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RESUMEN

La shigelosis o disenteria bacilar es causada por el enteropatogeno Shigella spp, que
incluye las especies S. flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae y S. boydii. Se estima que provoca 1
millén de muertes al afio en todo el mundo, por lo que la Organizacion Mundial de la Salud ha
establecido como prioridad el desarrollo de vacunas para combatir esta enfermedad. En Chile,
Shigella causa aproximadamente el 12% de diarreas agudas y 30% de sindrome disentérico en
niflos menores de 5 afios y los casos mas severos estan asociados a infeccion por S. flexneri.
Después de la ingesta, Shigella llega hasta el colon, sobrevive el ataque de macrofagos
residentes, induce su endocitosis en células no fagociticas y se disemina a través del epitelio
intestinal. Esta capacidad de la bacteria de infectar se debe a la presencia de un plasmido de
virulencia (PV), especificamente de la “region de entrada”, en que estdn codificadas las
proteinas necesarias para invadir la mucosa colonica. Los principales reguladores
transcripcionales de los genes de virulencia del PV son las proteinas VirF y VirB. La
importancia de VirF radica en la regulacion de la expresion del gen virB; a su vez, el producto
de éste regula los genes de la region de entrada. La expresion de virF estd finamente
controlada, siendo la regulacién a nivel traduccional importante, mediada por modificaciones
post transcripcionales de los tRNA. La ausencia de la base modificada queuosina (Q) provoca
disminuciéon de la cantidad de VirF, con un efecto en la virulencia de Shigella. Q es
hipermodificada en E. coli por la enzima glutamil queuosina-tRNA sintetasa (GluQ-RS), que
agrega un glutamato a esta base. El gen gluQ-rs esta presente en S. flexneri, pero no hay
estudios acerca de su papel en la patogenia de esta bacteria. En el presente trabajo se estudio la
expresion del gen virF' de S. flexneri clonado en un vector de expresion a nivel de su
transcripcion y traduccion en cepas de E. coli W3110 silvestre y mutante en el gen gluQ-rs.

Los experimentos de RT-PCR y “Western blot” no mostraron diferencias claras en los niveles



de mRNA de virF ni de proteina entre las cepas silvestre y mutante. Se observo ademas que la
presencia de virF altera el crecimiento de la cepa silvestre y no asi de la cepa mutante. En el
futuro seria atractivo estudiar la influencia de VirF sobre la expresion de otros genes no

codificados en el PV.



ABSTRACT

Shigellosis or Bacillary Dysentery is caused by the enteric pathogen Shigella spp. It
includes S. flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae and S. boydii. In the world, it causes over a
million deaths per year, thus the World Health Organization has established a priority the
develop of vaccines against this pathogen. In Chile, Shigella causes 12% of acute diarrheas
and 30% of dysenteric syndromes in children under 5 years old. More severe cases are
associated with Shigella flexneri infection. After Shigella is ingested, it reaches the colon and
survives the macrophages attack; then induces its endocytosis into non phagocytic cells and
spreads trough the intestinal epithelium. The ability of Shigella to infect is due to the presence
of the Virulence Plasmid (VP), specifically, the “entry region”, which encodes proteins
involved in invasion. The two mayor virulence transcriptional regulators are VirF and VirB.
The importance of VirF lays on the regulation of the virB gene expression; which product
regulates the expression of the entry region genes. virF expression is finely controlled being
traductional regulation important, which it is mediated by tRNA post-transcriptional
modifications. The absence of the modified base queuosine (Q) results in lower levels of VirF
protein, affecting the virulence of Shigella. In E. coli, Q is hypermodified by the glutamyl
queuosine-tRNA synthetase (GluQ-RS), adding a glutamate to the base. The gluQ-rs gen is
present in S. flexneri, but no investigations have been conducted to understand its possible role
in the bacterial pathogenicity. In the present work I studied the expression of the virF' gene
cloned into an expression vector at the transcriptional and traductional levels in wild type E.
coli W3110 and AgluQ-rs. The RT-PCR and western blot experiments did not show clear
differences between wild type and AgluQ-rs E. coli mRNA or protein levels. However, I

noticed that the presence of the virF’ gene impairs the growth to wild type strain, but not the
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mutant. It would be interesting in the future to study the influence of VirF on the expression of

not PV-encoded genes.
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I. INTRODUCCION

Shigelosis como problema de salud publica

Shigella es un bacilo gram negativo, inmovil, intracelular y anaerobio facultativo,
agente causal de la shigelosis humana o disenteria bacilar. Esta patologia sigue siendo una
importante causa de mortalidad en el mundo, principalmente en paises en desarrollo. Segin
datos de la Organizacion Mundial de la Salud, hay cerca de 165 millones de casos de infeccion
por Shigella en el mundo y cada afio hay un millén de muertes por esta causa, por lo que se ha
determinado como prioridad el desarrollo de vacunas contra este patogeno (Kottlof y cols.,
1999). Existen cuatro especies del género Shigella: S. flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae y S.
boydii.

En Chile, el sindrome diarreico agudo estd dentro de las cinco causas principales de
muerte en menores de 5 afios. Shigella es causante de aproximadamente el 12% de diarreas
agudas y 30% de sindrome disentérico en este grupo etario (Ferrecio y cols., 1991; Henriquez
y cols., 1999). En nuestro pais, las especies mas frecuentemente aisladas son S. sonnei y S.
flexneri (Boheme y cols., 2004; Prado y cols., 1999), siendo esta ultima la que provoca

cuadros mas severos (Hamilton y cols., 2007).

Mecanismo de patogénesis de S. flexneri

S. flexneri posee una baja dosis infectiva, siendo capaz de desarrollar el cuadro clinico
con una ingesta de 10 a 100 bacterias (DuPont y cols., 1989). Esto puede ser explicado por su
resistencia al medio 4acido y sobrevida en el estdmago (Small y cols., 1994), pudiendo alcanzar
finalmente el intestino. Una vez en el intestino grueso, Shigella es traslocada desde el lumen
hacia la membrana basal por las células M. Los macrofagos residentes fagocitan a Shigella,

pero sobrevive a este ataque al liberarse del fagosoma e inducir apoptosis via caspasa-1
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(Ogawa y cols., 2008). También estimula una respuesta inflamatoria induciendo la liberacién
de IL-18 e IL-1pB, que actian como quimioatractantes para polimorfonucleares, lo que provoca
destruccion del epitelio y facilita la diseminacion de la bacteria (Figura 1). Luego de escapar
de la fagocitosis, Shigella utiliza la maquinaria celular e induce su entrada por la membrana
basolateral del enterocito, que es la unica zona donde Shigella es capaz de invadir,
probablemente debido a receptores de membrana especificos de este dominio (Mounier y
cols., 1992; Skoudy y cols., 2000; Watarai y cols., 1996;). Shigella spp. provoca rearreglos de
los filamentos de actina del citoesqueleto, generando ondulaciones o deformaciones en la
membrana de la célula eucarionte que envuelven la bacteria en una vacuola, posteriormente se

libera y disemina en el epitelio.

Shigella

Macréfago

IL-1B  IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-a

Figura 1. Modelo propuesto para la estrategia invasora de Shigella. (1) Una vez traslocada por
células M, Shigella debe sobrevivir el ataque por macrofagos (2), en los que induce apoptosis; alcanza
el polo basolateral de las células epiteliales (3) e induce su entrada (4). El movimiento intracelular de la
bacteria (5) lleva a la formacion de protrusiones y diseminaciéon dentro del epitelio (6). Gatilla
liberacion de IL-1p por los macrofagos apoptoticos (A), IL-8 y otras citoquinas por las células
epiteliales (B), lo que promueve reclutamiento de polimorfonucleares que migran a través de la barrera
epitelial (C), facilitando la entrada luminal de la bacteria a las células epiteliales (D) y mayor invasion
del epitelio. Adaptado de Parsot, 2005.
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Las proteinas requeridas en la patogénesis de Shigella se encuentran codificadas en el
plasmido de virulencia (PV), que posee un tamafio de 230 kb y de secuencia conocida
(Sansonetti y cols., 1981; Venkatesan y cols., 2001) (Figura 2). El proceso de invasion sucede
gracias a los productos de genes localizados en una region de 31 kb en el PV, conocida como
“regidon de entrada” (Sasakawa, 1988). Estos genes incluyen un sistema de secrecion tipo 111
(SSTT) codificado en el locus mxi-spa, los genes de las proteinas efectoras IpaA, IpaB, IpaC,
IpaD, IpgBI1, IpgD e IcsB y sus chaperonas IpgA, IpgC, IpgE y Spal$, codificadas en el
operon ipa. El SSTT es un mecanismo ampliamente utilizado por bacterias Gram negativo
patogenas que permite la secrecion de proteinas, generalmente factores de virulencia, desde el
citosol hacia la célula eucarionte (Cheng y Schneewind, 2000; Galan y Collmer, 1999;). Este
sistema es conservado, pero las proteinas efectoras son diferentes para cada patdgeno. En el
caso de Shigella, IpaB e IpaD forman un complejo proteico que regula la secrecion del SSTT;
¢éste es activado cuando la bacteria establece contacto con la superficie de la célula del
hospedero (Ménard y cols., 1993), lo que resulta en la secrecion de las proteinas Ipa. Junto con
IpaC, IpaB forma un poro en la membrana celular eucarionte que facilita la entrada de
proteinas efectoras al enterocito (Cossart y Sansonetti, 2004; Parsot, 2005;). IpaB por otra
parte, es necesaria para escape del fagosoma y también para la activacion de caspasa-1 y
liberacion de las citoquinas antes mencionadas (Figura 1) (Zychlinsky y cols., 1994). Una vez
en el citoplasma eucarionte, Shigella escapa de la vacuola gracias a IpaB e IpaC y se moviliza
al interior de la célula, diseminandose lateralmente mediante la formacion de filamentos de
actina en un polo de la célula, resultado de la interaccion de la proteina de membrana
IcsA/VirG con la proteina de la célula hospedera N-WASP y el complejo Arp2/3 (Suzuki y

cols., 1998).
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Figura 2. Representacion del plasmido de virulencia de 230 kpb de S. flexneri. Abajo se destaca la
region de entrada de 31 kpb. Las flechas angulares indican direccion de la transcripcion. Rep, origen de
replicacion. No a escala. Adaptado de Dorman y cols., 2001.

Regulacion de la expresion de genes de virulencia en S. flexneri.

El proceso de invasion, sobrevida intracelular y diseminacion esta finamente regulado
por una serie de factores fisicos y quimicos incluyendo temperatura, osmolaridad y pH, asi
como también por proteinas reguladoras, codificadas en el PV. La expresion optima de los
factores de virulencia ocurre a 37 °C (Maurelli y cols., 1984), osmolaridad equivalente a suero
fisiologico (Porter y Dorman, 1994) y pH 7,4 (Nakayama y cols., 1998), condiciones que
ocurririan en el ambiente donde se necesitara la expresion de los genes de virulencia, como el
colon.

En el plasmido de virulencia también estdn codificados tres reguladores
transcripcionales conocidos: VirF, VirB y MxiE y uno probable, Orf81 (Le Gall y cols., 2002).

VirF es el regulador clave y da inicio a la cascada de regulacion activando la transcripcion del

15



gen virB, mientras que la proteina VirB activa la transcripcion de los genes de la region de
entrada y otros genes de virulencia codificados en el PV (Parsot, 2005) (Figura 3), incluido el
gen que codifica al regulador transcripcional MxiE, que activa la transcripcion de una serie de
genes localizados fuera de la region de entrada del PV. MxiE se activa unicamente cuando el
SSTT esta activo (Mavris y cols., 2002). VirF activa ademas la expresion del gen requerido
para movimiento intracelular icsA/virG (Wing y cols., 2004) y pertenece al grupo de
reguladores tipo AraC que responden a senales fisicas, como temperatura (Dorman y cols.,
1998). Para el gen orf81 no se ha demostrado participacion en la activacion transcripcional de
algin gen especifico (LeGall, 2002).

En el proceso de regulacion mediada por temperatura esta involucrada la proteina H-
NS (Maurelli y Sansonetti, 1988), codificada en el cromosoma de Shigella, que ejerce un
efecto represor en los promotores de varios genes de virulencia a temperaturas menores de
37 °C (Maurelli y cols., 1984; Porter y Dorman, 1997). H-NS es una proteina de uniéon a DNA
de 15 kDa (Atlung e Ingmer, 1997; Bertin y cols., 1999). Es un componente mayor del
nucleoide bacteriano y se encuentra en concentraciones de hasta 10° monémeros por célula
(Williams y Rimsky, 1997). La unién de H-NS al DNA es independiente de la secuencia
nucleotidica, pero la estructura y particularmente la curvatura del DNA es importante al
determinar la afinidad de esta proteina a un sitio particular (Bracco y cols., 1989; Yamada y
cols., 1990).

La mutacion del gen hns en S. flexneri, provoca aumento en la expresion del SSTT a
30 °C (Porter y Dorman, 1994). Los genes regulados por esta proteina mas estudiados son virB

y virF.
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Figura 3. Esquema de la cascada de regulacion de la expresion de los genes codificados en el PV
por las proteinas VirB y VirF. Se representa los genes de la region de entrada y otros genes del PV.
Las flechas verticales indican los promotores de los genes que son controlados por VirB o VirF. Las
flechas horizontales indican la direccion de la transcripcion de esos genes. No a escala.

Regulacion de la expresion de virB en Shigella.

La importancia del gen virB para la expresion de genes de virulencia de S. flexneri se
demostrd por primera vez a través de mutagénesis del PV mediada por transposon (Watanabe
y cols., 1990). Se observo que las proteinas IpaB e IpaC no se encontraban en mutantes para
VirB aun si el gen virF estaba presente. Se ha determinado que la proteina VirB es capaz de
unir DNA (Beloin y cols., 2002) y que la secuencia nucleotidica reconocida por ésta se
sobrepone a la region reconocida por H-NS (Beloin y Dorman, 2003), ejerciendo un efecto
antirrepresor con accion opuesta a H-NS, desplazandola y permitiendo que la RNA polimerasa
reconozca el promotor (Turner y Dorman, 2007). Todos los genes regulados positivamente por
VirB son reprimidos por H-NS (Beloin y Dorman, 2003). A su vez, la expresion de virB, es
regulada positivamente por la proteina VirF y negativamente por la proteina H-NS (Tobe y
cols., 1993). Ademads, existe un control determinado por cambios de temperatura, siendo
reprimida a 30 °C, en la cual es importante la topologia del DNA alrededor de la region
promotora de virB (Tobe y cols., 1995). En S. sonnei se ha demostrado que la regulacion de la

expresion de virB mediada por temperatura ocurre a nivel post transcripcional, ya que a 30 °C
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se observa represion de la sintesis de VirB (InvE), mientras que los niveles de mRNA son

significativamente altos (Mitobe y cols., 2008).

Regulacion de la expresion de virF en Shigella.

El regulador transcripcional inicial y principal es VirF. Esto se demostr6 en cepas con
inactivacion espontanea del gen virF'y que presentan fenotipo avirulento (Mills y cols., 1992).
En S. flexneri, la transcripcion del gen virF' se ve influenciada por varias proteinas. Asi por
ejemplo, el efecto de la temperatura estd mediado por H-NS, que reprime la expresion al
unirse a su promotor a 30 °C (Falconi y cols., 1998). VirF también regula negativamente la
expresion de su propio gen (Porter y Dorman, 1997). La proteina IHF (factor de integracion
del hospedero) regula positivamente la transcripcion de virF en fase logaritmica y estacionaria
del crecimiento de S. flexneri (Porter y Dorman, 1997). En S. sonnei se ha visto que en la
regulacion de la expresion de virF mediada por pH esta involucrado el sistema de dos
componentes CpxR-CpxA (Nakayama y Watanabe, 1995).

VirF también puede ser regulado a nivel de traduccion, jugando un papel importante
las bases modificadas presentes en los tRNA. En eucariontes, procariontes y arquea, existen
modificaciones post-transcripcionales de las bases en muchos tRNAs, pero la funcion de éstas
no se conoce en su totalidad. Sin embargo, se ha planteado que permiten la fidelidad y
eficiencia en la traduccion (Bjork, 1995; Curran, 1998) y también mantencion del marco de
lectura (Urbonavicius, 2001). Esto les confiere un papel importante en la regulacion de la
expresion de genes en distintos patdgenos. En Agrobacterium tumefaciens, la ausencia de la
base modificada isopentil adenosina provoca una reduccion en su capacidad virulenta (Gray y
cols., 1992). En Pseudomonas aeruginosa, la base modificada pseudouridina regula la

expresion de los genes del SSTT (Ahn y cols., 2004). En E. coli, las proteinas GidA y MnmE
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estan involucradas en la adicién de un grupo carboximetilaminometil (cmnm) en uridina 34
(U34) de algunos tRNAs. Se demostrdé que mutaciones del extremo amino terminal de GidA
(proteina de union a FAD) altera la capacidad de unir FAD y modificar tRNA, provocando
deficiencia en crecimiento celular (Yim y cols., 2006). Otra modificacién corresponde a la
base modificada 7-metil-guanosina que es requerida para la infeccion del hongo fitopatdgeno
Colletotrichum lagenarium (Takano y cols., 2006).

Queuosina (Q) es una base modificada compleja, andlogo de guanosina, que reemplaza
a guanina (G) en posicion 34 del anticodon de los tRNA de aspartato, asparragina, tirosina e
histidina. Q esta conservada en muchos organismos, lo que sugiere que esta modificacion es
de importancia. A partir de GTP y luego de 4 transformaciones enzimaticas, se genera PreQ,,
que es convertida a 7-amino-7-deazaguanina (PreQ;) por la enzima PreQ, reductasa (Lee y
cols., 2007). Mediante una reaccion de transglicosilacion, la enzima tRNA guanina
transglicosilasa (TGT) reemplaza la base nitrogenada G del anticodén por PreQl, (Okada y
cols., 1979). En el tRNA, PreQl es modificada mediante la adicion de un grupo epoxido
ciclopentanediol por la enzima epoxiqueosina sintasa, dando origen a la epoxiqueuosina (0Q)
(Jénel y cols., 1984; Morris y Elliott, 2001). El paso final que origina Q fue recientemente
establecido identificandose a la enzima oQ reductasa o QueG, que convierte a la 0Q en la base
modificada Q ([7-(((4,5-cis-dihidroxy-2-ciclopenten-1-il)-amino)methyl)-7-deazaguanosina],
Miles y cols., 2011) . La base Q se encuentra en la primera posicion del anticodéon lo que
facilitaria el balanceo o “wobble” de los tRNA correspondientes a los aminoacidos antes
mencionados. Estudios realizados en E. coli mutantes en el gen fg¢r no han establecido
claramente cual seria el papel biologico de la modificacion Q. Se piensa que esta base es
importante para la sobrevida en un ambiente natural, ya que se ha observado que cepas gt

crecen mas rapido que cepas control isogénicas, pero en condiciones desfavorables de
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crecimiento, son menos viables (Noguchi y cols., 1982; Janel y cols., 1984). Por otro lado, en
el reconocimiento del tRNA™? por la enzima aspartil-tRNA sintetasa, la base modificada Q no
juega ningun papel importante, es decir, la enzima aminoacila tRNA no modificado
(tRNA*PSY) y {RNA con la modificacién queuosina (tRNA*P®*) (Martin y cols., 1993).
Analisis basados en la estructura cristalografica del tRNA** han mostrado que hay diferencias
en la afinidad de asociacion codoén-anticodon, dependiendo de la ausencia o presencia de

AAspG34

queuosina. El tRN se asocia de manera mas estable a citosina (GAC) y mucho menos

al codén que contiene uridina (GAU), mientras que tRNA"PQ*

muestra igual afinidad por
ambos codones (Morris y cols., 1999). Tras analizar la secuencia del mRNA del gen virF en S.
flexneri en el laboratorio, se ha podido constatar que el uso de codones para aspartato
contempla 10 codones GAU y solo 1 codon GAC.

S. flexneri posee un gen con un 99% de homologia a /gt denominado vacC (Durand y
cols., 1994) y se han obtenido bacterias mutantes en este gen, generando la ausencia de la
modificacion Q (Durand y Bjork, 2003). En estas mutantes, se demostré que la cantidad de
proteina VirF esta disminuida, mientras la cantidad del mRNA permanece intacta, provocando
una alteracion en la expresion de genes de virulencia. La ausencia de la base Q reduce en un
50% la virulencia comparada con la cepa silvestre cultivada en medio nutritivo, mientras que
en medio minimo disminuye al 10% (Durand y cols., 2000). Ademas, al introducir un vector
que contenga el gen gt se restaura la expresion de virF y la virulencia de la bacteria, lo que
sugiere que la modificacién queuosina es importante en la traduccion del mRNA de virF.

Un estudio in vitro realizado por el grupo de Garcia, ha propuesto que TGT de E. coli

reconoce una secuencia especifica del mRNA de virF de S. flexneri, lo que también podria

contribuir a la regulacion post transcripcional de la expresion de este gen. Sin embargo, se
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necesitan otros estudios que contribuyan a determinar la importancia fisioldégica de esta
posible modificacion (Hurt y cols., 2007).

En estudios recientes realizados en E. coli se observd que la base Q es posteriormente
modificada (Blaise y cols., 2004; Salazar y cols., 2004). En este proceso, la enzima glutamil-
queuosina-tRNA sintetasa (Glu-Q-RS, antes denominada YadB) es capaz de activar un acido
glutdmico y luego transferirlo al tRNA, uniendo el aminoacido a la base Q de ese tRNA. Esta
reaccion se realiza especificamente en el tRNA de aspartato, ain cuando la base Q también
esta presente en los otros tres tRNA mencionados (Dubois y cols., 2004; Salazar y cols.,
2004).

El gen gluQ-rs no es esencial para E. coli, pues su inactivacion no genera diferencias
fenotipicas cuando la bacteria se crece en medios nutritivos o minimos y a diferentes
temperaturas (Salazar y cols., 2004). En E. coli, su expresion depende del promotor del gen
adyacente dksA, constituyendo un operén (Dubois y cols., 2004). En el laboratorio, mediante
analisis bioinformaticos, se ha detectado la presencia de este gen en S. flexneri y en mas de
100 microoganismos. Ademas, la organizacion genomica dksA—gluQ-rs estd conservada en
mas de 40 microorganismos (GenomeNet: http://www.genome.jp).

Considerando que las cuatro especies de Shigella y E. coli estan estrechamente
relacionadas con mas de 90% de homologia en su genoma (Jin y cols., 2002; Pupo y cols.,
2000), y que hasta el momento en ninguna de las dos especies se han realizado estudios acerca
de la funcién de la enzima GluQ-RS ni tampoco de la modificacion Glu-Q, seria interesante y
novedoso estudiar su papel sobre la expresion de algunos genes. El presente estudio pretende
dilucidar el papel del producto génico de gluQ-rs sobre la expresion del gen que codifica para
el regulador transcripcional VirF, utilizando como aproximacion una cepa de E. coli con el

gen gluQ-rs inactivo.
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I1. HIPOTESIS
“El gen virF de Shigella flexneri es regulado postraduccionalmente a través de la

modificacion Glu-Q realizada por la enzima GluQ-RS en Escherichia coli”.

ITI1I. OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto de la ausencia de la modificacion Glu-Q por GluQ-RS sobre la expresion

del gen virF de S. flexneri en E. coli.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la expresion de virF' en la mutante de E. coli AgluQ-rs a nivel de la transcripcion
de mRNA de virF.

2. Analizar la expresion de virF en la mutante de E. coli AgluQ-rs a nivel de la traduccion de

la proteina VirF.
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V. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

1. Cepas bacterianas.

La cepa de E. coli, DH5a fue utilizada para la mantencion y clonamiento de los

plasmidos recombinantes; la cepa BL21(DE3) fue utilizada en los experimentos destinados a

la sobreexpresion y purificacion de proteinas. El estudio de mRNA vy sintesis de la proteina

VirF  se desarrolld en las cepas de E. coli W3110 silvestre y AgluQ-rs (W3110AgluQ-rs

Salazar y cols., 2004). Por su parte, la cepa JE7350, que contiene mutacion para el gen tgt, se

utiliz6 como control en algunos experimentos. Las cepas utilizadas en la presente Tesis estan

resumidas en la Tabla 1.

Tabla 1. Genotipos de las cepas bacterianas utilizadas.

Cepa Escherichia coli

Genotipo

Referencia

Sambrook y cols., 1989

BL21 (DE3) Fomp T, hsd Sg (tg", mg"), gal, dem, (DE3)
—— F endAl hsdR17 supE44 thil recAl gyrA relAl Sambrook y cols., 1989
D(lacZYA-argF) Ul169(F80lacZDM15)
J 1993
w3110 F', lambda’, IN(-rnD-rrnE)1, rph’! ensetl,

W3110AgluQ-rs

W3110::kan" (AgluQ-rs)

Salazar y cols., 2004

JE7350

leuB6(Am), secA206(aziR), fhuAd23, lacYl, tgt",
entA403, ginV44(AS), LAM-, trpE38,
rpsL109(strR), xylAS5, mtl-1, thi-1

Nogushi y cols., 1982
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2. Plasmidos.

El vector de clonamiento pTZ57R/T del kit de clonamiento InsTAclone™ PCR
Cloning Kit de Fermentas® fue utilizado como paso previo en el proceso de clonamiento del
gen virF’ con su promotor en pET15b y pET20b y del fragmento distal de 400 pb de este gen
en pGEX-2T.

El vector pET15b contiene una secuencia de 6 histidinas codificadas en marco, rio
arriba del sitio de clonamiento, lo que permite obtener una proteina fusion con cola de
histidina en el extremo amino terminal (pET15b-HgvirF). El vector pET20b posee esta
secuencia rio abajo del sitio de policlonamiento, lo que posibilita obtener una proteina con
cola de histidinas en su extremo carboxilo terminal (pET20b-virFHg). Ambos son inducibles
por IPTG, por lo que fueron utilizados para sobreexpresar el gen virF.

El vector de expresion pGEX-2T (Amershan Pharmacia Biotech) fue utilizado para
clonamiento, sobreexpresion y purificacion de un péptido correspondiente al carboxilo
terminal de la proteina VirF. Este pldsmido contiene el gen que codifica para glutation-S-
transferasa (GST) adyacente al sitio de clonamiento, lo que permite obtener una proteina
fusion entre GST y el péptido de interés. Esta estrategia permite la purificacion de la proteina
mediante cromatografia de afinidad.

El plasmido pACYCDuet (Novagen) es un vector de clonamiento de mediano nimero
de copias (aproximadamente 10-12 por bacteria), contiene el gen de resistencia a cloranfenicol
y en €l se clon6 el gen virF y su promotor para ser utilizado en los ensayos de andlisis de RNA
y proteinas. El vector de bajo niimero de copias pWKS30 (aproximadamente 6 copias por
célula, Wang y cols., 1991) fue utilizado en estos mismos ensayos para eliminar posibles

interferencias del mayor nimero de copias del vector pACYC en los resultados.

24



Para realizar la complementacion de la cepa mutante para g/uQ-rs con este gen, se
utilizé el vector de expresion inducible por arabinosa, pBAD24, que contiene resistencia a

ampicilina.

3. Reactivos.

Las enzimas de restriccion utilizadas en el proceso de clonamiento, fueron obtenidas de
Fermentas®. Para los experimentos de PCR se utiliz6 la enzima GoTaq polimerasa, buffer
GoTaq y MgCl, de Promega®, dNTPs de Fermentas® y partidores obtenidos de IDT. Como
marcador de tamaio se utilizo GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, que contiene tamafios de 250
pb a 10.000 pb. Se utilizé enzimas T4 ligasa de Fermentas® y de New England Biolabs. Para
la amplificacion del gen virF' y su promotor y del fragmento de este gen que codifica para el
carboxilo terminal de la proteina VirF se utiliz6 la enzima Expand High Fidelity de
Fermentas®.

Todos los antibioticos utilizados fueron de USBiological® y se usaron siempre en la
siguiente concentracion final: ampicilina 100 pg/ml, kanamicina 50 pg/ml y cloranfenicol 10
pg/ml. De Winkler se utiliz6 persulfato de amonio, azul de Coomassie, cloroformo y SDS. Los
siguientes reactivos se obtuvieron de Merck: etanol, metanol, ispropanol, TEMED, Tween-20,
IPTG y lisozima. Se utilizo BSA de CALBIOCHEM, B-mercaptoetanol de PROMEGA, Mix

acrilamida 30% y solucion de Bradford de Bio-Rad.
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METODOS
1. Métodos Generales
1.1.  Purificacion de DNA plasmidial.
Se cultivo 15 ml de bacterias con el plasmido de interés durante la noche a 37 °C con
agitacion y se realizo la purificacion de DNA plasmidial con el kit QIAprep Spin Miniprep de

Qiagen® segln lo indica el proveedor.

1.2.  Purificacion de fragmentos de DNA desde geles de agarosa.
Se separo6 los fragmentos de interés mediante electroforesis en geles de agarosa (1-1,5%).
Luego de teiir con bromuro de etidio los fragmentos se identificaron por tamafo, se cortaron y se

purificaron segun las instrucciones del proveedor con el kit MinElute Gel Extraction de Qiagen®.

1.3. Ligacion de fragmentos de DNA en vectores.
El inserto y el vector fueron incubados en relacion de 5:1 con T4 ligasa (Fermentas®) y
su vector a 4 °C toda la noche. Se utiliz6 50 pmoles de vector. Se transformaron bacterias DHS5a

con el producto de ligacion y se incubaron en placas Luria-Bertani (LB)-agar, durante la noche.

1.4. Reaccion de polimerasa en cadena (PCR).

Se realizo PCR utilizando 2-4 ng de DNA o colonias resuspendidas en agua, se utilizo los
partidores a concentracion final de 10mM, dNTPs 10 mM, MgCl, 10 mM y 1,25 U de Taq
polimerasa Go-Taq flexi (Promega®) para 25 puL de reaccion. Todos los partidores utilizados en
esta Tesis fueron disefiados en base a la secuencia de DNA publicada en las bases de datos

(NCBI o GenomeNet) y el software Vector NTI V10.3 disponible de Invitrogen.
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1.5.  Preparacion de células quimiocompetentes.

Se inoculé 100 ml de medio LB (Triptona al 1%, NaCl al 1%, extracto de levadura al
0,5%) a partir de un cultivo de bacterias crecidas durnte la noche a 37°C. Se dejad crecer con
agitacion en una estufa a 37°C hasta una densidad optica a 600 nm (DOggg) de aproximadamente
0,3. Posteriormente se incubd 30 min en hielo para detener su crecimiento. Las bacterias se
colectaron mediante centrifugacion a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. Las células bacterianas
fueron lavadas con 100 ml de solucion de Inoue (10 mM HEPES, 15 mM CacCl,, 55 mM MnCl,,
250 mM KCI, pH 6,7) y se mantuvieron en hielo por 10 min para volver a centrifugar. Se realiz6
un segundo lavado con 1 ml de solucion de Inoue, se incubo6 por 10 min en hielo, se agregd 1,87

ml de DMSO y se guardaron en alicuotas de 200-300 pul a -80°C.

1.6.  Transformacion de E. coli.

La transformacion de las células quimiocompetentes se realizd incubando 200 pl de
c€lulas con 2-5 pl de DNA por 30-60 minutos en hielo, para luego incubar por 45 s en bafio a
42 °C y posteriormente en hielo por 2 min. Se realizd recuperacion en 900 pul de medio LB a

37 °C y se sembraron en placas de agar LB con el antibiotico correspondiente.

1.7.  Lisis de bacterias.

Para la lisis de bacterias en los experimentos destinados a analisis de proteinas se cultivo
50 ml de células, se centrifugaron a 6000 rpm por 10 min, se suspendieron en buffer de lisis
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, Triton X-100 0,1% v/v, B-mercaptoetanol 20
mM, glicerol 10%, “cocktail” de inhibidor de proteasa, lisozima 200 pg/pl) y posteriormente

fueron sonicadas con 5 pulsos de 30 segundos. Después de sonicadas fueron centrifugadas
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recuperando el sobrenadante, que se filtr6 y utilizo6 para separar proteinas en geles de

acrilamida.

1.8. Cuantificacion de proteinas.

La concentracion de proteinas en el extracto proteico obtenido luego de la lisis se sometid
a cuantificacion segin método de Bradford modificado. Se construy6 curva de calibracion en
base a diluciones de un stock de BSA de concentracion conocida (1pg/pl). Para ello, 5 pl de la
muestra a analizar se mezclaron con 1 ml de solucion de Bradford y se midi6é absorbancia a 595
nm. La concentracion se calculo a partir de la ecuacion obtenida de la linea de tendencia de la

curva de calibracion.

1.9. Electroforesis en geles de poliacrilamida.
Se utilizé geles de poliacrilamida (12%) para separar proteinas obtenidas luego de la
lisis de bacterias. La electroforesis se realizo a 170 Volts por 45 min y se tifi6 el gel con azul

de Coomassie para la visualizacion de las bandas proteicas.

1.10. Sobreexpresion de proteina utilizando sistema de autinduccion.

Se utilizo el kit de Novagen® Overnight Express Autoinduction system para lograr la
expresion de grandes cantidades de proteina VirF en células BL21. Este sistema se basa en el
principio de represion por metabolito, en el que estando presente glucosa y lactosa en el medio
la bacteria utilizard primero las fuentes de carbono distintas de lactosa. Este kit contiene una
mezcla de fuentes de carbono que mantiene un crecimiento regulado sin induccion hasta una

alta concentracion de bacterias, y posteriormente una induccidon a alto nivel inducido por
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lactosa. Se prepar6 el medio de cultivo como lo indica el proveedor y se inocul6 a partir de

una colonia crecida en placa de agar LB. Se cultivo por 16 h con agitacion a 37 °C.

2. Clonamientos
2.1. Clonamiento en pET15b y pET20b.

Los clonamientos se realizaron mediante la técnica descrita por Sambrook y
colaboradores (1989). Se amplifico mediante PCR de DNA total de la cepa de S. flexneri
2457T la region codificante del gen virF. Se utilizo los partidores H6VFF y H6VFR para
clonar en pET15b o H6VFF y VFH6R (Tabla 2, Figura 4) para clonar en pET20b.
Posteriormente el amplicon de 795 pb fue clonado en el plasmido pTZ57R/T. El clonamiento
fue confirmado mediante secuenciacion. En paralelo se realizo digestion de los vectores de
expresion con las enzimas de restriccion correspondientes (pET15b: Ndel y BamHl, y
pET20b: Ndel y Xhol). Por otro lado, el vector recombinante que contenia al gen virF clonado
en el vector pTZ57R/T cuya secuencia fue confirmada, también fue digerido con las enzimas

correspondientes.

o —> e <+
PVIRFF H6VFF CTERVIirFF VEH6R
H6VFR
CTERVIirFR

Figura 4. Esquema que muestra la posicion de los partidores utilizados en el clonamiento de virF.
P, representa la region promotora de virF. No a escala.
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2.2. Clonamiento en pGEX-2T.

Se amplifico el fragmento de virF' que codifica desde el aminodcido Ser;4¢ hasta el
aminoacido Phe,g correspondiente al carboxilo terminal de la proteina, por PCR, utilizando
los partidores CTERVirFF y CTERVirFR (Tabla 2, Figura 4). El fragmento obtenido de 400
pb fue aislado y posteriormente clonado en el vector pGEX-2T entre los sitios BamHI y

EcoRI, adyacente al gen de GST, originando el vector recombinante pGST-CTVirF.

2.3. Clonamiento en pACYCDuet.

Se clond el gen virF en el vector pACYCDuet (Novagen®) bajo el control de su
promotor pero fusionado a la region que codifica al péptido “S-tag” (McCormick y
Mierendorf, Novagen). El S-tag consiste en un péptido de 15 aminoacidos derivado de RNasa
A, que permite su deteccion mediante anticuerpos anti-S tag en ensayos de “Western blot”.
Asimismo es posible detectar la proteina utilizando la interaccion de este péptido con la
enzima ribonucleasa S. Ni la secuencia S-Tag ni la proteina ribonucleasa por si solas tienen
actividad enzimatica, por lo que la medicion de actividad ribonucleasa luego de agregar
proteina S purificada provee una estimacion directa de la concentracion de la proteina
fusionada a S-Tag.

Para realizar el clonamiento se amplificé la regién promotora y el gen virF a partir de
DNA total de S. flexneri 2457T utilizando los partidores PVIRFF y VFH6R (Tabla 2, Figura
4). El producto amplificado se cloné en pACYCDuet entre los sitios Ndel y Xhol y se

confirmd mediante secuenciacion, dando origen al plasmido pACY CvirF-S.
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2.4. Clonamiento en pWKS30.

Utilizando como base el pldsmido recombinante pACY CvirF-S se amplifico virF con
su promotor fusionado a S-tag y el gen que codifica para resistencia a cloranfenicol utilizando
los partidores PromVFFBamHI y PromVFRBamHI (Tabla 2). Esto origin6é un fragmento de
2.550 pb que fue clonado en un vector de facil clonamiento, pTZ57R/T (Fermetas®). Se
comprobo su secuencia y se digirio la construccion con la enzima BamHI para liberar el
inserto. El vector pWKS30 fue digerido con la enzima Bg/Il que deja extremos cohesivos
compatibles con la digestion con BamHI. Ambos fragmentos fueron ligados, originando el
plasmido pVirFStag-CM (Figura 5). Se verifico la orientacion mediante digestion con las

enzimas Ndel y BglII.

2.5. Clonamiento en pBAD.

A partir del plasmido recombinante pET15b se digirid el gen gluQ-rs junto a la
secuencia de histidinas rio abajo su sitio de clonamiento. Se subclonod en el vector pBAD24
entre los sitios Ncol y HindIIl y se utilizd para complementar la cepa W3110AgluQ-rs que

contiene pVirFStag-CM.
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S-tag

pVirFStag-CM
5683 pb

Ori pWKS30

ori

virF
cm' S-tag

Figura 5. Construccion del plasmido recombinante pVirFStag-CM Esquema que muestra el
proceso de construccion del plasmido recombinante pVirFStag-CM. Se indican las posiciones de los
partidores utilizados para amplificar el gen virF'y el gen cat, 1:PromVFFBamHI, 2:PromVFRBamHI.

3. RT-PCR

La cepa W3110AgluQ-rs se transformo6 con el plasmido recombinante pVirFStag-CM y
posteriormente se cultivd en medio LB hasta una DOgo de 0,6. Se purific6 RNA total con el
kit de Qiagen® como lo indica el proveedor. La concentracién de RNA se determind por

absorbancia a 260 nm. Se analizé los niveles de mRNA de virF por RT-PCR, utilizando
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partidores universales y los partidores especificos para el gen virF, VirFF, VirFR y NTVirFR
(Tabla 2). La pareja VirFF y VirFR amplifica casi toda la region codificante, obteniéndose un
tamafio de 618 pb y la pareja VirFF y NTVirFR amplifica la region ubicada hacia el extremo
5’ de la regidon codificante, obteniéndose un tamafio de 218 pb. Se utilizd los respectivos
controles positivos (DNA genomico para amplificacion del gen y RNA ribosomal 16s,
partidores 16SF y 16SR, como control de carga) y negativos (PCR sin obtencion de cDNA por
transcriptasa reversa y agua). Tanto el RNA purificado como el producto de PCR obtenido se
analizaron en geles de agarosa horizontales tefiiddos con bromuro de etidio y se visualizo en un
transiluminador UV. Como control se transformé la cepa silvestre de E. coli W3110 y se
realizé la misma reaccion descrita. La cepa mutante se complement6 con el gen gluQ-rs de S.
flexneri (pSFgluQ-rs) y se realizd los mismos ensayos.

Como control se realizo el mismo tipo de experimento utilizando la cepa de E. coli JE7350

con ausencia del gen 7gf (Noguchi y cols., 1982).

4. Obtencion de Anticuerpos Anti-VirF

La cepa de E. coli BL21(DE3) fue transformada con los vectores pET15b y pET20b
ambos conteniendo el gen virF. Se cultivd las bacterias hasta una D.O. de 0,5 y se indujo la
expresion de la proteina agregando diferentes concentraciones de IPTG (0,5-1,0 mM).
Utilizando la construccion pGST-CTVirF se sobreexpresd el péptido correspondiente al
carboxilo terminal de VirF, denominado CTERVIRF. Luego de la adiciéon de IPTG las
bacterias fueron cultivadas por 3 h y lisadas segln se indicé en 1.7. Para la purificacion del
péptido se utiliz6 cromatografia de afinidad con glutation. El péptido purificado fue enviado
para produccion de anticuerpos al laboratorio del Dr. A. Ofate en la Universidad de

Concepcion.
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5. Ensayos de “Western blotting”

Utilizando los vectores recombinantes pACYCvirF-S y pVirFStag-CM, se transform¢ las
cepas de E. coli mutantes en gluQ-rs, tgt y la cepa silvestre y se obtuvieron proteinas totales,
la que fueron separadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y se realizo la
transferencia a 170 Volts por 1 h a una membrana de nitrocelulosa. Se realiz6 el ensayo de
“Western blot” como se describid en Salazar, 2001, utilizando los anticuerpos anti S-tag. El
revelado se realizo utilizando el kit CN/DAB substrate kit que utiliza deteccion cromogénica

de la peroxidasa de rabano, utilizando 0,125 ml de solucion por cm? de membrana.

Tabla 2. Lista de partidores utilizados.

NOMBRE SECUENCIA REFERENCIA
PVIRFF ZATATGGATTTGTGGAGCCTCCAG Este trabajo
TVIRFR CTCGAGTTAAAATTTTTTATGATA Este trabajo

VirFF AGCTCAGGCAATGAAACTTTGAC Vidal y cols., 2005
VirFR TGGGCTTGATATTCCGATAAGTC Vidal y cols., 2005
16SF CCTACGGGAGGCAGCAG Yu y Morrison, 2004
16SR CCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT Yu y Morrison, 2004
HO6VFF CATATGATGGATATGGGACATAAAA Este trabajo

H6VFR GGATCCTTAAAATTTTTTATGATATA Este trabajo

VFH6R CTCGAGAAATTTTTTATGATATAAGT | Este trabajo
NTvirFR ACCCCCTTTTCTCCTCAGAATAG Este trabajo
PromVFFBamHI | GATTTGTGGAGCCTCCAG Este Trabajo
PromVFRBamHI | TAGCGCTGATGTCCGG Este trabajo
CTERFVirFF AGTGGATCCGCTGTTTCTGATGAGT Este trabajo
CTERVirFR CCATGAATTCTTAAAATTTTTTATGA Este trabajo

pBADF CTGTTTCTCCATACCCGTT Este trabajo

pBADR CTCATCCGCCAAAACAG Este trabajo
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VI. RESULTADOS

1. Analizar la expresion de virF en E. coli AgluQ-rs a nivel de la transcripcion.

E. coli W3110 no posee el gen virF, por lo que para cumplir con este objetivo se
requiere de la incorporacion de este gen en la cepa bacteriana. Para ello se amplifico la region
del DNA plasmidial que contenia el gen virF con su promotor mediante PCR utilizando DNA
total obtenido de S. flexneri 2457T (Figura 6A). El producto de 1.150 pb fue clonado en el
vector pTZ57R/T que permite clonar productos de PCR. Células de E. coli DH5a fueron
transformadas y seleccionadas en presencia de ampicilina. Una vez que se aisld las colonias,
se confirmo la presencia del inserto mediante PCR de colonias, se purificé el DNA plasmidial,
el cual fue digerido con la enzima BamHI para confirmar la presencia del inserto al observar
una banda del tamafio esperado, aproximadamente 4 kpb correspondiente al tamafio del vector
mas el inserto. La integridad de la secuencia nucleotidica fue confirmada mediante
secuenciacion del DNA. A partir del clon correcto, el inserto fue liberado mediante digestion
del DNA plasmidial con las enzimas Ndel y Xhol para clonarlo en un vector de mediano
numero de copias, pACYCDuet (Held, D. y cols., 2003) (Figura 6B) digerido con las mismas

enzimas de restriccion, obteniéndose el plasmido recombinante pACY CvirF-S.
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Figura 6. Clonamiento de virF con su promotor en el vector pACYC Duet. A) Electroforesis en gel
de agarosa, carril 1: producto de PCR de 1.150 pb al amplificar con los partidores PVirFF y VFHO6R.
B) Se purifico DNA plasmidial de 4 clones (carriles 1-4), se digirid6 con Ndel y se sometido a
electrofresis en gel de agarosa, se observa tamafo esperado de 5.093 pb. Carril 5: vector vacio. M:
marcador de tamafo molecular (se indican los tamafios de los fragmentos en pares de bases).

Utilizando este pldsmido recombinante se transformo las cepas de E. coli W3110 y
AgluQ-rs y se realizaron los experimentos para la deteccion de RNA y proteina, sin lograr
distinguir diferencias entre la cepa silvestre y mutante (resultado no mostrado). Es posible que
el efecto observado fuera debido al niimero de copias del plasmido utilizado, por ello se
procedid a utilizar un plasmido de bajo nimero de copias como pWKS30 (Wang y col, 1991).
Se amplificé el promotor, virF’ fusionado a S-tag y el gen que codifica para resistencia a
cloranfenicol a partir de la construccion pACYCvirF-S. Esto origind un fragmento de 2550
pb que fue clonado en el vector pTZ57R/T. Nuevamente se confirm6 la integridad de la
secuencia y se digirié con la enzima BamHI para liberar el inserto. Por otro lado, el vector
pWKS30 fue digerido con la enzima Bgl/ll, liberandose dos fragmentos, aquel que contenia al
origen de replicacion (3.140 pb) fue purificado. Ambos fragmentos fueron ligados, originando
el plasmido pVirFStag-CM. Como la ligacion no fue direccional, se verifico la orientacion del
inserto de 2.550 pb mediante digestion con las enzimas Ndel y Bg/Il. El sitio Ndel pertenece al
vector y por lo tanto esta dentro de los 3.140 pb, mientras que Bg/Il se encuentra en el gen

virF.
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Se procedio a transformar E. coli W3110 y AgluQ-rs con el plasmido recombinante y se
analizo la expresion del gen virF mediante RT-PCR. En experimentos realizados en el
laboratorio utilizando S. flexneri no se detect6 el mRNA de virF en la cepa mutante para
gluQ-rs al utilizar la pareja virFF/virFR en las RT-PCR, pero si fue detectado cuando se
utilizaron los partidores virFF/NTvirF. Considerando este hecho, en los experimentos
realizados en esta Tesis, se utilizo las dos parejas de partidores, una pareja que involucra a
practicamente toda la region codificante y otro par que alinea hacia el extremo 5 de la region
codificante (Figura 7A). Se detectd la presencia de mRNA de virF en E. coli W3110 y
AgluQ-rs transformada con pVirFStag-CM cuando se utilizaron los partidores virFF y virFR,
pero no se detectd en la cepa Afgt. Sin embargo, siempre se detectd6 mRNA cuando se utilizo
los partidores virFF y NTvirFR. Estos resultados sugieren que el promotor de virF clonado es

funcional en E. coli y se detecta el mRNA del gen virF (Figura 7B).

A)
I Y/
S —— 618 pb------ <
virFF virFR
& - 208 pb- ¢
virFF NTvirFR
VirFFIvirFR VIrFFINTVIrFR
B) |W3110 AgluQ-rs Mgt +C -C"W3110 AgluQ-rs Atgt +C -CI

b ey PF EV PV PV EY PVF EV PVF PVF

Figura 7. Analisis transcripcional de virF en las cepas de E. coli W3110, AgluQ-rs y Atgt. A)
Esquema que muestra la posicion de los partidores utilizados y el tamafio esperado para los
amplicones. B) Electroforesis en geles de agarosa para verificar la amplificacion del cDNA, EV: sin
vector, PVF: pVirFStag-CM, +C: Control positivo de DNA gendmico, -C: control negativo sin cDNA.
Se indican algunos tamafios moleculares del marcador 1 kb.
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Posteriormente se realizé complementacion de la mutante con el gen gluQ-rs clonado en
el vector pBAD24. A pesar de tener origenes de replicacion compatibles, la transformacion de
la cepa con ambos vectores fue muy complicada y luego de varios intentos se logrd obtener
colonias con resistencia a cloranfenicol y ampicilina. Se aisl6 un clon y se estudio en primera
instancia mediante PCR de colonia la presencia de la construccion pSFGluQ-rs, con los
partidores clgQrsF y clgQrsR que amplifican el gen gluQ-rs y con los partidores pBADF y
pBADR que son externos al gen gluQ-rs clonado en pBAD24. Se obtuvo un producto de PCR
del tamafo esperado en ambos casos (Figura 8). Se utilizo esta cepa en los experimentos de

RT-PCR y mas adelante, “Western blot”.

pVirFStag-CM pSFGluQ-rs
M clon C+ clon C+
pb
1500 —p
1000 —p
750 =p
500 —p

Figura 8. Analisis de la cepa complementada obtenida. Electroforesis en gel de agarosa que muestra
los amplicones obtenidos de la PCR de colonia del clon obtenido al transfomar la cepa W3110 AgluQ-
rs con pVirFStag-CM y pSFgluQ-rs. M: Marcador de tamafio molecular.

Para establecer la presencia de ambos plasmidos, se purific6 DNA plasmidial y se

realizé digestion y PCR. Se realiz6 digestion con las enzimas Ncol y HindIll del DNA
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plasmidial de la cepa complementada (Figura 9A) con el objetivo de liberar el fragmento
gluQ-rs, no obteniéndose los resultados esperados. Por este motivo se procedi6 a realizar PCR
del DNA plasmidial con los partidores pPBADF y pBADR (Figura 9B). Con esta reaccion se
obtuvo una banda del tamafio esperado y otra mas grande que no se habia observado antes. Por
otra parte se purificd los fragmentos obtenidos y se realizo una reaccion de PCR anidado de
ambos fragmentos con los partidores clgQrsF y clgQrsR para corroborar la presencia del gen
gluQ-rs. Inesperadamente se observd la amplificacion del gen en ambos fragmentos

(Figura 9C).

A) B) virF 2luQ-rs (pBAD24)

pb M 1 2 3 1 2 3

pb

4000
3000

1500 —»

1000 = 0)

pb

1000
250—p

Figura 9. Analisis de la cepa W3110 AgluQ-rs/pvirFStag-CM complementada con el gen gluQ-rs.
A) se purifico DNA plasmidial de la cepa y se digiridé con las enzimas Ncol y Hindll para liberar el
fragmento gluQ-rs clonado, lo que se observa en el control positivo (pSFGluQ-rs purificado desde
DH5a, 1), pero no en el DNA plasmidial purificado de la cepa complementada (2). B) Se realizd6 PCR
del DNA plasmidial (1) y del control positivo (2, pSFGluQ-rs purificado desde DH5a) para detectar
virF'y gluQ-rs clonado en pBAD. Se utilizaron partidores internos en el caso de virF y externos en el
caso de gluQ-rs. Se detecta la presencia de virF (1), pero ademas de observarse la banda del tamafio
para gluQ-rs (1400 pb) también se observa una banda cercana a los 2500 pb. C) Se purificaron los
fragmentos de 1400 y 2500 pb amplificados a partir del DNA plasmidial de la cepa complementada en
B) y se realizd PCR con partidores internos para gluQ-rs. Se muestra el tamafio esperado de
aproximadamente 950 pb. M: Marcador de tamafio molecular.
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Se realiz6 RT-PCR para la deteccion de mRNA incluyendo la cepa mutante complementada
con el gen gluQ-rs (Figura 10). En esta ocasion se utilizd los partidores virFF y virFR. Se
detecto6 mRNA en las cepas transformadas con la construccion pVirFStag-CM, observandose

un leve aumento de la cantidad de mRNA en la cepa complementada.

W3110 AgluQ-rs

pb l'ev pvPMEv pvr pvFC'c M pb

750
618 500
250

RNA 16S

Figura 10. Analisis transcripcional de virF en las cepas W3110 silvestre y AgluQ-rs. Electroforesis
en gel de agarosa que muestra amplificacion de cDNA con los partidores virFF y virFR en cepas
silvestre y AgluQ-rs y sin vector (EV), transformadas con la construccion pVirFStag-CM (PVF) y
cepa mutante complementada (PVFC). Se amplificé gen 16S y se utilizd como control de carga.
M: Marcador de tamafio molecular.

2. Analizar la expresion de virF en E. coli con la delecion de gluQ-rs a nivel de la
traduccion.
2.1. Obtencion de anticuerpos anti-VirF.

En una primera instancia, se clon6 el gen virF en los pladsmidos de expresion pET15b y
pET20b segun la técnica descrita. El plasmido recombinante fue purificado a partir de la cepa
de E. coli DH5a y digerido con BamHI para pET15b-HevirF' o Xhol para pET20b-virFHg.
Luego se sometio a electroforesis en gel de agarosa (Figura 11). Cada clon recombinante fue

confirmado mediante secuenciacion.
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Figura 11. Obtencion de los plasmidos recombinantes pET15b-HgvirF'y pET20b-virFHg. Lineas 1
y 2, virF clonado en pET15b. Linea 3, virF’ clonado en pET20b. M= Marcador de tamaifio molecular, se
indica los tamafios de 6 kpb y 4 kpb.

Luego se transform6 E. coli BL21(DE3) con el pliasmido recombinante
pET20b-virFHe y se indujo la expresion del gen con IPTG 1mM. Se analiz6é un extracto de
proteinas totales mediante electroforesis en gel de poliacrilamida sin distinguir banda del
tamafio esperado para la proteina VirF. Se repitio la induccion con distintas concentraciones
de IPTG en el medio (0,3-1,0 mM) y se cultivo las bacterias en cantidades crecientes desde 1
ml hasta 50 ml, sin lograr resultados. Se decidid utilizar un sistema de autoinduccion de
Novagen® (Overnight Express' ™), que permite expresion de altos niveles de proteina con
vectores inducibles como pET. No se logré observar sobreexpresion de una proteina del
tamafio esperado para VirF (30 kDa) en ninguna de las condiciones descritas (Datos no
mostrados).

Puesto que el clonamiento en el vector pET permite obtener la proteina VirF con una
cola de histidinas, se intentd su purificacion mediante cromatografia de afinidad en una
columna de niquel, también sin resultados. Por consiguiente, y teniendo como antecedente lo

comunicado por Durand y cols., (2003), quienes utilizaron en sus estudios anticuerpos
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dirigidos al carboxilo terminal de VirF. Se decidi6 amplificar por PCR la region del gen virF
que codifica para el carboxilo terminal entre los aminoacidos Serj46-Phesgo y se clond en el
vector pGEX-2T para obtener una proteina de fusion entre el péptido GST y CTVirF.

Se indujo la expresion del gen de fusion y se purifico del péptido GST-CTVirF a partir
de células BL21(DE3) mediante cromatografia de afinidad. Posteriormente se digiri6 con
trombina y se obtuvo el péptido de 14 kDa correspondiente al carboxilo terminal VirF (Figura
12). La muestra fue transferida a una membrana de nitrocelulosa para la obtencion de
anticuerpos, que fueron preparados en colaboracion con el Dr. Angel Ofiate de la Universidad
de Concepcién. Estos anticuerpos fueron utilizados para detectar la proteina en las cepas

transformadas con los plasmidos recombinantes sin resultados positivos.

kDa Total Purificada  Trombina

70

55

40

pGSTVirF 35 & GST-CTVirF
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5316 bp
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Figura 12. Clonamiento y purificacion del fragmento Ser146-Phe269 de VirF. A) esquema del
plasmido recombinante obtenido. B) Electroforesis en geles de poliacrilamida de algunas de las etapas
de la purificacion del péptido. Total: Extracto total de BL21(DE3)/pGSTVirF. Purificada: proteina de
fusion purificada. Trombina: digestion con trombina. Se indican los pesos moleculares en kDa del
marcador. Con la flechas se indican la proteina de fusion GST-CTVirF, GST y CTVirF.
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2.2. Analisis de la proteina VirF.

Como estrategia alternativa se utilizo la proteina fusion VirF-Stag obtenida a partir del
pladsmido recombinante pVirFStag-CM para realizar ensayos de “Western Blot” con
anticuerpos dirigidos contra el péptido S-tag. Se utiliz6é 10-40 pg de proteina total extraido de
cada cepa para detectar la proteina. Se observo reaccion con una proteina de tamafio esperado
(33 kDa) en las cepas silvestre y AgluQ-rs transformadas con el pladsmido recombinante, pero
no en las cepas sin el vector (Figura 13). En ensayos de western blot utilizando cantidades
menores de proteina (10 pg) se observo una leve disminucion de la intensidad de la banda en
la cepa mutante para gluQ-rs (no mostrado). En la cepa complementada con el gen gluQ-rs se

observa una reaccion mas intensa, que estaria relacionada con el aumento en los niveles de

mRNA de virF.
W3110 wt W3110 AgluQ-rs
KDa | EV PVF | /EV PVF PVFIquQ-rA

70=P iy

55 ==p

40=Pwn

35mp ==~ <—\irF-Stag
25=p

Figura 13. Inmunodeteccion del péptido VirF. Extracto de proteinas de las cepas W3110 y AgluQ-
rs sin plasmido (EV) y transformadas con el plasmido pVirFStag-CM (PVF) fueron separadas
mediante SDS-PAGE vy transferidas a nitrocelulosa. Se realizd el ensayo de “Western blot” con
anticuerpos anti-Stag.
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Adicionalmente, durante el desarrollo de la Tesis se observo constantemente que al
cultivar las bacterias hasta la fase exponencial la cepa silvestre transformada con pVirFStag-
CM presentaba un crecimiento mas lento, por lo que se decidi6 realizar una curva de
crecimiento (Figura 14). Se observa que ambas cepas mutantes y la cepa silvestre sin
transformar con pVirFStag-CM presentan un patron de crecimiento similar, pero W3110-

pVirFStag-CM tarda 1,5 veces mas en alcanzar su fase exponencial.

—— W3110

- = - W3110/pVirFStag-CM

——  W3110Ag/uQ-rs

=* - W3110AgluQ-rs/pVIrFStag-CM

Densidad éptica (600 nm)

A O S U

Tiempo (minutos)

Figura 14. Curva de crecimiento para W3110 silvestre y mutante para gluQ-rs. W3110: cepa
silvestre sin vector. W3110/pVirFStag-CM: cepa silvestre conteniendo la construccion pVirFStag-CM.
W3110 AgluQ-rs: cepa mutante para el gen gluQ-rs sin el vector. W3110 AgluQ-rs/pVirFStag-CM:
cepa mutante para el gen gluQ-rs que contiene el pldsmido pVirFStag-CM. El gréfico representa el
promedio de un experimento en triplicado. Se muestran los valores de densidad optica en escala
logaritmica.
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VIL DISCUSION

De los resultados observados en los ensayos de RT-PCR se puede concluir que el
promotor de virF clonado es funcional en E. coli, detectindose el mRNA del gen virF en las
cepas transformadas. En estudios de Durand y Bjork (1994, 2003) se analiz6 la presencia de
RNA de virF mediante “Northern Dot-blot” en mutantes tg¢t de Shigella que carecen de la
modificacion Q. En esta Tesis se utilizo la técnica de RT-PCR, que es mas sensible y requiere
de menores cantidades de RNA. No se observo diferencias en los niveles de mRNA entre las
cepas silvestre y mutante para gluQ-rs, lo que concuerda con lo esperado y lo observado en
por Durand y Bjork. Asimismo la reaccion obtenida en el “Western blot” con anticuerpo anti
S-Tag demuestra sintesis de VirF en las cepas transformadas, sin diferencias evidentes entre
ambas cepas. Sin embargo al utilizar bajas concentraciones de proteina total (10 pg/ul) en los
ensayos de “Western blot” se observd una pequeiia disminucidén en la cepa mutante para
gluQ-rs al realizar un analisis con el software IMAGE J. Esto estaria en concordancia con lo
esperado pues al haber menos Glu-Q la traduccion seria menos eficiente, lo que resultaria en
menor cantidad de proteina. La diferencia puede no ser tan notoria como en mutantes #gz, pues
aun esta presente Q. Los experimentos de “Western blot” fueron realizados con anticuerpos
dirigidos al péptido S-Tag fusionado a VirF debido a que no se logroé la sobreexpresion y
purificacion de la proteina VirF, esta experiencia fue corroborada por el Dr. Jiro Mitobe, quien
trabaja con Shigella, y también tuvo estas dificultades en el proceso de purificacion de la
proteina (comunicaciéon personal). Si bien en Shigella la mutacion gluQ-rs no provoca
diferencias en el crecimiento celular al cultivar en medios minimos y nutritivos (Salazar y
cols., 2004) como lo observado en E. coli tgt- por Janel y cols., (1984) y Noguchi y cols.,
(1982), si se observod una marcada disminucién en la virulencia de Shigella al crecer en medio

minimo (Durand y cols., 2000), por lo que seria interesante complementar los trabajos hechos
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en esta Tesis con analisis utilizando medio minimo, eventualmente podria observarse una
disminucion de la expresion de virF' en estas condiciones.

En la cepa complementada con el gen g/uQ-rs se observa una reaccidon mas intensa en
la banda correspondiente a VirF-Stag, lo cual es interesante pues sugiere que la presencia de
GluQ-RS favorece la sintesis de VirF. Esto probablemente es exacerbado debido a que
gluQ-rs fue clonado en un vector de mediano niumero de copias (aprox. 20 por célula) por lo
que la enzima GluQ-RS esta mas representada en la cepa complementada que en la cepa
silvestre que posee s6lo una copia del gen en su cromosoma, haciendo la presencia de la
modificacion Glu-Q mas eficiente la traduccion de la proteina VirF. Hubo grandes dificultades
en la obtencion de esta cepa, a pesar de tener origenes de replicacion compatibles,
probablemente la carga metabolica que significa la mantencion de 2 plasmidos en la bacteria
provoca la eliminacion precoz de uno de los vectores o simplemente no incorporacion del
segundo. Los ultimos resultados obtenidos en el andlisis de la cepa complementada muestran
la aparicion de un nuevo amplicon de aproximadamente 2500 pb al realizar la PCR con los
partidores pPBADF y pBADR que alinean al exterior del gen gluQ-rs clonado en pBAD24
(figura 9b), no observado en los primeros experimentos. Esto podria ser explicado por un
evento de recombinacion entre los plasmidos recombinantes pSFg/uQ-rs o entre pVirFStag-
CM y pSFGluQ-rs, obteniéndose un producto de PCR de mayor tamafio.

Un resultado adicional y no esperado se obtuvo al evaluar el crecimiento de la cepa
W3110 silvestre transformada con pVirFStag-CM, ya que se observd un retardo en el
crecimiento de esta cepa. Al realizar la curva de crecimiento y calcular la razon especifica de
crecimiento () para cada cepa, se obtiene un p de 0,025 min™ para E. coli W3110 silvestre y
AgluQ-rs, un valor de 0,022 min™ parra la cepa AgluQ-rs con la construccion pVirFStag-Cm y

de 0,016 min" para la cepa W3110 transformada con este plasmido recombinante. Por otro
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lado, el tiempo de duplicacion de la cepa W3110 silvestre es de 27 min mientras que el tiempo
de duplicacion de la misma cepa transformada con el plasmido recombinante fue de 43 min.
Quizas este se hecho se relacione con los intentos al sobreexpresar el gen de la cepa de E. coli
BL21(DE3) utilizando las diferentes condiciones en esta Tesis ya que no fue posible inducir el
gen. Como futura proyeccion resultaria interesante utilizar VirF con mutacion en su sitio de
uniéon a DNA o bien proteina trunca y observar si desaparece el efecto observado. Si se
determina que la presencia de virF afecta el crecimiento de E. coli, una posibilidad es estudiar

genes posiblemente afectados mediante micro array, por ejemplo.
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VIII. CONCLUSIONES

1.

El promotor de virF es funcional en la cepa de E. coli W3110 silvestre y AgluQ-rs y E.
coli JE7350. Por lo tanto es reconocido por la maquinaria celular de E. coli y transcrito a

un mRNA.

En el andlisis del mRNA de virF no se observan diferencias en los niveles del transcrito
cuando se comparan las cepas silvestre y mutante para gluQ-rs en las condiciones

estudiadas.

La sintesis de la proteina VirF no se ve afectada por la ausencia de la modificacion Glu-

Q del tRNA™P en la cepa mutante para gluQ-rs en las condiciones estudiadas.

La presencia de VirF en la cepa de E. coli W3110 altera su crecimiento, con un tiempo

de duplicacion de ésta casi 2 veces mayor.
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