anteriormente.

En la Fig. 8 se observan las 6 cepas estudiadas y la cepa control

S. Typhi/pCE334. Las cepas mutantes ApspF, AtyrR, AyieN y AfhIA mostraron un
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aumento de la actividad B-galactosidasa similar a la cepa nativa. En la cepa AygaA
el nivel de actividad p-galactosidasa fue similar a la cepa silvestre durante la fase
estacionaria, sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en la cepa silvestre, el
aumento de actividad ocurri6 mas temprano, durante la fase exponencial media.
Por otra parte AclpB mostré6 un comportamiento similar a la cepa silvestre, pero con

una actividad consistentemente menor a la cepa nativa.

200 I
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& g 100 OAclpB
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S > W AygaA
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W AfhA
0
exponencial exponencial tardia estacionaria
Fase de crecimiento

Figura 8. Efecto de la mutacion de posibles proteinas activadoras de RpoN
sobre la transcripcion de rfaH. Se muestran las actividades de las correspondientes
cepas transformadas con el plasmidio pCE334 en las fases exponencial, exponencial
tardia y estacionaria.
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4. DISCUSION

En este estudio se investigd el papel del factor sigma RpoN sobre la
expresion del antiterminador transcripcional RfaH en S. Typhi. Antecedentes de
nuestro laboratorio indicaban que en S. Typhi la produccion de AgO es regulada
positivamente por el factor de antiterminacién RfaH y que su funcién es esencial
para la sintesis del LPS, ya que mutantes ArfaH producen un LPS carente de AgO y
con un “core” truncado (Rojas y cols., 2001). Ademas, la expresion de rfaH, asi
como la produccién de AgO, varian durante el crecimiento bacteriano, alcanzando
un maximo en fase estacionaria (Bittner y cols., 2002). En esta regulacion, que se
ejerce a nivel de inicio de la transcripcion, participa el factor RpoN, sin embargo no
estaba dilucidado si la participacion de RpoN se ejerce directamente sobre rfaH, o
indirectamente mediante la participacibn de otros factores, probablemente
regulados por RpoN. Asimismo, dado que rfaH posee dos promotores, se
desconocia cual es la participacién de cada uno de ellos en la regulacion fase-
dependiente de rfaH.

Mediante la construccion de vectores reporteros de copia Unica, que
contienen soélo al promotor P; 0 P (Fig. 1B, Fig. 2A) fusionado a lacZ, se demostré
que sélo el promotor P; es regulado por el crecimiento. El promotor P2, en cambio
mostré una actividad transcripcional que parece contribuir marginalmente a la
regulaciéon fase-dependiente del gen rfaH. Con estos resultados podemos
responder la pregunta mencionada anteriormente: sélo el promotor P; es
responsable de la regulacion fase-dependiente de rfaH.

Las disimiles actividades transcripcionales de los promotores Pi1 y P;
sugieren que ambos cumplen funciones fisiologicas diferentes. ElI promotor P;

participa en la regulacion fase-dependiente de rfaH, proceso adaptacion a las
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condiciones ambientales generadas durante la fase estacionaria. Por otro lado, el
promotor P,, dada su actividad constante, estaria encargado de la transcripcion
constitutiva de rfaH. La existencia de mas de un promotor que, mediante la
regulacién diferencial de su actividad, cumplen papeles fisiolégicos distintos en la
expresion de un gen se ha descrito en la literatura. Es asi como, por ejemplo, Raina
y cols., (1995) demostraron en E. coli que la expresion de rpoH, un factor sigma que
se induce bajo condiciones de estrés térmico, es regulada por dos promotores que
cumplen roles fisiolégicos distintos, siendo uno sélo de ellos el encargado de la
induccién de la transcripcién de rpoH en situaciones de estrés térmico.

Los ensayos de retardo en geles (EMSASs) con la proteina RpoN-HisTag
indican que esta proteina no se une directamente al promotor P1, ya que no se
observo un retardo en la movilidad electroforfietica de la sonda correspondiente.
Este resultado fue sorprendente, porque, ademas de estar rfaH sujeto a la
regulacion por RpoN, este promotor posee una probable caja de reconocimiento
(-12 y -24) para RpoN con una alta similitud al consenso descrito (Barrios y cols.,
1999). Cabe mencionar que para estos ensayos de retardo se purificd la proteina
RpoN recombinante sobreexpresada desde la fraccién de proteina soluble, por lo
tanto es poco probable que el resultado negativo sea producto de la utilizacién de
una proteina en su estado no nativo. Sin embargo, no se puede descartar que la
presencia de la cola de polihistidina pudiera afectar la actividad de la proteina. No
obstante, este resultado esta en concordancia con una observacién no publicada de
nuestro laboratorio que muestra que la mutacion puntual en una base altamente
conservada en el promotor P1, que seria fundamental para la actividad de RpoN, no
afectd la regulacion transcripcional de rfaH (Bittner, 2004). Por lo tanto, estos

resultados nos permiten afirmar que la regulacion que ejerce RpoN sobre la
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expresion de rfaH seria indirecta, es decir, en este proceso intervendria algun otro
determinante que probablemente formaria parte del regulon de este factor sigma.

Los genes controlados por RpoN codifican principalmente para proteinas
relacionadas con la asimilacion de nitrégeno y con el catabolismo de aminoacidos y
otros metabolitos (Reitzer y Schneider, 2001; Reitzer, 2003). La definicion del
reguldbn RpoN en E. coli, y otras enterobacterias, proviene de la recopilacion de
datos experimentales fragmentados de la literatura. A nuestro entender, no existen
estudios a escala global, ya sea de protebmica o gendmica funcional, del regulén
RpoN en estas bacterias. Sin embargo, recientemente se realiz6 una definicion
bioinformatica del regulén de E. coli (Reitzer y Schneider, 2001), encontrandose un
gran namero de promotores con potenciales cajas para RpoN, entre ellos genes
para algunos sistemas de dos componentes y para el metabolismo de DNA, los que
podrian participar en la posterior regulacién de la expresién de genes como rfaH.
En un estudio a escala global de transcriptémica y protedmica realizado con una
mutante rpoN de Listeria monocytogenes (Arous y cols., 2004), se definié un
reguldn de 77 genes, entre los cuales también se encuentran algunos sistemas de
dos componentes y reguladores transcripcionales de la familia AraC. En apoyo de
nuestros resultados, la mayoria de ellos serian regulados de forma indirecta por
RpoN, asi a nuestro parecer, es perfectamente posible que en S. Typhi el gen rfaH
sea regulado indirectamente por RpoN, probablemente por algun factor
transcrpicional regulado directamente por este factor sigma.

La ruta regulatoria que lleva a la induccion de rfaH durante la transicion a
fase estacionaria es desconocida. Dado que la actividad de RpoN depende
estrictamente de la funcion de proteinas activadoras (EBPs), las que forman parte
de rutas de sefalizacién diversas, en este estudio se planted la hipétesis que

conociendo la EBP involucrada en la activacion de rfaH se podria avanzar en
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conocer esta ruta. Nuestros resultados no mostraron una clara relacion entre la
delecion de alguna de las probables EBPs de S. Typhi y la regulacion fase-
dependiente de rfaH. Soélo la mutante AygaA presentd una diferencia con respecto a
la cepa silvestre: el aumento en la expresion de rfaH ocurri6 durante la fase
exponencial temprana. La proteina YgaA de S. Typhi tiene un 80% de identidad con
la EBP NorR de E. coli, la que regula la expresién del operén norVW, que codifica
las proteinas para la detoxificacion de oxido nitrico. Asi, una explicacion para esta
observacion no es evidente. En cualquier caso, seria interesante analizar el fenotipo
del LPS de esta cepa durante el crecimiento para saber si correlaciona con la
regulacion de rfaH. Debido a que no se pudo identificar cabalmente la EBP
involucrada en la regulacion de rfaH, estamos intentando establecer cual o cuales
son las condiciones ambientales y, mediante una estrategia genética, cual o cuales
son los reguladores globales involucrados en el fenédmeno, para asi dilucidar la ruta
regulatoria.

En conjunto, nuestros resultados indican que la regulacion fase-dependiente
de rfaH es mediada indirectamente por el factor sigma de estrés RpoN, por la unién
de una proteina desconocida regulada por este factor sigma, que actia sobre el

promotor P; de rfaH.
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5.- Conclusiones

Se logré clonar independientemente los promotores P1 y P, de rfaH. Ambos
promotores tienen una actividad distinta entre si: el promotor P;, aumenta su
transcripcion desde un estado basal durante el crecimiento exponencial hasta
un maximo en la fase estacionaria, por lo que es regulado
fase-dependientemente; el promotor P,  presenta una actividad
significativamente menor que el promotor P; durante el crecimiento bacteriano,
por lo que contribuye marginalmente a la regulacion fase-dependientemente de

este gen.

Se logré el clonamiento, sobreexpresion y enriquecimiento de RpoN-HisTag.
Los resultados de los ensayos EMSA demuestran que RpoN no se une al
promotor P1, de forma que su participacion en la transcripcion de rfaH es de

modo indirecto.

Se construyeron mutantes nulas en los genes que codifican para las EBP

encontradas en S. Typhi. Ninguna de ellas participa en la regulacién

fase-dependiente de RfaH
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