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RESUMEN

El cobre (Cu) es ua micronutriente requerido para el 6ptimo desarrollo y funcionamiento
celular, sin embargo en exceso, resulta toxico para todos los sistemas bioldgicos. Frente a
cambios en la disponibilidad extracelular del Cu, estudios de expresion génica global, indican la
existencia de cambios transcripcionales de genes que codifican para proteinas involucradas en la
homeostasis de Cu, mecanismos antioxidantes y ofras rutas metabdlicas, que refuerzan la
respuesta celular a cambios de exposicién del metal. Sin embargo, desconocemos los elementos
regulatorios de la transcripcion capaces de establecer conectividades en la respuesta a nivel
global.

En relacién-a esto, utilizando como modelo de estudio la bacteria Enterococcus faecalis,
se construyd in silico una red de regulacién transcripcional global de factores de transcripeion y
sus correspondientes genes blanco, capaz integrar diferentes datos de expresion génica. La red
resultante de este cruce de informacion y su posterior verificacion en la bacteria, permiti6
proponer que la respuesta transcripcional frente al Cu se establece mediante la activacion de
modulos coordinados transcripcionalmente por un conjunto comin de elementos reguladores
capaces de traducir diferentes estimulos generados por la exposicion sostenida al metal, cuyo
grado de conectividad depende esencialmente, de la participaciéon en diferentes procesos
celulares de las proteinas codificadas en cada uno de ellos, destacdndose sistemas relacionados
con homeostasis de Cu, captacién de hierro, reparacion de DNA, metabolismo basal y
produccion de energia.

Los resultados obtenidos en esta tesis, ademds permitieron brindar a la comunidad
cientifica, un nuevo modelo global de regulacién transcripcional, el cual puede ser utilizado para
el estudio de la respuesta celular frente a otros estimulos y contrastar las propiedades descritas en

otros modelos bacterianos.
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ABSTRACT

Copper (Cu) is a micronutrient required for optimal development and functioning of
cells. However, in excess, it is toxic for all biological systems. Global gene expression studies
indicate the existence of transcriptional changes of genes that encode for proteins involved in Cu
homeostasis, antioxidant mechanisms and other metabolic pathways, which enhance the cellular
response fo metal exposure changes in response to changes in the Cu extracellular availability.
However, the transcriptional regulatory elements that help to establish connections in a global
level response are largely unknown.

In this regard, a global transcriptional regulatory network of transcription factors and
their target genes, was constructed irn sifico using the bacteria Enterococcus Jaecalis as a study
model, allowing to integrate different gene expression data. The network resulting from this
information intersection, and its subsequent verification in the bacteria, allowed to suggest that
the ftranscriptional response against Cu is established by the activation of modules
transcriptionallyu coordinated by a common set of regulatory elements capable of translating
different stimulus generated by a sustained metal exposure, whose connectivity degree depends
essentially of the participation in different cellular processes of the proteins encoded in each of
them, among them, Cu homeostasis, iron uptake, DNA repair, basal metabolism and energy
production.

The results obtained in this thesis allows to provide to the scientific community a new
global model of transcriptional regulation, which can be used for the study of the cellular

response to other stimulus and contrast the described properties in other bacterial models.
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INTRODUCCION

1. El cobre

El Cobre (Cu) es un elemento traza requerido para el correcto funcionamiento de diversas
enzimas tanto de organismos procariontes como eucariontes. En los sistemas biologicos el Cu
puede existir en sus estados reducido (Cu™') u oxidado (Cu*?), posibilitando su participacién en
la oxidacién de diferentes sustratos'. Su intervencién en procesos de respiracién celular,
transporte de hierro (Fe) y proteccién frente a radicales libres, hacen del Cu un elemento de
transiciéon fundamental para la realizacién de una serie de procesos bioquimicos en forma
normal®. Sin embargo, el exceso de éste metal puede inducir estrés oxidativo generando especies
reactivas del oxigeno (ROS) tales como los radicales hidroxilos a través de las reacciones de
Haber-Weiss y Fenton®, El desequilibrio entre la generacién de ROS y los sistemas antioxidantes
pueden causar peroxidacion lpidica, modificacién proteica y dafio al DNA™*. Sumado a esto, ¢l
Cu puede unirse directamente a grupos sulfihidrilos de proteinas e incluso desplazar a otros
metales que actian como co-factores, conduciendo a la inactivacién enzimatica y/o a la pérdida
de estructura proteica’.

Esta dualidad, requiere de la existencia de mecanismos homeostaticos, capaces de
controlar la concentracién intracelular de Cu. En este sentido, se reconocen tres etapas
involucradas principalmente en el manejo celular de Cu, a saber®: 1) Captacion: ejecutada por
proteinas de membrana encargadas de la incorporacion del metal hacia el interior de la célula, ii)
Mangjo intracelular (almacenamiento y distribucion): realizada por proteinas que unen

transitoriamente el metal, por ejemplo, metalotioneinas y chaperonas de Cu), iii) Eflujo:




realizada via proteinas de membrana capaces de transferir el metal hacia el medio extracelular,
siendo las ATPasas tipo P, las mas comunes y mejor descritas a la fecha.

La respuesta celular a Cu depende entonces de la accién coordinada de un conjunto de
proteinas cuya actividad controla la tasa de incorporacién, acumulacion y salida del metal,
procesos que en organismos procariontes y eucariontes unicelulares son regulados fuertemente a
nivel transcripcional por proteinas (factores de tramscripcién) .cuya funcién es modulada
directamente por la unién al metal” 8,

Disfunciones de los componentes homeostaticos de Cu asi como de los sistemas de
proteccién antioxidantes generan, en humanos, diferentes patologias. Ejemplo de ello son las
patologias de Menkes y Wilson™ !°, generadas por mutaciones en genes que codifican para las
ATPasa de eflujo ATP7a y ATP7b respectivamente. El Sindrome de Menkes es una enfenned?d
ligada al cromosoma X, que produce deficiencia de Cu generando un deterioro mental
progresivo, hipotermia, anormalidades del tejido conectivo, que finalmente llevan a la muerte
aproximadamente a los tres afios de edad. La enfermedad de Wilson es autosdémica y se
‘ caracteriza por excrecion biliar de Cu defectuosa lo que lleva a una acumulacidn del metal en
higado y ojos, produciendo los caracteristicos anillos oculares o Kayser-Fleischer, segnida por
trastornos neurolégicos, psiquidtricos, renales, hematoldgicos, endocrinos y cirrosis hepatica’’.
Por otro lado, la pérdida del control de los mecanismos de proteccion frente a la toxicidad del Cu
se ha vinculado con enfermedades multifactoriales como el Alzheimer € incluso a problemas
cardiacos presentes en la diabetes'™ , abriendo la interrogante de que ademés de los
mecanismos homeostaticos, otros procesos metabolicos vitales para un correcto funcionamiento

celular estarian siendo afectados por el desbalance de este micronutriente.




2. Respuestas transcripcionales globales frente a la disponibilidad de cobre

Diversos han sido los esfuerzos para entender cual es la respuesta de la célula a nivel
global frente a la exposicion a Cu y como es su capacidad para coordinar diversos procesos
metabdlicos en post de mantener la homeostasis celular. En esta linea de investigacion,
experimentos de microarreglos realizados en diferentes inodelos biologicos, enfocados a
determinar los efectos del Cu (déficit o exceso) a nivel transcripcional ', cuentan que, ademés de
los mecanismos homeostéaticos de Cu, existen otros transcritos. que cambian su abundancia, los
cuales codifican para proteinas con funciones asociadas a adhesion celular, organizacion del
citoesqueleto, modificacion y sintesis de proteinas, sefializacién, metabolismo energético basal
(glicolisis, via de las pentosas) y proteccién contra estrés oxidativo, los que abarcan cerca de un
80 % del total de los cambios observados. Estos resultados dan cuenta que €l Cu es capaz de
inducir cambios transcripcionales globales a nivel celular de genes que codifican para
componentes involucrados en otros procesos celulares, sugiriendo mecanismos de regulacion
génica capaces de responder al estimulo coordinando 1a expresion de estos elementos frente a la
exposicion al metal.

A la fecha, se han descrito diversos mecanismos para entender la sensibilidad de los
elementos de regulacién transcripcional que responden a Cu, capaces de influir directamente
sobre la expresién de genes que participan en la homeostasis intracelular del metal”. En el
modelo eucarionte de Saccharomyces cerevisiae se postula que cambios en la disponibilidad del
metal, activan la accién coordinada de dos factores de transcripcién'® 7. Frente a un déficit del

Cu, la proteina Maclp activa la expresion de los transportadores de captacion (CTR1/CTR3), por




el contrario el factor Acelp, en altas condiciones del metal activa la expresién de Cupl
(chaperona de acumulacion) y genes de respuesta a estrés (SOD).

En bacterias, el modelo mas simple y mejor estudiado de regulacion transcripcional es el
operon cop comandado por el represor CopY, presente en diversos organismos procariontes. Este
factor, impide la transcripcién de genes encargados del manejo intracelular del metal a través de
la unién sobre sus regiones reguladoras. El modelo describe que en un estado de homeostasis,
CopY reprime genes involucrados con la homeostasis del metal. Ahora bien, en un escenario de
exceso, la chaperona CopZ le entrega un atomo de Cu a CopY, el complejo Cop¥Y-Cu posee una
menor afinidad hacia el DNA, liberdandose de las regiones reguladoras, permitiendo que ocurra la
transcripcion génica de componentes involucrados principalmente en resistencia, como la
ATPasa de Cu CopA'®.

En humanos, la regulacion transcripcional sensible a Cu es de forma indirecta; proteinas
chaperonas denominadas metalotioneinas'®, como respuesta a un exceso del metal intracelular,
intercambian dtomos de Cu por atomos de Zinc (Zn) presentes en su estructura, los atomos de Zn
liberados se unen al factor de transcripciéon MTF1, el complejo MTF1-Zn activa la expresion de
genes que codifican para las metalotioneinas, las cuales actiian como un quelante de Cu evitando
la toxicidad éste en su estado libre.

Las evidencias derivadas de estudios en procariontes y eucariontes indican que el Cu
modula de forma directa o indirecta, factores de transcripcion encargados de regular la expresion
de genes involucrados en la homeostasis del metal y mecanismos antioxidantes (sistemas de
proteccién), genes que abarcan | aproximadamente solo el 10 % del total de cambios
transcripcionales observados cuando células son expuestas a diferentes tratamientos con el metal.

En cuanto a los sistemas regulatorios, poco conocemos de otros factores de transcripcién capaces




también de responder al estimulo Cu, o cudl es la coordinacion que se establece entre estos
elementos para generar una respuesta a nivel global que de cuenta de cambios en las abundancias
transcripcionales de genes que codifican para los componentes involucrados en otros procesos

celulares.
3. Redes de regulacién transcripcional mediadas por factores de transcripcion

De los componentes involucrados en regulacion transcripcional, los factores de
transcripcion tienen una participacién fundamental en censar un estimulo para luego traducirio
en una serie de cascadas de interaccién que involucran reacciones bioquimicas que terminan con
la coordinacién y regulaciéon de eventos de regulaciéon de la transcripcién®. En general, el
mecanismo de accién de estos factores es promover (activador) o imposibilitar (represor) el
reclutamiento de la maquinaria transcripcional en lugares particulares dentro del genoma®'. Para
esto, estas proteinas son capaces de reconocer secuencias nucleotfdicas especificas denominados
sitios de unién o binding sites, las cuales estdn presentes principalmente en las regiones
promotoras de uno o varios operones bacterianos (blancos de la regulacién)*Z.

Dado éste mecanismo, las relaciones que se establecen presentan direccionalidad y
secuencialidad en cada uno de sus pasos, inicidndose con la capacidad de un determinado factor
de transcripcién de reconocer un estimulo, seguido con el reconocimiento del sitio de unién por
parte de la proteina en las regiones promotoras de sus genes blanco lo que finalmente conduce a
la activacion o represion de la transcripcion.

Recientemnente, multiples esfuerzos se han efectuado para entender como es el

)
funcionamiento a nivel global de los factores de transcripcién sobre la regulacion de un genoma.




Con el proposito de abordar el problema desde una visién sistémica, en este trabajo de
investigacion se ha definido operacionalmente que los factores de tramscripcion y sus genes
blancos forman parte de un circuito de interacciones complejo, cuya conectividad entre ellos vaa
depender principalmente de identificacién o no de un determinado sitio de uni6n®. Esta vision
permite integrar toda la informacion, pudiendo la suma total de las conectividades establecidas
entre los elementos del sistema ser representada como una red de regnlacion transcripcional a
escala global, en la cual los genes y los factores son los nodos dentro de la red y los sitios de
unién las interacciones entre ellos™.

En ésta linea de investigacion, mediante el uso de diversas herramientas bioinforméticas
y experimentos a escala global (gendmica, transcriptdmica, protedmica, etc.) se ha logrado
generar diversas hipotesis de redes de regulacion transcripcional. La primera red de regulacién
construida capaz de integrar y describir a nivel sistémico las interacciones que se establecen
entre los factores de transcripcion y sus correspondientes genes blancos se propuso en la
levadura S. cerevisiae™. En esta red se¢ describi6 por primera vez la presencia de unidades de
regulacién que se repiten a lo largo del genoma, se caracteriz6 la estructura de una red de
regulacion transcripcional donde se distinguen mdédulos particulares para dar forma a una red
compleja de interacciones, describiendo niveles de conectividades donde destacan diferentes
factores de transcripcidn capaces de regular otros factores. En procariontes, los modelos
actualmente mds depurados de redes de regulacion transcripcional se encuentran en Escherichia
coli*®. El uso de este organismo modelo, no sélo permitié estudiar las conectividades
transcripcionales a gran escala, sino también logrd dar cuenta de la dindmica de la regulacion en

funcion al tipo de estimulo, estableciendo en general, que la topologia que presenta la red, limita

en gran medida la capacidad de la bacteria para adecuarse a los diferentes medios™.




Con la integracién del conocimiento generado a la fecha sobre de redes de regulacion
transcripcional, no solo se ha logrado entender la composicién ¢ interaccion de los elementos que
las constituyen, sino también se ha conseguido describir diversas propiedades comunes en estos
sistemas. En este contexto, diversos estudios tanto topolégicos como funcionales, concuerdan
que las principales ventajas que le otorga a la célula contar con este tipo de redes de regulacion
transcripcional radican en’’: i) Velocidad de propagacion del estimulo: por ejemplo, en el caso
de que un sitio de unién esté en mas de una regién promotora, el factor de transcripcion puede
eventualmente activar o reprimir mas de un gen, confiriéndole al sistema una alta y rapida
propagacién del estimulo, asi como una coordinacién en la expresién cuya funcionalidad es una
pronta y diversa respuesta transcripcional por parte de la célula; ii) Variabilidad de la respuesta:
la capacidad limitada de censar un estimulo por parte de los factores de transcripcién conduce a
unt alto grado de especificidad. No obstante, existen estimulos capaces de afectar la funcion de
forma directa o indirectamente a un alto nimero de factores de transcripcion, tal es el caso por
ejemplo, del estrés inducido por privacién de alimentos, cambios de temperatura o presencia de
ROS.

Estas caracteristicas en definitiva, permiten diferenciar dentro de una red de regulacién
transcripcional a nivel global, nodos capaces de responder frente a ciertos estimulos, cuyo grado
de especificidad en la respuesta va a depender del tipo de perturbacién al cual se enfrenta la
célula y de la capacidad de mediacion de los factores de transcripcion por traducir esta sefial en
regulacién y coordinacion de la expresion de uno o varios genes. A finales del afio 2009, se
construyd una posible red global de regulacién franscripcional en Mycobacterium tuberculosis

capaz de integrar datos de microarreglos temporales obtenidos para dos estados de desarrollo

(replicativa y no-replicativa)®®. La red permitié sugerir cuales eran las conectividades entre los




genes que se activaban o reprimian segiin las condiciones de replicacion de la bacteria y los
factores de transcripcion involucrados, destacando sub-conjuntos de nodos particulares dentro de
la red global (sub-redes) involucradas en cada uno de los procesos. Estas sub-redes describian la
activacion de nuevos genes con sus respectivos factores de transcripcion capaces de detectar las
diferentes condiciones metabélicas de crecimiento, cuya finalidad supone establecer un sistema
regulado para componentes involucrados directamente en los procesos de replicacidn asi como
de otras proteinas encargadas de generar la energia necesaria para Ilevar a cabo estos procesos.
Ademas, con la clasificacién de estas sub-redes se logré determinar cuales eran los nodos de
respuesta temprana y tardfa, cuya temporalidad y dinimica de expresién va a depender de la
capacidad del factor de responder de forma directa o indirecta a las condiciones generadas en
cada uno de los estados de desarrollo.

Este tipo de estudios ademds de integrar la respuesta transcripcional global de un
organismo, permiten entender a nivel sistémico, como los cambios de expresion génica
contribuyen al proceso de adaptacién de una célula frente a un estimulo del medio, identificando
los mecanismos especificos involucrados en estos procesos. En términos del Cu, experimentos
sobre la respuesta trar;scripcional global realizados a la fecha, a excepcion de los elementos
involucrados directamente en la homeostasis del metal, no describen mecanismos regulatorios
capaces de controlar o coordinar la expresion de genes activados o reprimidos frente a la
exposicién al estimulo, o cuales podrian ser las sub-redes involucradas de respuesta al Cu. En
este contexto, la presente tesis de doctorado propuso identificar y caracterizar posibies sub-redes
transcripcionales involucradas en la adaptacion celular al Cu, siendo el propdsito fundamental

del trabajo determinar dentro de una red compleja de interacciones, cuales de ellas son capaces

de responder frente a la exposicion al metal, sugiriendo conectividades entre los diferentes




elementos, describiendo estructuras y proponiendo dindmicas de coordinacion en la regulacion

transcripcional sensibles al estimulo.

4, Enterococcus faecalis como modelo biolégico elegido

En primera instancia, para abordar la construccién de una red de regulacién a escala
global, no sélo se debe tener un alto grado de conocimiento de los elementos que van a constituir
parte de la red y las consiguientes sub-redes (factores de transcripcidn, sitios de union y genes
blanco), ademés es necesario manejar en la mayor medida posible, los estimulos involucrados en
la respuesta, en este caso la exposicion a Cu”. Estos dos requerimientos ponen de manifiesto que
la eleccién de un modelo bioldgico implica basicamente elegir un organismo capaz de integrar
tanto las factibilidades para la construccién de la red asi como controlar el estimulo ambiental
(en este caso la concentracién extracelular de Cu), lo que permitird finalmente estudiar e
identificar la coordinacién que se establece entre estos elementos para entender una respuesta
transcripcional a nivel global. i

Si bien, contamos con el modelo de redes transcripcionales de S. cerevisiage, €l trabajar
con organismos eucariontes actualmente, presenta una alta complejidad a la hora de abordar una
pregunta en esta linea de investigacion, producto de: mecanismos complementarios a la accidn
de factores de transcripcion involucrados en la expresion génica (modificacion de histonas,
metilaciones y fosforilaciones del DNA, co-activacion, etc.), diversos factores de transcripcion

capaces de regular la expresion de un gen (combinatoria), multiples modificaciones tanfo post-

transcripcionales como traduccionales y la compartimentalizacién intracelular, dificultan en gran

medida tanto la identificacion de sub-redes activadas por el estimulo Cu como el adjudicar ia




accion de la red mediada por los factores de transcripcién sobre la expresién de los genes. Todo
esto, sumado al tiempo requerido para trabajar a nivel sistémico con grandes volumenes de
informacion, restringen la eleccién de un organismo eucarionte como modelo de estudio dado los-
margenes de tiempo establecidos en una tesis de doctorado.

Por el contrario, la utilizacién de modelos procariontes, presenta grandes ventajas las que
radican principalmente en el mimero total de genes, dado el tamafio de los genomas bacterianos
significativamente menor (ordenes de magnitud) en comparacién a organismos eucariontes;
ademas cerca del 70 % de estos comparten al menos una vez la misma region de regulacion
transcripcional (genes co-regulados dado su organizacién en operones)’’, la existencia
actualmente de una gran cantidad y diversidad de genomas bacterianos secuenciados lo cual
facilita en gran medida la bisqueda de potenciales elementos reguladores. Todas estas
caracteristicas, presentan a un modelo procarionte como una gran alternativa de eleccion.

Tal como se menciond anteriormente, la red de regulacion transcripcional de E. coli
cuenta con una alta informacién y caracterizacién de las conectividades entre los factores de
transcripcion y sus respectivos genes blanco. Sin embargo, en términos de elegir un modelo que
presente un facil manejo y estudio del estimulo Cu, E. coli al pertenecer al grupo de las Gram
negativas, cuenta con mecanismos homeostaticos independientes los cuales van a controlar las
concentraciones y flujos de Cu en el periplasma y el citoplasma de la bacteria®’. A nivel
transcripcional, el sistema de dos componentes PcoRS controla la expresion de proteinas
involucradas en la detoxificacion de niveles extremos de Cu en el periplasma, la proteina CueR
activa la expresion de la ATPasa encargada del eflujo del metal desde el citoplasma hacia el
periplasma, ademas un tercer mecanismo de detoxificacion de caracteristicas hibridas regulado

por el complejo transcripcional CusRS, que podria estar involucrado en la detoxificacién tanto
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del citoplasma como del periplasma en la bacteria. Pensando en un efecto directo y posterior
interpretacion del efecto del metal sobre la expresion génica, la compartimentalizacién que se
establece en E. coli a nivel de citoplasma y periplasma, asi como la opcién de precisar la
implicancia de esta regulacién transcripcional en la proteccion confra el metal, dificultan la
eleccién de este organismo como modelo de estudio.

Por ¢l contrario, el operon cop da cuenta del modelo mas simple de homeostasis y
regulacién transcripcional descrito a la fecha. Si bien, el mayor grado de conocimiento sobre €l
funcionamiento de este sistema se encuentra en Enterococcus hirae, esta bacteria al no contar
con su genoma secuenciado limita significativamente las posibilidades de construir una red de
regulacién a nivel global. Con el propésito de identificar nuevos componentes involucrados con
1a homeostasis del metal y considerando la informacion disponible sobre la homeostasis de Cu en
E. hirae presente en la literatura, nuestro laboratorio en el afio 2010 present6é el modelo del
operon cop en Enterococcus faecalis (bacteria filogenéticamente mas cercana a E. hirae con
genoma secuenciado)’’. Este operon estd compuesto por los genes cop?, cop4 y copZ; frente a
diversos tratamientos con Cu, transcritos para estos genes exhiben un aumento en su abundancia
cercana a 60 veces en comparacion al medio basal, evidenciado la respuesta frente al metal a
nivel de la expresion de estos genes, posiblemente regulados a través de CopY. En este mismo
trabajo, ademds mostramos la respuesta transcripcional global (microarreglo) de la bacteria
frente a la exposicion a Cu. Los resultados indicaron que un total de 234 genes cambiaron su
abundancia transcripcional frente al tratamiento, los cuales codifican para diferentes procesos
metabolicos (incluyendo homeostasis de Cu y respuesta frente a ROS). Sumado a este trabajo,

recientemente en este mismo modelo, publicamos un nuevo articulo donde describimos un nuevo
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componente de respuesta al metal involucrado en la homeostasis del Cu (CutC), el cual
posiblemente podria estar complementando la accién del operon cop en E. faecalis™,

En resumen, considerando la disponibilidad de un genoma secuenciado €l cual permite
identificar, seleccionar y clasificar los elementos que van a constituir parte de la red, el
conocimiento adquirido del operon cop, €l efecto del Cu tanto a nivel celular como a nivel
transcripcional global (microarreglo) y la experiencia obtenida en nuestro laboratorio para
manejar la bacteria, sumado al desafié de construir una red de regulacién transcripcional y
brindar a la comunidad cientifica un nuevo modelo bacteriano dotado de una propuesta de redes,
propusimos a E. faecalis como ¢l modelo biologico adecuado para abordar la hipdtesis de la
presente tesis.

En atencion a la evidencia presentada se planted la siguiente hipétesis de trabajo:

12




5. Hipotesis de trabajo

Genes que se activan frente a la exposicion a cobre y que codifican para proteinas que

participan en diversos procesos celulares, son regulados por un conjunto comin de factores de

transcripcion,




6.  Objetivo general

Identificar redes de regulacidn transcripcional activadas en respuesta a Cu, compuestas
por factores de transcripcion capaces de coordinar la expresion de genes que codifican para
componentes asociados a la proteccion directa contra el metal (genes del operon cop), respuesta
a estrés, metabolismo basal, produccion de energia, reparacion celular, transporte, etc. Asi como,
verificar si esta regulacion es determinante en la resistencia conira el metal en la bacteria

Enterococcus faecalis.
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7. Objetivos especificos

L
Objetivo 1: Construir in silico una posible red de regulacién transcripcional activada en
respuesta a la exposicién a Cu.

Mediante el uso de diferentes algoritmos bioinfofméticos, se construyo y caracterizo
topologicamente una red de regulacién transcripcional en el genoma de E. faecalis, la cual
contiene factores de transcripcion conectados con los genes codificados en la bacteria a traves de
la presencia de un sitio de unidén en sus regiones promotoras. Posteriormente, se identificé dentro

de la red el sub-conjunto de genes activados en respuesta a Cu (sub-red).

Objetivo 2: Determinar la participacion del(los) factor(es) de transcripeion en Ia regulacion
de la expresion de los componentes de Ia red inducidos por Cu.

Se generaron criterios de seleccién que permitieron escoger dentro de la sub-red activada
por Cu, factores de franscripcion a los que se verificd conectividades con sus respectivos

operones blancos mediante la generacion y caracterizacion de cepas mutantes.

Objetivo 3: Evaluar la dependencia de la regulacion transcripcional mediada por los
factores de transcripcion en la resistencia a Cu.

Se realizaron diferentes protocolos microbiolégicos de exposicion a Cu que lograron
determinar si, la ausencia de la regulacion transcripcional impactd sobre la resistencia al metal,
comparando principalmente la viabilidad celular y el contenido intracelular de Cu entre las cepas

silvestre y mutantes.
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MATERIALES Y METODOS
1. MATERIALES
1.1.  Cepas y condiciones de cultivo

Las caracteristicas de las cepas utilizadas en este trabajo se detallan en la tabla 1. Cepas
de E. faecalis se cultivaron en medio minimo N liquido (1 % (p/v) glucosa (Merck, New Jersey,
EUA), 1 % (p/v) peptona (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), 1 % (p/v) fosfato monohidrégeno d;a
sodio (Merck), 0,5 % (p/v) extracto de levadura (Oxoid)), Caldo BHI (BD, New Jersey, EUA) y
Caldo THB (BD). Para el crecimiento de E. coli se utilizd medio Luria-Bertoni liquido (LB) (1
% de triptona (Oxoid), 1 % de cloruro de sodio (Merk), 0,5 % de extracto de levadura (Oxoid)).
Para cultivos sdlidos en placa, se usé la misma composicion del medio liquido correspondiente
adicionando agar bacteriologico al 1,5 % (p/v) (Oxoid). La seleccién de colonias de E. coli
transformada con el vector pGEM-T (Promega, Wisconsin, EUA) se efectué agregando al medio
sdlido el antibiético ampicilina (Sigma-Aldrich, Illinois, EUA) y X-Gal (Gold Biotecnology, St.
Louis, EUA) a una concentracion de 100 pg/mL y 200 pg/ml respectivamente. En cultivos de
células transformadas con el vector pCIK47-Gen se agregd el antibidtico gentamicina (Sigma-
Aldrich) a una concentracion de 5 pg/mlL para Enterococcus y 200 pg/mL para E. coli. Para
cultivos de la cepa mutante para el gen /ex4 de E. faecalis, fue necesario adicionar al cultivo el
antibidtico eritromicina (50 pg/mL).

Los cultivos solidos se efectuaron a una temperatura de 37 °C en una estufa Precision

Incubator 300 (Memmert, Schwabach, Alemania). Los cultivos liquidos se realizaron en una
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estufa L5I-7016R (Latech, Salt Lake, EUA) con agitacion de 140 r.p.m. a 37 °C. Las cepas se
almacenaron a -80 °C en el medio liquido correspondiente a 80 % (v/v) y glicerol 20 % (v/v).
Cuantificaciones de absorbancia de cultivos liquidos y 4cidos nucleicos se realizaron en un
espectrofotémetro MBA2000-UV/VIS (Perkin Elmer, New York, EUA) a una densidad dptica
(DO) de 600 nm y 240/260/280 nm respectivamente. Las verificaciones ﬁn;ﬂes de las mutantes

se realizaron via secuenciacion Sanger por la empresa GeneWiz (New Jersey, EUA).
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Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos.

Cepas y plasmidos Genotipo relevante Referencia

Cepas

E. faecalis

OGIRF Cepa silvestre E. faecalis, receptora de conjugacién 3

CKl111 Cepa dadora conjugativa Laboratorio

Dra. Barbara
E. Murray*

A copY Mutante cepa E. faecalis OGIRF, delecién por 36
conjugacion del gen copY

A fur Mutante cepa E. faecalis OGIRF, delecion por  Este trabajo

_ conjugacion del gen fur

VlexA Mutante cepa E. faecalis OGIRF, insercion del vector 3
Tn917 en gen lexA

E. coli

DH5a Clonamiento del vector pGEM-T, cepa comercial 38
Invitrogen

EC1000 Clonamiento del vector pCIK-Afir 39

Plismidos

pGEM-T Vector comercial, Promega 40

pGEM-T-Afur Vector pGEM-T contenedor del segmento homologo  Este trabajo
para construccion de mutante para el gen fur

pCJKgen Contiene sitio oriTpCF10, gen lacZ, gen pheS 4
(seleccion), gen repd (replicacién), gen aph2
(resistencia a gentamicina).

pCJK gen-Afur Vector pCJKgen contenedor del segmento homodlogo  Este trabajo

para construccion de mutante para el gen fur

* Division of Infectious Diseases, University of Texas Medical School. Houston, Texas, EUA.
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1.2.  Sales, soluciones y reactivos

Sales utilizadas en los ensayos de exposicion al metal (CuSQ,) y posteriores soluciones
para el lavado celular (PBS 1 X, solucién 1: NaCl 0,15 M, solucién 2: glicina 50 mM apH 3,5y
solucién 3: EDTA 1,0 mM) fueron adquiridas en la empresa Merck. Las soluciones y medios se
prepararon en agua destilada y desionizada (TCL, Santiago, Chile) y posteriormente esterilizada
mediante autoclave LS-1 {Rexall, Mississauga, Canad4d) durante 30 min. Todos los kits y
enzimas utilizados en los ensayos de biologia molecular se adquirieron en las empresas
Invitrogen (California, EUA), Promega, Qiagen (Duesseldorf, Alemania) y Roche (Basilea,

Suiza).

1.3. Partidores

Los partidores utilizados tanto para las reacciones de PCR convencional como en tiempo
real (ANEXO 1), se sintetizaron por Alpha DNA (Quebec, Canadd) y Sigma-Aldrich. El disefio
de éstos se llevé a cabo mediante el Programa Primer3plus®, utilizando como templado el

genoma secuenciado de E. faecalis V583%.

1.4. Algoritmos bioinformaticos

La prediccion de la organizacion de los genes dentro de E. faecalis (asignacion de
operones) se realiz a través del uso de los programas SHOPS* y Uber®. La identificacion y

clasificacion de los posibles factores de transcripcion codificados en la bacteria, se llevd a cabo
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automaticamente mediante Blastp bi-direccionales*® y asignacion de dominios funcionales a
través del programa InterProScan®’, éste Gltimo permitié rastrear informacién de motivos
descritos en diferentes familias de profeinas recogidas desde las bases de datos de Pfam®s,
Interpro® y del European Bionformatic Institute (EBI)™. La construccién de la red de regulacién
transcripcional se llevo a cabo utilizando los algoritmos MOTIF SAMPLER-SCANNER®! y
CONSENSUS-PATSER’?. Como elementos de biisqueda, se rastrearon un total de 215 matrices-
de peso probabilisticas (MPPs) para sitios de unién bacterianos™, informacién obtenida por
recopilacién de secuencias desde plataformas tales como: RegulonDB*, TractorDB> y
DBTBS y posteriores curaciones manuales basados en referencias experimentales. Esta
informacion esta presente en una base de datos previamente generada por el Laboratorio de
Bioinformatica y Matematica del Genoma (LBMG). Como templado de la btsqueda de las

3%, Para la visnalizacién y andlisis

MPPs, se utilizd el genoma secuenciado de E. faecalis V58
topologicos posteriores de la red construida, se utiliz6 las plataformas ARTEMIS®,
CYTOSCAPE®®, Microsoft Excel 2010°° y el paguete Igraph contenido en el software R®. Para
la seleccion de genes diferencialmente activados por Cu, se utilizaron datos de expresién génica
global publicados previamente por nuestro laboratorio®. El cruce de ésta informacién con la lista
de genes incluidos en la red de regulacion generada in silico se realizé mediante el programa
Microsoft Access 2010%°. Todos los alinecamientos de las secuencias nucleotidicas se realizaron
con el algoritmo ClustalW v1.4 disponible a través del editor de secuencias BIOEDIT®. La
generacion de posteriores Logos se efectudé mediante el programa WEBLOGO disponible en
linea (http://weblogo.berkeley.edu/)®,

Todas las herramientas bioinformaticas se utilizaron en forma estandar, basadas en las

referencias citadas y signiendo las recomendaciones correspondientes indicadas por los autores.
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2. METODOS

2.1. Analisis in silico

2.1.1. Identificacion de elementos que van a constituir la red de regulacion transcripcional

in silico

La construccién de la red de regulacion transcripcional mediada por factores de
transcripcion requiere en primera instancia, identificar cuales van a ser los componentes
constituyentes, los que corresponden bisicamente a los elementos reguladores (factores de
transcripcion) y el total de genes presentes dentro del genoma de la bacteria (blancos de
regulacién). Como se menciond anteriormente, el modelo de estudio utilizado fue la bacteria E.
faecalis, la anotacién completa del genoma de la cepa V583 cuenta con un total de 3113 posibles
secuencias codificantes (CDS, posibles genes)®.

En primer lugar se determind la organizacion gendmica que presenta E. faecalis, a fin de
identificar grupos de genes que pueden transcribirse como una sola unidad transcripcional y que
por tanto podrian compartir la misma regién promotora (definicién operacional de operones™).
De esta forma se constituyé el conjunto de secuencias que se utilizaron en la bisqueda de los
sitios de unidn (ver detalles en seccidn 2.1.2.) que a su vez permitieron establecer la hipdtesis de

conectividades entre factor de transcripcion y el conjunto de operones de nuestra red.
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2.1.2. Construccion ir silico de la red de regulacion transcripcional mediada por factores

de transcripcion (escala global)

Determinados los elementos reguladores (agrupados en familias de factores de
/

transcripcién) y la organizacion de los genes en operones, se procedid a construir la red de
regulacion transcripcional. Esta tarea se realizd en colaboracién con el Laboratorio de
Bioinformatica y Matematica del Genoma (LBMG) dirigido por el Dr. Aleja‘ndro Maass en el
Centro de Modelamiento Matemético (CMM) de la Universidad de Chile. Se determiné en el
genoma de E. faecalis V583, el niimero de secuencias que coinciden con aquellas descritas para
diferentes sitios de unién de bacterias. Para ello, las MPPs correspondientes a cada sitio de
unién, fueron generadas mediante alineamientos de archivos FASTA los cuales contienen en
promedio 10 secuencias nucleotidicas asignadas como posibles sitios de reconocimiento para
factores de transcripcion bacterianos. Las secuencias contenidas en cada archivo, fueron
previamente agrupadas de acuerdo a su procedencia (obtenidas desde una sola especie o de todo
un orden bacteriano) y reconocimiento (por un factor en particular o una familia de factores de
transcripcion). La base de datos contiene un total de 362 MPPs (81 familias de factores de
franscripcion representadas), en este trabajo se consideraron, solo aquellas matrices asignadas a
un factor de transcripcion el cual tuviese un posible homologo por identidad dentro del genoma
de E. faecalis (149 en total distribuidas en 91 familias de factores). Para esto, se cruzd la
clasificacion por factores presente en la base de datos con la prediccidon de factores de

transcripcion obtenida en el punto 2.1.1., obteniendo un conjunto final de 149 MPPs de

busqueda. Posteriormente, cada una de ellas fueron rastreadas 300 pb rio arriba y 50 pb rio abajo
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del inicio de cada operon de E. faecalis V583 mediante dos protocolos automatizados de
busqueda (MOTIF SAMPLER-SCANNER y CONSENSUS-PATSER).

El archivo final resultante, integra los elementos reguladores y los genes (agrupados en
operones) conectados enfre se en base a la presencia de un posible sitio de unidén en su region
promotora. Esta informacién fue registrada en un archivo de texto en formato genebank® y
formato .xIs (Microsoft Excel), para luego ser analizado en plataformas de visualizacién y acceso

a la informacién de genomas y redes biologicas (ARTEMIS y Cytoscape).

2.1.3. Identificacion de una red de regulacion transcripcional activada por Cu y selecciéon

de regulones para verificaciones conectividades in vivo

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis, nuestro laboratorio ha publicado una serie
de experimentos utilizando microarreglos sembrados con casi la totalidad de los genes anotados
de E. faecalis V583 (Nimblegen, N° de catalogo A4359- 00-01, GSE20453)*. Brevemente, los
vidrios sembrados fueron hibridados con cDNA sintetizado desde RNA gendmico, aislado de la
bacteria crecida en medio N estandar de cultivo (referencia) y un medio N suplementado con 0,5
mM de CuSQ, (tratamiento) hasta una fase exponencial intermedia (DOggonm = 1). Del total de
genes diferencialmente expresados en forma significativa producto de la exposicién a Cu, se
consideraron lo 109 aumentaron su abundancia de transcrito. Los operones que contienen estos
genes fueron rastreados manualmente en la red global construida en el punto 2.1.2. Se incluyeron

)

en la red, operones que presentaban al menos uno de los 109 genes detectados, descartandose

aquellos operones con un segundo gen que cambio su expresion significativa e inversa. El total
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de genes inducidos por el metal dentro de la red transcripcional global, constituyé finalmente la
red de regulacion transcripcional inducida por Cu.

Considerando el alto volumen de informacion contenida dentro de la red, se aplicaron 2
filtros que pretenden seleccionar regulones para su verificacion de conectividades en la bacteria.
i) Filtro por conectividades: Se seleccionaron regulones que presentaron un alto mimero de
conectividades. Nuestro argumento considera que este tipo de redes arrastran un alto nimero de
conectividades falsas positivas, por lo tantc; elegir un mimero alto aumenta la probabilidad de
encontrar factores de transcripeion conectados con algunos de sus blancos predichos.
if) Redundancia en el genoma: Se pretende validar la conectividad dentro de un regulon
directamente en la bacteria, a través de la cuantificacion transcripcional de sus genes en un
escenario ausente de regulacién (cepa mutante para su correspondiente factor de transcripcion
versus la cepa silvestre). Dado este disefio experimental, la redundancia se presenta como un
problema a la ahora de verificar los cambios transcripcionales, puesto gue un segundo regulador
con caracteristicas similares podria anular el fenotipo esperado en la cepa mutante, Es por esto,
que se seleccionaron regulones en los cuales el factor solo posea una copia en el genoma de E.

Jfaecalis.
2.1.4 Andilisis topoldgicos y generacion de logos
Se utilizaron protocolos estandarizados, previamente descritos en la literatura para

examinar las diferentes propiedades topologicas y estructurales de la red a escala global e

inducida pro Cu construidas en E. faecalis, estas fueron:
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1) Distribucion del grado de salida P(K): Este valor da la fraccién de genes conectados con los
factores de transcripcion, obtenido al contar el niimero de genes en la red N (K) que tiecnen K =
1, 2, 3 ... n de conectividades dividido por el total conectividades.
ii) Tipo de conectividades: La identificacion del nimero de origones, loops de alimentacidn,
modulos de entrada y autorregulacion dentro de la red se determiné automaticamente a través de
la aplicacién del paquete Igraph contenido en el programa R, ingresando como elemento de
entrada la red transcripcional en formato .xls.

La construccién de Logos se realizdé mediante el programa WEBLOGO, utilizando las

secuencias nucleotidicas de los posibles sitios de union para cada regulon identificado.

2.2. Biologia Molecular

2.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La determinacidn de la calidad del RNA en fodas las muestras utilizadas y la verificacion
de los constructos utilizados en la generacion de cepas mutantes de la cepa OGIRF de E. faecalis
se efectuaron a través de experimentos de PCR convencional. En ambos casos, la amplificacion
se realizé en una mezcla final de 20 pL, compuesta por 8 ng/pL de cDNA templado, tampdn
PCR 1 X, MgCl; 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, partidores 0,2 pM c/u, TAQ Polimerasa 5 U
(Invitrogen). La reaccion se llevd a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ Research,
Massachusetts, EUA), siendo el programa de reacciéon de PCR utilizado el que se describe a
continuacion: a) Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 10 mins, b) 30 ciclos de desnaturalizacién

a 94 °C por 30 s, asociacion de los partidores por 30 s con Tm especifica para cada pareja de
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partidores utilizados (ANEXOS 1), extension a 72 °C por 60 s, y ¢) extension final, 72 °C
durante 10 mins. En los ensayos de PCR convencional en colonia, el cDNA se remplazé por 1

pL de una resuspension de una colonia bacteriana en 20 pL de agua libre de nucleasas.

2.2.2. Electroforesis

El fraccionamiento de muestras de DNA y cDNA se realizo en geles de agarosa al 1 %
p/v en tampdn TAE 1 X (acido acético 20 mM, Tris 40 mM, EDTA 2 mM, pH 8§,5), utilizando la
misma solucidén como tampoén electroforético. Se adicion6 bromuro de etidio al 0,1 % v/v con el
proposito de tefiir los geles para su posterior visualizacion.

Muestras de RNA (1 pg aprox.), previo a la electroforesis se desnaturalizaron en una
solucién de formamida 36 % (v/v), formaldehido 4 % (v/v), MOPS 0,8 X y bromuro de etidio
0,4 % (v/v), a 70 °C por 15 min, luego fueron enfriadas en hielo por 5 min. Finalmente, las
muestras se fraccionaron en geles de agarosa al 1,2 % p/v en condiciones desnaturalizantes,
adicionando a la muestra formaldehido al 7 % (v/v) y MOPS 1 X. Como tampoén electroforético
se utilizo una solucion MOPS 1 X.

La inspeccidn visual de las muestras de DNA y RNA se realizd en un transiluminador de
luz UV modelo TFX 20.M (Vilber Lourmat). Las fotografias de los geles se capturaron a través

de una céamara digital Dc290 (Kodak).




2.2.3. Construccidn y verificaciéon de cepas mutantes para factores de transcripcion en E.
faecalis OGIRF

Gran parte de este objetivo se realizd en el laboratorio “Division of Infectious Diseases”
dirigido por la Dra. Barbara Murray en la Universidad de Texas (Houston, EUA) durante un
periodo de 4 meses. La estadia tuvo como proposito principal construir y verificar las mutantes
para los genes que codifica para los factores de transcripcion seleccionados en el punto 2.1.3.
Los partidores utilizados en cada uno de los pasos de construccion y verificacion de las mutantes
se describen en la tabla 2.
i) Mutante fir: La generacion de la cepa mutanté para fur (EF1575) se llevé a cabo mediante la
técnica de delecion de genes por doble recombinacion usando el sistema PheS*, estrategia que
permite generar deleciones especificas en el genoma. El protocolo, estandarizado en laboratorio
de la Dra. Murray, consistié primero en amplificar por PCR convencional dos segmentos
correspondientes a la regidn rio arriba (up, partidores fur_up) y rio abajo (down, partidores
dur down) del gen fir, al partidor antisentido del segmento up se adicion6 la secuencia reversa
complementaria (10 pb) de la regidén 5 del segmento down. Del mismo modo, se adiciond al
partidor sentido de la regién down, la secuencia reversa complementaria de la region 3’del
segmento up. La adicién de estos segmentos complementarios, permiti6 mediante una nueva
reaccién de PCR, en la cual se utilizaron ambos segmentos (up y down) como templado y los
partidores sentido de la regidén up y antisentido de la regién down (fur_up s y fur down_a),

obtener un amplicén que corresponde a la fusién de ambos segmentos (up/down).

El amplicén obtenido fue ligado al vector comercial pGEM-T (Promega) y posteriormente

clonado en la bacteria E. coli DHS5a tomando en cuenta las recomendaciones del fabricante. El




vector resultante pGEM-T-Afur fue purificado mediante el kit Wizard Plus Minipreps (Promega)
y luego secuenciado para verificar su correcta clonacion. Luego, se digiri6é el vector con las
enzimas de restriccion Notl y Sall (Promega), el fragmento fur digerido fue ligado en el vector
pCJKgen previamente tratado con ambas enzimas. El vector pCIK gen-Afur fue clonado en cepas
de E. coli EC1000, seleccionando los transformantes con el antibiotico gentamicina (10 mg/mL),
paso que permitié aumentar la eficiencia en la recuperacion de masa del plasmido. El constructo
luego fue purificado (Wizard Plus Minipreps, Promega) y electro-transformado en la cepa
OGIRF de E. faecalis (200 mg/mL de gentamicina como medio de seleccion) utilizando el
equipo MicroPulser Electroporator #165-2100 (BioRad, California, EUA). El vector pCJKgen no
puede replicar en esta cepa, de tal forma que las bacterias resistentes al antibiotico son aquellas
en que el vector se ha integrado al cromosoma. El evento de segunda recombinacioén y pérdida
del plasmido es favorecido por traspaso de las células OGIRF, que contienen el constructo
clonado en pCIK47gen, a un medio con p-Cl-fenilalanina. El vector pCIK47-Gen lleva un alelo
dominante para una mutante del gen que codifica para la fenilalanina fransferasa. Esta mutacion
permite aceptar compuestos con alta densidad electrénica en la posicion para del anillo
aromdtico de la fenilalanina. La incorporacién de este tipo de compuestos (en este caso p-Cl-
fenilalanina), a la cadena aminoacidica en sintesis, es altamente tOxica para la célula. Esta
propiedad conferida por el vector permite seleccionar a mutantes de OGIRF que-han perdido el
plasmido y el gen blanco ya que estas bacterias son favorecidas para crecer en un medio con p-
Cl-fenilalanina. Por lo tanto, las potenciales cepas mutantes, fueron aquellas que no contienen el
plasmido y que perdieron el gen de interés. Finalmente el genotipo de las cepas mutantes para fir

se verificd con ensayos de PCR y secuenciacion (partidores dfur).
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i1} Mutante /ex4: La cepa mutante de E. faecalis OGIRF para este gen fue donada directamente
por el laboratorio de la Dra. Danielle Garsin durante la pasantia realizada en EUA. Esta mutante
fue generada por la insercién del transposén Tn917 en la regién codificante para lex4®’, La
mutacién en este caso, se verificd mediante PCR convencional y posterior secuenciacion
(partidores dlexA), lo que ademas permitié precisar la posicion en la cual se interrumpio el gen.

iii) Mutante copY: Esta mutante fue previamente construida y publicada por nuestro laboratorio
en colaboracién con el de la Dra. Murray®, utilizando de igual forma método de doble
recombinacion homéloga empleado en la mutante para el gen fur. Del mismo modo que para las
demés cepas mutanies utilizadas en esta tesis, se verificé la mutacién por PCR convencional y

secuenciacion (partidores dcopY).
2.3. [Ensayos de expresion génica
2.3.1. Extraccion de RNA. total

Para la verificacién de datos obtenidos previamente en el microarreglo de E. faecalis
expuesta a Cu, la poblacion se ajustoé desde un cultivo con la cepa OGI1RF crecido durante toda
la noche en medioc N, una conceniracion de DOggonm = 0,05 final en dos matraces (A control, B
tratamiento con Cu) con medio N fresco. Cuando los cultivos alcanzaron una DOggonm = 0,5, se
suplementé el matraz B con CuSO; hasta alcanzar una concentracion de 0,5 mM. Luego, de 2
horas de exposicién al metal, se tomé una alicuota independiente (6 mL de cultivo con una

DOgooum = 2) de cada matraz (A y B), el experimento se realizo 3 veces en dias diferentes, lo que
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constituyo finalmente un total de 6 muestras, correspondientes a 3 r;éplicas bioldgicas para cada
uno de los matraces control y tratamiento.

Del mismo modo, para los ensayos de verificacién de cambios transcripcionales entre la
cepa silvestre y las mutantes generadas para los factores de transcripcion seleccionados en el
punto 2.1.3., se ajustd desde un cultivo de E. faecalis OG1RF y mutante crecidas durante toda la
noche en medio N una concentracion de DOgoonm = 0,05 final en dos matraces (A silvestre, B
mutante) con medio N fresco. Luego de alcanzar ambos cultivos una DOggonm = 0,5 (zéplica
temporal de la extraccion de RNA del experimento con Cu), se tom6 una alicuota independiente
(6 mL de cultivo con una DOgypnm = 2) de cada matraz (A y B). Al igual que en el experimento
anterior, ¢l ensayo se realiz6 3 veces en dias diferentes, constituyendo finalmente un total de 18
muestras, correspondientes a 3 réplicas bioldgicas para cada mutante con su respectiva muestra
silvestre.

Posteriormente, todas las alicuotas obtenidas se centrifugaron a 14.000 r.p.m durante 2
min. El pellet celular resultante se lavd 3 veces en forma sucesiva con una solucién tampon de
fosfato salino pH 7.4 (PBS). Luego se procedi6 con la extraccion de RNA, para ello se utilizo el
kit de extraccion de RNA de Qiagen, previa adicion de lisozima a una concentracion final de 10
mg/mL por 20 min a 37 °C al pellet celular obtenido luego de los lavados.

Remanentes de DNA en las muestras, fueron tratados con 10 U de DNAasa (Qiagen),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Finalmente, el RNA se resuspendié en 20 pL de
agua libre de nucleasas para sus posteriormente cuantificaciones y verificaciones de calidad e

integridad.
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2.3.2. Cuantificacion y calidad del RNA

La integridad de la muestra se verificO a ftravés de -electroforesis en geles
desnaturalizantes (punto 2.2.2), observando como resultado de la migracion, dos bandas
caracteristicas correspondientes a las unidades ribosomales 168 y 23S. La posterior
cuantificacion se realizé mediante espectrofotometria (punto 1.1), calculando las razones de
absorbancia entre 260/280 nm y enire 260/240 nm, criterio que permitié determinar una eventual
presencia de proteinas y fenoles en la muestra respectivamente. Contaminaciones con DNA se
controlaron a través de PCR convencional (punto 2.2.1), ufilizando arbitrariamente 1a pareja de
partidores gdh s/gdh_a (tabla 2), esperando no obtener ningin amplificacion en las muestras de
RNA. Como control positivo de la amplificacion se realizdé un PCR en colonia utilizando la

misma mezcla de partidores empleada para las muestras de RNA.

2.3.3. Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA de doble hebra se realizd in vitro. La reaccion de transcripeion
reversa se realizo a partir de 2 pg de RNA fotal y 1 pL partidores al azar o random primers (3
pg/pL) en un volumen de 15 pL. La reaccidn se incubd por 5 min a 70 °C. Terminado este
tiempo, se agregd 1,25 pL de ANTP (10 nM), 0,5 pL. de RNAsin (40 U/uL), 5 pL de M-MLV
buffer (5 X) y 1 pL de la enzima Transcriptasa Reversa M-MLV (Promega 200 U/uL).
Finalmente, se adiciond agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de 25 pL. La
mezcla resultante se incub6 durante 1 hora a 37 °C para luego ser almacenadas a -20 °C hasta su

posterior uso en ensayos de gPCR.
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La cuantificacion del cDNA se efectud a través de espectrofotometria (punto 1.1),
verificando su calidad mediante la amplificacién arbitraria del gen gdh por PCR convencional

(punto 2.2.1).

2.3.4. PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR)

Se determind mediante qPCR, la abundancia relativa de los transcritos para los genes
diferencialmente expresados seleccionados desde los microarreglos (activados por Cu dentro de
la red) v los genes seleccionados como posibles blancos de regulacion dentro de la red inducida
por Cu (punto 2.1.3). Cada reaccion se llevé a cabo ufilizando el kit gPCR Supermix UDG
(Invitrogen) en capilares de vidrio a partir de 50 ng de cDNA en un volumen final de 10 pL. La
mezcla final contenia ademas BSA 1 X, 0,1 pM de cada partidor y 5 pL de enzima Platinum
SYBR Green (Invitrogen). El protocolo de amplificacion se ingresé al termociclador a través del
programa Light Cycler v3.5 (Roche) y se desglosa en: a) activacion de la enzima, 95 °C por 10
mins, b) amplificacién, 40 ciclos de: 1) desnaturalizacién, 95 °C por 3 min, 2) asociacién de los
partidores, por 10 segundos a la temperatura correspondiente para cada pareja de partidores
incluida en la tabla 2) extension, por 15 segundos a 72 °C y 4) curva de desnaturalizacién,
incremento de la temperatura a una tasa de 0,1 °C/segundo desde la temperatura de asociacion de
los partidores hasta 99 °C, etapa final que permitié verificar la ausencia de productos
inespecificos en la reaccién. Todos los transcritos se cuantificaron por triplicado para cada una
las muestras de ¢cDNA. La obtencién de datos se realizéd mediante el programa LightCycler

Software v3.5 (Roche).
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Los resultados generados se expresaron como la razon de cambio enire la abundancia
normalizada del transcrito para el gen pregunta en la muestra control y la muestra tratada,
utilizando como referepcia la abundancia de un transcrito que no varia su abundancia en las
diferentes condiciones analizadas (housekeeping), expresados segun la signiente ecuacion®’:

Ec1: Razénde cambio normalizado =  Ef gen en estudio ““P

Ef normalizador 4P

Ef = Eficiencia promedio de la pareja de partidores durante todas las reacciones
ACp = Diferencia del ciclo en que se inicia la deteccion de fluorescencia (punto de cruce o

crossing point, Cp) entre la muestra control y muestra experimental

2.4. Protocolos de caracterizacion microbiologica

2.4.1. Curva de crecimiento

A partir de un cultivo liquido, crecido toda la noche en medio N a 37 °C con agitacién, se
ajust6 un indculo con una DOgoonm = 0,05 en un matraz control conteniendo 50 mL de medio N y
en otros tres matraces experimentales con 50 mL de medio N suplementados con (5,5 y 1,0 mM
de CuSO4. Los cultivos bacterianos se incubaron a 37°C con agitacién a 140 rpm. El crecimiento
bacteriano se monitored por registro de absorbancia cada una hora durante las primeras 9 hs y
luego una medicién final a las 24 h. Este ensayo se realiz6 en triplicado para cada cepa mutante

comparando en paralelo su crecimiento con la cepa silvestre OGIRF de E. faecalis. Los valores
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de densidad 4ptica, se utilizaron en el calculd del tiem-po generacional requerido para duplicar la

masa de bacterias en un lapso determinado, a través de la siguiente ecuacion:

Ec2: Tiempo generacional = Log (B2) - Log (B1) x 95,6

12 —t1

B1 = Densidad 6ptica cuantificada a tiempo t1.

B2 = Densidad o6ptica cuantificada a tiempo 2.

t1 = Tiempo inicial, tiempo arbitrario en el cual el cultivo se encuentra en fase exponencial

12 = Tiempo posterior al tiempo t1 (final), en el cual el cultivo atin encuentra en fase exponencial

95,6 = Factor de conversion Ln/ Log

2.4.2. Contenido intracelular de cobre

Se determiné el contenido intracelular de Cu para las cepas silvestre y mutantes,
utilizando las condiciones de crecimiento, concentracion y tiempo de exposicion al metal que se
definieron para los experimentos de extraccion de RNA y curvas de crecimiento. Siguiendo el
mismo protocolo publicado previamente por nuestro laboratorio®, cuando los cultivos
alcanzaron una DOggonm = 1, se extrajo 6 mL los cuales se centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante
1 min. Eliminado el sobrenadante, el exceso del metal fue removido mediante 3 lavados
sucesivos con las soluciones 1, 2 y 3 respectivamente, resuspendiendo finalmente las células en 1
mL de soluciéon PBS 1X. Las muestras fueron lisadas a través de 5 pulsos de sonicacion de 15

segundos, con 5 segundos de reposo entre cada pulso utilizando un sonicador modelo OMNI-
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ruptor 250 (OMNI, Kennesaw, EUA). Inmediatamente lisadas las c€lulas, se centrifugaron a
14.000 r.p.m. durante 30 min a 4 °C, posteriormente se extrajo independientemente 100 pL del
sobrenadante de cada tubo para cuantificacién de proteinas, y otros 100 pL para digerirlos con
250 pL HNO; 0,1 N ultra puro (Merck) a2 75 °C por 24 hs. Finalmente, luego de la digestion
acida se determind el contenido de Cu mediante espectrometria de absorcién atémica (AAS) en
un horno de grafito SIMMA. 6100 (Perkin Elmer), cuyo limite de deteccion circunda las partes
por bilion (ppb). Los resultados de cada medicién fueron normalizados con los valores obtenidos

de su cuantificacion de proteinas correspondientes.

2.5. Analisis estadistico

Las réplicas técnicas y bioldgicas generadas en cada uno de los experimentos se detallan
en el pie de las figuras o en la descripcién de los protocolos cuando corresponda, donde se
declara el promedio de las mediciones obtenidas con sus respectivas desviaciones estandar y
andlisis estadisticos aplicados.

La determinacién de significancias en los experimentos de gPCR se llevo a cabo a través
del algoritmo REST®. Para los ensayos microbiolégicos, se utilizé el software GRAPHPAD
PRISMA trial v5.0. En ambos programas se manejaron los parametros establecidos de base,

considerando diferencias estadisticamente significativas si p < 0,05.
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RESULTADOS

1. Construccion i silico de una posible red de regulacién transcripcional activada en

respuesta a la exposicién a Cu.
1.1  Identificacion y clasificacién de los componentes de la red

Las redes en general se componen de nodos que inferactGian entre si a través de bordes o
enlaces®”. En el caso de redes de regulacién trénscripcional mediadas por factores de
transcripcidn, es posible identificar dos tipos de nodos, los factores de transcripcién o elementos
reguladores y los genes blanco de estos factores o elementos regulados (blancos de regulacion).
Las conectividades establecidos entre ambos nodos corresponden a secuencias nucleotidicas
regulatorias capaces de ser reconocidas por los factores de transcripcion (sitios de union),
presentes principalmente en las regiones promotoras de los genes blanco los cuales van a generar
la conectividad entre ambos tipos de nodos™.

En bacterias, los genes que van a constituir los posibles blancos de regulacion se
encuentran organizados en operones, lo cual implica que dos o mdis genes puedan compartir la
misma regién promotora (operon policistrénico), posibilitando que un factor de transcripcidén
regule a través de un solo sitio de union la expresién de mas de un gen®.

Dado esta caracteristicas de los genomas bacterianos, con la intencién de identificar y
precisar los genes blanco que van a formar parte de la red, en primer lugar se procedi6 a
determinar los posibles operones dentro del genoma de E. faecalis V583. El resultado luego de la

asignacién automatica entregé que del total de genes codificados en la bacteria (3113)%, 1663
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fueron predichos como organizados en operones, 991 son del tipo monocistron (gen finico) y 672
del tipo policistron (2122 genes contenidos) (tabla 2). Esta distribucion fue comparada con
resultados declarados en otras bacterias. La figura 1 da cuenta que la prediccién obtenida de
operones en F. faec'alz's concuerda con valores porcentuales promedios calculados para un
conjunto de 550 genomas bacterianos (datos extraidos de la base de datos puiblicas ODB™).

Obtenida la organizacion de los blancos de regulacion, se procedié a identificar los
posibles factores de transcripcién codificados en el genoma de E. faecalis que van a constituir los
elementos reguladores de la red. Mediante el uso de bases de datos actualizadas y herramientas
de anotacion de genomas desarrolladas en del Laboratorio de Bioinformatica y Matematica del
Genoma (LBMG) dirigido por el Dr. Maass, se gener6 una nueva anotacién y clasificacion de los
posibles factores de franscripcién presentes en la bacteria. Un total de 183 genes fueron
identificados como codificantes para posibles factores de transcripcién, grupo que corresponde al
5,5% del total de los genes codificados en la bacteria, porcentaje que se encuentra dentro del
rango obtenido en ofros genomas procariontes de tamafio similar (figura 2)%.

Posteriormente, mediante la comparacién de secuencias aminoacidicas e informacion de
motivos funcionales de proteinas disponibles en diversas bases de datos, se logré agrupar los
factores de transcripcion por familias (tabla 3). El andlisis de esta clasificacion, da cuenta que
familias de factores de transcripcion con un alto nimero de integrantes (mayor a 8) se encuentran
en menor proporcion en comparacion a las familias que presentan un menor mimero de
componentes, dato que concuerda con lo descrito en bacterias y arqueas®.

Tanto los resultados de la organizacién de operones como la identificacion y clasificacion
de factores de transcripcion en E. faecalis, nos permitié suponer para estos elementos, que no

existen caracteristicas particulares a nivel global dentro del cromosoma de 1a bacteria en relacién
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a lo descrito en otros organismos, punto relevante puesto que la estrategia posterior a utilizar
para la construccién de la red, pretende rastrear informacion sobre sitios de union para factores

de transcripcién descrita en otras bacterias dentro del genoma de E. faecalis.




Tabla 2. Distribucion del total de los genes dentro de los operones identificados en el

genoma de E. faecalis.

Nimero de Numero de Niimero de Porcentaje de Porcentaje de
genes por operones genes totales operones totales genes totales
operon (%) (%)
1 991 991 59,59 31,83
2 342 684 20,57 21,97
3 163 489 9,80 15,71
4 66 264 3,97 8,48
5 32 160 1,92 5,14
6 29 174 1,74 5,59
7 14 98 0,84 3,15
8 7 56 0,42 1,80
9 8 72 0,48 2,31
10 3 30 0,18 0,96
11 4 44 0,24 ' 1,41
12 2 24 0,12 0,77
13 1 13 0,06 0,42
14 1 14 0,06 0,45
total 1663 3113

39




100 -

90 -
= 80 -
[+¥]
g
5 70 -
fdy
[
F 60 -
28
= 50 -
e
2. 40 -
[
=]
£ 30 -
(=]
S 9 -
10 -
0' T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Genes por operon

Figura 1. Distribucién del tipo de operones en genomas bacterianos. El grafico presenta el
porcentajes de cada tipo de operones (columna 1 en tabla 2) con respecto al total del genoma
para: E, faecalis (barras negras) y el promedio de 550 especies bacterianas (barras blancas, base

de datos de operones ODB*).
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Figura 2. Proporcion del total de factores de transcripcion en relacion al total de genes

presentes en diversos genomas. Puntos azules y verdes corresponden a genomas bacterianos y

arqueas respectivamente. Flecha roja sefiala la posicion en el grafico del valor calculado para E.

faecalis (punto rojo). Ambos ejes graduados a escala logaritmica. Figura adaptada®®.
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Tabla 3. Posibles factores de transcripcion agrupados por familia presentes en el genoma

de E. faecalis.

Familia Nuamero de factores de transcripcion
AraC 10
ArgR 4
ArsR 2
Che-Y 14
Cro-CI 14
CRP-FNR L 3
DeoR 5
Fur 3
GalR-S 12
’ GntR 14
LacI 11
LysR 9
MarR 6
MerR 3 3
Pho 10
PurR 13
TetR 5
Otros 45
Total 183
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1.2  Construccion in silico de la red de regulacion transcripcional mediada por factores

de transcripcion (escala global).

Luego de la seleccion de los nodos reguladores y blancos de regulacion, el paso signiente
fue identificar los enlaces (sitios de unidn) en las regiones promotoras de los operones de E.
faecalis, capaces de establecer conectividades entre estos elementos para construir Ia red. En este
contexto, actualmente E. faecalis no cuenta con una base de datos propia de los sitios de unién
para el genoma. Por lo tanto fue necesario emplear una estrategia bioinformatica capaz de buscar
dentro del total de las posibles regiones promotoras, secuencias nucleotidicas consensos descritas
en otras especies (MPPs), generadas por alineamientos de sitios de unién, potencialmente
reconocidas por factores de transcripcion codificados en nuestro modelo de estudio.

El nfimero de MPPs utilizadas ascendié a un total de 149 (28 familias de factores de
transcripcion representadas), La basqueda de estas matrices se realizd en las regiones promotoras
comprendidas entre la posicién +50 y -300 del inicio de la traduccién del primer gen codificado
en cada uno de los operones predichos en la bacteria. Esta region fue seleccionada segin
consensos reportados que describen entre estas posiciones al tamafio maximo donde se han
encontrado sitios de unién en bacterias™ "',

Definidos estos pardametros, se determinaron los puntos de corte para la aplicacién de los
programas de busqueda. Cada uno de los sitios de unién encontrados presenta un puntaje
calculado en relacién al nivel de homologia con su MPP correspondiente utilizada en la
bisqueda. El puntaje minimo aceptable se considerd en funcion de la razén entre el total de sitios

de unién encontrados y el total de operones contenidos en la red. A modo de ejemplo, se ha

descrito en diferentes modelos de redes como en E. coli y B. subtilis, que el total de sitios de
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unién no supera al doble de los blancos de regulacién (operones) presentes en el genoma’.

Utilizando estos criterios, se logré construir una posible red de regulacion transcripcional
mediadas por factores de transcripcion en E. faecalis que presenta un total 716 enlaces o posibles
sitios de unién y 597 nodos divididos en: i) blancos de regulacion: 542 operones (1007 genes
totales, cercano al 33% del genoma) y ii) elementos reguladores: 13 familias de factores de
:transcripcién (55 factores independientes, 30% del total).

La figura 3 describe un grafo de conectividades, en la cual se muestran los elementos
reguladores (familias de factores de transcripcion) conectados con los blancos de regulacién
(operones) a través de la presencia de potenciales sitios de unién (enlaces). En particular, la base
de datos de MPPs utilizada en la blisqueda contiene un alto grado de precisién para algunos
componentes particulares de ciertas familias de factores de transcripcion, lo que permitio asignar
especificamente sitios de union para los factores Fur, Per y Zur de la familia Fur, PhoP de la
familia Pho, FruR de la familia DeoR y Mall de 1a familia Lacl.

Dentro de la red, tanto la distribucién de posibles funciones asignadas como la proporcion
de operones mono y policistrénicos se mantiene con respecto al total del genoma de E. faecalis
(tabla 4), destacandose blancos de regulacion con funciones vinculadas con homeostasis de
metales y estrés oxidativo regulados por los factores locales CopY, Fur, Zur, Per.

En relacion a la posicion de los sitios de unidon dentro de la regién promotora y la
secuencia consenso generada a través de alineamiento de cada uno de las secuencias agrupadas
por f:amilia de factor de transcripcion (Logo), ambos poseen un alto grado de correspondencia
con datos reportados (figura 4 v 5% ™%, resultado que en conjunto con la distribucién de

funciones ratifican el hecho de que en la operacion de los programas no hubo sesgos bioldgicos




para la construccién de la red y que los elementos encontrados guardan relacién con lo descrito
en otras bacterias.

En resumen, la ausencia de limitaciones en cuanto al total de operones del genoma, asi
como la ausencia de criterios que pudiesen haber limitado o sesgado los posibles blancos de
regulacién, permitieron describir a la red de regulacion transcripcional de E. faecalis con
caracteristicas globales, donde la tinica limitante a nivel de la bisqueda se encuentra en la

informaci6n disponible sobre el ntimero y tipo de matrices utilizadas como elementos de enfrada.
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Figura 3. Red de regulacion transcripcional a escala global de E. faecalis. El grafo muestra la
visualizacion del archivo “E.faecalisV583.cys™ a través del programa Cytoscape. Simbologia de
colores (agrupados por posibles funciones) para nodos (esferas): i) blancos de regulacion (542),
amarillo transcripcion, traduccion y replicacion; morado transporte y sefializacion; naranja
metabolismo basal y generacion de energia; verde otras funciones; celeste sin funcién asignada o

proteinas hipotéticas; ii) elementos reguladores en blanco (13 familias de factores de

transcripcion). Los enlaces (716 sitios de union) se indican con flechas plomas.




Tabla 4. Porcentaje de categorias COG de los genes contenidos en Ia red global construida
en E. faecalis. El porcentaje para cada categoria se calculé en relacion al total de genes presentes

en el genoma de la bacteria para cada una de las categorias.

Genoma (%) Red Global (%)
Categorias COG monocistrdnicos policistrénicos | monocistrénicos  policistrénicos
Transcripcién, 9,92 5,83 10,08 5,95
traduccidn y replicacion
Transporte y 4,25 2,52 3,13 3,13
sefializacién
Metabolismo basal y 10,08 11,18 10,08 9,98
generacion de energia
Otras funciones 5,51 4,41 i 4,84 5,14
Sin funcion asignada o 33,70 12,60 34,27 13,41
proteinas hipotéticas i
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Figura 4. Distribuciéon porcentual de Ia posicion del total de sitios de nnién encontrados
dentro de su region promotora dentro de la red global. Los rangos de posiciones se
consideran desde el inicio de la traduccion. El porcentaje se calcnld con la suma total de sitios de
unién presente en cada rango de posicion divido por total de sitios de unidn contenidos en la red

(= 716).
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Figura 5. Logos consenso para los sitios de unién contenidos en la red global
Representacion grafica de MPPs construidas con los sitios de union asignados a cada familia de
factores de transcripcion presentes en la red. La secuencia consenso reportada (indicada en la
base de cada Logo) fue obtenido directamente de informacion disponible en la literatura.
*Consenso de LysR puede ajustarse en mas de una posicion dentro del Logo.
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1.3  Analisis topolégicos y asignacién de propiedades de la red transcripcional global de

E. faecalis.

A través de la identificacion y analisis de propiedades estructurales en cualquier tipo de
red, se logra precisar importantes carac-:teristicas sistémicas, las cuales se conservan en diversos
modelos de interacciones bioldgicas descritos a la fecha®. Esta caracterizacién se alcanza
principalmente a través de la determinacién de parimetros topoldgicos, los cuales finalmente
entregan informacién sobre propiedades cuantitativas y cualitativas que presenta una red en
términos de su estructura y composicion de elementos®.

Considerando los protocolos actuales utilizados en la determinacién de parametros
topolégicos de redes de regulacién transcripeional, actualmente es posible diferenciar dos niveles

de analisis y clasificacion.

A escala global

A este nivel encontramos la distribucidn del grado o P(K), la cual describe €l ntimero de
conectividades establecidas entre los nodos que conforman la red®. En una red de regulacién
traniscripcional, las conectividades generadas son direccionadas, es decir, la relacién se establece
por la capacidad del factor de transcripcion de reconocer su correspondiente sitio de unién en la
regién promotora de un gen. Esta restriccion de direccionalidad tiene por consecuencia que la
distribucion del grado sea de entrada (hacia el gen) o de salida (desde el factor de transcripcion).

Estudios topologicos realizados en diferentes redes de regulacion transcripcional, sefialan
que esta distribucién conserva una funcién del tipo P(K) = AK™ (power law) o de “Escala Libre”,

lo que bicldgicamente se manifiesta dentro de una red en una alta probabilidad de encontrar un
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nodo con un grado bajo de conectividades, probabilidad que decae en forma exponencial en la
medida que aumenta el valor del grado, siendo el exponente v en la ecuacion el que describe el
decaimiento exponencial que va a presentar la distribucion®,

En el contexto de nuestra red, esto se traduce como una baja probabilidad de encontrar un
operon que presente un alto nimero de sitios de unién en su region promotora. La figura 6
muestra la distribucién del grado de entrada obtenida en la red de E. faecalis, como se puede
observar, nuestra red cumple con las propiedades de escala libre, cuya ecuacidn presenta un valor
y = 3,57, valor que se encuentra dentro del rango esperado®.

Por otro lado, se observé el “grado de salida” de nuestra red, pardimetro que describe la
distribucién del numero de conectividades que surgen desde un factor de transcripcion hacia sus
operones blanco, esta propiedad puede ser utilizada para clasificar los factores en®*: i) locales
(regulan pocos genes, < 5), genes relacionados en su mayoria funcionalmente, ii) globales,
regulan un alto niimero de genes (> 20); dentro de este grupo, si los genes regulados codifican
para proteinas vinculadas al mismo proceso o funcidén metabolica dentro de la célula son
designados como maestros.

En la red de E. faecalis (tabla 5), en general el ntimero de sitios de unioén encontrados
concuerda con la clasificacion descrita en la literatura para cada uno de los factores de

transcripcion, destaciandose LysR, ArgR y CRP-FNR como los que contienen el mayor ntimero

de conectividades.
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A escala local

El tipo de conectividades describe de forma particular, elementos conservados que
deberian estar presentes al momento de analizar cualquier ‘red de regulacion transcripcional.
Basicamente, son patrones conservados descritos en todas las redes transcripcionales construidas
a la fecha que le adjudican propiedades locales al sistema®. La tabla 6 muestra los resultados
obtenidos para la red de E. faecalis en estudio.

En relacién a los elementos identificados en E. faecalis, trece patrones fueron clasificados
como regulones, los cuales definen en nuestra red transcripcional sub-redes integradas por un
factor de transcripcién con sus' respectivos genes blancos. Ademads, se identificaron cuatro
origones, que constituyen variantes de regulones, definidos por su capacidad de detectar
directamente el estimulo, y por lo tanto no dependen de otro regulador para traducir la sefial.
Regulones y origones describen componentes que en definitiva permiten entender como la
bacteria logra controlar etapas de adaptacién frente a diferentes estimulos del medio®'.

Por otra parte, el patrén mds simple identificado en nuestra red es la auvtorregulacion
(positiva o negativa, seis casos), definido como un factor de franscripcion capaz de regular su
propia expresion, lo que permite aumentar o dismimuir la velocidad en el control de la
transcripcion sobre él y sus genes blanco. Un nimero similar de casos fue observado para
patrones de regulacién en cadena, en los cuales un regulador se une al promotor de un segundo
regulador y este a su vez, reconoce el promotor de un tercero, y asi sucesivamente. Esta cadena
representa el circuito légico mds simple para ordenar de forma temporal eventos
transcripcionales. Los patrones mas representados son los denominados “loops” de alimentacion,

descritos como operones regulados transcripcionalmente por dos o mas factores, los cuales a su

vez se regulan entre ellos. Esta configuracion le entrega al sistema la propiedad de potenciar o




disminuir el efecto del regulador sobre la transcripcion en funcion de los estimulos a lo que se
enfrente la bacteria (control fino sobre la activacién o represiéon del gem). Finalmente se
identificaron médulos de entradas singulares, definidos como un factor de transcripcion capaz de
regular un gran niimero de genes, lo que permite ampliar y diversificar la traduccién de la sefial
en ¢l corto plazo.

La identificacién de estos patrones dentro de la red de E. faecalis, permite por un lado
entender desde un punto transcripcional, cdmo la bacteria logra controlar temporalmente
diferentes etapas de adaptacion frente a diferentes estimulos del medio. Ademds posibilita la
clasificaciéon de elementos de la red en sub-redes que presentan propiedades particulares basadas
en su configuracion de conectividades.

Los resultados obtenidos en la caracterizacién topoldgica de la red de regulacion
transcripcional de E. faecalis, sugieren un modelo Wtil para trabajar. No obstante, dado la
ausencia de un estimulo que va a activar o reprimir parte de la red construida, se imposibilita a
este nivel dar una explicacién del funcionamiento de la red. Por lo tanto, la identificacion y
caracterizacion de sub-redes se hara en la seccion siguiente, cuando se incluya la informacién
derivada de los experimentos de expresion génica obtenidos en el modelo bacteriano expuesto a

un estimulo de Cu.
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Figura 6. Distribucién del grado de entrada para los genes presentes en la red de
regulacion transcripcional de E. faecalis. El grafico muestra la probabilidad P(K) para un gen

en particular de tener K(1,2,....n) interacciones dentro de la red global construida.
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Tabla 5. Néimero de sitios de unién para cada familia de factores de tramscripcion y

clasificacién segiin tipo de factor de acuerdo con datos reportados en otras bacterias. Segin

literatura®®, factores clasificados como globales/maestros reconocen dentro del genoma sobre 20

sitios de unidn, para el caso de los locales, el mimero de conectividades es inferior a 5.

Familia Sitios de unién Tipo
ArgR 142 Global*
CopY 5 Local*

CRP-FNR 74 Global*
DeoR 7 Local

DeoR (FruR) 12 Maestro
DnaA 9 Local
Fis 17 Local

Fur (Fur) 5 Local

Fur (Per) 3 Local*

Fur (Zur) 6 Local*

GalR-S 30 Global*

Lacl (Mall) 12 Local
LexA 33 Maestro*
LysR 237 Global*

Pho (PhoP) 5 Local
PurR 10 Local

* Familia de factores de transcripeion descritos en otros organismos bajo la misma clasificacién de

Global, Maestro o Local
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Tabla 6. Patrones presentes en la red global de regulacién transcripcional de E. faecalis

agrupados por el tipo de conectividad.

Tipo de conectividad Cantidad de patrones
Regulones (familia) 13
Origones 4
Autorregulacion 6
Regulacion en cadena | 8
Loops de alimentacién 56
Modulo de entrada singular 10
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1.4  Identificacion de componentes de la red de regulacion transcripcional activada por

Cu.

La construccion de la red de E. faecalis activada por el metal, implico identificar dentro
de la red global construida un conjunto particular de genes capaces de aumentar su abundancia
transcripcional frente a la exposicion a Cu, lo que constituyd finalmente una sub-red dentro del
universo de conectividades en estudio. En el afio 2010, publicamos la respuesta transcripcional
global de E. faecalis OGIRF frente a una exposicién clevada no letal de Cu (0,5 mM)*,
Utilizando esta informacién como referente, se rastreo dentro de la red de regulacién
transcripcional de E. faecalis, un total de 84 operones (109 genes) que aumentaron
significativamente su abundancia transcripcional en el microarreglo. {

Del cruce de los datos (figura 7), se obtuvo una sub-red activa compuesta por 33 operones
(87 genes) conectados entre si por 56 sitios de union para 9 familias de factores de transcripcion
(34 reguladores individuales), conjunfo de elementos que constituyen la sub-red de regulacion
transcripcional activada en E. faecalis por el metal.

El andlisis de la estructura de esta sub-red mantiene, al igual que la red global,
caracteristicas topoldgicas de red a escala libre (0 = 2,05). En cuanto a nivel de las
caracteristicas particulares de los operones identificados, los datos indican que la traduccion
directa de 1a sefial activada por el Cu sobre la regulacidn transcripcional estaria afectando solo a
genes vinculados con la homeostasis de Cu (CopY). No obstante, ademas de este origon
encontramos al factor de transcripcién Fur, que podria responder a cambios en el estado redox

producto de la exposicion sostenida a Cu, regulando a su vez la expresion de genes vinculados a

la incorporacion de Fe y al gen que codifica para el regulador DnaA, que a su vez podria

57




controlar la expresion del gen EF3027 que codifica posiblemente para una serina proteasa
vinculada a la proteccién frente a estrés oxidativo®. En general, el resto de los factores
eventualmente podrian participar en procesos que detectan cambios metabdlicos producto de la
acumulacion del metal, vi'nculados principalmente al posible estrés oxidativo generado. Tal es el
caso de LysR y LexA, cuya funcion es regular genes de estrés en general y reparacién de DNA,
respectivamente®® *, En relacion con las conectividades, los regulones CRP:FNR, LysR y AtgR
en su calidad de factores globales, podrian ampliar la sefial transcripcional a un gran mimero de
genes, destacandose el operon EF(0955-0957 (sintesis de trehalosa) el cual presenta el mayor
grado de regulaci6n (mayor nmimero de sitios de unién encontrados en su promotor).
Interesantemente Ia acumulacion de este aziicar se ha vinculado directamente con la proteccion
frente a ROS®.

Nuestro siguiente paso fue verificar experimentalmente si las conectividades predichas en
la red entre los factores de transcripcidn y sus respectivos operones blanco se cumplen en nuestro
modelo de estudio. La estrategia experimental incluyd la generacién de cepas mutantes de la
bacteria para los factores de transcripcion de interés, con el propdsito de evaluar si la expresion
de los genes activados por Cu en la red depende de la presencia de los elementos reguladores
propuestos. En este contexto, dado el alto mimero de conectividades a estudiar y €l tiempo
establecido para la finalizacion de la tesis de doctorado, se hizo necesario seleccionar dentro de
la sub-red activada por el metal, un nimero abordable de factores de transcripcién para ser
mutados en la bacteria. Para esto, se aplicaron dos filtros de seleccion disefiados especificamente
en consideracién a las limitaciones experimentales y no a criterios bioldgicos, decision que nos
permitid evitar sesgos en la interpretacion y posterior discusion de los resultados. A continuacion

se describen los filtros-de seleccién utilizados:
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a) Conectividades: Como podemos observar en la figura 7, los regulones LysR, ArgR, CRP-
FNR, Fur y LexA presentan el mayor numero de conectividades (5 o mas blancos de regulacion).
Tal como se menciono en la seccion de Materiales y Métodos, considerando la posibilidad que
los sitios de uni6én predichos en el analisis in silico fuesen falsos positivos, solo se eligieron estos
regulones para optimizar la probabilidad de encontrar conexiones reales durante la curacion in
vitro/in vivo de la red.

b) Redundancia en el genoma: La estrategia experimental posterior incluyé la generacion de
mutantes para los factores de transcripcion en cada uno de los regulones. En el caso de CRP-
FNR, ArgR y LysR existen 3, 4 y 9 posibles genes respectivamente, que codifican para las
proteinas de estas familias. La redundancia a este nivel es un problema dado que se pretende
verificar cambios de expresion entre la cepa mutante y la silvestre para el factor de transcripcion
que comanda el regulon, resultado que podria ser apantallado por la presencia de un homologo
con funciones similares al regulador seleccionado. Tomando esto en consideracién, se excluyd
estos tres regulones de los posteriores analisis.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, caracterizaron al factor CopY como un
elemento regulador de operon cop de E. faecalis®®, el cual codifica para proteinas involucradas
en la homeostasis del Cu. Dentro de la red activada por Cu, encontframos ademas del operon cop
como parte del regulon CopY, otros 2 operones que presentan un sitio de unién para este
represor. Si bien, CopY no satisface el primer criterio propuesto, dado su vinculo directo con el
metal, fue considerado en los experimentos posteriores. Con esto, el conjunto final de regulones

a estudiar dircctamente en la bacteria esta compuesto por los factores LexA (5 operones), Fur (5

operones) y CopY (3 operones).
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Figura 7. Sub-red de regulaciéon transcripcional activada por Cu en E. faecalis. El grafo
contiene 42 nodos (9 reguladores o familias de factores de transcripcion y 33 blancos de
regulacién u operones) conectados a través de 56 enlaces (sitios de unién). Simbologia de
colores (agrupados por posibles funciones) para nodos (esferas): i) blancos de regulacion (542),
amarillo transcripcion, traduccion y replicacion; morado transporte y sefializacion; naranja
metabolismo basal y generacion de energia; verde otras funciones; celeste sin funcion asignada o
proteinas hipotéticas; ii) elementos reguladores en blanco (13 familias de factores de

transcripcion). Los enlaces se indican con flechas plomas.
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2. Determinacion de la participacion del(los) factor(es) de transcripcion em Ila

regulacion de la expresion de los componentes de Ia red inducidos por Cu.

2.1  Verificacion de los resultados de microarreglos a través de ensayos de PCR en

tiempo real (qPCR).

Previo a la verificacidn en la bacteria de las conectividades predichas in silico para los 3
regulones seleccionados, es necesario dado el nivel de precision de los microarreglos, mediante
ensayos de q PCR se ratificd el aumento en la abundancia transcripcional observada en cada uno
de los blancos de regulacion activados (13 operones). Para ello, el primer paso fue validar el gen
normalizar EF1004 en las muestras de RNA obtenidas luego de los tratamientos con Cu. El
promedio de 3 mediciones realizadas independiente en cada una de las muestras, no mostrd
diferencias significativas en la cantidad de transcrito para el gen EF1004 entre el ciclo en el cual
se empieza a detectar el aumento de fluorescencia (punto de cruce o crossing point, Cp, valores:
control 15,19 £ 0,25, tratamiento 15,28 £ 0,22), ratificando que el gen EF1004 no fue afectado
por la exposicion a Cu y por lo tanfo sirve como normalizador.

Confirmado el normalizador, se procedié a cuantificar los transcritos para los 13 operones
seleccionados en el punto anterior. En el caso de unidades transcripcionales que posiblémente
contienen informacién de 2 o maés genes (policistrones), se disefiaron dos parejas de partidores
capaces de amplificar el primer y ltimo gen del operon. La tabla 7 presenta el cociente entre las
muestras tratadas con Cu y control relativas al normalizador. Como se puede apreciar los valort;s
obtenidos en todos los casos ratificaron que los regulones seleccionados se activan en presencia

de Cu bajo las condiciones de exposicion utilizadas.
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Tabla 7. Verificacion por qPCR de la activacién por Cu de los regulones CopY, Fur y

LexA. Razon de cambio normalizada (Ef*“P) calculada a través de la ecuacién 1 (ver seccién

2.3.4. de MyM), utilizando abundancia calculadas en la muestira control y tratada con 0,5 mM de

CuSOQ;. Para policistrones el valor corresponde al promedio del primer y tltimo gen del operon

medidos en ftres réplicas bioldgicas con tres réplicas técnicas (todos los. valores mostraron

diferencias significativas, REST p<0,05).

Regulon Anotacion del operon Ef P
CopY
EF0297-EF0299 Operon cop 56,3+11,5
EF0791 Factor de transcripcién de la familia TetR 85+28
EF3117-EF3123 Pirofosfoquinasa 48+1,1
Fur
EF0188 Transportador ABC de Fe 8,414
EF0191-EF0193 Transportador ABC de ferrocromos 05+1,8
EF0475-EF0477 Transportador de Fe 41+1,6
EF3082-EF3085 Transportador ABC de Fe 3,608
EF3086 Proteinahipotética 6,8+1,4
LexA
EF0066-EF0067 DNA helicasa 104£1,1
EF0955-EF0957 Glucomutasa hidrolasa 58+1,3
EF2756 Proteina inducible por dafio al DNA 45+1,5
EF3027 Serina proteasa 41+07
EF3166-EF3172 Proteina de reparacion de DNA 44+1,2
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2.2  Construccién y verificacion de cepas mutantes de E. faecalis OGIRF para los

factores de transcripcion CopY, Fur y LexA.

Los resultados obtenidos en el objetivo 1 permitieron establecer el set final de elementos
a estudiar que constituyen una parte de la red transcripcional inducida en respuesta a Cu, sub-red
cuya validacién fue abordada a través de experimentos in vivo. La estrategia utilizada para
cumplir este objetivo involucré encontrar cambios transcripcionales en los blancos de regulacion
de cada regulon, en ausencia de su correspondiente regulador transcripcional, como podria
ocurrir en cepas mutantes de E. faecalis para cada uno de los factores de transcripcion en estudio.

Nuestro laboratorio cuenta con la ¢cepa mutante de E. faecalis OGIRF para el gen copY,
construida previamente en colaboracién con el laboratorio de la Dra. Barbara Murray en la
Universidad de Texas®®. La mutante para el gen Jex4 generada por la insercion del tramposén
Tn917%, fue donada directamente por el laboratorio de la Dra. Danielle Garsin durante la estadia
realizadas en Estados Unidos y verificada por PCR utilizando partidores que alinean en las
regiones flanqueantes al gen (figura 8A). Un aspecto crucial dentro de la verificacién de esta
mutante, fue identificar exactamente el lugar de la insercion del tramposén para suponer una
interrupcion efectiva de traduccién de la proteina en su estado nativo funcional. En el modelo de
B. subtilis y E. coli, 1a proteina LexA es su estado activo reprime la expresién de sus genes
blanco, frente a dafios en el DNA, la proteina RecA (EF3171) activa la autoproteolisis de LexA
lo que permite su liberacin desrreprimiendo la expresion de genes involucrados en reparacién®”.
La figura 8B presenta un alineamiento global de la secuencia aminoacidica de LexA de E.

faecalis y sus homdlogos por identidad en B. subtilis y E. coli. La figura detalla especificamente

el lugar de insercion del tramposén (dato obtenido por secuenciacion del fragmento amplificado
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en la cepa mutante) y los residuos clivados en la autoprotedlisis. Como se puede observar, la
insercidn interrumpe gran parte del gen (> 45 %) incluyendo dos puntos clave de autoclivaje, lo
que supone la expresion de una proteina trunca o inactivada. Basados en esta informacion se
decidi6 utilizar esta cepa mutante de E. faecalis en los posteriores ensayos de expresion.

En el caso particular del factor de transcripcion Fur, la no disponibilidad de 1a mutante en
E. faecalis para este gen, condujo a la utilizacion de una estrategia de delecién por doble
recombinacion homologa, estandarizada en el laboratorio de la Dra. Barbara Murray. El. trabajo
realizado. permitid escindir especificamente el gen fur del cromosoma de Ia bacteria sin dgjar el
remanente del uso de antibidticos o generacion de mutaciones polares las cuales pueden afectar
la expresion de otros genes. La figura 9 expone los resultados obtenidos de la amplificacién por
PCR convencional de la cepa silvestre, mutante copY (construida mediante la misma estrategia
de mutacion) utilizando partidores capaces de amplificar el gen mutado con sus respectivas
yegiones flanqueantes. En la migracién de los productos generados, se logré distinguir
claramente una disminucién del tamafio del producto amplificado en la cepa mutante
correspondiente al tamafio del gen delecionado. Ambos amplicones se purificaron y secuenciaron

lo que permiti6 finalmente verificar la correcta delecion por doble recombinacidn.
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A. B.

|
E. facealis OGIRF (AEA93985.1) | MRVLA RTFT LEVIK\' YEOVE[K \’ TVR (JKAVD 40
B. subtilis SC-8 (EHIA30411.1) I MREMTHELSK - LDILRF AEVKSK S VR GEAVG 39
F. coli 0157 (NP_290677.1) 1 ALTA EVFDLIRDHISQT) TRA AQRLG 36

R i . : o
E. faccalis OGIRF (AEA93985.1) 41 LSETS TVHG AR L lKDI’lKI’ lL'l!’ (JLEKI 80
B. subtifis SC-8 (EHA30411.1) 40 LABISS TVHG AR LERRDPTKP EILD@@EVDIP 79
E. coli Q157 (NP_290677.1) 37 FREPNAAEE E1VSGAS RLLOQEEEEG- 75

E. faccalis OGI1RF (AEA93985.1) &1 GIQPTFI EEA':DTFPLPPDLRTFLN 120
B. subtilis SC-8 (EHA30411.1) 80 QSQVVNV VI \’ENI"!‘VFPLPDRMVPPD[ 19
E. coli Q157 (NP_190677.1) s QHIEGHYQVDPSLFKP-N 108
R INA L (4 RKOSN/\N [Jl 160
1DA \' KQONTAN E} 159

RVS KD 1 l.l,,»\ HKTQDVR V R 148

- | I | I
E. faccalis OGIRF (AEA93985.1) 161 TDE Al FFREVDHIR DAL A] LLDN 196
B. subtilis SC-8 (EHAJ0411.1) 160 TE A FYKEDTHIR PTME JTLOQN- - - 195
E- coli 0157 (NP_290677.1) 149 1D- LKKQGNK VEQL, SEFK VVDL RQQSI—T 187

: !
E. faccalis OGIRF (AEA93985.1) 197 L 209
B. subtifis SC-8 (EHA30411.1) 196 L 1 rvu 208
E- coli 0157 (NP_290677.1) g8 JE@A NGDWL 202

E. faccalis OGIRF (AEA93985.1) 121
B. subtilis SC-8 (EHA38411.1) 120
E. coli Q157 (NP_290677.1) 109

Figura 8. Verificacion de la cepa mutante lex4 de E. faecalis. A. Migracion electroforética en
geles de agarosa de los productos lexA amplificados por PCR convencional en la cepa mutante
VlexA y silvestre (OG1RF). Estandar de tamaiio 1 kb DNA plus /adder (Invitrogen, primer carril
de derecha a izquierda). B. Alineamiento global de las secuencias aminoacidicas de los
homdlogos por identidad de LexA de E. faecalis, B. subtilis y E. coli. Triangulo azul indica el
lugar especifico de la insercion del tramposén Tn917, cuadros rojos indican los residuos clivados

en la autolisis.
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cop¥ Jur

OGIRF AcopY OGIRF  Afur
I 2 3 4

Figura 9. Verificacion de las cepas mutante copY y fur de E. faecalis. El gel muestra la
migracion realizada para productos de PCR amplificados de los genes: carril 1 copY cepa
silvestre OGIRF, carril 2 copY cepa mutante copY (AcopY), carril 3 fur cepa silvestre OGIRF,
carril 4 fur cepa mutante fur (Afur). En el primer carril de derecha a izquierda, se cargd el

estandar de tamario 1 kb DNA plus /adder (Invitrogen).
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2.3  Analisis de cambios transcripcionales mediante gPCR en las cepas mutantes

Construidas y verificadas las mutantes para los tres regulones en estudio, tal como se
mencioné anteriormente, este objetivo buscd determinar la existencia de cambios
transcripcionales en los blancos para los regulones CopY, Fur y LexA utilizando mutantes para
sus factores de transcripcion. Para ello, cultivos independientes de las cepas silvestre y mutantes
fueron crecidos en paralelo (DOggonm = 1, aproximadamente 3 horas de cultivo en medio basal N,
réplica temporal del control utilizado en los ensayos de microarreglo y gPCR de exposicion a
Cu) se les extrajo RNA y sintetizo el cDNA correspondiente. Al igual que lo observado en el
punto 2.1 para el normalizador EF1004 no se obtuvo diferencias significativas en sus valores de
abundancia transcripcional para todas las muestras en estudio (Cp valores: 15,54 % 0,32 silvestre,
15,34 + 0,29 mutante copY, 15,14 + 0,23 mutante fur, 15,44 = 0,30 mutante lex4).

Tomando en consideracion que la adicion de Cu activa los operones que constituyen los 3
regulones, asi como que en otros organismos los factores de transcripcion LexA, Fur y CopY
actiian como represores {ranscripcionales, el esperado en la cuantificacidén en la mutante (sin
exposicién a Cu) es un aumento significativo en la abundancia transcripcional para cada uno de
los tramscritos .que codifican para sus correspondientes blancos de regulaciéon (como sucede
cuando la cepa silvestre es expuesta a Cu). En el caso particular de la mutante para el gen lexA,
dado su construccién producto de la insercion del tramposon Tn917, aunque esta proteina esta
codificada dentro de un operon monocistronico, previo a la-cuantificacién de sus blancos de
regulacion, a modo de control se midi6 la abundancia transcripcional de los dos genes proximos
codificados rio arriba y abajo de lex4, en ambos casos no hubo diferencias significativas de

expresion entre la cepa silvestre y mutante, indicando que no se generaron efectos en la
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expresion de estos genes. La tabla 8 da cuenta de los valores de gPCR obtenidos para los blancos
de regulacién de los 3 regulones propuesto en la red activados por el Cu con sus
correspondientes sitios de unidén, lo que supone que estos regulones solo controlarian la
expresion de genes vinculados a componentes de homeostasis de metales y reparacion frente a
estrés oxidativo se activaron en la respectiva mutante.

Estos resultados finalmente permitieron curar parte de la red transcripcional generada in
silico, cuyo alcance de los resultados obtenidos para la red activada, solo nos permite interpretar
con mayor profundidad y seguridad las conectividades dentro de los regulones LexA, Fur y
CopY. Tomando esto en consideracion, la curacién manual ademas permitié generar una nueva
sub-red activa por Cu en E. faecalis (figura 10), en el cual podemos notar la apariciéon de dos
nuevos modulos: i) uno de tipo central o general de regulacién coordinado principalmente por los
factores globales LysR, ArgR y CRP-FNR, cuyas funcién posiblemente son las de regular genes
que codifican para proteinas de metabolismo basal y generacién de energia, ii) otro de tipo
independiente, compuesto por los regulones esencialmente por CopY y Fur, los cuales presentan
un alto grado de especificidad en el reconocimiento del sitio de unién (alto grado de secuencias
palindrémicas), vinculados directamente a regular genes que codifican para componentes con
homeostasis de Cu y Fe.

El objetivo final de la tesis pretende estudiar si la ausencia en €l control transcripcional de
genes activados en presencia de Cu impacta sobre la resistencia celular al metal. Para esto, a
través de ensayos microbioldgicos de viabilidad y contenido del metal se compard en todos los
casos, el comportamiento entre las cepas mutantes lex4, copY y fur con la cepa silvestre OGIRF
frente a la toxicidad mediada por Cu, estrategia ya reportada por nuestro laboratorio utilizada en

la caracterizacién del modelo de homeostasis de Cu de E. faecalis.
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Tabla 8. Verificacion por qPCR de las conectividades predichas in silico mediante el uso de
mutantes para los regulones CopY, Fur y LexA. La razén de cambio normalizado (Ef*") se
calculdo a través de la ecuacion 1 (ver seccion 2.3.4. de MyM), utilizando los valores de
abundancia para la muestra silvestre y mutante correspondiente para cada regulon. En el caso de
policistrones el valor presentado es el promedio del primer y ultimo gen del operon medidos en
tres réplicas biologicas con tres réplicas técnicas. Asterisco demarca diferencias significativas

(REST p<0,05).Secuencias palindromicas dentro del sitio de unién se subrayaron en negro.

Operon Anotacion del operon Razén de cambio Sitio de unién
normalizado
CopY
EF0297-EF0299 Operon cop 36,6 +7,5* TACATTIGTA
EF0791 Factor de transcripcion 1,1£04 TACATTTIGAA
de la familia TetR
EF3117-EF3123 Pirofosfoquinasa 1,0+ 0,2 AACAGTTGTA
Fur
EF0188 Transportador ABC de 8,1+ 1,6% TGAGAACGATTCTCA
Fe
EF0191-EF0193 Transportador ABC de 5;5+£1,1* TGATAACGATTCTCA
ferrocromos
EF0475-EF0477 Transportador de Fe 19,2 £ 2,8* TGAGAACGATTCTCA
EF3082-EF3085 Transportador ABC de 125,1 + 14,8* TGAGAATGATTCTCA
Fe
EF3086 Proteina hipotética 1,9+ 0,5 TGAGAATGATTCTCA
LexA
EF3166-EF3172 Proteina de reparacion 2907 GAACAAACATTC
de DNA
EF0066-EF0067 DNA helicasa 2,6 +0,3* GAACATATGTAC
EF2756 Proteina inducible por 24+04* GAACGTCCGTTC
dafio al DNA
EF0955-EF0957 Glucomutasa hidrolasa 0,9+0,5 GAATAAACGITT
EF3027 Serina proteasa 08+03 \AACACATATTC




Figura 10. Sub-red de regulacion transcripcional activada por Cu curada in vive para los
regulones CopY, Fur y LexA de E. faecalis. El grafo contiene 41 nodos (9 reguladores o
familias de factores de transcripcion y 32 blancos de regulacion u operones) conectados a través
de 51 enlaces (sitios de union). Simbologia de colores (agrupados por posibles funciones) para
nodos (esferas): i) blancos de regulacion (542), amarillo transcripcion, traduccion y replicacion;
morado transporte y sefializacion; naranja metabolismo basal y generacion de energia; verde
otras funciones; celeste sin funcion asignada o proteinas hipotéticas; ii) elementos reguladores en

blanco (13 familias de factores de transcripcion). Los enlaces se indican con flechas plomas.




3. Evaluacion de la dependencia de la regulacidén transcripcional mediada por los

factores de transcripcion en la resistencia de E. faecalis a Cu.

3.1. Curvas de crecimiento

La activacién de genes frente a altas concentraciones de Cu supone que sus productos
podrian participar activamente en la resistencia frente al metal'®. De acuerdo a los resultados del
punto anterior, los tres factores de transcripcién en estudio actuarian como represores
transcripcionales de genes que se inducen en presencia del metal. Estudios previos, identificaron
que la cepa silvestre OGIRF de E. faecalis crecida en un medio suplementado con
concentraciones superiores a 0,5 mM de CuSO,, aumenta significativamente su tiempo
generacional en comparacion al crecimiento en medio basal, reflejando la sensibilidad en la
viabilidad que presenta la bacteria frente a la exposicién a Cu** %, La caracterizacién previa del
operon cop, indica que la ansencia del regulador CopY genera un aumento significativo cercano
a las 36 veces de cambio en el transcrito para la ATPasa de eflujo Cu CopA. (tabla 8), diferencia
que no se traduce en cambios en su viabilidad en comparacién a la cepa silvestre™.

Considerando estos resultados, en paralelo se realizaron curvas de crecimiento bajo las
mismas condiciones de fratamientos con Cu (basal, 0,5 mM, I mM y 2 mM de CuSQy) para la
cepa silvestre y las 3 mutantes en estudio (figura 11, tabla 9). Los resultados manifiestan al igual
que lo observado en la mutante cop, que las cepas ansentes de los reguladores Fur y LexA no

presentaron diferencias significativas con la cepa silvestre de E. faecalis tanto en las curvas de

crecimiento como en los tiempos generacionales calculados.
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Figura 11. Curva de crecimiento para las cepas silvestre y mutantes para los genes cop¥,
fur y lexA expuestas a concentraciones de Cu. A. Los paneles A-D presentan los valores de
absorbancia (DOgponm) Obtenidos durante el crecimiento de las mutantes copY (cuadrados
blancos), fur (tridangulo blanco) y Jexd (circulo blanco) y silvestre de E. faecalis OGIRF
(circulos negros) en los medios: control (panel A}, suplementados con Cu (paneles B, C y D).
Cada punto representa el valor promedio de tres réplicas bioldgicas, las barras de error

corresponden a la desviacidn estandar.
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Tabla 9. Tiempo generacional para las cepas silvestre y ynutantes para los genes copY, fury

lex4 de E. faecalis expuestas a diferentes concentraciones de Cu. Para el célculo de los

tiempos generacionales se utilizoé los valores obtenidos de absorbancia a los tiempos 3 y 5 h de

cada curva de crecimiento de la figura 11, calculados mediante el uso de la ecuacion 2 (ver

seccion 2.4.1 de MyM). Los valores corresponden al promedio de tres réplicas biologicas con su

respectiva desviacion estandar.

Tiempo generacional (min)

CuS0O4 (mM) silvestre AcopY Afar ViexA
control 50,4+ 4,2 48,1 5,2 51,6+4,4 53,9%5,3
0,5 53,1+5,1 51,555 50,7+ 4,9 483,7+44
1,0 72,1£6,0 67,6+ 5,8 71,8+5,0 77,649
2,0 104,4+ 438 1144+ 4,6 103,8 % 5,2 105,2+5,0
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3.2. Contenido intracelular de Cu

En términos de resistencia bacteriana frente a la exposiciéon a Cu, un aumento en las
concentraciones intracelulares del metal puede romper la homeostasis celular generando especies
ROS vy posterior muerte celular', Previamente, se generé un protocolo capaz de cuantificar la
concentracioén intracelular de Cu, definido operacionalmente como la cantidad del metal medido
en el sobrenadante de un extracto, obtenido Iuego de la ruptura celular por sonicacién y posterior
centrifugacién del lisado celular® %, |

A diferencia de lo ocurrido en las curvas de crecimiento, si se logrd observar una baja
significativa en la concentracion intracelular de Cu en Ia cepa mutante copY en relacion a la
silvestre (figura 12), posiblemente debido a un aumento en la cantidad de la ATPasa de eflujo de
Cu CopA lo que estaria disminuyendo el contenido intracelular del metal. Por ofra parte, los
contenidos medidos en las mutantes que carecen de los reguladores LexA y Fur, al igual que lo
ocurrido en los ensayos de curvas de crecimiento, no describen diferencias significativas en
comparacion a la cepa silvestre.

Considerando en conjunto estos resultados, el aumento significativo para los transcritos
de los regulones LexA y Fur, interpretado a partir de los datos obtenidos en cepas bacterianas
carentes de estos factores tramscripcionales, no se condice con un efecto real tanto en la
viabilidad como en el contenido de Cu, resultados que no nos permiten suponer una participacion

en resistencia a pesar del aumento en su nivel de expresion frente a la adicion del metal.
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Figura 12. Contenido intracelular de Cu en las cepas silvestre y mutantes para los genes
cop¥, fur y lexA de E. faecalis. El grafico muestra la acumulacion de Cu en €l tiempo para la
cepa silvestre de E. faecalis OGIRF (barras negras) y mutantes copY (barras plomo oscuras), fur
(barras plomo claras) y Jex4 (barras blancas). El valor calculado declara el promedio de fres
réplicas bioldgicas con tres réplicas técnicas de medicion de absorbancia. La letra a corresponde
a diferencias significativas con respecto a la cepa silvestre para el mismo tratamiento con Cu.

ANOVA test p <0,05.
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DISCUSION

Cambios en la disponibilidad del Cu provocan diversos ajustes metabolicos cuyo
propdsito es mantener el correcto funcionamiento celular. Dentro de estos procesos, la activacion
y represion de genes juega un papel fundamental en controlar la abunélancia de transcritos que
codifican para diversos componentes involucrados en la homeostasis del metal. En cuanto a los
mecanismos capaces de coordinar y regular a escala global estos procesos, asi como la l6gica de
cOmo operan estos sistemas en términos de magnitud, especificidad y temporalidad atn es un
tema desconocido.

Con el propdsito de entender el funcionamiento de estos mecanismos es necesario
primero, identificar los componentes capaces de traducir de forma directa o indirecta el estimulo
Cu con sus respectivos blancos de regulacién. Es en este contexto, que la presente tesis explord
las posibles conectividades que se establecen entre factores de regulacion transcripcional y genes
inducidos en respuesta a Cu, basando el estudio en la construccién y verificacién de una
hipotesis de conectividades a escala global denominada red de regulacion transcripcional
activada por Cu. Tomando esto ultimo en consideracion, a continuacion, se discutirdn diversos

aspectos referentes a la metodologia y resultados obtenidos que permitieron avanzar en

responder las preguntas y objetivos planteados.
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Construccion de la red global de regulacion transcripcional

El desarrollo de herramientas capaces de generar y recopilar una gran cantidad de
informaci6n, ha permitido en estos ltimos afios preguntarnos a escala global, sobre el estado de
la totalidad de los componentes celulares en un momento determinado. No obstante, es la
integracion de esta informacién la que ha posibilitado desde una visién tedrica y experimental el
poder planificar, comprender y modelar en términos cuantificables, las propiedades fopologicas y
dinédmicas de las redes que contralan el comportamiento celular®,

De los diferentes tipos de redes bioldgicas estudiadas, las de regulacién transcripcional
permiten obtener conocimiento ‘del circuito capaz de captar un estimulo determinado para luego
traducirlo en el control dg la expresion de genes implic;ados en la respuesta celular. En bacterias,
este tipo de redes describen principalmente las interacciones entre los factores de transcripcion y
los genes que regulan, caracterizdndose principalmente por responder a sefiales bioldgicas que en
consecuencia logran cambiar la velocidad de transcripcion, permitiendo que las células puedan
sintetizar las proteinas necesarias en momentos y cantidades apropiadas™.

En esta linea de investigacion, este trabajo de tesis indagé sobre la existencia de redes de
regulacién transcripcional capaces de dar cuenta de conectividades entre genes activados por el
Cu, tema no abordado hasta el momento a escala global. La identificacion y posterior andlisis de
estas redes resulta de vital importancia para entender cudl es la articulacién de los mecanismos
transcripcionales involucrados en la coordinacion de la expresién génica, proponiendo
finalmente como podria ser la dindmica y especificidad de activaciéon génica frente a la

exposicion del metal cuyo proposito en definitiva es mantener la homeostasis celular.
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Primeramente, para poder identificar y caracterizar la configuracién de redes de
regulacion transcripcional, es necesario primero, contar con un modelo que describa las posibles
conectividades enfre los factores de transcripeion y los genes del genoma. Entre los modelos
descritos en la actualidad, el primer organismo analizado fue la levadura S. cerevisiae®. En este
organismo, la estrategia de prediccion y anélisis de la red se construy6 a partir de la informacioén
obtenida de cepas de la levadura (n = 106), que contienen diferentes factores de transcripcion
fusionado a un “fag” o epitope reconocible por un anticuerpo. En extractos de células crecidas
bajo diferentes condiciones de cultivo se realizaron inmunoprecipitaciones de cromatina (Chip)
para las 106 cepas en estudio, los fragmentos de DNA obtenidos Iuego fueron hibridados en un
microarreglo sembrado con todas las regiones promotoras de la levadura, obteniendo finaimente
el conjunto de secuencias de los promotores reconocibles por los factores de transcripcién en las
diferentes condiciones experimentales. Si bien, los resultados permitieron construir una red
compleja de interacciones entre factores de transcripcion y regiones promotoras en S. cerevisiae,
resulta extremadamente dificil replicar esta estrategia experimental en otros organismos.

Otra de las estrategias empleadas para generar modelos de redes transcripcionales, es la
identificacion de “clusters” o grupos de genes con perfiles de expresién similares mediante la
asociacién de resultados de microarreglos, esta aproximacion supone que, genes que comparten
las mismas regiones reguladoras eventualmente responden de la misma forma frente a la
exposiciéon a diferentes estimulos. Esta aproximacién ha tenido resultados interesantes en
organismos como Arabidopsis thaliana y Drosophila melanogaster’™ *2. Sin embargo, se
requiere del uso de un elevado niimero de experimentos para obtener grupos de genes lo
suficientemente diferenciados, lo cual se traduce en una seria limitante al momento de utilizar

esta estrategia en organismos no modelos.
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Finalmente, la tercera y mas utilizada estrategia en la identificacién de conectividades
entre factores de transcripcion y sus posibles blancos de regulacién, consiste en aplicar
herramientas in silico capaces de rastrear, sitios de unién para factores de transcripcion descritos
en la literatura sobre las regiones promotoras del total del genoma®. La biisqueda como tal, se
realiza a través del uso de MPPs utilizadas como templado, estas matrices describen la
probabilidad de encontrar un nucledtido en particular en una posicién especifica dentro de un
alineamiento miltiple de sitios de unién para un factor o familia de factores determinados,
aproximacién que permite generar grados de flexibilidad durante la blisqueda, caso contrario al
uso directo de una solo secuencia como templado que exige una alta identidad entre el sitio de
unién utilizado como entrada y el genoma en cuestion.

En los ultimos cinco afios, una combinacién de estas esfrategias ha sido aplicada en
forma exitosa en la construccién de modelos de redes de regulacién transcripcional, tal es el caso
del trabajo realizado en la bacteria M. tuberculosis™® y €l modelo recientemente publicado para S,
cerevisiae’’. En ambos casos, el uso de un modelo in silico capaz de integrar datos de
microarreglos, permitié identificar dentro de una red transcripcional global, sub-redes
involucradas especificamente en diferentes respuestas frente a diversos estimulos® >,

Es importante mencionar que las estrategias actuales para la generacion de modelos de
redes, consideran herramientas y elementos disponibles efectivamente en nuestro laboratorio
para la bacteria E. faecalis, como por ejemplo: 1) contar con su genoma secuenciado y anotado,
2) una base de datos de sitios de unién para diferentes bacterias construida anteriormente y 3)
ensayos de expresion a escala global de exposicion a Cu. Por tal motivo, el uso de una estrategia

in silico que permitiese proponer conectividades entre los factores de transcripcion de la bacteria

y sus potenciales genes blancos y que pudiese integrar la informacién de los microarreglos
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previamente publicados, resulté a nuestro juicio, una estrategia adecuada para abordar Ia
pregunta de tesis planteada.

Como punto inicial, este tipo de estrategia in silico demanda adicionalmente®: i) tener
conocimiento de los factores de transcripcion y genes blanco de la regulacién que van a
constifuir parte de la red y ii) dado el uso de informacién de sitios de unién caracterizados en
ofros genomas, estos elementos deben presentar caracteristicas conservadas a nivel global con lo
descrito previamente en otras bacterias. En este contexto, el uso de diversas herramientas
bioinformaticas permitié identificar y clasificar los elementos que fueron utilizados en la
construcciéon de la red de regulacién transcripcional de E. faecalis. Los datos indican que la
cantidad y tipo de factores de transcripcion y genes blanco presentes en el genoma de E. faecalis
concuerdan con datos reportados en la literatura para otras bacterias de genoma conocido, lo que
permitié descartar la posibilidad de encontrarnos con un modelo cuya informacién disponible
estuviese sesgada o fuese parcial, lo que limitaria o eventualmente imposibilitaria la aplicacién
de la.estrategia in silico, como pudiese haber ocurrido si se hubiese elegido como organismo de
estudio una bacteria cuyo genoma no se encuentre ensamblado correctamente o que su anotacién
presentase una baja precision a nivel de asignacién de unidades transcripcionales.

Seleccionados los nodos que van a constituir 1a red, se procedié a la utilizacion de la
estrategia de construccién propiamente tal. Como se presentd en la seccién de resultados, es
importante mencionar que la ausencia de una base de datos con factores de transcripcién y sitios
de unién para el genoma de E. faecalis, condujo a la utilizacién de informacién presente en otras
bacterias como templado de la busqueda. Considerando variabilidades existentes entre los
genomas bacterianos, las MPPs utilizadas integran informacién de familias de factores de

transcripcion y factores particulares, descritos en una o varias especies. Esto permitié definir
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diferentes grados de flexibilidad dentro de la biisqueda, rangos que van desde las matrices que
contienen s6lo secuencias para un factor de {ranscripcidn codificado en una especie en particular
(mayor estrictez) hasta las que contienen secuencias para una familia de factores de transcripcion
descritas en diferentes especies (menor estrictez).

- La busqueda de cada una de las MPPs se efectud dentro de la region promotora de cada
operon, definida operacionalmente como las 300 pb rio. arriba y 50 pb rio abajo del inicio de la
traducciéon. Tanto la longitud como la posicién de la region promotora son utilizadas
habitualmente en protocolos de biisqueda en este tipo de estrategia, la cual apunta a maximizar
las opciones de encontrar alguna correspond;ncia con las matrices construidas. Si bien, la mayor
cantidad de factores de transcripcién reportados reconocen secuencias de unioén al DNA dentro
de las primeras 150 pb, existen familias de reguladores que no interactiian directamente con la
maquinaria transcripcional®, tal es el caso de los factores de reposicionamiento (ejemplo MalT),
los cuales pueden, por un lado mover al activador principal o alternativamente generar pliegues o
loops en €l DNA, en ambos casos el activador principal queda posicionado en un lugar donde es
incapaz de activar la transcripcién’. Otro ejemplo son los factores de tramscripcién cuyo
mecanismo de represién involucra la generacién de loops de DNA (ejemplo GalR-R)”, los
cuales se ubican en regiones rio abajo del inicio de la traduccién impidiendo la interaccién entre
el promotor y la maquinaria ﬁanscripcion_al. Ademas, puede existir el problema técnico de una
asignacion automética equivocada del coddén de inicio de la traduccion durante la anotacidn del
genoma de E. faecalis, lo que sumado a los puntos anteriores refuerzan la necesidad de
considerar un rango de biisqueda desde los -300 hasta la posicién +50 pb. Tanto la estrategia de

~ asignacion de elementos como la aplicacién del programa fueron parte de las herramientas in

silico utilizadas en un trabajo ya publicado® (ANEXO 2).
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En cuanto a la posibilidad de encontrar sitios de union al DNA en las regiones
intergénicas comprendidas dentro de un mismo operon, en ¢l momento de empezar el estudio no
habia informacién a nivel global que avalara esta posibilidad. Sin embargo, a finales del afio
2009, Cho y colaboradores presentaron una nueva arquitectura de Jas unidades transcripcionales
presentes en E. coli’’, mediante la integracion de diferentes experimentos a escala global,
lograron demostrar que bajo ciertas condiciones la maquinaria basal de la transcripcién logra
identificar regiones dentro del operon, lo que genera mas de 3500 nuevos unidades
transcripcionales (>530 % de lo conocido a esa fecha). El trabajo de Cho y colaboradores®’
aporta evidencia sobre la existencia de regulacién transcripcional dentro del operon, lo que
permite suponer la presencia de mecanismos regulatorios (como sitios de union para factores de
transcripcidn) dentro de estas regiones. Si asumimos que lo observado en E. coli representa un
mecanismo conservado en bacterias, entonces el nimero de unidades transcripcionales posibles
en E. faecalis podria ascender a las 6000, mimero que aumenta notablemente el tiempo requerido
para generar y curar hip6tesis de redes de regulacion transcripcional. Por tal motivo, como una
proyeccidn de este trabajo de tesis, el programa de bisqueda sera reajustado para disminuir el
tiempo de buisqueda de las matrices de peso y ampliar las zonas de bisquedas a las regiones
intergénicas-de los operones dé E. faecalis.

Definidos los parametros de busqueda, el siguiente paso fue agrupar los datos de tal
forma que pudiesen ser analizados manualmente. En un principio, los posibles sitios de unién
encontrados en el genoma de E. faecalis se agruparon de acuerdo a la matriz utilizada como
entrada, si bien esto permite realizar comentarios de la divergencia dentro de los sitios de unién
entre las especies utilizadas como entrada y los sitios de unidn encontrados en el genoma de

interés, el total de elementos en E. faecalis ascendio a un total cercano a los 100.000 posibles
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sitios de union. Esta cantidad de opciones generalmente conlleva dificultades en términos de
clasificacion dado la redundancia entre los sitios detectados y la interpretacion biolégica de un
numero tan elevado de opciones de unién al DNA. En atencidn a lo expuesto, en este trabajo se
tomo la decision de seleccionar solo una fraccion de las posibilidades generadas, especificamente
se considerd solamente una secuencia nucleotidicas de un conjunto de sitios de unidén que
compartian un nivel de identidad superior al 80% y que ademas, estaban asignados por nombre a
un mismo factor o familia de factores de transcripcién, omitiendo en definitiva su procedencia
por matriz de peso probabilistica utilizada en la biisqueda.

La figura 3 presenta la red de regulacion transcripcional a escala global obtenida luego de
la utilizacién de la estrategia in silico. Es interesante que tanto la distribucién de operones (mono
y policistronicos) y las funciones de las proteinas codificadas por los genes que forman parte de
la red mantienen una proporcién similar a su proporcion en el genoma total de la bacteria,
evidenciando que no se produjeron sesgos en estos puntos durante la construccién, adjudicandole
a la red caracteristicas globales al modelo en estudio.

Previo al estudio de su topologia propiamente tal y la discusién del funcionamiento del
sistemas frente a la adicion a Cu, es necesario contar con un modelo que sea capaz de reproducir
en lo posible lo reportado en la literatura, informacién que permite tener una vision inicial de la
calidad y veracidad de la red construida a nivel de las conectividades generadas y con ello
disminuir la probabilidad de contar con una red ficticia. Con este propdsito se verificd que: i) la
calidad de los sitios de unién y el mimero de conectividades por factor o familia de factores de
transcripcion presenten algun grado de homologia con lo descrito en otras bacterias y ii) logre

recuperar en la mayor medida, los regulones descritos a la fecha en E. faecalis.
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En el primer punto, no es esperable encontrar una concordancia absoluta entre las
conectividades presentes en la red de E. faecalis y lo descrito en otras bacterias. Si bien, tanto en
la asignacién de familias como en la identificacién de sitios de unién se utilizé informacion de
otras especies, los programas utilizados entregan grados de libertad durante la busqueda, cuyo
objetivo finalmente es considerar la divergencia propia del organismo en estudio, tanto a nivel de
la proteina, la secuencia del sitios de unién y la posicién de este ultimo dentro del genoma.
Ahora bien, para familias de factores de {ranscripcién que presentan un alto grado de
conservacion de estos elementos en diversas especies bacterianas, se espera un elevado nivel de
homologia de los regulones entre la red de E. faecalis y lo reportado. En atencion a esto, sobre el
70% de los sitios de unién identificados se encuentran dentro de las primeras 150 pb rio arriba
desde el inicio de la traduccidn, resultado acorde con lo caracterizado para la mayoria de los
sistemas (ie regulacién transcripcionales en bacterias. Esto da cuenta de la operacion de los
factores, los cuales generalmente inferactiian directamente con la maquinaria de la RNA
polimerasa, ya sea modificando la estabilidad del complejo molecular o afectando el
reconocimiento del promotor comprendida en esta posicién?.

Siguiendo con el andlisis de los sitios de unién, como se aprecia en la figura S el Logo
generado con las secuencias de cada uno de los regulones obtenidos en la red de E. faecalis,
presenta un alto grado de homologia con los consensos reportados en la literz;,tura, informacion
que sumada a la posicién dentro de la region promotora, nos permitierdn en esta etapa, suponer
una alta posibilidad de encontrarnos con un alto mimero motivos fincionales reconocibles por
los factores de transcripcion asignados.

En términos de los blanco de regulacién, la mayoria de los regulones presentes en la red

transcripcional de E. faecalis exhiben un alto grado de conservacién en bacterias. Tal es el caso
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de los regulones para las familias LysR*, GalR-S8%, CRP-FNR” y ArgR'™, involucrados en

regular la expresidn de genes que codifican para proteinas que particip;m e Procesos

metabdlicos globales dentro de la célula, o los factores de la familia Fur (metales y estrés

oxidativo)'®!, Fis (modificacién del DNA)"’6 y LexA (reparacién de DNA)®, todos ellos
)

posiblemente regulando dentro del modelo, genes que codifican para protel’nas- con funciones

vinculadas a estos mismos procesos.

En particular, para la familia Fur de E. faecalis se logrd proponer regulones especificos
para cada uno de sus componentes (Fur, Per y Zur). Este tipo de resultados con este nivel de
depuracién, se relaciona directamente con la calidad de las MPPs de entrada utilizadas durante la
busqueda. Nuestros resultados refuerzan la idea que en la medida que se disponga de mayor
informaciéon de secuencias nucleotidicas reconocidas especificamente por un factor de
transcripeidn particular, las matrices generadas logran identificar con gran precision sitios de
unién dentro de genomas bacterianos. Por el contrario, la baja disponibilidad de informacion con
este nivel de depuracién, impacta drasticamente en la cobertura de los reguladores contenidos en
la red transcripcional de E. faecalis obtenida, la cual abarca solamente el 30% del total de
factores de transcripcion posiblemente codificados en la bacteria, siendo este el Unico sesgo
presente durante la construccién de la red. Al respecto, en funcién de nuevos experimentos e
informacion disponibles, luego de esta tesis, los proximos incluyen trabajar en incorporar nuevos
sitios de union a la busqueda y con ello enriquecer la red transcripcional de E. faecalis
aumentando su representatividad actual en términos del alcance de los elementos reguladores.

Relativo al segundo punto, previamente nuestro laboratorio presento a la proteina CopY
como el primer factor de transcripcion de E. faecalis involucrado en regular la expresion de

genes vinculados a homeostasis de Cu®®. Esta informacién fue utilizada siempre como control
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positivo dentro de la blisqueda y aplicacién de programas, exigiendo siempre como salida de los
resultados encontrar al menos al operon cop como un posible blanco de regulacién para CopY.

Recientemente se han caracterizado los regulones PerA!®, SlyA'® y Exs'™ en E. faecalis
(relacionados principalmente con patogenicidad), siendo este ltimo el Unico presente en la red
de E. faecalis. El factor de transcripcion Ers pertenece a la familia de reguladores CRP-ENR (3
posibles miembros en total codificados en E. fuecalis), estd involucrado en captar sefiales
vinculadas a estrés oxidativo, controlando posteriormente la expresion de operones involucrados
en patogenicidad (4 en total). Ninguno de estos blancos fue ligado directamente con el regulon
CRP-FNR dentro de la red, esto puede explicarse ya que los autores del reporte, proponen la
secuencia AACATTTGTTG como el consenso reconocido por Ers de E. faecalis'®®. Como se
puede observar, este consenso se aleja bastante del descrifo para factores de 1a familia CRP-FNR
(TGnATnnnnATnCA) y el obtenido dentro de la red para esta familia (TGnATnmmnATnCA,
figura 5), lo cual sugiere que los sitios de unién identificados podrian pertenecer a uno de los
otros dos componentes restantes de esta familia y no al factor de transcripcién Ers. Este resultado
abre nuevamente la posibilidad de generar matrices con las secuencia consenso de Ers, asi como
para los sitios de unién PerA y SylA, los cuales seran incorporados como confroles positivos en
futuras bisquedas con el proposito de refinar los crterios y puntos de corte utilizados hasta el
momento.

Hasta este punto, la discusién se ha enfocado principalmente en presentar y analizar
informacion de forma descriptiva y comparativa entre la red de regulacion transcripcional de E.
faecalis y otros estudios descritos en la literatura. Evidentemente, el reciente desarrollo de esta
linea de investigacién, contenida dentro del drea de la biologia de sistemas complejos, aun no

permite contar con herramientas y protocolos completamente efectivos en la construccién de
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redes de regulacion transcripcionales, es por esto que se vuelve necesario realizar fodo este tipo
de analisis previos a la interpretacién en términos bioldgicos del funcionamiento de la red. Si
bien, esta parte pudo presentarse como laboriosa dentro del desarrollo de la tesis, se logrd
entregar las bases necesarias para contar con una red confiable en términos del niimero y calidad

de elementos en estudio.

Topologia de la red

Los andlisis topoldgicos aplicados entregaron informacion sobre la estructura y posible
funcionamiento de la red transcripcional construida, dentro de ellos el tipo de elementos juega un
papel fundamental en adjudicar a la red caracteristicas particulares. Generalmente, estos pueden
dividirse segtin su organizacién estructural en cuatro niveles®.

El nivel mas bésico comprende a los elementos de la red, conformados en este caso por el
conjunto de factores de franscripcion, los sitios de unién y los blancos de regulacion (operones).
Los elementos reguladores pueden ser clasificados por un lado por su funcién
(activador/represor) o por el nmimero de elementos regulados. Sobre su capacidad de aumentar o
reprimir la transcripcion, un analisis por homologia de secuencia no es suficiente para predecir o
proponer una funcidn especifica para un regulador. Diversos estudios sugieren que dos factores
de transcripcién anotados bajo el mismo nombre en diferentes especies, los cuales comparten
identidades sobre el 30% a nivel de secuencia aminoacidica, pueden cumplir funciones
totalmente opuestaé. Tal es el caso del regulador Fur, el cual en E. coli se ha descrito como
represor de genes involucrados en homeostasis de Fe y que en Neisseria gonorrhoea, es capaz de

activar la expresién de genes de metabolismo global y reparacién evifando la accién de
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represores de la magquinaria transcripcional’®®, Tomando esto en consideracion, nuestro nivel de
andlisis no nos permite predecir con exactitud cual seria su accion especifica dentro de la red, por
lo que no se estableceran discusiones al respecto.

En base al niimero de elementos regulados, podemos diferenciar dos tipos factores de
transcripcion, los del tipo global o maestro, cuyo sitio de unién se encuentra en diversos
promotores permitiendo el control de un alto nimero de genes (sobre 20) y los de tipo local,
capaces de regular solamente unos cuantos genes los cuales comparten finciones deniro de un
mismo proceso celular. En la red construida de E. faecalis, genes que codifican para proteinas
asociadas a procesos celulares acotados como la homeostasis de Cu (regulon CopY) y de Zn
(regulon Zur) son controlados, segiin nuestros datos, por reguladores de caracteristicas locales.
El tercer factor de transcripcion de caracter local identificado en E. faecalis fue la proteina Per,
esta proteina ha sido caracterizada previamente en esta bacteria, como un componente
posiblemente involucrado en el control de genes que codifican para proteccion contra ROS'"7. En
nuestra red de regulacion, el regulon Per esti formado por tres elementos sin funcidn asignada
(proteinas hipotéticas). Esta discrepancia puede explicarse por un lado, por un posible error
durante nuestra blisqueda in silico. Si bien el logo obtenido para el regulon Per como se indica en
la figura 5, conserva un alto grado de homologia con el descrifo en otras especies, cabe la
posibilidad que la proteina Per de E. faecalis presente algin grado de Eiivergencia en ¢l dominio
de union al DNA que posiblemente se traduce en un reconocimiento de secuencias diferentes al
consenso reportado. Sin embargo, una segunda opcidn para explicar esta discrepancia radica en
la estrategia experimental utilizada en el estudio de la funcién de Per en E. faecalis™. En este
trabajo, los autores construyen una mutante para el factor Per, la cual en comparacion a la cepa

silvestre presenta diferencias en la expresion de genes vinculados a la respuesta a estrés
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oxidativo bajo la exposicion a peréxido de hidrogeno. Por lo tanto es posible que, los tiempos,
concentraciones y las caracteristicas del estimulo utilizado (capaz de generar diversas respuestas
inespecificas dentro de la célula), surilado a la no identificacién de sitios de union para Per en los
genes diferencialmente expresados en respuesta a estrés, abre la posibilidad que se trate de una
respuesta franscripcional tardia a la ausencia de la proteina y no un efecto directo de Per sobre la
expresion génica. En el marco de la identificacién del regulon Per, dado su posible relacién con
estrés oxidativo, se estd frabajando hoy en caracterizar una nueva mutante para este factor y con
ello poder determinar con exactitud sus blancos de regulacién en experimentos de series de
tiempo.

Segin andlisis en redes de E. coli'®, los factores locales corresponden a la mayor
fraccion de casos dentro de una red transcripcional, observacién que se corresponde con nuesira
red en E. faecalis. Hay que recordar que en nuestra red los nodos gue representan a los factores
de transcripcion estdn integrados, en la mayoria de los casos, por una familia de factores y no
necesariamente corresponden a una proteina en particular. Debido a esto, podemos suponer que
cualquier progreso en precisar conectividades entre genes blanco y factores de transcripcion
individuales llevaria a un aumento en la cantidad de factores con caracteristicas locales. En
cuanto a los factores con caracteristicas globales, en la red se destacan los factores LysR y ArgR,
los cuales previamente han sido descritos en diversos organisn'los con estas propiedades®® 1%,
regulando un gran nimero de genes que participan en diversas funciones dentro del metabolismo
celular,

La posibilidad de contar con estos dos tipos de factores, le confiere al sistema el poder

controlar de forma fina la transcripcion, asi como ampliar la respuesta transcripcional de un gen
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hacia otros estimulos®®. Esta propiedad se determina principalmente por la combinatoria de mds
de un tipo de sitio de unién en la region promotora.

Por otra parte y sobre la base de la presencia de sitios de unién en la regién promotora, se
han clasificado cuatro arquitecturas diferentes'™: A) regulador timico, B) motivo repetido, C)
regulador multiple y D) co-regulador. Los primeros dos se caracterizan por la presencia de uno o
mas sitios de unién al DNA para un tinico factor de transcripcidn, mientras que los otros dos
confienen sitios para dos o mas reguladores. En la red en estudio, los motivos del tipo regulador
tnico se encuentran mas representados (sobre el 80%), sugiriendo un sistema con un alto grado
de ‘especiﬁcidad de respuesta transcripcional frente a un estimulo. La combinatoria dentro de Ia
red de E. faecalis se representa principalmente con los represores ArgR y LysR, para quienes
mas del 50% de sus blancos comparten regulacion con otro factor de transcripcién. La presencia
de este tipo de reguladores ademas de permitir la combinatoria, permite expandir sefiales hacia
vn gran numero de blancos de regulacidn de forma répida (en especial para estimulos con
caracteristicas globales, como la presencia de estrés oxidativo) y por otro lado, cuando la bacteria
se encuentra en una situacién de reposo transcripcional (sin perturbaciones en el medio), logran
mantener apagado un gran numero de transcritos ahorrdndole energia al sistema.

El tercer y ultimo elemento basal corresponde a los operones que conforman la red, tal
como se menciond en la seccién de resultados, la distribucidén de funciones y tipo de operones en
lIa red mantiene las proporciones con el genoma completo. Conjuntamente, la estrategia de
construccion de redes empleada puede ser utilizada para clasificar o proponer posibles funciones
a genes que codifican para proteinas hipotéticas o sin funcién asociada. Al respecto, nuestro

modelo logré integrar un total de 477 en regulones activados por estimulos que ademas codifican

para proteinas con funciones conocidas involucradas en diversos procesos celulares,
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destacindose los regulones comandados por factores de transcripcion locales, como el caso de
Per. Los blancos hipotéticos de estos genes, actualmente estan siendo analizados con el propésito
de poder identificar su posible participacion en la homeostasis de metales.

El segundo nivel de andlisis apunta a los patrones recurrentes establecidos por las
unidades basicas, las cuales aparecen frecuentemente dentro de 1a red. Dentro de ellos, destacan
los 4 origones comrespondientes a CopY (homeostasis de Cu), DnaA (inicioc de la
transcripcidn)'!®, Per (estrés oxidativo) y Zur (homeostasis de Zn), cuya caracteristica principal
dentro del modelo es la de traducir el estimulo de forma directa, sin la presencia de otro factor
que pueda modular su expresion (sistema en cadena), propiedad del sistema que adjudica un alto
grado de especificidad sobre control de la transcripcion. Estos 4 origones ademas modulan la
expresion de genes en E. faecalis, que codifican para proteinas con funciones directamente
relacionadas. con el estimulo, lo. que supone un requerimiento particular y especifico para
manejarlo,

Los loops de alimentacion son los patrones mas recurrentes en redes transcripcionales,
permiten controlar de forma fina la temporalidad y niveles expresion transcripcional asi como
ampliar la capacidad del sistema para responder a mas de un estimulo®” %, Considerando el
punto que la red de E. faecalis en su estado actual, no es capaz de precisar las funciones de los.
reguladores, se hace imposible clasificar estos patrones en sub-grupos particulares, lo que impide
en definitiva especular sobre el posible funcionamiento de la red con un mayor grado de
exactitud.

El tercer patron que hemos considerado en nuestro andlisis de la red regulacion de E.

faecalis se refiere a los modulos de entradas singulares. Su funcion principal es la coordinar un
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gran numero de genes que comparten una funcion en particular. Dentro de la red de E. faecalis,
resaltan los factores de tipo global LysR y ArgR ya analizados en seccién anterior.

Retomando la clasificacion de las redes, en -el tercer y cuarto nivel se presentan las
agrupaciones o “clusters” capaces de diferenciarse dentro de la red global (semi-independientes),
unidades denominadas moddulos y sus conexiones con otros mddulos. En general, las redes
tienden a estar altamente interconectadas, con pequefios médulos separados del grueso de la red.
Estos niveles pueden abordarse en funciéon de los pardmetros derivados del grafo de
conectividades (figura 3). -

De acuerdo a los parametros globales de andlisis, la red de E. faecalis se presenta con
caracteristicas de pequefio mundo a escala libre. Esta clasificacion segiin Alberts®, describe
tanto en modelos de redes de regulacion transcripcional de eucariontes como procariontes, el
potencial de los factores de transcripcién para regular un gran mimero de genes, donde la
distribucion del grado a diferencia de otras redes presenta una funcién exponencial mas
restringida, ilustrando que la regulacion por combinatoria de factores ocurre en menor grado que
la regulacion de varios blancos de transcripcion por el mismo regulador (tal como se presenta en
el grafo de la figura 3), lo que en definitiva sugiere que distintas sefiales ambientales tienden a
iniciar distintas respuestas transcripcionales en E. faecalis (diferentes sub-redes dependientes del
estimulo).

La idt.antiﬁcacién y caracterizacién de la estructura de red, permiten determinar la
configuracion estitica de los elementos con que cuenta la bacteria para responder frente a un
estimulo. Diversos estudios han demostrado que, los organismos son propensos a utilizar

distintas sub-redes transcripcionales reguladas por un conjunto de sensores especializados

capaces de detectar aspectos especificos a partir de estimulos ambientales complejos®.
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En este contexto, €l siguiente paso fue abordar el funcionamiento del modelo por el cual
varias partes de esta red estatica de regulacién funcionan de forma dinédmica bajo una condicién
dada, con esto, es posible predecir cuales son los genes afectados por una perturbacién del
medio, determinando las rutas transcripcionales que dan cuenta de la propagacion de la seiial.
Considerando el volumen y la variedad de combinaciones posibles dentro del modelo, asi como
de la diversidad de estimulos ;:apaces de activar la red transcripcional, se vuelve imposible poner
a prueba la capacidad total de la red en estudio. Es por esto, que la tesis se centrd principalmente
en usar el modelo en estudio para poder identificar sub-redes transcripcionales involucradas en la
adaptacién celular a Cu, micronutriente esencial para los sistemas bioldgicos que sin embargo,
cuando su homeostasis es perturbada, se generan graves dafios al correcto funcionamiento

r

celular.
Sub-red de regulacion transcripcional inducida en respuesta a Cu

Diversos han sido los esfuerzos para determinar ;cudl es el efecto del Cu sobre E.
faecalis?, en su mayoria enfocados a identificar y caracterizar compon,entes involucrados
directamente en la homeostasis del metal. Experimentos de microarreglos realizados en nuestro
laboratorio para E. faecalis, indican que genes que codifican para estos procesos solo cubren el
10% del total de cambios transcripcionales ocurridos en una situacién de exposicién a Cu, datos
que coinciden con lo reportado en otros organismos! !,

Utilizando los datos de expresién génica en E. faecalis expuesta a Cu, se identificé en la

red global de interacciones, aquellos genes que aumentaron su abundancia a nivel

transcripcional, lo que fue definido en esta tesis como la red activada por el metal (figura 7). Este
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nuevo grafo de conectividades da cuenta de una sub-red dentro del modelo global, cuya
particularidad es presentar la respuesta transcripcional con sus posibles mecanismos regulatorios
capaces de responder frente al estimulo Cu.

Es importante definir que la red activada se restringe a los datos de microarreglos, donde
la cantidad y tiempo de exposicion al metal utilizada buscaron no afectar la tasa de duplicacién
celular y aumentara significativamente la expresion del og;eron cop vy el contenido intracelular de
Cu. Con esto se logrd mantener un escenario de homeostasis en la bacteria en el cual se
maximizo la posibilidad de obtener cambios transcripcionales vinculados al regulador CopY.

Como es sabido, dentro de los grandes problemas actuales en 1a utilizacién de protocolos
bioinformaticos es la generacién de falsos positivos dentro del universo de datos a trabajar. Esto
qued6 manifestado al comparar las dos redes activadas generadas durante el desarrollo de la tesis
(figura 7 y 10). La primera dio cuenta de una primera vision utilizando solo Jos datos globales de
expresion y la red global construida in silico, la segunda, refleja el resultado final luego de la
aplicacion de diversos filtros los cuales permitieron curar in vivo tres regulones dentro del
universo en estudio.

Con el proposito de entender como la bacteria estaria coordinando en términos globales
su expresion para poder mantener la homeostasis celular, asi como identificar cuales podrian ser
los mecanismos que se estan activando con sus respectivas caracteristicas topoldgicas, a pesar
del mayor grado de depuracion para los tres regulones verificados in vivo, la discusion de la red
activada considerd efectiva todas las conectividades presentes en la figura 10.

Como podemos observar dentro de ésta red activada, se destacan tres mddulos de

regulones de respuesta:
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i) Homeostasis de Cu: Confinado esencialmente al operon cop. Los genes dentro de este modulo
codifican exclusivamente para componentes involucrados directamente en la homeostasis de Cu.
El represor de tipo Iocal CopY es capaz de coordinar directamente la sefial Cu, lo que se traduce
en una des-represion del operon cop y con ello el aumento principalmente de la ATPasa de Cu
CopA, involucrada en la salida del exceso de Cu intracelular.

il) Dafio al DNA y respuesta a estrés; Denfro de la red activada podemos encontrar
principalmente dos regulones involucrados en estos procesos, el regulon LexA, el cual estaria
controlando la expresion de los genes vinculados directamente al dafio al DNA y el regulon Fur,
que podria estar respondiendo a un efecto secundario del Cu como la generacién de estrés
oxidativo. Tanto el regulador CopY, LexA y Fur, serdn abordos en detalle en la seccion final de
1a discusion.

iii) Metabolismo basal: Este moédulo se presenta como el mdas representado dentro de la red,
conectando mas del 80% de los nodos activados gue en su mayoria codifican para componentes
involucrados directamente en la generacion de energia y sintesis de moléculas basales para la
recuperacion de estructuras o sintesis de proteinas, principalmente regulados por los factores de
transcripcidén ArgR y LysR.

La topologia de estos tres modulos nos permite suponer que la bacteria presenta
diferentes grados o niveles de especificidad en su respuesta, considerando por una parte aquellos
cambios bas?,dds directamente con el efecto del Cu y por otra, la participacién funcional de las
proteinas codificadas por los genes activados. Interesantemente, el mddulo vinculado
directamente al control de 1a homeostasis de Cu se presentan de forma independiente al resto de

la red, confinado exclusivamente al operon cop, ¢l cual logra activarse de forma directa sin la
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necesidad de otros reguladores para traducir la sefial, comandado unicamente por el represor
CopY, otorgandole al sistema un alto grado de especificidad en la respuesta.

En un segundo nivel de especificidad, se encuentra el posible efecto secundario ocurrido
durante el tratamiento con el metal, basado principalmente en la generacién de estrés oxidativo.
En un primer nivel, encontramos al regulon Fur, la activacién de sus genes podria inducir un
aumento en la cantidad intracelular del Fe. Diversas enzimas que participan en la defensa contra
estrés oxidativo como catalasas y peroxidasas utilizan a este metal como un cofactor''®, Io que
explicaria la activacion de los genes de entrada de Fe. Este regulon se muestra independiente de
la red global, otorgandole a este mddulo al igual que lo ocurrido para CopY, una capacidad de
respuesta especifica basada directamente con el estimulo Fe.

El segundo nivel ademds esta formado por el regulon LexA, el cual mantiene un grado de
dependencia con el global de red a través de su conectividad a través de su factor de
franscripcion. La posibilidad de que LexA ademas sea regulado por otro factor de transcripeion
(en este caso dependiente de CRP-FNR o LysR, ambos de respuesta a estrés en general), le
confiere la posibilidad de responder a otro estimulo que no sea directamente estrés oxidativo, asi
como controlar la activacion o represion de Lex A y con ello producir un segundo paso de control
sobre la expresion de genes de reparacion al DNA. Por otro lado, si bien LexA mantiene
conéctividades con el centro general de la red, este vinculo se establece a mivel de su propia
regulacion, mediada posiblemente por LysR y no por sus blancos, lo que eventualmente lo
clasifica como otro médulo especifico dentro de esta red activada por la exposiciéon a Cu
encargado de la reparacion del DNA frente a estrés oxidativo.

Por tltimo, la tercera nivel de especificidad en la respuesta da cuenta del posible

requerimiento de energia o de nuevas moléculas para el correcto funcionamiento de Ia
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homeostasis del metal y la reparacién frente al dafio oxidativo. Como se puede observar, los
genes presentes en este modulo presentan el mayor grado de conectividad y combinatoria dentro
de la red. Esta configuracién guarda directa relacion con el requerimiento de los productos
metabolicos generados por las proteinas codificas por los genes de estos regulones. Denfro de
este modulo, el regulon PurR presenta el mayor grado de regulacion dentro de fa red. Su posible
funcién es la de controlar la expresién de genes relacionados con el metabolismo de purinas'®.
El alto requerimiento de estos nucledtidos en diversos procesos celulares, posiblemente explica
que PurR tenga un alto grado de conectividad. En el caso particular de la exposicién a Cu y
generacion de ROS, dentro de las bases nitrogenadas las guaninas presentan el mayor grado de
ataque (produccién de oxo-guaninas)''®, la sobre expresién del regulon PurR por lo tanto, podria
dar cuenta de una renovacién de estas moléculas producto del dafio generado por el metal.

En definitiva, podemos decir que la topologia presente en esta red activada presenta una
posible configuracién directamente relacionada con la especificidad de la respuesta frente a la
adicion de Cu, donde sus componentes se encuentran conectados de acuerdo a su requerimiento
funcional en éiferentes procesos metabdlicos. Esta hipotesis se funda principalmente en un
momento transcripcional ocurrido en la bacteria durante el proceso de adaptacion a cambios a
una conceniracion extracelular tnica y aun tiempo fijo en la disponibilidad del metal. Con el
propésito de abordar preguntas como la magnitud, la temporalidad y la especificidad de la
respuesta a Cu serd necesario contar con datos a partir de otros experimentos de expresion global
para ser integrados dentro de la red global y asi poder tener otras sub-redes activadas por Cu.

En este contexto, el afio 2011 Abrantes y colaboradores publicaron un estudio de

expresion génica a escala global en E. faecalis en el cual se expuso a la bacteria a una

concentracion de 0,05 mM de CuSO4 (un orden de magnitud inferior al usado en este trabajo de
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tesis, utilizando pricticamente el mismo tiempo de exposicion)'!’

. La lista de genes
diferencialmente expresados fue cruzada con nuestra red transcripcional global, obteniendo una
segunda sub-red activada por Cu (ver ANEXO 3). En términos de niimero de elementos, este
nuevo modelo de red se conforma por 16 operones (41 genes) conectados entre si por 22 sitios de
union p;ira 6 familias de factores de transcripcion. El tamafio de esta red es menor a la red
activada de la figura 10, esto se explica puesto que la cantidad de operones activados a 0,05 mM
de CuSO4 (n = 44) es cerca de la mitad en comparacion al microarreglo realizado por nuestro
laboratorio (n = 84).

El analisis de la red activada por una baja concentracion de Cu, muestra dos modulos
independientes, el primero compuesto por el regulon CopY (homeostasis de Cu), tinico modulo
activado en ambas redes, lo que resalta la alta sensibilidad de este componente en la respuesta a
Cu junto con su configuracion particular dentro de la red. El segundo modulo da cuenta de una
alta conectividad entre genes que codifican principalmente para metabolismo basal y regulaciéon
transcripcional, resaltando elementos conservados entre ambas redes para el fransporte de
aminoacidos (EF0891-EF0893), generacién de energia (EF1492-EF1500) y metabolismo de la
pared celular (EF3244-EF3245) regulados por los factores ArgR y LysR.

La ausencia de activacién de los médulos Fur y LexA, asi como la de otros mecanismos
antioxidantes, hace suponer que la adicion de 0,05 ‘mM de CuSOy4 posiblemente no fue suficiente
para generar un desbalance capaz de inducir estrés oxidativo dentro de la célula. Tal situacion se
correlaciona directamente con el menor nimero de componentes activados en 1a red de Abrantes,

los cuales posiblemente dan cuenta de una respuesta vinculada al efecto directo del metal mas

que a su capacidad de formar especies reactivas.
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De este andlisis se desprende que E. faecalis es capaz de ajustar su magquinaria
transcripcional de acuerdo a la magnitud y posible efecto de la exposicién a Cu. Hacia una baja
concentraciéon de exposicion al metal, la bacteria activa redes vinculadas directamente con el
manejo del metal y sistemas capaces de generar los metabolitos necesarios para cumplir con este
proceso. Cuando la concentracion extracelular aumenta, ademas de estos procesos, se incorporan
nuevas redes (modulos dependientes e independientes) capaces de manejar los efectos
secundarios toxicos y/o relacionados directamente a proteccion contra el dafio oxidativ}).

En la nomenclatura de clasificacién de sub-redes transcripcionales, el andlisis de estos
dos modelos nos permite definir por vn lado, nodos activados de forma independiente a las
fluctuaciones del estimulo (mddulos invariables), vinculados a la homeostasis del Cu de forma
directa (chaperonas, ATPasas, etc.) ¢ indirecta (metabolitos necesarios para la generacion de
energia), v nodos activados de forma dependiente, relacionados principalmente a la proteccion
contra estrés oxidativo respuesta toxica, los cuales se activan cuando las concentraciones de
exposicién a Cu se acercan a generar un cambio en la viabilidad de la bacteria (0,5 mM de
CuSQy).

Esto, pone de manifiesto que la activacion de redes transcripcionales de E. faecalis
presenta umbrales de respuesta directamente relacionados con la cantidad de Cu adicionado en el
medio. Ahora bien, aiin queda la interrogante de la temporalidad en la ocurrencia de estos
eventos, lo cual basado en los datos disponibles es imposible de abordar. No obstante, en
términos generales se puede especular que regulones capaces de traducir la sefial directamente
(tipo CopY) podrian responder de forma mdés temprana que los que requieren ofro tipo de
estimulos para modificar su capacidad de activar o reprimir la transcripcién. En cuanto a la

respuesta secundaria inducida por el metal, basandonos en la activacion de mecanismos de

99




reparacion al DNA (regulon LexA) y el no observar aumento en transcritos de enzimas
relacionadas directamente con mecanismos enzimaticos antioxidantes (super-oxido dismutasas y
catalasas) o no enzimaéticos (sintesis de gluté.tién), abre dos posibilidades. Una opcion es que el
estrés oxidativo producido en primera instancia, posterior sintesis de transcritos para
componentes antioxidantes y manejo de las especies reactivas, ocurrié de forma temprana
(previo a la fase exponencial media del crecimiento bacteriano). La segunda alternativa, es que
nunca ocurrid un desbalance entre las ROS y los mecanismos antioxidantes presente, por lo que
no se requirié un aumento en la transcripcion de estos productos! para mantener la homeostasis
celular y que el dafio observado file consecuencia del dafio directo por la toxicidad del metal,
como el producido por desplazamiento de metales que forman parte de enzimas y estructuras
celulares®. Para poder abordar este tipo de interrogantes, es necesario complementar nuestro
estudio, por ejemplo con experimentos de expresidn génica en series de tiempo, a fin de extraer a
diferentes tiempos de exposicion muestras de RNA durante una curva de crecimiento (trabajo en
actual desarrollo dentro del laboratorio), con esto, podriamos tener una vision de cuales son las
sub-redes activadas en funcion del tiempo y asi poder tener una aproximacion de la dindmica de
los eventos sucedidos,

El siguiente punto, radica en la especificidad de la respuesta observada, De igual manera
que lo discutido en el punto anterior, el alcance de nuestro andlisis no permite definir de forma
clara si la activacion de estas sub-redes son particulares del tratamiento con Cu. Sin embargo,
considerando gue estimulos como estrés oxidativo pueden generarse bajo diversas condiciones,
asi como que el requerimiento de metabolitos encargados de generar los productos necesarios
para el correcto funcionamiento de celular, como sintesis de moléculas basales, ATP, transporte

de aminoacidos y iones, son demandados bajo diferentes perturbaciones del medio, podemos
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suponer que los modulos relacionados con estos procesos como los regulones Fur, LexA, LysR y
ArgR podrian no ser especificos para la respuesta a Cu y por el contrario, mecanismos
involucrados directamente con la homeostasis de Cu como el regulon CopY, podrian tener un
mayor grado de especificidad de respuesta hacia el metal,

Con ¢l propdsito de precisar la especificad de la red, recientemente nuestro grupo publico
un microarreglo donde la bacteria fue expuesta a una concentracion no letal de Fe (ANEXO
48 ademds en el mismo trabajo de Abrantes’"’, se presentaron datos de la respuesta
transcripcional global de E. faecalis frente a un tratamiento con Zn. En el marco de la
publicacion en progreso referente al trabajo de tesis, estos experimentos de ignal forma que lo
realizado para los ensayos con Cu, estdn actualmente siendo incorporados en la red global para
poder tener comentarios sobre la especificidad de las sub-redes activadas por metales en la
bacteria, identificando mecanismos conservados e independientes de respuesta en todas las
co;nbinaton'as posibles para los diferentes metales.

La construccion y andlisis de redes vistas desde un punto de vista sistémico, permiten
estudiar y entender posibles configuraciones presentes en un organismo que le brindan al
organismo la posibilidad de modular su expresion génica en respuesta de diversas perturbaciones
del medio. Ahora bien, es importante considerar que dentro de este tipo de estudios, una
aproximacién abordada solamente desde andlisis in silico, conlleva una gran cantidad de
elementos ficticios los cuales no necesariamente estdn presentes en la bacteria. Producto del alto
volumen de informacion, no es facilmente abordable en un corto plazo la verificacion in vive
todas las conectividades predichas in silico. Espor esto, que la parte siguiente del trabajo,

discutira la seleccién de tres regulones dentro de la red, cuyo propdsito principal fue la de tener
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una aproximacion del grado de veracidad y alcance de la red de regulacién transcripcional

construida mediante el uso de diversos protocolos bioinforméticos.

Regulones CopY, Fury LexA

Los filtros utilizados condujeron a la eleccidn de los regulones dependientes de CopY,
Fur y LexA para su verificacion in vivo. Con este propdsito, se eligi6 la estrategia de generar
cepas mutantes de E. faecalis de cada uno de los factores de transcripcién que comandan estos
regulones, lo que permiti6 en definitiva determinar si la ausencia del represor genera cambios en
la abundancia transcripcional de los blancos de regulacién predichos in silico en ausencia de Cu.

El mecanismo de accién por parte de CopY, previamente ha sido descrito en diferentes
organismos' '®, En una condicién de represion, el factor coordina dos atomos de Zn lo que
estabiliza el complejo DNA-proteina impidiendo la unién de la maquinaria de transcripcién en
sus genes blanco. El motive de coordinacién a Zn presenta una mayor afinidad por atomos de
Cu, lo que genera que frente a un aumento de este metal en la bacteria, la probabilidad de
intercambio de un 4tomo de Zn por Cu aumenta. La formacién del complejo CopY-Cu posee una
baja afinidad con el DNA, lo que conduce a su liberacién permitiendo finalmente la expresién
génica.

Los resultados obtenidos para el regulon CopY de E. faecalis, sugieren que su factor de
transcripcién posee un alto grado de especificidad por la secuencia TACAXXTGTA, dado que
variaciones en un solo nucledtido (tabla 8), impactan en la afinidad de la protefna por el DNA

anulando su accién represiva. La presencia de esta secuencia concreta solo en la regién
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promotora de] operon cop, le adjudica al sisterna de homeostasis de Cu un control transcripcional
especifico y Unico, el cual depende directamente de la disponibilidad de Cu en el medio.

En la bacteria L. lactis, 1a cual pertenece al mismo orden Lactobacillales que E. faecalis,
este factor ademas de regular genes vinculados a la homeostasis de Cu, regula otros 5 operones
relacionados con funciones desconocidas (posibles reductasas de CopY), todos ellos con la
misma secuencia TACAxxTGTA presente en su regién promotora’®’. Una bisqueda
bioinformatica manual en el genoma de E. faecalis, solo logré identificar un operon de este
grupo, el c.ual no presentd la secuencia nucleotidica especifica para CopY en su promotor. Este
dato permitié suponer que la bisqueda global in silico de sitios para CopY no generé falsos
negativos dentro de sus resultados.

En cuanto a la estrictez del sitio de union reconocido, una situacion similar se presentd
para el regulon Fur, El analisis dio cuenta que la proteina de E. faecalis, al parecer es capaz de
reconocer un palindrome bastante estiricto conformado principalmente por las letras
TGAG/TAAxxxTTCTCA. En el caso particular del gen EF3086, si bien presenta esta secuencia
en su region promotora, no se observaron cambios para su transcrito en la mutante Fur en
comparacién a la cepa silvestre. Esto puede explicarse puesto que la distancia hacia el inicio de
la traduccién del sitio de unién identificado supera las 200 pb, ubicando al represor lejos de la
maquinaria franscripcional, observacion que brinda informacién fundamental para Fur sobre la
importancia de la cercania de posicién de su sitio de union dentro de la regién promotora.

Sobre la potencia en la represion del factor, los resultados sugieren que existe una
relacion directa entre el tamafio del palindrome (entre 10, 12 y 14 pb) y el cambio de abundancia
transcripcional entre la situacién silvestre y mutante. Como se puede observar el gen EF3082-

EF3085 el cual presenta una mayor diferencia a nivel transcripcional contiene el palindrome de
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mayor tamafio. Para el resto de los casos, podemos decir que el programa logré recuperar con un
alto grado de efectividad este regulon, puesto que de los 5 posibles componentes 4 de ellos
mostraron cambios en su abundancia transcripcional en Ia mutante.

En cuanto al mecanismo de como opera Fur, a la fecha se han propuesto al menos 4 tipos
posibles de accion capaces de activar y reprimir de forma directa e indirecta genes
principalmente vinculados con la homeostasis de Fe'®'. En su acci6n clasica como represor, en
presencia de una alta concentracién de Fe, Fur a través de sus motivos ricos en cisteinas coordina
atomos de este metal lo que aumenta su afinidad por su sitio de unién en ei promotor evitando la
transcripcién génica de genes de captacion de Fe'?,

Considerando el fenotipo resultante en la mutante de E. faecalis, al menos para los 4
operones que integran el regulon, Fur estaria actuando como un represor transcripcional. En
cuanto a la posible des-represion observada en los tratamientos con Cu, dado el mecanismo de
accion de Fur, cabe la posibilidad que las cistefnas de coordinacion de Fe estén siendo oxidadas
por la accién de ROS, probablemente como consecuencia de la adicién del metal, lo que
conduciria finalmente a la activacién de este regulon.

Cabe destacar, que ademas de Fur, existen otros dos factores de transcripcién que
comparten la misma familia que esta proteina (Per y Zur). El sitio de unién consenso para esta
familia conserva un niicleo o centro de nucledtidos comin compuesto por las letras ATXAT,
caracteristica que podria generar una regulacion cruzada en esta familia. En este escenario, Per y
Zur podrian regular los genes que son activados en respuesta al Cu del regulon Fur; para abordar

esta posibilidad, en estos momentos se esta trabajando en la construccién de mutantes para estos

otros dos factores. Contar con estas nuevas cepas, se podra verificar ademads si las conectividades




predichas para regulones Per y Zur presentes en la red global, comparten las mismas
caracteristicas observadas para Fur.

Denfro de los regulones mejor descritos para Fur encontramos el de Y. pestis'®,
compuesto por un total de 34 blancos de regulacién que codifican para proteinas que participan
en diversos procesos celulares, clasificando a este factor con caracteristicas globales. Al igual
que lo ocurrido para CopY, Fur en E. faecalis estaria confinado exclusivamente a regular genes
vinculados al mismo proceso celular, en este caso homeostasis de Fe. Estas evidencias ponen de
manifiesto que al parecer, la bacteria en estudio presenta mecanismos extremadamente
especificos vinculados al control de las concentraciones de metales disponibles en el medio,
modulados pof factores directamente por la disponibilidad del estimulo. No obstante, Ia
presencia de estimulos capaces de modificar la estructura de la proteina como por ejemplo via
oxidacion de residuos, abre la posibilidad de que estos sistemas sean capaces de responder a
ofras situaciones, modificando las concentraciones de ambos micronutrientes frente a diversos
requerimientos.

En cuanto al aumento de los transcritos vinculados a la captacién de Fe, supone
indirectamente un requerimiento del metal para mantener la homeostasis celular frente al exceso
del metal, posiblemente vinculado a su accién como cofactor de enzimas con funciones
antioxidantes. Sin embargo, diversas evidencias declaran que un aumento en la concentracién de
Fe intracelular puede gatillar un efecto téxico en la célula a fravés de la generacion de ROS.
Experimentos publicados por nuestro laboratorio mostraron que cuando ia concentracién
intracelular de Fe anmenta 10 veces sobre el contenido medido en medio basal, se disminuye

significativamente la viabilidad de la bacteria. Tomando esto en cuenta, se cuantifico el

105




contenido infracelular de Fe en la cepa silvestre y mutante para Fur expuestas ambas a 0,5 mM
de CuSO4 (ANEXO 5).

El grafico del anexo 5, describe un aumento significativo en el contenido de Fe para
ambas cepas cuando la concentracién de exposicion a Cu aumenta, fenotipo explicable
posiblemente por la sobre-expresién de los mecanismos de captacion del metal. Este resultado
ademds sugiere que la bacteria es capaz de controlar de forma efectiva este aumento de
concentracién de Fe intracelular, no superando el umbral t6xico. En cuanto al contenido entre la
cepa silvestre y mutante Fur, si bien, se observa una pequefia diferencia entre la cepa silvestre y
mutante en todos los tratamientos, esta no logra diferenciarse significativamente. En el caso
particular de los mecanismos involucrados con la captacién de Fe (sobre-expresados en la
mutante de Fur), estos requieren la presencia de sideroforos los cuales van a ser transportados
por estas proteinas con el proposito de capturar el Fe extracelular para su posterior
incorporacion, sistemas que en general son activados cuando las concentraciones de Fe son
limitantes'®, Por lo tanto, si la cantidad de sideroforos se mantiene constante entre la cepa
mutante y silvestre, aunque Ja probabilidad de encuentro sea mayor cuando hay mayor cantidad
de fransportadores, esta abundancia podria no ser suficiente para ejercer un efecto significativo el
en la captacién del metal.

El tercer y titimo regulon verificado corresponde al factor LexA. Esta proteina forma un
sistema acoplado con RecA, en diversas bacterias coordina la expresién de mas de 30 genes,
vinculados principalmente con sistemas de reparacién de DNA'?. El mecanismo de c6mo opera
LexA ya fue presentado en la seccién de resultados, destacandose su accién como represor

transcripcional.
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Segun los resultados obtenidos en E. faecalis, 2l parecer esta proteina también controlaria
genes relacionados con el dafio 2 DNA. El andlisis del sitio de unién a diferencia de lo mostrado
por CopY y Fur, permite un mayor grado de variabilidad en su secuencia palindrémica, lo cual
podria impactar directamente en la capacidad represiva del factor sobre la transcripcion'®. Tal
como lo muestran los datos de gPCR para los tres regulones en estudio, mientras mayor es la
divergencia del palindrome menor es la diferencia de abundancia de transcrifo entre la cepa
mutante y silvestre.

»

En E. coli, se ha demostrado que la capacidad de LexA de reprimir su propia expresion y.

con ello disminuir la abundancia de su transcrito, de esta forma permite un aumento en la

velocidad de activacién de sus blanco de regulacién’™’

, mecanismo adaptado especialmente para
una respuesta potenciada y rapida de genes involucrados directamente en la supervivencia de la
bacteria, situacion que eventualmente podria estar ocurriendo en E. faecalis, donde al parecer
también podria estar auto-reprimiéndose. Este loop de auto-regulacién denominado coherente, no
ocurre en ¢l caso del operon cop. La activacion del operon gen;era un aumento del represor
CopY, dando cuenta de un sistema incoherente, mecanismos utilizados por los sistemas
biolégicos para confrolar de forma fina la expresiéon del gen. Ahora bien, cuando existe un
requerimiento elevado de las otras protefnas Cop, en particular uuna sobre-expresion de la ATPasa
CopA cuando los niveles de Cu son extremadamente tdxicos, existen otros mecanismos no
transcripcionales capaces de degradar o inactivar a las proteinas Cop'%,

Si comparamos las razones de abundancia obtenidas por qPCR para los fres regulones en
estudio, las diferencias obtenidas por la adicién del metal son menores que las reportadas en la

cepa mutante (tabla 7 y 8). Esto se explica por el balance que existe en la cepa silvestre, entre el

factor de transcripcién en su forma activa (con capacidad para reprimir) e inactiva, balance que
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al adicionar Cu eventualmente se desplaza hacia la des-represién. En una cepa mutante, este
balance es inexistente puesto que no existe la capacidad de reprimir al sistema.

En términos generales, la estrategia de generacién de mutantes para factores de
transcripcion permite verificar y curar con un alto grado de efectividad posibles blancos
transcripcionales. En modelos eucariontes donde la transcripcién es controlada por un gran
nimero de elementos reguladores, llegando a tener 20 elementos reguladores de la transcripcion
inferactuando ;1e forma combinatoria en vn solo promotor, muchas veces la ausencia de un factor
en particular no genera fenotipos detectables'”. En bacterias, los modelos transcripcionales
conocidos describen que la combinatoria es baja, por lo que la ausencia de un regulador genera
cambios significativos de expresién, no obstante la presencfa de un segundo factor de
transcripcion incapaz de responder a Cu, podria explicar que no todos los operones contenidos
para un mismo regulon dentro de la red global se activaron en presencia del metal. Como en el
caso del regulon LexA, que de un total de 33 posibles regulones solo 5 mostraron un aumento a
nivel de transcrito cuando se agregd Cu al medio. Ademads, dentro de este regulon activado, los
operones EF0955-EF0957 y EF3027 no presentaron cambios en la cepa mutante. Esto puede
explicarse dado que la secuencia palindrémica tipo LexA que presentan estos dos elementos es la
de menor tamafio dentro del regulon. Cabe la posibilidad que la técnica de utilizacién de
mutantes y QPCR no tenga el grado de resolucion suficiente para descartar la unidén de LexA
sobre estas secuencias. Para este tipo de situaciones, a la fecha existen diferentes aproximaciones
experimentales que complementan con mayor informacion ‘sobre la interaccion entre el factor de
transcripcion y el sitio de union, lamentablemente la mayoria de ellas permiten estudiar solo un
componente, implicando en la mayoria de los casos, purificar un factor de transcripcién en

particular (EMSA, termoforesis a microescala o manipulacion de moléculas individuales) o
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construir diferentes vectores reporteros para cada uno de los sitios de unién predichos, lo que
demanda mucho tiempo y dinero si se quiere abordar una red en términos globales.
Recientemente, Michael Berger y Martha Bulyk presentaron una nueva estrategia denominada

microarreglos de unién de proteina (PBM)"°

, 51 bien logra determinar a gran escala la capacidad
de unién de un factor de transcripcion sobre més de 1000 posibles sitios de uni6n, su principal
limitante es que s6lo permite analizar un regulador el cual debe purificarse expresarse y
purificarse previamente,

En ofro aspecto, nuestros datos indican que los sitios de unioén para E. faecalis presentan
un alto grado de homologia con los consensos reportados en otras bacterias (figura 5). Es
importante mencionar que el evento de unién efectiva entre el factor de transcripcion y el DNA,
no solo depende de la secuencia nucleotidica del sitio de unién presente en el promotor, sino
también la proteina debe tener residuos especificos y una configuracion tridimensional capaz de
reconocer un sitio de unién particuiar y no otro. Tomando esto en cuenta, se generaron tres
modelos tridimensionales de las proteinas CopY, Fur y LexA de E. faecalis generados por
homologia utilizando datos cristalograficos disponibles en la literatura (ANEXOS 6 y 7). Los
modelos mostraron que las tres proteinas presentan un algo grado de identidad en su
conformacidn tridimensional con los cristales de referencia y que, los residuos determinantes de
la unién al DNA se encuentran en las posiciones y distancias observadas en el cristal, lo que
apoya el hecho de que el reconocimiento por los sitios de unidén al DNA predichos son
reconocidos en E, faecalis.

En términos del tipo de elementos regulados, de igunal forma a lo observado en otros

organismos, CopY y Fur, LexA también regulan un alto ndmero de operones vinculados con

distintos procesos celulares. Estas evidencias suponen un alto grado de divergencia en términos
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de la capacidad y especificidad que presentan los factores de transcripcién de regular operones
dentro del genoma. Para poder avanzar en la comprension de este fendmeno, estamos trabajando
en generar una mayor cantidad de informacidn para bacterias del orden Lactobacillale (ANEXO
8). Con la informacidn generada se pretende evaluar si es una propiedad caracteristica del orden
o propia de E. faecalis, estudiando principalmente cudles son las divergencias que se establecen
en términos de sus elementos bésicos (factores de transcripcidn, sitios de unién y blancos de
regulacién) y sus parametro topoldgicos a nivel de la configuracion de 1a red global.

El tercer y 1ultimo objetivo de la tesis, mediante ensayos microbiologicos buscé estudiar si
la ausencia de la regulacion transcripcional de nodos activados por el Cu, vinculados
directamente con la homeostasis de Cu y posiblemente con la homeostasis de Fe y resistencia a
estrés, impacta sobre la viabilidad celular y el contenido intracelular del metal.

Basado en la posible funcién de las proteinas codificadas en estos operones; vinculadas
principalmente a ‘la resistencia contra un exceso del metal, como esperado para los ensayos de
viabilidad celular era encontrar una mayor tolerancia a Cu para las mutantes en comparacién a la
cepa silvestre, fenotipo no observado en ninguno de los experimentos. Este resultado desde un
punto de vista sistémico puede explicase por; que si bien el proceso de transcripcién y traduccién
en bacterias es un mecanismo que puede estar acoplado’’, lo que en la mayoria de los caso
supone que un aumento en la cantidad de transcrito se correlaciona con una mayor cantidad de
proteina, cabe la posibilidad de que ésta no este activa o no posea los sustratos suficientes para su
funcién (como el caso de los mecanismos de entrada de Fe comandados por Fur y la cantidad de
sideroforos disponibles en el medio). Se sefialé que ciertos modulos activados por Cu estin
encargados, al parecer, de generar la energia necesaria para el correcto funcionamienfo de

sistemas involucrados en la resistencia contra el metal. En una cepa mutante, parte del ATP
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podria estar siendo utilizado en la formacion de estas protefnas expresadas en forma anormal,
disminuyendo eventualmente la disponibilidad de esta molécula para procesos de resistencia,
como los transportadores de Fe y mecanismos de reparacién de DNA, ambos dependientes de la
molécula de ATP para su correcto funcjonamiento’> 1%,

En el caso particular de la mutante de CopY, se pudo observar una disminucién en el
contenido intracelular del metal, explicado posiblemente por el aumento de la actividad ATPasa
de salida CopA producto de la sobre-expresién del operon cop. Esta disminucién en todos los
casos estudiados, no es suficiente para disminuir los efectos téxicos del metal, los cuales no sélo
afectan moléculas .en el citoplasma de la bacteria, se ha descrito que altas concentraciones de
exposicidon a Cu logran dafiar componentes de la membrana y pared celular de forma
extracelular'>,

Ofros experimentos actualmente se estan llevando a cabo para caracterizar estas mutantes
en términos de su relacion con la resistencia al metal. Como alternativas, se pretende exponer a
la bacteria en una situacién limitante de Fe en un medio con concentraciones crecientes de Cu,
en esta situacion esperamos que la mutante de Fur tenga un mejor desempefio que la cepa
silvestre (mayor viabilidad) en este este escenario. Del mismo modo, aumentar la probabilidad
de generacién de dafio oxidativo producto del Cu, como por ejemplo adicionando un agento pro-
oxidante al medio (H20;), podria evidenciar una diferencia en la viabilidad entre la mutante
LexA vy la cepa silvestre.

Los resultados en general hacen suponer que la red élobal actual contiene un alto nimero
de falsos positivos denfro de sus operones blanco. En este aspecto, el analisis de mutante nos
permitid depurar el sitio de union para los regulones CopY, Fur y LexA, informacion que

actualmente esta siendo incorporada en la busqueda y generacion de MPP para refinar la

-
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prediccion de genes blanco en E. faecalis. Es importante hacer notar, que el alcance de las
conclusiones obtenidas durante este estudio posee diferentes limitantes. Primero encontramos la
cantidad de microarreglos incorporados, el disponer de un bajo niimero de muestras entrega una
alta probabilidad de que alguno de los cambios transcripcionales sean producto de una simple
casualidad y por lo tanto no representen necesariamente un efecto significativo en la adaptacién
hacia el estimulo. Las sub-redes analizadas no dan. cuenta de los genes no activados (no
presentaron cambio transcripcional o su expresion fue hacia la baja), descartados del analisis por
diversas razones expuestas anteriormente. El nimero de elemnentos que considera la red aborda
alrededor de un 30% del total de genes y factores de factores de transcripcién contenidos en el
genoma de E. faecalis. Pensando integrar un mayor nimero de elementos, dado el aumento
exponencial de genomas bacterianos disponibles en la literatura en este ﬁlti;no tiempo'®’,
actualmente el Laboratorio de Bioinformatica y Matematica del Genoma en colaboracién con
nuestro grupo nos enconframos re-anotando el genoma de E. faecalis V583, secuenciada en el
afio 2003 por el grupo de Paulsen®’. Esta nueva informacidn permitird precisar en gran medida
los sitios de inicio de la transcripcién y traduccion de los operones asi como, dentro de las
proteinas con funciones desconocidas o hipotéticas (cerca del 33% del total del genoma) se
podran identificar nuevos factores de transcripcién los cuales eventualmente podran formar parte
de la red transcripcional desarrollada. El contar con un mayor niimero de elementos, podria
mejorar significativamente la comprension del fenémeno de adaptacién y funcionamiento de la
red. La red en su estado actual ademds, no considera otros mecanismos independientes de los
factores de transcripcién los cuales pueden modificar la expresién génica, como los factores

sigma, pequefios ligandos (ppGpp) y sSRNAZ 136,
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Considerando estas limitaciones, nuestro modelo actual de redes logré presentar a nivel
sistémico que E. faecalis cuenta con modulos de activacién, que en su conjunto constituyen
dentro de una red global de interacciones, una sub-red transcripcional activada por el Cu.
Logramos proponer que la bacteria frente a la adicién del metal, presenta la activacion de: i)
modulos independientes con un alto grado de especificidad como es el regulon CopY, el cual se
acota exclusivamente a controlar genes involucrados en la homeostasis del Cu, y ii) médulos
altamente conectados, capaces de procesar sefiales secundarias mds complejas dentro la red
activada, como los regulones LysR y ArgR. Ademas, utilizando datos de otros microarreglos,
logramos detectar que si la sefial Cu es baja (red de Abrantes, 0,05 mM de CuSQy), 1a bacteria
activa esencialmente una menor cantidad de regulones, vinculados principalmente a la respuesta
directa frente al metal mientras que el resto de la red, cuyo potencial puede ser activado por una
mayor conceniracion de Cu. De tal forma, cuando la sefial Cu se intensifica (red activada a 0,5
mM de CuSQ,), se integran nuevos regulones con caracteristicas especificas a los efectos
indirectos del metal, en este caso resistencia frente a estrés oxidativo (regulones Fur y LexA),
evidenciando que la activacion de las redes transcripcionales fiene una directa relacidon con los
efectos producidos por el metal, 1o que guarda estrecha relacion con la existencia de unidades de
procesamiento de sefiales que funcionan de forma especifica y simple, resguardando el ahorro
energético para la célula.

Finalmente, las evidencias hasta el momento suponen que la resistencia hacia el Cu es un
proceso que no depende exclusivamente de operones vinculados directamente a la homeostasis
del metal, donde los efectos téxicos generados por el metal son tratados por la bacteria a un nivel
sistémico, modulando su expresién activando diferentes componentes que le adjudican

adaptabilidad al sistema. En este contexto, la hipotesis del trabajo propuso que la respuesta
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transcripcional de la bacteria frente a la exposicién a Cu se establece a través de factores
comunes capaces de coordinar la expresion génica.

Hoy podemos decir que la secuencia del genoma determina la potencialidad de un
organismo para responder frente a un estimulo, no obstante del como la célula logra a nivel
sistémico, controlar su expresion génica atn es un tema que esta lejos de ser entendido. Donde la
pregunta como postula Baldzsi sigue siendo®': ;Es posible predecir a priori qué parte de la red es
capaz de responder a un estimulo determinado? La respuesta es probablemente si, st conocemos
los sensores para el estimulo y la topologia de red completa. Es en este campo de investigacion,
la presente tesis presenté un modelo global de redes de regulacién transcripcional, cuyo
proposito principal fue el de entregar informacién suficiente que nos permitiese entender como
puede ser la adaptabilidad de un organismos en términos de traduccién de la sefial sobre la
coordinacion y regulacion de su expresidn génica frente a la exposicion a Cu. Esperamos que
este trabajo sirva a futuro para comprender ia respuesta transcripcional a otros estimulos en la
bacteria, brindando a la comunidad cientifica de un modelo capaz de integrar diferente

informacion desde una visién de la bicologia de sistemas complejos.
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CONCLUSIONES

La red de regulacidn transcripcional propuesta para E. faecalis presenta una topologia
con propiedades globales comservadas con otros organismos lo cual sugiere un alto grado ée
confiabilidad para el conjunto de conectividades predichas entre los factores de transcripcién y
operones codificados en la bacteria.

El modelo logré incorporar informacion de la respuesta transcripcional global inducida
de E. faecalis frente a la exposicion a Cu, lo que permiti6 identificar un conjunto de regulones
interconectados que pasaron a constituir el universo de sub-redes activadas por el metal.

La consfruccion y caracterizacion de mutantes para un grupo particular de factores de
transcripcion permitieron por un lado, depurar el modelo in silico de redes asi como, sugerir que

'
la ausencia de estos reguladores a pesar de los cambios fenotipos observados, no impacta
significativamente en la resistencia contra el metal, medido como cambios en la viabilidad y
proliferacion celular.

La integracion de todos los resultados sugieren que E. faecalis presenta moédulos
transcripcionales especificos, los cuales se activan dependiendo de las concentraciones de Cu
presentes en el medio, cuya caracteristicas a nivel de]l grado de conectividad y capacidad de
repuesta, depende fuertemente de la especificidad funcional de los componentes codificados en
los operones.

Es importante acentuar que el estado actual del modelo requiere la integracién de otros
procesos celulares que influyen en la regulacion génica, como también la constante adicion de

nueva informacion para su verificacién y cobertura.
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Finalmente, las capacidades generadas durante el desarrollo de la tesis no solo brindaron
un modelo de estudio con potencialidad para entender como es la coordinacién, dindmica y
especificidad a nivel global de la respuesta transcripcional de E. faecalis frente a diferentes
estimulos, ademés se entregd un protocolo de construccién de redes extrapolable para otras

bacterias con genoma anotado.
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ANEXO 1. Tabla de partidores en la construccion de mutantes y ensayos de qPCR. Todos
los partidores utilizados en la tesis tienen una temperatura de alineamiento de 60 °C. En rojo se
indica la secuencia reversa complementaria utilizada para unir ambos fragmentos de
amplificacion. La secuencia subrayada demarca los sitios de corte para las enzimas Notl

(GCGGCCGC) y Sall (GTCGAC).

Cadigo Secuencia (5' — 3')
mutantes
fur_ up s CGCGCGGCCGCTTGTGGATGTTGGCTTACCA
fur_up_a ACCATGAAAATACAGCTCCTTGTTTAGAATGATTACA
fur_down_s AGGAGCTGTATTTTCATGGTATTTGTCAAAGTTGT
fur_down_a CGCGTCGACACTAGCCCAACAATGTTGGC
dfur_s CAGCGATGATGCGTTAATGA
dfur a ATAATCGGCACGACAGAAGG
dlexA_s CGATAACATCAAAATCCCTCCT
dlexA _a GGAAGCTCAAAAGGCTATTC
deopY _s CGACCTTAGTTGCACCGTTC
dcopY _a CTGGGCTAATCGCCTTGTAG
qPCR
EF0102_s CCGATTAAAACGCCAAACG
EF0103 s GTCGCACAAGCAACGATTTC
EF1979 s TGGAGCCACTACCGAAAATC
EF2195-EF2198 s CCTCGGGTTTATGATTGCAG
EF2756_s ATCGTAAAGTCCGCGGTATC
EF3027 s CTTCCGGCAACAATGGTAAC
EF3052 s CCGCCCAAAAATCCTTAGTG
EF0191-EF0193_s CTGGCTTAGCAGATGTTTTCG
EF0475-EF0477 s CGAATTGCGCTGACAGATAC
EF1543 s TGATGATCATGGGATTGTCC
EF0717-EF0719_s GCTTGGTGGTACTTTGAAGCTC
EF1556-EF1559_s GCAATCGATGCAAACAGAAG
EF2379-EF2380_s AGCGTAACGGCAAAGAAGAG
EF2385-EF2387 s AAAACAGCGTTGAGCGTAGG
EF2623-EF2624_s AAACCGGGACATCAACAGTC
EF2927-EF2928 s AGTAGAAAATGCGGCGGTAG
EF1655 s GCAAAGTGAACAAGCAGCAG
EF2857_s AAAGTGGCGCATTACGTAGC
EF3082-EF3085_s TTAGGTTTGACGCTGGTTGC
EF3086_s CGATGAACCTGTGATTGACG
EF0066-EF0067 s AACGAAGTTCCCAGGTGTTG
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Continuacion tabla ANEXOS 1.

EF0Y55-EF0957 s
EF1579 s
EF3166-EF3172_s
EF0188 s
EF2740 s
EF0634 s
EF0102 a
EF0103_a
EF1979 a
EF2195-EF2198_a
EF2756 _a
EF3027 a
EF3052_a
EF0191-EF0193 a
EF0475-EF0477_a
EF1543 a
EF0717-EF0719_a
EF1556-EF1559_a
'EF2379-EF2380_a
EF2385-EF2387 a
EF2623-EF2624 a
EF2927-EF2928 a
EF1655 a
EF2857 a
EF3082-EF3085 a
EF3086_a
EF0066-EF0D67_a
EF0955-EF0957 a
EF1579 a
EF3166-EF3172 a
EF0188 a
EF2740 a
EF0634 a

AGATGACGAAGCCCAACAAG
TCACGGACATTTAGCTCGTC
GTGGAACAGCCGCTTTTATC
TTCTTACTCGCAGCTTGTGG

GAAGGACAAGCAGCTGAGATTC

AATCGTTCGTGGCTTAGCAG
TTCAGCTCACGAATGTCACG
CTCGCCAGACTCATCTAATGC
GCTTCTTGAATCGCTTGCTG
CGTATCCGTAATTGGCACAC
AACCCCTGCTGCTAATTGIC
TGCGCTTTATCTACGACGTG
AGACAATCCAGCCAATCACC
CCAGCTCCATTETCCATCAAC
CCAAGGAGACCCAAACTTTIC
TTAACACATTICTCGCGTTICG
GGCGTCGTTAAACCAAACTC
GACCTCTTCCGTCAAACGAG
TATCCTGAATACCGCCCATC
TGCATTGAATTGAGGGTCAC
AAAGAGCCGTCACCATTCAC
AAGACGTTCCATTCGAGCTG
TTCCATTCACACAGGCCTIC
CACGGTCATITCGTGCATAG
CGCAAATCCCAGTTAACCAC
GCTGTTGGCTCTTCTITTITGG
GCCAATGCTTGATTGCTTG
ATCCCAATATGTGGCACCTC
CTTTTCCAAGCCTITCTGGTG
ACTAAGGCATCGGCAATCTC
CGGGGACGGTTACTITATTG
CATTAAAACGCCGCCAAC
ATTGAGTCAACGGCACCTTC
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Genome wide identification of Acidithiobacillus ferrooxidans
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Abstract  Acidithicbacillus ferrooxidans is achemo-
lithoautotrophic acidophilic bactedum that obtains its
energy from the oxidation of ferrous iron, elemental
sulfur, or reduced sulfur minerals. This capability
makes it of preat industrial importance due to its
applications in biomining. During the industrial pro-
cesses, A. ferrooxidany survives 10 stressing circum-
stances in its environment, such as anextremely acidic
pH and high concentration of transition metals. Inorder
10 gain insight into the drganization of A, ferrooxidans
.
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regulatory networks and to provide a framework for
further studies in bacterial prowth under extreme
conditions, we applied a genome-wide annotation
procedure to identify 87 A, ferrooxidans transcription
factors. We classified them into 19 families that were
conserved among diverse prokaryotic phyla. Cur
annotation procedure revealed that 4. ferrooxidans
genome contains several members of the ArsR and
MerR families, which are involved in metal resistance
and dewxification. Analysis of their sequences
revedled known and potentially new mechanism o
coordinate gene-cxpression in responss to metal
availability. A. ferrooxidans inhabit some of the most
metalrich environments known, thus iraascription
fuctors identified here seem to be good candidates for
functional studies in order to determine 1heir physio-
logical roles and to place them into A. ferrooxidans
transcriptional regulatory networks,

Keywords Acidithiobacillus ferrooxidans -
Transcriptional regulators - Metal resistance -
ArsR family - MerR family
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ANEXO 3. Sub-red de regulacion transcripcional activada por 0,05 mM de CuSO; (Red de
Abrantes). El grafo contiene 22 nodos (6 reguladores o familias de factores de transcripcion y
16 blancos de regulacion u operones) conectados a través de 22 enlaces (sitios de union).
Simbologia de colores (agrupados por posibles funciones) para nodos (esferas): i) blancos de
regulacion (542), amarillo transcripcion, traduccién y replicacion; morado transporte y
sefializacion; naranja metabolismo basal y generacion de energia; verde otras funciones; celeste
sin funcioén asignada o proteinas hipotéticas; ii) elementos reguladores en blanco (13 familias de

factores de transcripcion). Los enlaces se indican con flechas negras.
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Transcriptomic response of Enterococcus faecalis to iron
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Abstract  Iron is an essential nutrient for sustaining.
bacterial growth; however, little is known about the
molecular mechanisms that govern gene expression
during the homeostatic response 1o iron availability. In
this study we analyzed the global rranscriptional
response of Enerococcus fagcalis to a non-toxic iron
excess in order to identify the set of genes that respond
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to an increment of intracellulac from. QOur results
showed an up-regulation of transcriptional regulators
of the Fur family (PerR and ZurR), the cation efffux
family (CzcD) and ferredoxin, while proton-depen-
dent MnfFe (Mnt) transporters und the universal
stress protein (UspA) were down-reguiated, This
indicated that E. faecalis was able to activate a
trunseriptionnl response while growing in the presence
of an excess of non-toxic iron, assuring the mainte-
nance of iron homeostasis. Gene expression analysis
of E farcalis weaied with HaO, indicated that a
fraction of the transcriptional changes induced by iron
appears o be mediated by oxidative stress. A
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ANEXO 3. Contenido intracelular de Fe en cepas silvestre y mutantes fur de E. faecalis
expuestas a 0,5 mM de CuSO,. El grifico muestra la acumulacién de Fe en el tiempo para la
cepa silvestre de E. faecalis OGIRF (barras negras) y mutante fi- (barras plomo claras). El valor
calculado declara el promedio tres réplicas biolGgicas con tres réplicas técnicas de medicion de
absorbancia. La letra a y b corresponde a diferencias significativas con respecto a la situacién

conirol y 0,5 mM de CuSOj, respectivamente. ANOVA test p < 0,05.
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180 4 msilvestre a, b

160 -
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ANEXO 6. Resumen congreso intermacional “Tema 14-Trace Elements in Man and
Animals”. Realizado entre los dias 19 - 24 de septiembre 2011 en la ciudad de Enshi, China.

Transcriptional regulatory network activated by copper and iron in Enterococcus faecalis.
Latorre M.!, Maass A.%, Gonzalez M..
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'LBEG-INTA, Universidad de Chile. 2LBMG-CMM, Universidad de Chile.

Introduction

Copper (Cu) and Iron (Fe) are micronutrient required from prokaryotes to eukaryotes organism,
nevertheless excess of both metals could produce cellular toxicity by generation of reactive
oxygen species (ROS). Global transcript abundance profiling, shows different groups of genes
able to respond commonly and specifically when cells were exposed to Cu and Fe. In this
context, this work aims to identify potential transcriptional regulatory networks (TRN), capable
to coordinate the transcriptional response of E. faecalis against these metals.

Materials and Methods

Microarrays: Total E.faecalisV583 genome (Nimblegen N°A4359-00-01) was hybridized
independently (2 biological replicates) with RNA extracted from cells grown at mid-log phase
under three conditions, control (without metal addition), Cu (0.5mM CuSOQy) and Fe (0.5mM
FeCl3-NTA). Data analysis DNASTARArrayStarv2.0. .

TRN: Consensus/Patser-MotifSampler/Scan algorithms were used to search upstream E.faecalis
operons (-300/+50bp), bacterial binding site (BS) previously assigned to tfranscription factor
families (TF). Microarray data and TNR was integrated by Cytoscape software.

Results

A total of 159 (81up/78down) and 480 (269up/211down) operons change his expression profiles
under Cu and Fe exposed respectively, being 43 (17up/26down) shared in both condition. The
50% of the total of these metal response operons present at least one putative BS. These elements
establish the TRN activated, composed by 20TF/360operons (nodes) and 374BSs (vertex). In
general, the most of TF connect the common and specifically response, highlighting as the most
represented LysR/ArgR/FNR/Fur/LexA families, however Abr/FruR/Fis comnect only Fe
respond operons. :

Discussion

The, TRN activated described a putative connectivity between different Cu and Fe response
operons, suggesting common TF able to sense both metals direct or indirectly, probably linked to
ROS effects. On the other hand, the TRN allow us to group, operons which codified for
unknown proteins (n=100) with operons classified into different metabolic process, projecting to
these method like a tool for operon classifications.

Financing

This work was financed by Fondecyt N°1030618 and FONDAP N°15090007 projects. M.
Latorre is a recipient of a Conicyt doctoral fellowship.
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ANEXO 7. Resumen congreso internacional “Fourth International Workshop on Iron and
Copper Homeostasis”. Realizado entre los dias 9 — 13 de noviembre 2011 en la cindad de
Pucon, Chile.

Conserved transcriptional regulatory mechanism involved in copper and iron homeostasis
in Lactobacillales order species.

Mauricio Latorre', Jessica Galloway-Pefia®’, Jung Rho?, Barbara E. Murray*, Alejandro
Maass*’, Mauricio Gonzalez'* .
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Chile., 2. Department of Internal Medicine, Division of Infectious Diseases, Center for the Study
of Emerging and Reemerging Pathogens, Houston, USA., 3. Department of Microbiology and
Molecular Genetics, University of Texas Medical School at Houston, Houston, USA., 4. Center
of Genome Regulation, Santiago, Chile., 5. Laboratorio de Bioinformética y Matemética del
Genoma, CMM-Universidad de Chile, Santiago, Chile.

Key words: Transcriptional regulatory mechanism, copper, iron, homeostasis, Lactobacillales
order.

Copper and iron are important micronutrients involved in different cellular processes.
However, an excess of these mefals can generate free radicals toxic to the cell. Therefore,
homeostasis requires the presence of several proteins implicated in controlling the concentration
of these trace elements. In previous work, we characterized proteins involved in copper and iron
homeostasis and their corresponding transcriptional regulatory mechanisms in the bacterial
model Enterococcus faecalis. This work aims to study the conservation of these mechanisms in
the Lactobacillales order. Blastp was used to search for the E. faecalis copper (3 genes, 1 operon,
regulated by CopY) and iron (11 genes, 4 operons, regulated by Fur) homeostasis protein
homologs in 11 species of the Lactobacillales order. We identified putative homologous of these
components in all the genomes analyzed. We then generated a CopY and Fur 3D molecular
model for each species to identify functional motifs previously characterized in DNA binding
and metal coordination (SWISS-MODEL) and we searched for its corresponding CopY and Fur
nucleotide binding site (in the promoter regions for each operon (MOTIF-SEARCH). Molecular
modeling showed that CopY and Fur homologs have conserved protein folding and functional
motifs in all 11 species. In addition, the corresponding CopY and Fur nucleotide binding sites are
also conserved, highlighting a strict palindrome sequence inside the first 100bp upstream of the
translation start site. These data show for first time two metal transcriptional regulons exiremely
conserved in a bacterial order, suggesting the remarkable control of the expression of copper and

iron homeostasis genes. )
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