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RESUMEN

El cobre (ai) es un micronutriente requerido para el 6p`timo desarrollo y funcionamiento

celular,  sin  embargo  en  exceso,  resulta  t6xico  para  todos  los  sistemas  biol6gicos.  Frente  a

cambios en la disponibilidad extracelular del Cu, estudios de expresi6n g6nica global, indican la

existencia de cambios transcripcionales de genes que codifican para proteinas involucradas en la

homeostasis  de  Cu,  mecanismos  antioxidantes  y  otras  rutas  metab6licas,  que  refuerzan  la

respuesta celular a cambios de exposici6n del metal.  Sin embargo, desconocemos los elementos

regulatorios  de  la  transcripci6n  capaces  de  establecer  conectividades  en  la  respuesta  a  nivel

global.

En relaci6n.a esto, utilizando como modelo de estudio la bacteria E7!ferococc#s'/czeca/z's,

se constmy6 z7! sz.Jz.co una red de regulaci6n transcripcional global de factores de transcripci6n y

sus  correspondientes genes blanco,  capaz integrar diferentes datos de expresi6n g6nica. La red

resultante  de  este  cruce  de  infomaci6n  y  su  posterior  verificaci6n  en  la  bacteria,  permiti6

proponer  que  la respuesta  trauscripcional  frente  al  Cu  se  establece  mediante  la activaci6n  de

m6dulos  coordinados  transcripcionalmente  por  un  conjunto  comiin  de  elementos  reguladores

capaces  de traducir diferentes  estinulos  generados por la exposici6n  sostenida al metal,  cuyo

grado   de  conectividad   depende  esencialmente,   de  la  participaci6n  en  diferentes  procesos

celulares de las proteinas codificadas  en cada uno de ellos, destacindose sistemas relacionados

con  homeostasis   de   Cu,   captaci6n   de  hierro,   reparaci6n  de  DNA,  metabolismo   basal  y

producci6n de energia.

Los  resultados  obtenidos  en  esta  tesis,  ademds  permitieron  brindar  a  la  comunidad

cientffica, un nuevo modelo global de regulaci6n transcripcional, el cual puede ser utilizado para

el estudio de la respuesta celular frente a otros estinulos 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 proteius involved in Cu

homeostasis, antioxidant mechanisms and other metabolic pathways, which enhance the cellular     .

response to 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 I.# siz./I.co using the bacteria E#Jc;ococc!As /¢eca/is as a study

model,  allowing  to  integrate  different  gene  expression  data.  The  network resulting  from  this

infomation intersection, and its subsequent verification in the bacteria, allowed to suggest that

the   transcriptional   response   against   Cu   is   established   by   the   activation   of   modules

transcriptionally  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

EI Cobre (Cu) es un elemento traza requerido para el correcto funcionamiento de diversas

enzimas tanto  de organismos procariontes  como  eucariontes.  En los  sistemas biol6gicos  el  Cu

puede existir en sus estados reducido (Cu+I) u oxidado (Cu+2), posibilitando su participaci6n en

la  oxidaci6n  de   diferentes   sustratos[.   Su  intervenci6n  en  procesos   de  respiraci6n  celular,

transporte  de hierro  (Fe)  y protecci6n frente  a radicales  libres,  hacen  del  Cu un  elemento  de

transici6n  fundamental  para  la  realizaci6n  de  rna  serie  de  procesos  bioquinicos  en  forma

normal2. Sin embargo, el exceso de 6ste metal puede inducir estr6s oxidativo generando especies

reactivas  del  oxigeno  (ROS)  tales  como  los radicales hidroxilos  a trav6s  de las reacciones  de

Haber-Weiss y Fenton3. El desequilibrio entre la generaci6n de ROS y los sistemas antioxidantes

pueden causar peroxidaci6n lipidica, modificaci6n proteica y dafio al DNA]' 4. Sumado a esto, el

Cu  puede  unirse  directamente  a  grupos  sulfihidrilos  de  prote{nas  e  incluso  desplazar  a  otros

metales que acthan como co-factores, conduciendo a la inactivaci6n enzimatica y/o a la perdida

de estructura proteica5.

Esta  dualidad,  requiere  de  la  existencia  de  mecahismos  homeostaticos,  capaces  de

controlar  la   concentraci6n   intracelular  de   Cu.   En   este   sentido,   se  reconocen  tres   etapas

involucradas principalmente en el manejo  celular de  Cu,  a saber6:  i)  Captaci6n:  ejecutada por

proteinas de membrana encargadas de la incoxporaci6n del metal hacia el interior de la c61ula, ii)

Manejo   intracelular   (almacenamiento   y   distribuci6n):   realizada   por   proteinas   que   unen

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



realizada VI'a proteinas de membrana capaces de transferir el metal hacia el medio extracelular,

siendo las ATpasas tipo P, las mds comunes y mejor descritas a la fecha.

La respuesta celular a Cu depende entonces de la acci6n coordinada de un conjunto de

proteinas  cuya  actividad  controla  la  tasa  de  incoxporaci6n,  acumulaci6n  y  salida  del  metal,

procesos que en organismos procariontes y eucariontes unicelulares son regulados fuertemente a

nivel   transcripcional  por  proteinas   (factores   de  transcripci6n)   cuya  funci6n   es  modulada

directamenteporlauni6na|metal7.8.

Disfunciones  de  los  componentes  homeostaticos  de  Cu  asi  como  de  los  sistemas  de

protecci6n  antioxidantes  generan,  en hunanos,  diferentes  patologias.  Ejemplo  de  ello  son  las

patologias de Menkes y Wilson9' ]°, generadas por mutaciones  en genes que codifican para las

ATpasa de eflujo ATP7a y ATP7b respectivamente. EI Sindrome de Menkes es rna enfermedad
\

ligada  al   cromosoma  X,   que  produce  deficiencia  de   Cu  generando   un  deterioro   mental

progresivo,  hipotemia,  anormalidades  del tejido  conectivo,  que  finalmente llevan a la muerte

aproxinadarnente  a  los  tres  afros  de  edad.  La  enfemedad  de  Wilson  es  autos6mica  y  se

caracteriza por excreci6n biliar de Cu defectuosa lo que lleva a rna acumulaci6n del metal en

higado y ojos, produciendo los  caracteristicos anillos oculares o  Kayser-Fleischer,  seguida por

trastomos neuiol6gicos,  psiquiatricos, renales, hematol6gicos,  endocrinos  y cirrosis hepatica] I.

Por otro lado, la pdrdida del control de los mecanismos de protecci6n frente a la toxicidad del Cu

se ha vinculado  con  enfermedades  multifactoriales  como  el  Alzheimer e incluso  a problemas

cardiacos   presentes   en   la   diabetes]2'   ]3,   abriendo   la  interrogante   de   que   ademds   de   los

mecanismos homeostaticos, otros procesos metab6licos vitales para un correcto funcionaniento

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 celula a nivel

global  frente  a la  exposici6n  a  Cu y  como  es  su  capacidad para  coordinar diversos  procesos

metab61icos   en  post  de  mantener  la  homeostasis   celular.   En  esta  linea  de  investigaci6n,

experimentos   de   microarreglos   realizados   en   diferentes   inodelos   biol6gicos,   enfocados   a

determinar los efectos del Cu (deficit o exceso) a nivel transcripcional]4, cuentan que, ademds de

los mecanismos homeostaticos de Cu, existen otros transcritos que cambian su abundancia, los

cuales  codifican  para  proteinas  con  funciones  asociadas  a  adhesion  celular,  organizaci6n  del

citoesqueleto, modificaci6n y sintesis de proteinas,  sefializaci6n,  metabolismo  energ6tico basal

(glic61isis, via de las pentosas) y protecci6n contra esties oxidativo, 1os que abarcan cerca de un

80  %  del total de los  cambios observados.  Estos resultados dan  cuenta que el  Cu es  capaz de

inducir   cambios   trauscripcionales   globales   a  nivel   celular   de   genes   que   codifican   para

componentes  involuerados  en  otros  procesos  celulares,  sugiriendo  mecanismos  de  regulaci6n

96nica capaces de responder al estimulo coordinando la expresi6n de estos elementos frente a la

exposici6n al metal.

A  la  fecha,  se  ban  descrito  diversos  mecanismos  para  entender  la  seusibilidad  de  los

elementos  de  regulaci6n  transcripcional  que responden  a  Cu,  capaces  de  influir directamente

sobre  la  expresi6n  de  genes  que  participan  en  la homeostasis  intracelular  del  metal]5.  En  el

modelo eucarionte de Sczcchczro7#}/ces cerevz.siz.cze se postula que cambios en la disponibilidad del

metal, activan la acci6n coordinada de dos factores de transcripci6n]6' ]7. Frente a un deficit del

Cu,1a proteina Maclp activa la expresi6n de los transportadores de captaci6n (CTRl/CTR3), por



el  contrario  el  factor  Acelp,  en  altas  condiciones  del  metal  activa  la  expresi6n  de  Cupl

(chaperona de acumulaci6n) y genes de respuesta a esties (SOD).

En bacterias, el modelo mas simple y mejor estudiado de regulaci6n transcripcional es el

operon cop comandado por el represor CopY, presente en diversos organismos procariontes. Este

factor, impide la transcripci6n de genes encargados del manejo intracelular del metal a trav6s de

la uni6n 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, 1a chaperona CopZ le entrega un alomo de Cu a CopY, el complejo CopY-Cu posee rna

menor afinidad hacia el DNA, liberindose de las regiones reguladoras, pemitiendo .que ocurra la

transcripci6n  g6nica  de   componentes  involucrados  principalmente  en  resistencia,   como   la

ATpasa de Cu CopA]8.

En hunanos, la regulaci6n transcripcional sensible a Cu es de foma indirecta; proteinas

chaperonas denominadas metalotioneinas]9,  como respuesta a un exceso del metal intracelular,

intercambian atomos de Cu-por atomos de Zinc (Zn) presentes en su estructura, los atomos de Zn

liberados se unen al factor de transcripci6n MTF1, el complejo MTF1-Zn activa la expresi6n de

genes que codifican para las metalotioneinas, las cuales acthan como un quelante de Cu evitando

la toxicidad 6ste en su estado libre.

Las  evidencias  derivadas  de  estudios  en procariontes  y  eucariontes  indican  que  el  Cu

modula de foma directa o indirecta, factores de transcripci6n encargados de regular la expresi6n

de  genes  involucrados  en  la homeostasis  del  metal  y  mecanismos  antioxidantes  (sistemas  de

protecci6n),   genes   que   abarcan  .aproxinadamente   solo   el   10   %   del   total   de   canbios

transcripcionales observados cuando c61ulas son expuestas a diferentes tratamientos con el metal.

En cuanto a los sistemas regulatorios, poco conocemos de otros factores de transcripci6n capaces



tambien  de  responder  al  estimulo  Cu,  o  cual  es  la  coordinaci6n  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 regulaci6n transcripcional mediadas por factores de transcripci6n

De   los   componentes   involucrados   en   regulaci6n   transcripcional,   1os   factores   de

transcripci6n tienen rna participaci6n fundamental en censar un estimulo para luego traducirlo

en rna serie de cascadas de interacci6n que involucran reapciones bioquinicas que teminan con

la  coordinaci6n  y  regulaci6n  de  eventos  de  regulaci6n  de  la  transcripci6n2°.  En  general,  el

mecanismo  de  acci6n  de  estos  factores  es  promover  (activador)  o  imposibilitar  (rapresor)  el

reclutamiento de la maquinaria transcrip6ional en lugares particulares dentro del genoma2]. Para

esto, estas proteinas son capaces de reconocer secuencias nucleotidicas especificas denominados

sitios   de  uni6n  o  bz.#dz.ng  sr!.fesr,  1as  cuales   estin  presentes  principalmente  en  las  regiones

promotoras de uno o varios operones bacterianos @1ancos de la regulaci6n)22.

Dado  este  mecanismo,  1as  relaciones  que  se  establecen  presentan  direccion`alidad  y

secuencialidad en cada uno de sus pasos, ihiciindose con la capacidad de un deteminado factor

de transcripci6n de reconocer un estinulo, seguido con el reconocimiento del sitio de uni6n por

parte de la proteina en las regiones promotoras de sus genes blanco lo que finalmente conduce a

la activaci6n o represi6n de la transcripci6n.

Recientemente,   mdltiples   esfuerzos   se   ban   efectuado   para   entender   como   es   el

funcionamiento a nivel global de los factores de transcripci6n sobre la regulaci6n de un genoma.



Con  el  prop6sito  de  abordar  el  problema  desde  rna  visi6n  sistchica,   en  este  trabajo  de

investigaci6n  se  ha  definido  operacionalmente  que  los  factores  de  transcripci6n  y  sus  genes

blancos forman parte de un circuito de interacciones complejo, cuya conectividad entre ellos va a

dapender principalmente de identificaci6n o no de un deteminado sitio de uni6n23. Esta vision

permite integrar toda la informaci6n, pudiendo la suma total de las conectividades establecidas

entre los  elementos  del  sistema ser rapresentada como una red de regulaci6n transcripcional  a

escala global,  en la cual los genes y los factores  son los nodos dentro de la red y los sitios de

uni6n las interacciones entre e||os24.

En 6sta linea de investigaci6n, mediante el uso de diversas herramientas bioinfomaticas

y  experimentos  a  escala  global  (gen6mica,  transcript6mica,  prote6mica,  etc.)  se  ha  logrado

generar diversas hip6tesis de redes de regulaci6n transcripcional.  La primera red de regulaci6n

construida  capaz  de  integrar y  describir  a nivel  sistchico  las  interacciones  que  se  establecen

entre  los  factores  de  transcripci6n  y  sus  correspondientes  genes  blancos  se  propuso  en  la

levadura S.  ccrei/isz.cze25.  En esta red se describi6 por primera vez la presencia de unidades de

regulaci6n  que  se  rapiten  a  lo  largo  del  genoma,  se  caracteriz6  la  estructura  de  rna  red  de

regulaci6n transcripcional donde se distinguen m6dulos particulares para dar foma a rna red

compleja  de  interacciones,  describiendo  hiveles  de  conectividades  donde  destacan  diferentes

factores  de  transcripci6n  capaces  de  regular  otros   factores.   En  procariontes,   los  modelos

actualmente mds dquados de redes de regulaci6n transcripcional se encuentran en Escherz.chz.a

co/z.26.   El   uso   de   este   organismo   modelo,   no   s6lo   permiti6   estudiar   las   conectividades

transcripcionales a gran escala, sino tambi6n logr6 dar cuenta de la dininica de la regulaci6n en

funci6n al tipo de estinulo, estableciendo en general, que la topologia que presenta la red, 1imita

engranmedidalacapacidaddelabacteriaparaadecuarsealosdiferentesmedios26.



Con la integraci6n del  conocimiento  generado  a la fecha  sobre  de redes  de regulaci6n

transcripcional, no solo se ha logrado entender la composici6n e interacci6n de los elementos que

las constitnyen, sino tambi6n se ha conseguido describir diversas propiedades comunes en estos

sistemas.  En  este  contexto,  diversos  estudios tanto  topol6gicos  como  funcionales,  conouerdan

que las principales ventajas que le otorga a la c61ula contar con este tipo de redes de regulaci6n

transcripcional radican en27: i) Velocidad de propagaci6n del estimulo: por ejemplo,  en el caso

de que un sitio de uni6n est6 en mds de rna region promotora, el factor de transcripci6n puede

eventualmente  activar  o  reprimir mds  de un  gen,  confirichdole  al  sistema  una  alta y  ripida

propagaci6n del estimulo, asi como rna coordinaci6n en la expresi6n cuya funcionalidad es rna

pronta y diversa respuesta transcripcional por parte de la c61ula; ii) Variabilidad de la respuesta:

1a capacidad limitada de censar un estimulo por parte de los factores de transcripci6n conduce a

un alto grado de especificidad. No obstante, existen es.tinulos capaces de afectar la funci6n de

forma directa o indirectamente a un. alto ninero de factores de transcripci6n, tal es el caso por

ejemplo, del esties inducido por privaci6n de alimentos, cambios de temperatura o presencia de

ROS.

Estas caracteristicas en definitiva, permiten diferenciar dentro de rna red de regulaci6n

transcripcional a nivel global, nodos capaces de responder frente a ciertos estinul-os, cuyo grado

de  especificidad  en la respuesta va a depender del  tipo  de perturbaci6n  al  cual  se  enfrenta la

c61ula y de la capacidad de mediaci6n de los factores de transcripci6n por traducir esta sefial en

regulaci6n y  coordinaci6n  de la  expresi6n  de uno  o  varios  genes.  A  finales  del  afro  2009,  se

construy6 rna posible red global de regulaci6n transcripcional  en Mj;cobczcferz.wrm Z#berczcJasz.s

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

(raplicativa y no-raplicativa)28. La red permiti6 sugerir cuales eran las  conectividades entre los



genes  que  se  activaban  o  reprindan segiin  las  condiciones  de replicaci6n  de  la bacteria y los

factores de transcripci6n 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

activaci6n de nuevos genes con sus respectivos factores de transcripci6n capaces de detectar las

diferentes condiciones metab6licas de crecimiento, cuya finalidad supone establecer un sistema

regulado para componentes involucrados directamente en los procesos de replicaci6n asi  como

de otras proteinas encargadas de generar la energia necesaria para llevar a cabo estos procesos.

Ademas,  con la clasificaci6n de  estas  sub-redes  se  logr6  determinar cuales  eran los nodos  de

respuesta temprana y tardia,  cuya temporalidad y dininica de expresi6n 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   sist6mico,   como   los   cambios   de   expresi6n  g6nica

contribnyen al proceso de adaptaci6n de rna c61ula frente a un estimulo del medio, identificando

los mecanismos  especificos involucrados en estos procesos. En tininos  del Cu,  experimentos

sobre  la respuesta  transcripcional  global  realizados  a la  fecha,  a  excapci6n  de  los  elementos

involucrados  directamente  en la homeostasis  del metal,  no  describen mecanismos regulatorios

capaces  de  controlar  o  coordinar  la  expresi6n  de  genes  activados  o  raprimidos  frente  a  la

exposici6n al estinulo,  o  cuales podrian ser las  sub-redes involucradas de respuesta al Cu.  En

este contexto, la presente tesis de doctorado propuso identificar y caracterizar posibles sub-redes

transcripcionales involucradas  en la adaptaci6n celular al  Cu,  siendo  el prop6sito  fundamental

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

de  responder  frente  a  la-exposici6n  al  metal,  sugiriendo  conectividades  entre  los  diferentes



elementos,  describiendo  estructuras y propohiendo  dininicas de coordinaci6n en la regulaci6n

transcripcional sensibles al estimulo.

4.          EJ!ferococcws/a!ecarJz.s como mo delo biol6gico elegido

En  primera  instancia,  para  abordar  la  construcci6n  de  rna  red  de  regulaci6n  a  escala

global, no s6lo 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 transcripci6n, sitios de union y genes

blanco), ademds es necesario manejar en la mayor medida posible, los estimulos involucrados en

la respuesta, en este caso la exposici6n a Cu29. Estos dos requerimientos ponen de manifiesto que

la elecci6n de un modelo biol6gico implica bdsicamente elegir un organismo  capaz de integrar

tanto las factibilidades para la construcci6n de la red asi como  controlar el estinulo  ambiental

(en  este  caso  la  concentraci6n  extracelular  de  Cu),  lo  que  permitiri  finalmente  estudiar  e

identificar la coordinaci6n que  se  establece  entre estos  elementos para entender rna respuesta

transcripcional a nivel global.                    '

Si bien,  contamos con el modelo  de redes transcripcionales de S.  ccrevz.sz.cze,  el trabajar

con organismos eucariontes actualmente, presenta rna alta complejidad a la hora de abordar una

pregunta en esta linea de investigaci6n, producto  de: mecanismos complementarios a la acci6n

de  factores  de  transcripci6n  involucrados  en  la  expresi6n  g6nica  (modificaci6n  de  histonas,

metilaciones y fosforilaciones del DNA,  co-activaci6n,  etc.), diversos factores de transcripci6n

capaces de regular la expresi6n de un gen (combinatoria), mtiltiples modificaciones tanto post-

transcripcionales como traduccionales y la compartimentalizaci6n intracelular, difioultan en gran

medida tanto  la identificaci6n de sub-redes  activadas por el  estl'mulo  Cu como  el  adjudicar la



acci6n de la red mediada por los factores de transcripci6n sobre la expresi6n de los genes. Todo

esto,  sumado  al  tiempo  requerido  para trabajar  a nivel  sistinico  con  grandes  voliinenes  de

informaci6n, restringen la elecci6n de un organismo eucarionte como modelo de estudio dado los

malgenes de tiempo establecidos en una tesis de doctorado.

Por el contrario, la utilizaci6n de modelos procariontes, presenta grandes ventajas las que

radican principalmente en el ndmero total de genes, dado el tanafio de los genomas bacterianos

significativamente  menor  (ordenes  de  magnitud)  en  comparaci6n  a  organismos  eucariontes;

ademds  cerca del  70  %  de  estos  comparten  al menos una vez  la misma regi6n  de regulaci6n

transcripcional   (genes   co-regulados   dado   su   organizaci6n   en   operones)30,   1a   existencia

actualmente  de rna  gran  cantidad  y  diversidad  de  genomas  bacterianos  seouenciados  lo  cual

facilita   en   gran   medida   la  bdsqueda   de   potenciales   elementos   reguladores.   Todas   estas

caracteristicas, presentan a un modelo procarionte como rna gran altemativa de elecci6n.

Tal  como  se  mencion6  anteriomente,  la  red  de  regulaci6n  transcripcional  de  E.  co/I.

cuenta con rna alta infomaci6n y  caracterizaci6n  de las  conectividades  entre los  factores  de

transcripci6n y sus respectivos genes blanco. Sin embargo, en t6rminos de elegir un modelo que

presente un facil manejo y estudio del estinulo Cu, E.  co/j. 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  bacteria3].  A  hivel

transcripcional,   el  sistema  de  dos   componentes  PcoRS   controla  la  expresi6n  de  proteinas

involucradas en la detoxificaci6n de niveles extremos de Cu en el periplasma, 1a protofna CueR

activa la  expresi6n de la ATpasa encargada del  eflujo  del metal  desde  el  citoplasma hacia el

periplasma,  ademds un tercer mecanismo de detoxificaci6n de caracteristicas hil]ridas regulado

por el  complejo transcripcional CusRS, que podria estar involucrado  en la detoxificaci6n tanto
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del  citoplasma como  del periplasma  en la bacteria.  Pensando  en un efecto  directo  y posterior

inteipretaci6n del  efecto  del metal  sobre la expresi6n g6nica,  la compartimentalizaci6n que se

establece  en  E.  co/I.  a  nivel  de  citoplasma  y  periplasma,  asi  como  la  opci6n  de  precisar  la

inplicancia  de  esta  regulaci6n  transcripcional  en  la  protecci6n  contra  el  metal,  dificultan  la

elecci6n de este organismo como modelo de estudio.

Por  el  contrario,  el  operon  cap  da  cuenta  del  modelo  mds  simple  de  homeostasis  y

regulaci6n transcripcional descrito a la fecha32. Si bien, el mayor grado de conocimiento sobre el

funcionamiento  de  este sistema se  encuentra en E#ferococcus fag.J-cze,  esta bacteria al no  contar

con su genoma secuenciado  limita significativamente las posibilidades  de  construir una red de

regulaci6n a .nivel global. Con el prop6sito de identificar nuevos componentes involucrados con

la homeostasis del metal y considerando la informaci6n disponible sobre la homeostasis de Cu en

E.  4z.rtze presente  en la  literatura,  nuestro  laboratorio  en  el  afro  2010  present6  el  modelo  del

operon  cop  en  E7cferococcz4s /czeca/is  @acteria  filogeneticamente  mas  cercana  a E.  fe!.i'cze  con

genoma secuenciado)33. Este operon esta compuesto por los genes copy,  cop4 y copZ; frente a

diversos` tratanientos con Cu, transcritos para estos genes exhiben un aunento en su abundancia

cercana a 60 veces  en  comparaci6n al medio basal,  evidenciado  la respuesta frente al metal  a

nivel de la expresi6n de estos genes, posiblemente regulados a trav6s de CopY.  En este mismo

trabajo,  ademds  mostramos  la  respuesta  transcripcional  global  (microarreglo)  de  la  bacteria

frente  a la exposici6n a Cia.  Los resultados  indicaron que un total  de 234 genes  canbiaron su

abundancia transcripcional  frente  al  tratamiento,  1cjs  cuales  codifican para  diferentes procesos

metab6licos (incluyendo homeostasis de Cu y respuesta frente a ROS).  Sunado 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  Qi  (Cutc),  el  cual

posiblementepodriaestarcomplementandolaacci6ndeloperoncopenE./czecczJz.s34.

En resumen,  considerando la disponibilidad de un genoma secuenciado  el  cual permite

identificar,  seleccionar  y  clasificar  los  elementos  que  van  a  constituir  parte  de  la  red,  el

conocimiento  adquirido  del  operon  cop,  el  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  desafi6  de  constniir  una  red  de  regulaci6n  transcripcional  y

brindar a la comunidad cientifica un nuevo modelo bacteriano dotado de una propuesta de redes,

propusimos  a E. /czeccz/I.s  como  el modelo biol6gico  adecuado  para abordar la hip6tesis  de la

presente tesis.

En atenci6n a la evidencia presentada se planted la siguiente hip6tesis de trabajo:
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5.         Hip6tesis de trabajo

Genes que se activan frente a la exposici6n a cobre y que codifican para proteinas que

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

transcripci6n.
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6.       Objetivogeneral

Identificar redes  de regulaci6n transcripcional  activadas  en respuesta a Cu,  compuestas

por  factores  de  transcripci6n  capaces  de  coordinar  la  expresi6n  de  genes  que  codifican  para

componentes asociados a la protecci6n directa contra el metal (genes del operon cop), respuesta

a esties, metabolismo basal, producci6n de energia, reparaci6n celular, transporte, etc. Asi como,

verificar  si  esta  regulaci6n  es  determinante  en  la  resistencia  contra  el  metal  en  la  bacteria

Enterococcusfaecalis.
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7.         Objetivos especificos

(

Objetivo  1:  Construir I.i! s:I./;.co una posible red de regulaci6n transcripcional activada en

respuesta a la exposici6n a Cu.

Mediante  el  uso  de  diferentes  algoritmos  bioinfoinaticos,  se  constrny6  y  caracteriz6

topol6gicamente  rna  red  de  regulaci6n  transcripcional  en  el  genoma  de  E. /oec&Jz.s',  1a  cual

contiene factores de transcripci6n conectados con los genes codificados en la bacteria a trav6s de

la presencia de un sitio de uhi6n en sus regiones promotoras. Posteriomente, se identific6 dentro

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

Objetivo 2: Determinar la participaci6n del(los) factor(es) de transcripci6n en la regulaci6n

de la expresi6n de los componentes de la red inducidos por Cu.

Se generaron criterios de selecci6n que permitieron escoger dentro de la sub-red activada

por  Cu,  factores  de  transcripci6n  a  los  que  se  verific6  conectividades  con  sus  respectivos

operones blancos mediante la generaci6n y caracterizaci6n de cepas mutantes.

Objetivo  3:  Evaluar  la  dependencia  de  la  regulaci6n  transcripcional  mediada  por  los

factores de transcripci6n en la resistencia a Cu.

Se  realizaron  diferentes  protocolos  microbiol6gicos  de  exposici6n  a  Cu  que  lograron

deteminar si, 1a ausencia de la regulaci6n transcripcional impact6 sobre la resistencia al metal,

comparando principalmente ]a viabilidad celular y el contehido intracelular de Cu entre las cepas

silvestre y mutantes.
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MATERIALES Y METODOS

1.          MATERIALHS

1.I.        Cepas y condiciones de cultivo

Las caracten'sticas de las cepas utilizadas en este trabajo se detallan en la tabla 1. Cepas

de E. /czcccz/z.s' se cultivaron en medio mhimo N liquido (1  % a/v) glucosa (Merck, New Jersey,

EUA),  1 % a/v) peptona (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra),  I  % a/v) fosfato monohidr6geno de

sodio Q4erck), 0,5 % ®/v) extracto de levadura (Oxoid)), Caldo BHI (BD, New Jersey, EUA) y

Caldo THB (BD). Para el crecimiento de E.  co/I. se utiliz6 medio Luria-Bertoni liquido (LB) (1

0/o de triptona (Oxoid),  1  % de cloruro de sodio (Merk), 0,5 % de extracto de levadura (Oxoid)).

Para cultivos s6lidos en placa, se us6 la misma composici6n del medio liquido correspondiente

adicionando  agar bacteriol6gico  al  1,5  %  a/v)  (Oxoid).  La  selecci6n  de  colonias  de E.  co/z.

transfomada con el vector PGEM-T (Promega, Wisconsin, EUA) se efectu6 agregando al medio

s61ido el antibi6tico anpicilina (Sigma-Aldrich, Illinois, EUA) y X-Gal (Gold Biotecnology, St.

Louis, EUA) a rna concentraci6n de  100  ngthL y 200 pug/mL respectivarnente. En cultivos de

celulas transfomadas con el vector pCJK47-Gen se agreg6  el  antibi6tico  gentamicina (Sigma-

Aldrich)  a rna concentraci6n de  5  pug/inL para E#ferococcas y  200  pug/mL para E.  co/I..  Para

cultivos de la cepa mutante para el gen Jd2:4 de E. /zzeca/I.s, fie necesario adicionar al cultivo el

antibi6tico eritromicina (50 Lig/mL).

Los  cultivos  s61idos  se efectuaron a rna temperatura de 37  °C  en una estufa Precision

Incubator  300  (Memmert,  Schwabach,  Alemania).  Los  cultivos  liquidos  se realizaron  en rna
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estufa L5I-7016R (Latech,  Salt Lake, EUA)  con agitaci6n de  140 r.p.in.  a 37 °C. Las capas se

almacenaron a -80 °C en el medio liquido  correspondiente a 80  % (v/v) y glicerol 20 % (v/v).

Cuantificapiones  de  absorbancia  de  cultivos  liquidos  y  acidos  nucleicos  se  realizaron  en  un

espectrofot6metro MBA2000-UV/VIS  (Perkin Elmer, New York, EUA)  a una deusidad 6ptica

(DO) de 600 nm y 240/260/280 rm respectivanente. Las verificaciones finales de las mutantes

se realizaron via secuenciaci6n Sanger por la empresa Genewiz (New Jersey, EUA).
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Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos.

Cepas y plasmidos                                    Genotip o , relevante                                    Referencia

Cepas
E- f aecalis
OGIRF

CK1 1 1

E. coli
DH5ch

EC1000

Plasmidos

PGEM-T
PGEM-T-A/%r

pCJKgen

pCJKgen-A/#r

Cepa silvestre E. /aeca/z.s, receptora de conjugaci6n

Capa dadora conjugativa

Mutante   cepa   E.   /czeccz/I.s    OGIRF,    deleci6n   por
conjugaci6n del gen copy

35

Laboratorio
Dra. Barbara
E. M3¥ay*

Mutante   cepa   E.   /creccz/I.s   OGIRF,   deleci6n   por      Estetrabajo

#:i:8taec]:6£:e#::i:;,.s oGiRF, inserci6n del vector            37
Tn917 en gen lexA

Clonamiento   del   vector   PGEM-T,   capa   comercia|               38
Invitrogen
Clonamiento del vector p CJK-A/ar                                                  39

Vector comercial, Promega
Vector PGEM-T  contenedor  del  seg|nento  hom6logo      Este trabajo
para construcci6n de mutante para el gen fur
Contiene    sitio    oriTpCF10,    gen    JczcZ,    gen   pfees                4]
(selecci6n),     gen    rep4     (raplicaci6n),     gen    ¢pfe2
(resistencia a gentamicina).

Vector pcJKgen  contenedor del  segmento  hom61ogo      Este trabajo
para construcci6n 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

`-1

Sales utilizadas en los ensayos de exposici6n al metal (CuS04) y posteriores soluciones

para el 1avado celular (PBS  1 X, soluci6n 1 : Nacl 0,15 M, soluci6n 2: glicina 50 mM a pH 3,5 y

soluci6n 3: EDTA 1,0 mho fueron adquiridas en la empresa Merck. Las soluciones y medios se

prapararon en agua destilada y desionizada (TCL, Santiago, Chile) y posteriomente esterilizada

mediante  autoclave  LS-1   (Rexall,  Mississauga,   Canada)  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, Canada) y Sigma-Aldrich. El disefro

de  6stos  se  llev6  a  cabo  mediante  el  Programa  Primer3plus42,  utilizando  como  templado  el

genomasecuenciadodeE./czeca/I.sV58343.

1.4.      Algoritmos bioinformaticos

La  predicci6n  de  la  organizaci6n  de  los  genes  dentro  de  E.  /czeca/is  (asigriaci6n  de

operones)  se realiz6  a trav6s del uso  de los programas  SHOPS44 y Uber45.  La identificaci6n y

clasificaci6n de los posibles factores de transcripci6n codificados en la bacteria, se llev6 a cabo
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automaticamente  mediante  Blastp  bi-direccionales46  y  asignaci6n  de  dominios  funcionales  a

trav6s  del  prograna  Interproscan47,  6ste  tiltimo  permiti6  rastrear  informaci6n  de  motivos

descritos  en  diferentes  familias  de  prot.einas  recogidas  desde  las  bases  de  datos  de  Pfam48,

Interpro49 y del European Bionformatic Institute (EBI)50. La construcci6n de la red de regulaci6n

transcripcional  se  11ev6  a  cabo  utilizando  los  algoritmos  MOTIF  SAMPLER-SCANNER5]  y

CONSENSUS-PATSER52. Como elementos de brisqueda, se rastrearon un total de 215 matrices,

de  peso  probabilisticas  (MPPs)  para  sitios  de  uni6n  bacterianos53,  infomaci6n  obtenida  por

recopilaci6n   de   secuencias   desde   plataformas   tales   como:   RegulonD854,   TractorD855   y

DBTBS56   y  posteriores   curaciones   manuales   basados   en  referencias   experimentales.   Esta

infomaci6n  esta presente  en una base  de  datos previamente  generada por  el  Laboratorio  de

Bioinformatica  y  Matematica  del  Genoma  (LBMG).  Como  templado  de  la bdsqueda  de  las

MPPs,  se utiliz6  el genoma secuenciado de E. /czeccz/i.s V58343. Para la visualizaci6n y analisis

topol6gicos   posteriores   de   la   red   construida,   se   utiliz6    1as   platafomas   ARTEM|S57,

CYTOSCAPE58, Microsoft Excel 201059 y el paquete Igraph contenido en el software R6°. Para

la selecci6n de genes diferencialmente activados por Cu, se utilizaron dates de expresi6n g6nica

global publicados previanente por nuestro laboratorio36. El cruce de esta infomaci6n con la lista

de genes  incluidos  en la red de regulaci6n generada I.7€ sz./I.co  se realiz6 mediante el programa

Microsoft Access 201059. Todos los alineanientos de las seouencias nucleotidicas se realizaron

con  el  algoritmo  Clustalw vl.4  disponible  a  trav6s  del  editor  de  secuencias  BIOEDIT6].  La

generaci6n  de posteriores  Logos  se  efectu6  mediante  el  programa WEBLOGO  disponible  en

linea qfty ://weblogo.berkeley.edu/)62.

Todas las herramientas bioinformalicas  se utilizaron en foma estindar, basadas  en las

referencias citadas y siguiendo las recomendaciones correspondientes indicadas por los autores.
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2.         RETOD OS

2.1.      AmaHsis in silico

2.1.1.  Identificaci6n de elementos que van a constituir la red de regulaci6n transcripcional

in sillco

La  construcci6n  de  la  red  de  regulaci6n  transcripcional  mediada  por  factores   de

transcripci6n  requiere  en  primera  instancia,  identificar  cuales  van  a  ser  los  componentes

constitnyentes,  los  que  corresponden  bdsicamente  a  los  elementos  reguladores  (factores  de

transcripci6n)  y  el  total  de  genes  presentes  dentro  del  genoma  de  la  bacteria  @lancos  de

regulaci6n). Como se mencion6 anteriomente, el modelo de estudio utilizado fue la bacteria E.

/czeca/I.a, la anotaci6n completa del genoma de la cepa V583 cuenta con un total de 3113 posibles

secuencias codificantes (CDS, posib|es genes)63.

En primer lugar se detemin6 la organizaci6n gen6mica que presenta E. /czeca/z.s, a fin de

identificar grupos de genes que pueden transcribirse como una sola unidad transcripcional y que

por tanto podrian compartir la misma regi6n promotora (definici6n operacional de operones64).

De esta forma se constitny6  el  conjunto  de secuencias que se utilizaron  en la bbsqueda de los

sitios de union (ver detalles en secci6n 2.1.2.) que a su vez permitieron establecer la hip6tesis de

conectividades entre factor de transcripci6n y el conjunto de operones de nuestra red.
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2.1.2.   Construcci6n I.# sJ./z.co de la red de regulaci6n transcripcional mediada por factores

de transcripci6n (escala global)

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

transcripci6n)  y  la  orgarizaci6n  de  los  genes  en  operones,  se  procedi6  a  construir  la red  de

regulaci6n   transcripcional.   Esta   tarea   se   realiz6   en   colaboraci6n   con   el   Laboratorio   de

Bioinformatica y Matematica del  Genoma (LBMG)  dirigido por el Dr.  Alejandro  Maass  en el

Centro de Modelamiento Matematico  (CMM) de la Universidad de Chile.  Se detemin6 en el

genoma de E. /tzeca/z.a V583, el ninero de seouencias que coinciden con aquellas descritas para

diferentes  sitios  de  uni6n  de bacterias.  Para  ello,  1as  MPPs  correspondientes  a  cada  sitio  de

uni6n,  fueron  generadas  mediante  alineamientos  de  archivos  FASTA  los  cuales  contienen  en

promedio  10  secuencias  nucleotidicas  asignadas  como  posibles  sitios  de  reconocimiento para

factores   de  transcripci6n  bacterianos.   Las   secuencias   contenidas   en  cada  archivo,   fueron

previamente agrupadas de acuerdo a su procedencia (obtenidas desde rna sola especie o de todo

un orden bacteriano) y reconocimiento ®or un factor en particular o una familia de factores de

transcripci6n).  La base  de  datos  contiene  un  total  de  362  hffps  (91  fanilias  de  factores  de

transcripci6n rapresentadas), en este trabajo se consideraron, solo aquellas matrices asignadas a

un factor de transcripci6n el cual tuviese un posible hom6logo por identidad dentro del genoma

de  E. /czeca/I.s  (149  en  total  distribuidas  en  91   familias  de  factores).  Para  esto,  se  cruz6  la

clasificaci6n  por  factores  presente   en  la  base  de  datos   con  la  predicci6n  de  factol.es   de

transcripci6n  obtenida  en  el  punto  2.1.1.,  obteniendo  un  conjunto  final  de   149  MPPs  de

bdsqueda. 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.  /czecaJz.s'  V583  mediante  dos  protocolos  automatizados  de

btisqueda (MOTIF SAMPLER-SCANNER y CONSENSUS-PATSER).

El archivo  final resultante, integra los elementos reguladores y los genes (agrupados en

operones)  conectados entre se en base a la presencia de un posible sitio  de union en su regi6n

promotora.  Esta infomaci6n  fue registrada  en un  archivo  de  texto  en fomato  genebank63  y

formato .xls (Microsoft Excel), para luego ser analizado en plataformas de visualizaci6n y acceso

a la infomaci6n de genomas y redes biol6gicas (ARTEMIS y Cytoscape).

2.1.3.  Identiflcaci6n de una red de regulaci6n transcripcional activada por Cu y selecci6n

de regulones para verificaciones conectividades I.# vzfro

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis, nuestro laboratorio ha publicado rna serie

de experimentos utilizando microarreglos sembrados con casi la totalidad de los genes anotados

de E. /czecaJis V583  0Vimblegen, N° de catalogo A4359-  00-01,  GSE20453)36.  Brevemente, 1os

vidrios sembrados fueron hibridados con CDNA sintetizado desde RNA gen6mico, aislado de la

bacteria crecida en medio N estindar de cultivo (referencia) y un medio N suplementado con 0,5

mM de CuS04 (tratamiento) hasta una fase exponencial intermedia (D06oonm =  1). Del total de

genes  diferencialmente  expresados  en  forma  sighificativa producto  de la  exposici6n  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,  descartindose

aquellos operones con un segundo gen que cambio su expresi6n significativa e inversa. El total
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de genes inducidos por el metal dentro de la red transcripcional global, constituy6 finalmente la

red de regulaci6n transcripcional inducida por Cu.

Considerando el alto volumen de infomaci6n contehida dentro de la red, se aplicaron 2

filtros que pretenden seleccionar regulones para su verificaci6n de conectividades en la bacteria.

i)  Filtro  por  conectividades:  Se  seleccionaron  regulones  que  presentaron  un  alto  ndmero  de

conectividades. Nuestro argumento considera que este tipo de redes arrastran un alto ndmero de

conectividades  falsas positivas, por lo  tanto  elegir un ndmero  alto  aumenta la probabilidad de

encontrar factores de transcripci6n conectados con algunos de sus blancos predichos.

ii)  Redundancia  en  el  genoma:   Se  pretende  validar  la  conectividad  dentro  de  un  regulon

directamente  en  la bacteria,  a  trav6s  de  la  ouantificaci6n  transcripcional  de  sus  genes  en  un

escenario  ausente de regulaci6n  (capa mutante para su correspondiente factor de transcripci6n

versus  la capa silvestre).  Dado  este disefio  experimental,  1a redundancia  se presenta  como  un

problema a la ahora de verificar los canbios transcripcionales, puesto que un segundo regulador

con caracteristicas similares podria anular el fenotipo esperado en la capa mutante. Es por esto,

que se seleccionaron regulones en los cuales el factor solo posea rna copia en el genoma de E.

faecalis.

2.1.4    An£Iisis topol6gicos y generaci6n de logos

Se  utilizaron  protocolos  estandarizados,  previamente  descritos  en  la  literatura  para

examinar  las  diferentes  propiedades  topol6gicas  y  estructurales  de  la  red  a  escala  global  e

inducida pro Cu coustruidas en E. /czeccz/I.a, estas fueron:
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i) Distrittuci6n del grado de salida P(K):  Este valor da la fracci6n de genes conectados con los

factores de transcripci6n, obtenido al contar el ndmero de genes en la red N 0C) que tienen K =

I, 2, 3 ... n de conectividades dividido por el total conectividades.

ii)  Tipo  de  conectividades:  La identificaci6n  del  ndmero  de  origones,  loops  de  alimentaci6n,

m6dulos de entrada y autorregulaci6n dentro de la red se determin6 automaticamente a trav6s de

la  aplicaci6n  del  paquete  Igraph  contehido  en  el  programa  R,  ingresando  como  elemento  de

entrada la red transcripcional en formato .xls.

La construcci6n  de Logos  se realiz6  mediante  el programa WEBLOGO,  utilizando  las

secuencias nucleotidicas de los posibles sitios de uni6n para cada regulon identificado.

2.2.       Biologia Molecular

2.2.1.   Reacci6n en cadena de la polimerasa a'CR)

La determinaci6n de la calidad del RNA en todas las muestras utilizadas y la verificaci6n

de los constructos utilizados en la generaci6n de cepas mutantes de la capa OGIRF de E. /zzeccz/I.s

se efectuaron a trav6s de experimentos de PCR convencional. En ambos casos, 1a amplificaci6n

se realiz6  en una mezcla final  de 20  prL,  compuesta por 8 ng/HL de CDNA templado, tamp6n

PCR  1  X,  Mgc12  1,5  mM,  dNTPs  0,2  mM,  partidores  0,2  pM  c/u,  TAQ  Polimerasa  5  U

(Invitrogen).   La  reacci6n   se   11ev6   a   cabo   en  un  termociclador  PTC-100   (MJ   Research,

Massachusetts,  EUA),  siendo  el programa  de reacci6n  de PCR utilizado  el  que  se  describe  a

continuaci6n: a) Desnaturalizaci6n inicial a 94 °C por 10 mins, b) 30 ciclos de desnaturalizaci6n

a 94 °C por 30  s,  asociaci6n de los partidores I)or 30 s con Tin especifica para cada pareja de
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partidores  utilizados  (ANEXOS  1),  extensi6n  a  72  °C  por  60  s,  y  c)  extensi6n  final,  72  °C

durante 10 mins. En los ensayos de PCR convencional en colonia, el CDNA se remplaz6 por 1

HL de una resuspensi6n de una colonia bacteriana en 20 HL de agua libre de nucleasas.

2.2.2.   Electroforesis

El fraccionamiento de muestras de DNA y CDNA se realiz6 en geles de agarosa al  1  %

p/v en tamp6n TAB i X (acido ac6tico 20 mM, Tris 40 mM, EDTA 2 mM, pH 8,5), utilizando la

misma soluci6n como tamp6n electrofor6tico. Se adicion6 bromuro de etidio al 0,1  % v/v con el

prop6sito de tefiir los geles para su posterior visualizaci6n.

Muestras  de RNA  (1  Hg  aprox.), previo  a la  electroforesis  se  desnaturalizaron  en rna

soluci6n 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,1uego  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  I  X. Como tamp6n electrofor6tico

se utiliz6 una soluci6n MOPS 1 X.

La inspecci6n visual de las muestras de DNA y RNA se realiz6 en un transiluminador de

luz UV modelo TFX 20.M (Vilber Lourmat). Las fotografias de los geles se capturaron a trav6s

de rna cinara digital Dc290 (Kodak).
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2.2.3.    Construcci6n y verificaci6n de cepas mutantes para factores de transcripci6n en E.

f aecalis OGIRE

'

Gran parte de este objetivo se realiz6 en el 1aboratorio "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 prop6sito principal construir y verificar las mutantes

para los genes  que codifica para los factores de transcripci6n seleccionados  en el punto  2.1.3.

Los partidores utilizados en cada uno de los pasos de construcci6n y verificaci6n de las mutantes

se describen en la tabla 2.

i) Mutantejir: La generaci6n de la cepa mutante para/z# (EF1575) se llev6 a cabo mediante la

t6cnica de deleci6n de genes por doble recombinaci6n usando  el sistema Phes4], estrategia que

pemite generar deleciones especfficas en el genoma. El protocolo, estandarizado en laboratorio

de  la  Dra.  Murray,  consisti6  primero  en  anplificar  por  PCR  convencional  dos  segmentos

correspondientes  a  la  regi6n rio  arriba  (up,  partidores  fur_up)  y  rio  abajo  (down,  partidores

dun_down) del genji4r, al partidor antisentido del segmento up se adicion6 la secuencia reversa

complementaria (10 pb)  de la regi6n 5'  del segmento  down. Del mismo modo,  se adicion6  al

partidor  sentido  de  la  region  dowlL  la  secuencia  reversa  complementaria  de  la regi6n  3 'del

segmento  up.  La  adici6n  de  estos  segmentos  complementarios,  permiti6  mediante  una nueva

reacci6n ae PCR,  en la cual se utilizaron ambos  segmentos (up y down)  como templado y los

partidores  sentido  de la regi6n up y antisentido  de la region down (fur_up_s y fur_down_a),

obtener un amplic6n que corresponde a la fusi6n de ambos segmentos (up/down).

El  anplic6n  obtenido' fue  ligado  al  vector  comercial  PGEM-T  ¢romega)  y  posteriomente

clonado en la bacteria E.  co/I. DH5Ci tomando en cuenta las recomendaciones del fabricante. E1
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vector resultante PGEM-T-A/ctr fue purificado mediante el kit Wizard Plus Minipraps (Promega)

y  luego  secuenciado  para  verificar  su  correcta  clonaci6n.  Luego,  se  digiri6  el  vector  con  las

enzimas de restricci6n Notl. y Salt (Promega), el fragmento /„r digerido fue ligado en el vector

pCJKgen previaniente tratado con ambas enzimas. El vector pCJKgen-A/#r fue clonado en cepas

de E.  co/I. EC1000, seleccionando los transformantes con el antibi6tico gentamicina (10 mg/mL),

paso que pemiti6 aumentar la eficiencia en la recuperaci6n de nasa del pldsmido. El constructo

luego  fue  purificado  (Wizard  Plus  Minipreps,  Promega)  y  electro-transformado  en  la  cepa

OGIRF  de  E. /aeccz/I.s'  (200  mg/mL  de  gentamicina  como  medio  de  selecci6n)  utilizando  el

equipo Micropulser Electroporator #165-2100 (BioRad, California, EUA). El vector pCJKgen no

puede replicar en esta cepa, de tal foma que las bacterias resistentes al antibi6tico son aquellas

en que el vector se ha integrado  al cromosoma.  El evento de segunda recombinaci6n y p6rdida

del  plasmido  es  favorecido  por  traspaso  de  las  c6lulas  OGIRF,  que  contienen  el  constructo

clonado en pCJK47gen, a un medio con p-C1-fenilalanina. El vector pCJK47-Gen lleva un alelo

dominante para rna mutante del gen que codifica para la fenilalanina transferasa. Esta mutaci6n

permite  aceptar  compuestos   con  alta  densidad   electr6nica  en  la  posici6n  pa7icz   del   anillo

aromatico  de la  fenilalanina.  La incoxporaci6n de  este tipo  de compuestos  (en este  caso p-Cl-

ferilalanina),  a  la  cadena  aminoactdica  en  sintesis,  es  altamente  t6xica  para  la  celula.  Esta

propiedad conferida por el vector permite seleccionar a mutantes de OGIRF querhan 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, 1as potenciales capas mutantes, fueron aquellas que no contienen el

pl5smido y que perdieron el gen de inter6s. Finalmente el genotipo de las cepas mutantes para/c{r

se verific6 con ensayos de PCR y secuenciaci6n ®artidores dfur).
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ii) Mutante /end: La cepa mutante de E. /czecaJz.s 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  inserci6n  del  transpos6n  Tn917  en  la regi6n  codificante para  /dx437.  La

mutaci6n  en  este  caso,   se  verific6  mediante  PCR  convencional  y  posterior  secuenciaci6n

®artidores dlexA), lo que ademds permiti6 precisar la posici6n en la cual se interrumpi6 el gen.

iii) Mutante copy: Esta mutante fue previamente construida y publicada por nuestro laboratorio

en  colaboraci6n  con  el  de  la  Dra.  Murray36,  utilizando   de  igual   forma  m6todo  de  doble

recombinaci6n hom61oga empleado en la mutante para el gen/cir. Del mismo modo que para las

demas capas mutantes utilizadas en esta tesis,  se verific6 1a mutaci6n por PCR convencional y

secuenciaci6n ®artidores dcopY).

2.3.    Ensayos de expresi6n g6nica

2.3.1. Extracci6n de RNA total

Para la  verificaci6n  de  datos  obtehidos  previamente  en  el  microarre8lo  de E. /aeccz/is

expuesta a Cu, la poblaci6n se ajust6 desde un cultivo con la cepa OdlRF crecido durante toda

la noche en medio N, rna concentraci6n de D06oorm = 0,05 final en dos matraces (A control, a

tratamiento con Cu) con medio N fresco.  Cuando los cultivos alcanzaron una D06oonm = 0,5, se

suplement6 el matraz 8  con Cfus04 hasta alcanzar rna concentraci6n de 0,5 mM. Luego, de 2

horas  de  exposici6n  al  metal,  se  tom6  rna  alicuota independiente  (6  mL  de  cultivo  con  rna

D06oorm = 2) de cada matraz (A y 8), el experimento se realiz6 3 veces en dias diferentes, 1o que
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\
constituy6 finalmente un total de 6 muestras, correspondientes a 3 rdylicas biol6gicas para cada

uno de los matraces control y tratamiento.

Del mismo modo, para los ensayos de verificaci6n de cambios transcripcionales entre la

cepa  silvestre y las  mutantes  generadas para los  factores  de transcripci6n  seleccionados  en  el

punto 2.1.3., se ajust6 desde un cultivo de E. /zzeccz/I.s OGIRF y mutante crecidas durante toda la

noche en medio N rna concentraci6n de D06oorm = 0,05  final  en dos matraces  (A silvestre, 8

mutante)  con  medio  N  fresco.  Luego  de  alcanzar ambos  cultivos  rna D06oorm =  0,5  (replica

temporal de la extracci6n de RNA del experimento con Cu), se tom6 rna alicuota indapendiente

(6 mL de cultivo con rna D06oorm = 2) de cada matraz (A y 8). Al igual que en el experimento

anterior, el ensayo se realiz6 3 veces en dias diferentes, constituyendo finalmente un total de 18

muestras,  correspondientes a 3 rdylicas biol6gicas para cada mutante con su respectiva muestra

silvestre.

Posteriomente,  todas las  alicuotas obtenidas  se centrifugaron a  14.000 r.p.in durante 2

min. El pellet celular resultante se lav6 3 veces en forma sucesiva con rna soluci6n tamp6n de

fosfato salino pH 7,4 (PBS). Luego se procedi6 con la extracci6n de RNA, para ello se utiliz6 el

kit de extracci6n de RNA de Qiagen, previa adici6n de lisozima a rna concentraci6n 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 resuspendi6 en 20 prL de

agua libre de nucleasas para sus posteriormente cuantificaciones  y verificaciones  de  calidad  e

integridad.
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2.3.2. Cuantificaci6n y calidad del RNA

La   integridad   de   la   muestra   se   verific6    a   trav6s    de    electroforesis    en   geles

desnaturalizantes   ®unto   2.2.2),   observando   como   resultado   de  la  migraci6n,   dos  bandas

caracteristicas    correspondientes    a   las   unidades   ribosomales    16S    y    23S.    La   posterior

cuantificaci6n  se  realiz6  mediante  espectrofotometria  ®unto  1.1),  calculando  las  razones  de

absorbancia entre 260/280 nm y entre 260/240 nm, criterio que pemiti6 determinar una eventual

presencia de proteinas y fenoles en la muestra respectivamente.  Contaminaciones con DNA se

controlaron a trav6s de PCR convencional ®unto 2.2.1), utilizando arbitrariamente la pareja de

partidores gdh_s/gdh_a (tabla 2), esperando no obtener ningdn amplificaci6n en las muestras de

RNA.  Como  control  positivo  de  la  amplificaci6n  se realiz6  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  realiz6  I.7c  v!.fro.  La reacci6n  de  transcripci6n

reversa se realiz6 a partir de 2 Hg de RNA total y 1  HL partidores al azar o rcz#dom prz.77.ere (3

ug/HL)  en un volumen  de  15  uL.  La reacci6n  se incub6  por  5  min  a 70  °C.  Teminado  este

tiempo, se agreg6  1,25  prL de dNTP (10 nM), 0,5  LiL de RNAsin (40 U/uL), 5  HL de M-MLV

buffer  (5  X)  y  1   HL  de  la  enzima  Transcriptasa  Reversa  M-MLV  (Promega  200  U/HL).

Finalmente,  se  adicion6  agua  libre  de  nucleasas  hasta  completar  un  volunen  de  25  HL.  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 qpcR.
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La  cuantificaci6n  del  CDNA  se  efectu6  a  trav6s  de  espectrofotometria  ®unto   1.1),

verificando  su calidad mediante la amplificaci6n arbitraria del gen gdfe por PCR convencional

®unto 2.2.1).

2.3.4.    PCR cuantitativo en tiempo real (qpcR)

Se  determin6  mediante  qpcR,  la  abundancia relativa  de los  transcritos para los  genes

diferencialmente expresados seleccionados desde los microarr.eglos (activados por Cu dentro de

la red) y los genes seleccionados como posibles blancos de regulaci6n dentro de la red inductda

por  Cu  ®unto  2.1.3).  Cada reacci6n  se  llev6  a  cabo  utilizando  el  kit  qpcR  Supemix  UDG

(Invitrogen) en capilares de vidrio a partir de 50 ng de CDNA en un volumen final de 10 prL. La

mezcla final  contenia ademas BSA  1  X,  0,1  pM de cada partidor y 5  quL de enzima Platinum

SYBR Green (Invitrogen). El protocolo de amplificaci6n se ingres6 al termociclador a trav6s del

progrania Light Cycler v3.5 (Roche) y se desglosa en: a) activaci6n de la enzina, 95 °C por 10

mins, b) amplificaci6n, 40 ciclos de:  1) desnaturalizaci6n, 95 °C por 3 min, 2) asociaci6n de los

partidores,  por  10  segundos  a  la  temperatura  correspondiente  para  cada  pareja  de  partidores

incluida  en  la tabla  2)  extensi6n,  por  15  segundos  a  72  °C  y  4)  curva  de  desnaturalizaci6n,

incremento de la temperatura a rna tasa de 0,1  °C/segundo desde la temperatura de asociaci6n de

los  partidores   hasta  99   °C,   etapa  final   que  pemiti6   verificar  la   ausencia  de  productos

inespectficos en la reacci6n. Todos los transcritos se cuantificaron por triplicado para cada una

las  muestras  de  CDNA.  La  obtenci6n  de  datos  se  realiz6  mediante  el  programa  Lichtcycler

Software v3.5 (Roche).
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Los resultados  generados  se  expresaron  como  la raz6n  de  cambio  entre  la al)undancia

normalizada  del  transcrito  para  el  gen pregunta  erl  la muestra  control  y  la muestra tratada,

utilizando  como  referencia  la  abundancia de  un  transcrito  que no  varia  su  abundancia  en  las

diferentes condiciones analizadas (feo#sekeepz.7!g), expresado s segiin la siguiente eouaci6n65 :

Ec 1:     Raz6ndecambionomalizado      =         Efgenenestudio(ACP)

Efnormalizador(ACp)

Ef = Eficiencia promedio de la pareja de partidores durante todas las reacciones

ACp  =  Diferencia  del  ciclo  en  que  se  iliicia la  detecci6n  de  fluorescencia  ®unto  de  cruce  o

crassz.7zgpoz.jc/, Cp) entre la muestra control y muestra experimental

2.4.       Protocolos de caracterizaci6n microbiol6gica

2.4.I.   Curva de crecimiento

A partir de un cultivo liquido, crecido toda la noche en medio N a 37 °C con agitaci6n, se

ajust6 un in6culo con rna D06oorm = 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 0,5 y 1,0 mM

de CuS04. Los cultivos bacterianos se incubaron a 37°C con agitaci6n a 140 rpm. El crecimiento

bacteriano se mohitore6 por registro de absorbancia cada una hora durante las prineras 9 hs y

luego una medici6n final a las 24 h. Este ensayo se realiz6 en triplicado para cada capa mutante

comparando en paralelo su crecimiento con la cepa silvestre OGIRF de E. /¢ccaJz.s. Los valores
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de densidad 6ptica, se utilizaron en el calcul6 del tiempo generacional requerido para duplicar la

masa de bacterias en un lapso deterrninado, a traves de la siguiente ecuaci6n:

Ec2:      Tiempo generacional = Log @2)-Log (B1)  x  95,6

t2 -tl

81 = Densidad 6ptica cuantificada a tiempo tl .

82 = Densidad 6ptica cuantificada a tiempo t2.

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

t2 = Tiempo posterior al tiempo tl (final), en el cual el cultivo atn encuentra en fase exponencial

95,6 = Factor de conversi6n Ln / Log

2.4.2.  Contenido intracelular de cobre

Se  determin6  el  contenido  intracelular  de  Cu  para  las  cepas  silvestre  y  mutantes,

utilizando las condiciones de crecimiento, concentraci6n y tiempo de exposici6n al metal que se

definieron para los experimentos de extracci6n de RNA y curvas de crecimiento.  Siguiendo  el

mismo   protocolo   publicado   previamente   por   nuestro   laboratorio36,   cuando   los   cultivos

alcanzaron rna D06oorm = 1, se extrajo 6 mL los ouales se centrifugaron a 14.000 r.p.in. 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 c6lulas en 1

mL de soluci6n PBS  IX. Las muestras fueron lisadas a travds de 5 pulsos de sohicaci6n de  15

segundos,  con 5  segundos  de reposo  entre  cada pulso utilizando un sonicador modelo  OMNI-

34



ruptor 250  (OMNI,  Kennesaw,  EUA).  Inmediatamente  lisadas  las  c51ulas,  se  centrifugaron  a

14.000 r.p.in. durante 30 min a 4 °C, posteriormente se extrajo independientemente  loo prL del

sobrenadante de cada tubo para cuantificaci6n de proteinas, y otros  100  prL para digerirlos con

250  prL HN03  0,1  N ultra puro  (Merck)  a 75  °C por 24 hs.  Finalmente,1uego  de la digestion

acida se determin6 el contenido de Cu mediante espectrometria de absorci6n at6mica (AAS) en

un homo de grafito  SIMMA 6100 @erkin Elmer), cuyo limite de detecci6n circunda las partes

por bill6n ®pb). Los' resultados de cada medici6n fueron normalizados con los valores obtenido§

de su cuantificaci6n de proteinas correspondientes.

2.5.      Analisis estadistico

Las rdylicas tecnicas y biol6gicas generadas en cada uno de los experimentos se detallan

en  el  pie  de  las  figuras  o  en  la  descripci6n  de  los  protocolos  cuando  corresponda,  donde  se

declara  el  promedio  de  las  mediciones  obteridas  con  sus  respectivas  desviaciones  estindar y

analisis estadistico s aplicados.

La determinaci6n de significancias en los experimentos de qpcR se llev6 a cabo a trav6s

del  algoritmo  REST66.  Para  los  ensayos  microbiol6gicos,  se utiliz6  el  software  GRAPHPAD

PRISMA trial v5.0.  En  ambos programas  se manejaron los parinetros  establecidos  de base,

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

1.          Construcci6n f./I sz./z.co de una posible red de regulaci6n transcripcional activada en

respuesta a la exposici6n a Cu.

1.1        Identificaci6n y clasificaci6n de los componentes de la red

Las redes en general se componen de nodos que interacthan entre si a traves de bordes o

enlaces67.   En   el   caso   de   redes   de   regulaci6n   transcripcional   mediadas   por   factores   de

transcripci6n, es posible identificar dos tipos de nodos, 1os factores de transcripci6n o elementos

reguladores y los genes blanco de estos factores o elementos regulados @lancos de regulaci6n).

Las  conectividades  establecidos  entre  ambos  nodos  corresponden  a  secuencias  nucleotidicas

regulatorias  capaces  de  ser  reconocidas  por  los  factores  de  transcripci6n  (sitios  de  uni6n),

presentes principalmente en las regiones promotoras de los genes blanco los cuales van a generar

la conectividad entre ambos tipos de nodos25.

En  bacterias,  1os.  genes  que  van  a  constituir  los  posibles  blancos  de  regulaci6n  se

encuentran organizados  en operones, lo  cual implica que dos o mas genes puedan compartir la

misma regi6n promotora  (operon policistr6nico),  posibilitando  que un  factor  de  transcripci6n

regule a trav6s de un solo sitio de uni6n la expresi6n de mss de un gen64.

Dado  esta  caracteristicas  de  los  genomas bacterianos,  con la intenci6n  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. /czeca/I.s V583. El resultado luego de la

asignaci6n automatica entreg6  que del total de genes  codificados  en la bacteria (3113)43,1663
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fueron predichos como organizados en operones, 991  son del tipo monocistr6n (gen tinico) y 672

del  tipo  policisfron  (2122  genes  conteridos)  (tabla  2).  Esta  distribuci6n  fue  comparada  con

resultados  declarados  en  otras bacterias.  La  figura  1  da  cuenta que  la predicci6n  obtenida de

operones  en  E.  /czec'cz/z.s  concuerda  con  valores  porcentuales  promedios  calculados  para  un

conjunto de 550 genomas bacterianos (datos extraldos de la base de datos pbblicas oD83°).

Obtenida  la  organizaci6n  de  los  blancos  de  regulaci6n,  se  procedi6  a  identificar  los

posibles factores de transcripci6n codificados en el genoma de E. /czeca/is que van a constituir los

elementos reguladores de la red. Mediante el uso de bases de datos actualizadas y herramientas

de anotaci6n de genomas desarrolladas en del Laboratorio de Bioinfomatica y Matematica del

Genoma (LBMG) dirigido por el Dr. Maass, se gener6 una nueva anotaci6n y clasificaci6n de los

posibles  factores  de  transcripci6n  presentes  en  la  bacteria.  Un  total  de   183   genes  fueron

identificados como codificantes para posibles factores de transcripci6n, grupo que corresponde al

5,5%  del total  de los  genes  codificados  en la bacteria, porcentaje que  se  encuentra dentro  del

rango obtenido en otros genomas procariontes de tamafio similar (figura 2)68.

Posteriomente, mediante la comparaci6n de secuencias aminoacidicas e infomaci6n de

motivos  funcionales  de proteinas  disponibles  en  diversas bases  de datos,` se logr6  agrupar los

factores  de transcripci6n por familias  (tabla 3).  El analisis  de esta clasificaci6n,  da cuenta que

familias de factores de transcripci6n con un alto ninero de integrantes (mayor a 8) se encuentran

en  menor  proporci6n  en  comparaci6n  a  las  familias  que  presentan  un  menor  ndmero  de

componentes, dato que concuerda con lo descrito en bacterias y arqueas69.

Tanto los resultados de la organizaci6n de operones como la identificaci6n y clasificaci6n

de factores  de transcripci6n en E. /¢eccz/I.s', mos permiti6  suponer para estos  elementos,  que no

existen caracteristicas particulares a nivel global dentro del cromosoma de la bacteria en relaci6n
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a lo  descrito  en otros  organismos, punto relevante puesto  que la  estrategia posterior a utilizar

para la construcci6n de la red, pretende rastrear informaci6n sobre sitios de uni6n para factores

de transcripci6n descrita en otras bacterias dentro dd genoma de E. /tzeccz/I.a.
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Tabla  2.  Distribuci6n  del  total  de  los  genes  dentro  de  los  operones  identiflcados  en  el

geno"a de E. faecalis.

Ndmero de          Ndmero de           Ndmero de            Porcentaje de           Porcentaje de

genes por               operones            genes totales         op Crones totales          genes totales

op eron                                                                                        (%)                             (%)

59,59

20,57

9,80

3,97

1,92

1,74

0,84

0,42

0,48

0,18

0,24

0,12

0,06

0,06

31,83

21,97

15,71

8,48

5,14

5,59

3,15

1,80

2,31

0,96

1,41

0,77

0,42

0,45
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1      2      3      4      5      6      7      8      9     10    11    12    13    14

Genes por operon

Figura 1. Distribuci6n del tipo de operones en genomas bacterianos. El gfafico presenta el

porcentajes  de cada tipo  de operones  (columna  1  en tabla 2)  con respecto  al total del genoma

para: E. /creccr/is @arras negras) y el promedio de 550 especies bacterianas @arras blancas, base

de datos de operones OD83°).
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Ndmero de genes per genoma

Figura  2.  Proporci6n  del  total  de factores  de transeripei6I)  en  re[aci6n  al  total  de  genes

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

arqueas respectivamente. Flecha roja sefiala la posici6n en el grifico del valor calculado para A.

/aeca/I.s ®unto rojo), Ambos ejes graduados a escala logaritmica. Figura adaptada68.
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Tabla 3. Posibles factores de transcripci6n agrupados por familia presentes en el genoma

de E. faecalis.

Familia                                           Nrimero de factores de transcripci6n

Arac

ArgR

ArsR

Che-Y

Cro-CI

CRP-FNR

DeoR

Fur

GalR-S

GntR

Lacl

LysR

MarR

MerR

Pho

PurR

TetR

Otros

Total

42



1.2        Construcci6n i.in sj./I.co de la red de regulaci6n transcripcional mediada por factores

de transcripci6n (escala global).

Luego de la selecci6n de los nodos reguladores y blancos de regulaci6n, el paso siguiente

fue  identificar los  enlaces  (sitios  de uni6n)  en las regiones  promotoras  de  los  operones  de E.

/czeca/I.s', capaces de establecer conectividades entre estos elementos para construir la red. En este

contexto, actualmente E. /tzec&Jz.a no cuenta con una base de datos propia de los sitios de uni6n

para el genoma. Por lo tanto fue necesario emplear rna estrategia bioinfomatica 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  union,  potencialmente

reconocidas por factores de transcripci6n codificados en nuestro modelo de estudio.

El  ninero  de MPPs  utilizadas  ascendi6  a un total  de  149  (28  familias  de  factores  de

transcripci6n rapresentadas). La bdsqueda de estas matrices se realiz6 en las regiones promotoras

comprendidas entre la posici6n +50 y -300 del inicio de la traducci6n del priner gen codificado

en  cada  uno  de  los  operones  predichos  en  la  bacteria.  Esta  regi6n  fue  seleccionada  seg`in

consensos  reportados  que  describen  entre  estas  posiciones  al  tamafio  maximo  donde  se  han

encontrado sitios de uni6n en bacterias7°i 7].

Definidos estos parinetros, se deteminaron los puntos de corte para la aplicaci6n de los

programas  de  bdsqueda.  Cada  uno  de  los  sitios  de  uni6n  encontrados  presenta  un  puntaje

calculado  en  relaci6n  al  nivel  de  homologia  con  su  MPP  correspondiente  utilizada  en  la

bdsqueda. El puntaje minimo aceptable se consider6 en funci6n de la raz6n entre el total de sitios

de uni6n encontrados y  el  total  de  operones  contehidos  en la red.  A modo  de  ejemplo,  se ha

descrito  en diferentes modelos de redes como  en E.  co/!. y 8.  sctbjz./I.s,  que el total de sitios de

43



uni6n  no  supera  al  doble  de  los  blancos  de  regulaci6n  (operones)  presentes  en  el  genoma72.

Utilizando  estos  criterios,  se  logr6  construir  rna  posible  red  de  regulaci6n  transcripcional

mediadas por factores de transcripci6n en E. /tzeca/z.a que presenta un total 716 enlaces o posibles

sitios de uni6n y 597 nodos divididos  en:  i) blancos de regulaci6n:  542  operones  (1007  genes

totales,  cercano  al  33%  del  genoma)  y  ii)  elementos  reguladores:  13  familias  de  factores  de

transcripci6n (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  transcripci6n)  conectados  con  los  blancos  de  regulaci6n

(operones) a trav6s de la presencia de potenciales sitios de union (enlaces). En particular, 1a base

de  datos  de  MPPs  utilizada  en la bdsqueda  contiene un  alto  grado  de precisi6n para  algunos

componentes particulares de ciertas familias de factores de transcripci6n, lo que pemiti6 asignar

especificamente sitios  de union para los factores Fur, Per y Zur de la familia Fur, Phop  de la

familia Pho, FruR de la fanilia DeoR y Mall de la familia Lacl.

Dentro de la red, tanto la distribuci6n de posibles funciones asignadas como la proporci6n

de operones mono y policistr6nicos se mantiene con respecto al total del genoma de E. /oeccz/is

(tabla  4),  destacindose  blancos  de  regulaci6n  con  funciones  vinculadas  con  homeostasis  de

metales y esties oxidativo regulados por los factores locales CopY, Fur, Zur, Per.

En  relaci6n  a  la  posici6n  de  los  sitios  de  uni6n  dentro  de  la  regi6n  promotora  y  la

secuencia consenso generada a trav6s de alineamiento de cada uno de las secuencias agrupadas

por familia de factor de transcripci6n (Logo),  ambos poseen un alto grado  de correspondencia

con  dates  reportados  (figura 4  y  5)33' 73-80,  resultado  que  en  conjunto  con  la  distribuci6n  de

funciones ratifican el hecho de que en la operaci6n de los programas no hubo sesgos biol6gicos
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para la construcci6n de la red y que los elementos encontrados guardan relaci6n con lo descrito

en otras bacterias.

En resumen. 1a 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

regulaci6n,  pemitieron  describir  a  la  red  de  regulaci6n  transcripcional  de  E.  /czeca/I.s  con

caracteristicas  globales,  donde  la  inica  limitante  a  nivel  de  la  bdsqueda  se  encuentra  en  la

infomaci6n disponible sobre el niinero y tipo de matrices utilizadas como elementos de entrada.
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Tabla 4. Porcentaje de categorias COG de los genes contenidos en la red global construida

en E. /a!ecoJ!.si El porcentaje para cada categon'a se calcul6 en relaci6n al total de genes presentes

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

Genoma (%) Red Global (%)

Categorias COG monocistr6nicos         policistr6hicos monocistr6nicos       policistr6nicos

Transcripci6n,traducci6nyreplicaci6nTransporteysefializaci6nMetabolismobasalygeneraci6ndeenergiaOtrasfrocionesSinfunci6nasignadao 9,92                                   5,834,252,5210,0811,185,514,4133,7012,60 10,08                                5,953,133,1310,089,984,845,1434,2713,41

proteinas hipot6ticas J
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0-50         51-100      10l-1S0    151-200    201-250    251-300

Posici6n dentro de la regi6n promotora ®b)

Figura 4. Distribuci6n porcentual de la posici6n del total de sitios  de union encontrados

dentro  de  su  regi6n  promotora  dentro  de  la  red  global.  Los  rangos  de  posiciones  se

consideran desde el inicio de la traducci6n. El porcentaje se calcul6 con la sulna total de sitios de

uni6n presente en cada rango de posici6n divido por total de sitios de uni6n contenidos en la red

(n -716).
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1.3       Analisis topol6gicos y asignaci6n de propiedades de la red transcripcional global de

E. faecalis.

A trav6s de la identificaci6n y analisis de propiedades estructurales en cualquier tipo de

red, se logra precisar importantes caracteristicas sistinicas, 1as cuales se conservan en diversos

modelos  de  interacciones  biol6gicas  descritos  a  la  fecha8].  Esta  caracterizaci6n  se  alcanza

principalmente  a trav6;  de  la deteminaci6n  de parinetros  topol6gicos,  los  cuales  finalmente

entregan  informaci6n  sobre  propiedades  cuantitativas  y  cualitativas  que  presenta  una  red  en

t6rminos de su estructura y composici6n de e|ementos82.

Considerando  los  protocolos  actuales  utilizados  en  la  deteminaci6n  de  parametros

topol6gicos de redes de regulaci6n transcripcional, actualmente es posible diferenciar dos niveles

de analisis y clasificaci6n.

A escala global

A este nivel encontramos la distribuci6n del grado o P(K), la cual describe el ninero de

conectividades  establecidas  entre los nodos  que  conforman la red83.  En una red de regulaci6n

transcripcional, 1as conectividades generadas son direccionadas, es decir, 1a relaci6n se establece

por la capacidad del factor de transcripci6n de reconocer su correspondiente sitio de union en la

regi6n promotora de un gen.  Esta restricci6n de direccionalidad tiene por consecuencia que la

distribuci6n del grado sea de entrada Oiacia el gen) o de salida (desde el factor de transcripci6n).

Estudios topol6gicos realizados en diferentes redes de regulaci6n transcripcional, sefialan

que esta distribuci6n conserva rna funci6n del tipo P(K) = AK-Y ®ower /czw) o de "Escala Libre",

1o que biol6gicamente se manifiesta dentro de rna red en rna 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 T en la ecuaci6n el que describe el

decaimiento exponencial que va a presentar la distribuci6n83.

En el contexto de nuestra red, esto se traduce como una baja probabilidad de encontrar un

operon  que presente un  alto  nbmero  de  sitios  de uni6n  en  su  regi6n  promotora.  La  figura  6

muestra la distribuci6n del grado  de entrada obtehida en la red de E. /czecaJz.s,  como  se puede

observar, nuestra red cumple con las propiedades de escala libre, cuya ecuaci6n presenta un valor

y = 3,57, valor que se encuentra dentro del rango esperado83.

Por otro lado, se observ6 el "grado de salida" de nuestra red, parinetro que describe la

distribuci6n del numero de conectividades que surgen desde un factor de transcripci6n hacia sue

operones blanco,  esta propiedad puede ser utilizada para clasificar los  factores  en84:  i)  locales

(regular  pocos  genes,  <  5),  genes  relacionados  en  su  mayon'a  funcionalmente,  ii)  globales,

regulan un alto ndmero de genes  (> 20);  dentro  de este grupo,  si los genes regulados codifican

para  proteinas  vinculadas  al  mismo  proceso  o  funci6n  metab6lica  dentro  de  la  c61ula  son

designados como maestros.

En la red de E. /fleca/is (tabla 5), en general el ninero de sitios de union encontrados

concuerda  con  la  clasificaci6n  descrita  en  la  literatura  para  cada  uno   de  los  factores   de

transcripci6n, destacindose LysR, ArgR y CRP-FNR como los que contienen el mayor ndmero

de coriectividades.
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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  oualquier red  de  regulaci6n  transcripcional.

Bdsicamente, son patrones copservados descritos en todas las redes transcripcionales construidas

a la fecha que le adjudican propiedades locales  al sistema85.  La tabla 6 muestra los resultados

obtenidos para la red de E. /czeca/I.s en estudio.

En relaci6n a los elementos identificados en E. /czeccI/I.s, trece patrones fueron clasificados

como  regulones,  los  cuales  definen en nuestra red transcripcional  sub-redes integradas por un

factor  de  transcripci6n  con  sus  respectivos  genes  blancos.  Ademas,  se  identificaron  cuatro

origones,   que   constitnyen  variantes   de  regulones,   definidos  por  su   capacidad  de   detectar

directainente el  estinulo, y por lo  tanto no  dapenden de otro  regulador para traducir la sefial.

Regulones  y  origones  describen  componentes  que  en  definitiva  permiten  entender  c6mo  la

bacteria logra controlar etapas de adaptaci6n frente a diferentes estimulos del medio8].

Por  otra parte,  el  patr6n mas  simple  identificado  en nuestra red  es  la  autorregulaci6n

®ositiva o negativa,  seis  casos),  definido  como un factor de transcripci6n capaz de regular su

propia  expresi6n,  1o   que  permite  aumentar  o   disminuir  la  velocidad  en  el   control  de  la

transcripci6n  sobre  61  y  sus  genes  blanco.  Un  ndmero  similar  de  casos  fue  observado  para

patrones de regulaci6n 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

rapresenta    el    circuito    16gico    mds    simple   para    ordenar    de    foma   temporal    eventos

transcripcionales. Los patrones mas representados son los denominados "loops" de alimentaci6n,

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

vez se regular entre ellos. Esta configuraci6n le entrega al sistema la propiedad de potenciar o
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disminuir el efecto del regulador sobre la transcripci6n en funci6n de los estimulos a lo que se

enfi.ente  la  bacteria  (control  fino  sobre  la  activaci6n  o  represi6n  del  gen).  Finalmente  se

identificaron m6dulos de entradas singulares, definidos como un factor de transcripci6n capaz de

regular un gran ninero de genes, lo que permite apipliar y diversificar la traducci6n de la sefial

en el corto plazo.

La identificaci6n de estos patrones dentro  de la red de E. /czcccz/I.s, pemite por un lado

entender  desde  un  punto  transcripcional,   c6mo  la  bacteria  logra  controlar  temporalmente

diferentes  etapas  de  adaptaci6n  frente  a  diferentes  estimulos  del  medio.  Ademds posibilita la

clasificaci6n de elementos de la red en sub-redes que presentan propiedades particulares basadas

en su configuraci6n de conectividades.

Los   resultados   obtenidos   en  la  caracterizaci6n  topol6gica  de  la  red   de  regulaci6n

transcripcional  de  E.  /occcz/I.s',  sugieren  un  modelo  titil  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  dan rna  explicaci6n  del  funcionamiento  de  la red.  Po.r  lo  tanto,  1a identificaci6n  y

caracterizaci6n de sub-redes  se hara en la secci6n siguiente,  cuando  se incluya la infomaci6n

derivada de los experimentos de expresi6n g6nica obtenidos en el modelo bacteriano expuesto a

un estinulo de Cu.
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Figura  6.  Distribuci6n  del  grado  de  entrada  para  los  genes  presentes  en  la  red  de

regulaci6n transcripcional de E. /&ecar/I.s'. El gfafico 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.  Ndmero  de  sitios  de  uni6n  para  cada  faniilia  de  factores  de  transcripci6n  y\

clasificaci6n segdn tipo de factor de acuerdo con datos reportados en otras bacterias. Segiin

literatura86, factores clasificados como globales/maestros reconocen dentro del genoma sobre 20

sitios de union, para el caso de los locales, el niinero de conectividades es irferior a 5.

Familia                                  Sitios de uni6n                                        Tipo

ArgR

COpY

CRP-FNR

DeoR

DeoR (FruR)

DnaA

Fis

Fur (Fur)

Fur (Per)

Fur (Zur)

GalR-S

Lacl (Mall)

LexA

LysR

Pho (Phop)

PurR

142

5

74

7

12

9

17

5

3

6

30

12

33

237

5

10

Global*

Local*

Global*

Local

Maestro

Local

Local

Local

Local*

Local*

Global*

Local

Maestro*

Global*

Local

Local

* Familia de factores de transcripci6n descritos en otros organismos bajo la misma clasificaci6n de

Global, Maestro o Local
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Tabla 6. Patrones presentes  en la red global de regulaci6n transcripcional de E /¢eco/z.s

agrupados por el tipo de conectividad.

Tipo de conectividad                                                  Cantidad de patrones

Regulones (fanilia)

Origones

Autorregulaci6n

Regulaci6n en cadena

Loops de alimentaci6n

M6dulo de entrada singular

13

4

6

8

56

10
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1.4       Identirlcaci6n de componentes de la red de regulaci6n transcripcional activada por

Cu.

La construcci6n de la red de E. /czeccz/I.s activada por el metal, implic6 identificar dentro

de la red global construida un conjunto particular de genes capaces de aumentar su abundancia

transcripcional frente a la exposici6n a Cu, lo que constitny6 finalmente una sub-red dentro del

universo de conectividades en estudio.  En el afro 2010, publicamos la resi)uesta transcripcional

global  de  E.  /aeca/z.s  OGIRF  frente  a  rna  exposici6n  elevada  no  letal  de  Cu  (0,5  mM)36.

Utilizando   esta   infomaci6n   como   referente,   se   rastre6   dentro   de   la  red   de  regulaci6n

transcripcional   de   E.   /zzeccz/I.s,   un   total   de   84   operones   (109   genes)   que   aumentaron

significativamente su abundancia transcrip cional en el microarreglo.

Del cruce de los datos (figura 7), se obtuvo rna sub-red activa compuesta por 33 operones

(87 genes) conectados entre si por 56 sitios de uni6n para 9 finilias de factores de transcripci6n

(34 reguladores individuales),  conjunto  de elementos  que constituyen la sub-red de regulaci6n

transcripcional activada en E. /czeca/is por el metal.

El  analisis  de  la  estructura  de  esta  sub-red  mantiene,  al  igual   que  la  red  global,

caracteristicas   topol6gicas   de  red   a   escala  libre   (I   =  2,05).   En   cuanto   a  nivel   de  las

caracteristicas  particulares  de  los  operones  identificados,  1os  datos  indican  que  la  traducci6n

directa de la sefial activada por el Cu sobre la regulaci6n transcripcional estaria afectando solo a

genes  vinculados  con  la  homeostasis  de  Cu  (CopY).  No  obstante,  ademds  de  este  origon

encontramos al factor de transcripci6n Fur, que podn'a responder a cambios en el estado redox

producto de la exposici6n sostenida a Cu, regulando a su vez la expresi6n de genes vinculados a

la  incoxporaci6n  de  Fe  y  al  gen  que  codifica  para  el  regulador  DnaA,  que  a  su  vez  podria
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controlar  la  expresi6n  del  gen  EF3027  que  codifica  posiblemente  para  una  serina  proteasa

vinculada  a  la  protecci6n  frente  a  estr6s  oxidativo87.  En  general,   el  resto  de  los  factores

eventualmente podrian participar en procesos que detectan cambios metab6licos producto de la

acumulaci6n del metal, vinculados principalmente al posible estres oxidativo generado. Tat es el

caso de LysR y LexA, cuya funci6n es regular genes de estr6s en general y reparaci6n de DNA,

respectivamente8°' 88. En relaci6n con las conectividades, 1os regulones CRP-FNR, LysR y ArgR

en su calidad de factores globales, podrian ampliar la sefial transcripcional a un gran ndmero de

genes,  destacindose  el  operon  EF0955-0957  (sintesis  de trehalosa)  el  cual  presenta  el  mayor

grado   de   regulaci6n   (mayor   ndmero   de   sitios   de   union   encontrados   en   su   promotor).

Interesantemente la acumulaci6n de este azdcar se ha vinculado directamente con la protecci6n

frente a Ros89.

Nuestro siguiente paso fue verificar experimentalmeute si las conectividades predichas en

la red entre los factores de transcripci6n y sus respectivos operones blanco se cumplen en nuestro

modelo  de  estudio.  La estrategia  experimental  incluy6  1a generaci6n  de  capas mutantes  de la

bacteria para los factores de transcripci6n de inter6s, con el prop6sito de evaluar si la expresi6n

de los  genes  activados por Cu en la red depende de la presencia de los  elementos reguladores

propuestos.  En  este  contexto,  dado  el  alto  niinero  de  conectividades  a  estudiar y  el  tiempo

establecido para la finalizaci6n de la tesis de doctorado, se hizo necesario seleccionar dentro de

la  sub-red  activada  por  el  metal,  un  ndmero  abordable  de  factores  de  transcripci6n para  ser

mutados en la bacteria. Para esto, se aplicaron dos filtros de selecci6n disefiados especificamente

en consideraci6n a las limitaciones experimentales y no a criterios biol6gicos, decision que nos

permiti6 evitar sesgos en la interpretaci6n y posterior discusi6n de los resultados. A continuaci6n

se describen los filtros .de selecci6n utilizados:
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a)  Conectividades:  Como  podemos  observar  en  la  figura  7,  1os ,regulones  LysR,  ArgR,  CRP-

FNR, Fur y LexA presentan el mayor ndmero de conectividades (5 o mas blancos de regulaci6n).

Tal como  se mencion6  en la secci6n de Materiales y M5todos, considerando la posibilidad que

los sitios de uni6n predichos en el analisis I.73 sz./I.co fuesen falsos positivos, s6lo se eligieron estos

regulones para optimizar la probabilidad de encontrar conexiones reales  durante la curaci6n I.#

1;I./ro/I.# 1;I.1;a de la red.

b)  Redundancia  en  el  genoma:  La  estrategia  experimental  posterior incluy6  1a  generaci6n  de

mutantes para los  factores  de transcripci6n en cada uno  de los regulones.  En el  caso  de CRP-

FNR,  ArgR  y  LysR  existen  3,  4  y  9  posibles  genes  r?spectivamente,  que  codifican  para  las

proteinas  de  estas  familias.  La redundancia a este nivel  es un problema dado  que  se pretende

verificar cambios de expresi6n entre la capa mutante y la silvestre para el factor de transcripci6n

que comanda el regulon, resultado que podria ser apantallado por la presencia de un hom61ogo

con funciones similares  al regulador seleccionado. Tomando  esto  en consideraci6n, se excluy6

estos ties regulones de los posteriores analisis.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, caracterizaron al factor CopY como un

elemento regulador de operon cop de E. /czecc[/I.s36, el cual codifica para proteinas involucradas

en la homeostasis del Cu. Dentro de la red activada por Cu, encontramos ademds del operon cop

como  parte  del  regulon  CopY,  otros  2  operones  que  presentan  un  sitio  de  uni6n  para  este

represor.  Si bien, CopY no satisface el primer criterio propuesto, dado su vinoulo directo con el

metal, fue coisiderado en los experimentos posteriores. Con esto, el conjunto final de regulones

a-estudiar directamente 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 regulaci6n  transcripcional activada por Cu  en E. /ucco/ts. El  grafo

contiene  42  nodos  (9  reguladores  o  fanilias  de  factores  de  transcripci6n  y  33  blancos  de

regulaci6n  u  operones)  conectados  a  traves  de  56  enlaces  (sitios  de  uni6n).  Sinbologia  de

colores (agrupados por posibles funciones) pare nodos (esferas): i) blancos de regulaci6n (542),

anarillo  transcripei6n,  traducci6n  y  replicaci6n;  morado  transporte  y  sefializaci6n;  naranja

metabolismo basal y generaci6n de energia; verde otras funciones; celeste sin funci6n asignada o

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

transcripci6n). Los enlaces se indican con flechas plomas.
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2.         Determinaci6n   de   la   participaci6n   delaos)   factor(es)   de   transcripci6n   en   la

regulaci6n de la expresi6n de los componentes de la red inducidos por Cu.

2.1       Veriflcaci6n  de  los  resultados  de  lnicroarreglos  a  trav6s  de  ensayos  de  PCR  en

tiempo real (qpcR).

Previo a la verificaci6n en la bacteria de las conectividades predichas I.7z sz./I.co para los 3

regulones seleccionados, es necesario dado el nivel de precision de los microarreglos, mediante

ensayos de q PCR se ratific6 el aulnento en la abundancia transcripcional observada en cada uno

de los blancos de regulaci6n 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.  EI

promedio  de  3  mediciones  realizadas  indapendiente  en  cada  rna  de  lag  muestras,  no  mostr6

diferencias significativas en la cantidad de transcrito para el gen EF1004 entre el ciclo en el cual

se empieza a detectar el aument`o de fluorescencia ®unto de cruce o crassz.#gpo!.ref, Cp, valores:

control  15,19 ± 0,25, tratamiento  15,28 ± 0,22), ratificando que el gen EF1004 no fue afectado

por la exposici6n a Cu y por lo tanto sirve como nomalizador.

Confirmado el normalizador, se procedi6 a cuantificar los transcritos para los 13 operones

seleccionados  en  el punto  anterior.  En el  caso  de unidades transcripcionales  que posiblinente

contienen infomaci6n de 2 o mds gene.s ®olicistrones), se disefiaron dos parejas de partidores

capaces de amplificar el primer y tiltimo gen del operon. La tabla 7 presenta el cociente entre las

muestras tratadas con Cu y control relativas al nomalizador. Como se puede apreciar los valores

obtehidos en todos los casos ratificaron que los regulones seleccionados se activan en presencia

de Cu bajo las condiciones de exposici6n utilizadas.
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Tabla  7. Verificaci6n  por  qpcR  de  la  activaci6n  por  Cu  de  los  regulones  CopY,  Fur y

LexA. Raz6n de cambio nomalizada (EPCP)  calculada a trav6s  de la ecuaci6n  1  (ver secci6n

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

CuS04. Para policistrones el valor corresponde al promedio del primer y ultimo gen del operon

medidos  en  tres  replicas  biol6gicas  con  tres  replicas  tecnicas  (todos  los  valores  mostraron

diferencias significativas, REST p<0,05).

Regulon                                 Anotaci6n del operon                                     Ef cp

CopY

EF0297-EF0299

EF0791

EF31 17-EF3123

Fur

EF0188

EF0191-EF0193

EF0475-EF0477

EF3082-EF3085

EF3086

LexA

EF0066-EF0067

EF0955-EF0957

EF2756

EF3027

EF3166-EF3172

Operon cop

Factor de transcripci6n de la familia TetR

Pirofosfoquinasa

Transportador ABC de Fe

Transportador AB C de ferrocromos

Transportador de Fe

Transportador ABC de Fe

Proteinahipotetica

DNA helicasa

Glucomutasa hidrolasa

Proteina inducible por dafio al DNA

S erina proteasa

Proteina de raparaci6n de DNA

56,3 ± 11,5

8,5 ± 2,8

4,8 ±  1,1

8,4 ± 1,4

9,5 ± 1,8

4,1  ±  1,6

3,6 ± 0,8

6,8 ± 1,4

10,4 ±  1,1

5,8 ±  1,3

4,5 ± I,5

4,I ± 0,7

4,4 ± 1,2
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2.2        Construcci6n  y  verificaci6n  de  cepas  mutantes  de  E.  /a!ecoJI.a  OGIRF  para  los

factores de transcripci6n CopY, Fur y LexA.

Los resultados obtenidos en el ot)jetivo  1 pemitieron establecer el set final de elementos

a estudiar que constitnyen rna parte de la red transcripcional inducida en respuesta a Cu, sub-red

cuya  validaci6n  fue  abordada  a  trav6s  de  experimentos  I.7!  vz.vo.  La  estrategia  utilizada  para

cumplir este objetivo involucr6 encontrar cambios transcripcionales en los blancos de regulaci6n

de  cada  regulon,  en  ausencia  de  su  correspondiente  regulador  transcripcional,  como  podria

ocurrir en cepas mutantes de E. /tzeco/is para cada uno de los factores de transcripci6n en estudio.

Nuestro laboratorio cuenta con la cepa mutante de E. /czeca/I.s OGIRF para el gen copy,

construida  previamente  en  colaboraci6n  con  el  1aboratorio  de  la  Dra.  Barbara  Murray  en  la

Uriversidad de Texas36.  La mutante para el gen /ck4  generada por la inserci6n del trampos6n

Tn91737, 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 verificaci6n de  esta

mutante,  fue identificar exactanente  el  lugar de  la inserci6n  del  trampos6n para  suponer una

interrupci6n efectiva de traducci6n de la proteina en su estado nativo funcional. En el modelo de

8.  sr"I)fz./!.s  y E.  co/I.,  la proteina LexA  es  su  estado  activo  reprime la expresi6n  de  sus  genes

blanco, frente a dafios en el DNA, la proteina RecA (EF3171) activa la autoprote61isis de LexA

lo que permite su liberaci6n desrreprimiendo la expresi6n de genes involucrados en reparaci6n88.

La  figura  88  presenta  un  alineamiento  global  de  la  secuencia  aninoacidica  de  LexA  de E.

/aeccz/is y sus hom61ogos por identidad en 8. S#bJz./I.s y E. co/z.. La figura detalla especfficamente

el 1ugar de inserci6n del tranpos6n (dato obtenido por secuenciaci6n del. fragmento amplificado
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en la cepa mutante) y los residuos  clivados  en la autoprote61isis.  Como  se puede observar,  1a

inserci6n interrunpe gran parte del gen (> 45 %) incluyendo dos puntos .clave de autoclivaje, 1o

que  supone  la expresi6n  de rna proteina trmca o  inactivada.  Basados  en  esta infomaci6n se

decidi6 utilizar esta cepa mutante de E. /creccz/z.s en los posteriores ensayos de expresi6n.

En el caso particular del factor de transcripci6n Fur, la no disponibilidad de la mutante en

E.  /czeca/I.s'  para  este  gen,  condujo  a  la  utilizaci6n  de  una  estrategia  de  deleci6n  por  doble

recombinaci6n hom61oga, estandarizada en el laboratorio de la Dra. Bdrbara Murray. E1, trabajo

realizado permiti6 escindir especificamente el gen/ilr del cromosoma de la bacteria sin dejar el

remanente del uso de antibi6ticos `o generaci6n de mutaciones polares las cuales pueden afectar

la expresi6n de otros genes. La figura 9 expone los resultados obtenidos de la amplificaci6n por

PCR convencional de la cepa silvestre, mutante copy (construida mediante la misma estrategia

de  mutaci6n)  utilizando  partidores  capaces  de  amplificar  el  gen  mutado  con  sus  respectivas

-regiones   flanqueantes.   En   la  migraci6n   de   los  productos   generados,   se   logr6   distinguir

claramente   una   disminuci6n   del   tamafio   del   producto   alnplificado   en   la   capa   mutante

correspondiente al tamafio del gen delecionado. Ambos amplicones se purificaron y secuenciaron

lo que permiti6 finalmente verificar la correcta deleci6n por doble recombinaci6n.
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Figura 8. Veriricaci6n de h cepa mutante hac4 de E. /¢ecalis. A. Migraci6n electrofor6tica en

geles de agarosa de los productos lexA anplificados por PCR convencional en la cepa mutante

VlexA y silvestre (OGIRF). Estinder de tamafio I kb DNA plus /edder (Invitrogen, primer carril

de  derecha  a  izquierda).   8.  Alineamieuto  global   de  las  secuencias  aninoacidicas  de  los

hom6logos por identidad de LexA de E. /aeca/ig. 8.  sa/b#./i.s y E.  co/I.. Triangulo azul indica el

lugar especifico de la inserci6n del tramposch Th917, cuadrus rojos indican los residuos clivados

en la autolisis.
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Figure  9.  Verif]caci6n  de  [as cepas  mutants copy y /zAr de E. /aeca/is.  El  gel muestra  la

rigraci6n  realizada  para  productos  de  PCR  anplificados  de  los  genes:  carril   I  copy cepa

silvestre OGIRF, carril 2 copy cepa mutante copy (AcopY), carril 3 jar cepa silvestre OGI RF,

carril  4 /fr cepa  mutante /Ir  (Afur).  En  el primer carril  de  derecha  a  izquierda,  se  carg6  e]

estindar de tanafio I kb DNA plus /ndalgr (Invitrygen).
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2.3       Analisis de cambios transcripcionales mediante qpcR en las cepas mutantes

Construidas y verificadas  las  mutantes para  los  tres  regulones  en  estudio,  tal  como  se

mencion6    anteriomente,    este    objetivo    busc6    determinar    la    existencia    de    cambios

transcripcionales en los blancos para los regulones CopY, Fur y LexA utilizando mutantes para

sus factores de transcripci6n. Para ello, cultivos independientes de las capas silvestre y mutantes

fueron crecidos en paralelo (D06oorm = I, aproximadamente 3 horas de cultivo en medio basal N,

rdylica temporal  del  control utilizado  en los  ensayos  de microarreglo y qpcR de exposici6n a

Cu)  se les  extrajo RNA y sintetiz6  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/"7.,15,44 ± 0,30 mutante /ex4).

Tomando en consideraci6n que la adici6n de Cu activa los operones que constitnyen los 3

regulones,  asi  como  que  en otros  organismos los  factores de transcripci6n LexA, Fur y CopY

acthan  como  represores  transcripcionales,  el  esperado  en  la  cuantificaci6n  en  la mutante  (sin

exposici6n a Cu) es un aumento significativo en la abundancia transcripcional para cada uno de

los  transcritos  que  codifican  para  sus  correspondientes  blancos  de  regulaci6n  (como  sucede

cuando la capa silvestre es expuesta a Cu). En el caso particular de la mutante para el gen /ex4,

dado su construcci6n producto de la inserci6n del tranpos6n Tn917,  aunque esta proteina esta

codificada  dentro  de un  operon monocistr6hico,  previo  a la +cuantificaci6n  de  sus  blancos  de

regulaci6n, a modo de control se midi6 la abundancia transcripcional de los dos genes pr6ximos

codificados  rio  arriba y  abajo  de  /dx4  en  ambos  casos  no  hubo  diferencias  significativas  de

expresi6n  entre  la  capa  silvestre  y  mutante,  indicando  que  no  se  generaron  efectos  en  la
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expresi6n de estos genes. La tabla 8 da cuenta de los valores de qpcR obtenidos para los blancos

de   regulaci6n   de   los   3   regulones   propuesto   en   la   red   activados   por   el   Cu   con   sus

correspondientes   sitios   de  uni6n,   1o   que  supone  que  estos  regulones   solo   controlarian  la

expresi6n de genes vinculados a componentes de homeostasis de metales y raparaci6n frente a

estr6s oxidativo se activaron en la respectiva mutante.

Estos resultados finalmente permitieron curar parte de la red transcripcional generada I.77

sz./I.co, cuyo alcance de los resultados obtenidos para la red activada, solo mos pemite interpretar

con  mayor profundidad  y  seguridad  las  conectividades  dentro  de  los  regulones  LexA,  Fur y

CopY. Tomando esto en consideraci6n, 1a curaci6n manual ademds pemiti6 generar una nueva

sub-red activa por Cu en E. /czeccz/I.s (figura  10),  en el oral podemos notar la aparici6n de dos

nuevos m6dulos: i) uno de tipo central o general de regulaci6n coordinado principalmente por los

factores globales LysR, ArgR y CRP-FNR, cuyas funci6n posiblemente son las de regular genes

que  codifican  para proteinas  de  metabolismo  basal  y  generaci6n  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 union (alto grado de secuencias

palindr6micas),  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 el control transcripcional de

genes  activados  en presencia de  Cu impacta sobre la resistencia  celular al metal.  Para esto,  a

trav6s de ensayos microbiol6gicos de viabilidad y contenido del metal se compar6 en todos los

casos, el comportamiento entre las cepas mutantes /ex4, capy yjzr con la capa silvestre OGIRF

fi-ente a la toxicidad mediada por Cu, estrategia ya reportada por nuestro laboratorio utilizada en

la caracterizaci6n del modelo de homeostasis de Cu de E. /zzeca/i.a.
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Tabla 8. Verir]caci6n por qpcR de fas coneetividades prediehas i.» sf./f.co mediante e[ uso de

mutantes pars ]os regulones CopY, Fur y LeELA. La raz6n de cambio normalizado (EfACP) se

calcul6  a  traves  de  la  ecuaci6n   1   (vcr  secci6n  2.3.4.  de  MyM)  utilizando  los  valores  de

abundancia para la muestra silvestre y mutants correspondiente para cada regulon. En el caso de

policistrones el valor presentado es el promedio del primer y tiLtimo gen del operon medidos en

tres replicas  biol6gicas con tres replicas tecnicas.  Asterisco  demarca diferencias  significativas

(REST p<0,05).Secuencias palindr6micas dentro del sitio de uhi6n se subrayaron en negro.

Op€ron               Anotaci6n de] operon           Raz6n de cambio                    Sitio de union
fLomalizado

COpY
EF0297-EF0299

EF079l

EF31 17-EF3123

Fur
EF0188

EF019l-EF0193

EF0475-EF0477

EF3082-EF3085

EF3086

LexA
EF3166-EF3172

EF0066-EF0067

EF2756

EF0955-EF0957

EF3027

Operon cop

Factor de trauscripci6n
de la fanilia TetR
Pirofusfoquinasa

Tranaportador ABC de
Fe

Transportador ABC de
femocromos

Transportndor de Fe

Trausportedor ABC de
Fe

Proteina hipotctica

Proteina de raparaci6n
de DNA

DNA helicasa

Proteina inducible por
dafio al DNA

Glucomutasa hidrolasa

Serina proteaca

36'6 ± 7'5*

I,I ± 0,4

I,0 ± 0,2

8'1  ±  1,6t

5'5 ±  1'1*

192 ± 2,8*

125,I  ±  14,8*

I,9 ± 0,5

2'9 ± 0'7*

2,6 ± 0'3*

2'4 ± 0,4*

0,9 ± 0,5

0,8 ± 0,3

TACATTTGTA

TACATTTC;AA

AACAGTTGTA

TGAGAACGATTCTCA

TGATAACGATTCTCA

TGAGAACGATTCTCA

TGAGAATGATTCTCA

TGAGAATGATTCTCA

GAACAAACATTC

GAACATATGTAC

GAACGTCCGTTC

GAATAAACGTTT

AAACACATATTC
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Figura 10. Sub-red de regulaci6n transcripeiorml activada por Cu curnda f.« tJz'»o pars los

regulones  CopY,  Fur  y  LexA  de E. /occa/I.s.  El grafo  contiene  41  nodos  (9  reguladores  o

familias de factores de transcripci6n y 32 blancos de regulaci6n u operones) conectados a trav6s

de 51  enlaces (sitios de uni6n).  Simbologia de colores (agrupados por posibles funciones) para

nodos (esferas): i) blancos de regulaci6n (542), amarillo transcripci6n, traducci6n y replicaci6n;

morado transporte  y  sehalizaci6n;  na]anja metabolismo  basal  y  generaci6n  de  energia;  verde

otras funciones; celeste sin funci6n asignada o proteinas hipoteticas; ii) elementos reguladores en

blanco (13 famiLias de factores de transcripci6n). Los enlaces se indican con flechas plomas.
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3.          Evaluaci6n  de  la  dependencia  de  la  regulaci6n  transcripcional  mediada  por  los

factores de transcripci6n en la resistencia de E. /4!eca!/I.s' a Cu.

3.1.      Curvas de crecimiento

La activaci6n de genes  frente a altas  concentraciones  de  Cu supone que  sus productos

podrian participar activamente en la resistencia frente al metal`4. De acuerdo a los resultados del

punto   anterior,   los   ties   factores   de   transcripci6n   en   estudio   actuarian   como   rapresores

transcripcionales de genes que se inducen en presencia del metal. Estudios previos, identificaron

que   la   capa   silvestre   OGIRF   de   E.  /czeca/is   crecida   en   un   medio   suplementado   con

concentraciones   superiores   a   0,5   mM   de   CuS04,   aumenta   significativamente   su   tiempo

generacional  en  comparaci6n  al  crecimiento  en  medio  basal,  reflejando  la  sensibilidad  en  la

viabilidad que presenta la bacteria frente a la exposici6n a Cu34. 36. La caracterizaci6n previa del

operon cop, indica que la ausencia del regulador CopY genera un aumento sighificativo 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 canbios en su viabilidad en comparaci6n a la capa silvestre36.

Considerando  estos resultados,  en paralelo  se realizaron curvas de crecimiento bajo  las

mismas condiciones de tratamientos con Ch @asal, 0,5 mM,  1  mM y 2 mM de CuS04) 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 copy, que las cepas ausentes de los reguladores Fur y LexA no

presentaron diferencias significativas con la capa silvestre de E. /tzeca/I.s 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 copy,

/or y Jdnd  ex|)uestas a concentraciones de Cu. A. Los paneles A-D presentan los valores de

absorbancia  (D06oorm)   obtenidos   durante  el   crecimiento   de  las  mutantes   capy  (cuadrados

blancos), jifr  (triingulo  blanco)  y  /ex4   (circulo  blanco)  y  silvestre  de  E.  /czeccz/I.a  OGIRF

(circulos negros)  en los medios:  control ®anel A), suplementados  con Cu ®aneles 8,  C y D).

Cada  punto  rapresenta  el  valor  promedio   de  tres  rdylicas  biol6gicas,  1as  barras  de  error

corresponden a la desviaci6n estindar.
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Tabla 9. Tiempo generacional para las cepas silvestre y mutantes para los genes copy,/zfr y

Jd]:4  de E. /arecar/i.s  expuestas  a  diferentes  concentraciones  de  Cu.  Para  el  calculo  de  los

tiempos generacionales se utiliz6 los valores obtehidos de absorbancia a los tiempos 3 y 5 h de

cada  curva  de  crecimiento  de  la figura  11,  calculados  mediante  el  uso  de  la  ecuaci6n 2  (vcr

secci6n 2.4.1 de MyM). Los valores corresponden al promedio de tres replicas biol6gicas con su

respectiva desviaci6n estindar.

Tiempo generacional (min)

CuS04 (mho            silvestre                AcopY                     Afur VlexA

control                  50,4 ± 4,2             48,1 ± 5,2

0,5                         53,1 ± 5,1                51,5 ± 5,5

1,0                        72,1 ± 6,0              67,6± 5,8

2,0                      104,4 ± 4,8            114,4 ± 4,6

51,6± 4,4                 53,9± 5,3

50,7 ± 4,9                48,7 ± 4,4

71,8 ± 5,0                77,6±4,9

103,8 ± 5,2               105,2 ± 5,0
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3.2.      Contenido intracelular de cu

En terminos  de  resistencia bacteriana  frente  a la  exposici6n  a  Cu,  un  aumento  en las

concentraciones intracelulares del metal puede romper la homeostasis celular generando especies

ROS  y posterior muerte  celular[.  Previamente,  se gener6 un proto`colo  capaz  de  cuantificar la

concentraci6n intracelular de Cu, definido operacionalmente como la cantidad del metal medido

en el sobrenadante de un extracto, obtenido luego de la ruptura celular por sonicaci6n y posterior

Centrifugaci6n del |isado ce|u|ar34. 36.

A diferencia de lo ocurrido  en las curvas de crecimiento, si se logr6 observar rna baja

significativa en  la  concentraci6n  intracelular de  Cu  en la  capa mutante  copy en relaci6n  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  otra parte,  los

contehidos 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

comparaci6n a la cepa silvestre.

Considerando  en conjunto  estos resultados, el aumento  significativo para los transcritos

de los regulones LexA y Fur, intexpretado  a partir de los  datos obtenidos  en capas bacterianas

carentes  de  estos  factores  transcripcionales,  no  se  condice  con  un  efecto  real  tanto  en  la

viabilidad como en el contenido de Cu, resultados que no mos permiten suponer rna participaci6n

en resistencia a pesar del aumento en su nivel de expresi6n frente a la adici6n del metal.
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control 0'5                           1'0

CuS04 (mM)

Figura 12. Contenido intracelular de Cu en las cepas silvestre y mutantes para los genes

capyg /z!r y Jlz]:A  de E. /¢ecarJi.s'. El gr5fico muestra la acumulaci6n de Cu en el tiempo para la

cepa silvestre de E. /czeccz/z.si OGIRF @arras negras) y mutantes copy ¢arras plomo oscuras),/I"

@arras  pl.omo  claras)  y  /dud  @arras blancas).  El  valor  calculado  declara el promedio  de tres

replicas biol6gicas con tres replicas t6cnicas de medici6n de absorbancia. La letra a corresponde

a diferencias significativas con respecto a la capa silvestre para el mismo tratamiento con al

ANOVA test p < 0,05.
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DISCUSI0N

Cambios   en  la  disponibilidad  del   Cu  provocan   diversos   ajustes  metab6licos   cuyo

prop6sito es mantener el correcto funcionamiento celular. Dentro de estos procesos, la activaci6n

y represi6n de genes juega un papel fundamental  en controlar la abundancia 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 16gica de

c6mo operan estos sistemas en tininos de magnitud,  especificidad y temporalidad aln es un

tema des conocido.

Con  el  prop6sito  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 regulaci6n. Es en este contexto, que la presente tesis explor6

las posibles conectividades que se establecen entre factores de regulaci6n transcripcional y genes

inducidos  en  respuesta  a  Cu,  basando  el  estudio  en  la  construcci6n  y  verificaci6n  de  una

hip6tesis   de  conectividades   a  escala  global   denominada  red   de  regulaci6n  transcripcional

activada por Cu. Tomando esto bltimo  en consideraci6n, a continuaci6n,  se discutirin diversos

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

responder las preguntas y objetivos planteados.
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Construccl6n de la red global de regulaci6n transcrli)cional

El  desarollo  de  herramientas  capaces  de  generar  y  recopilar  una  gran  cantidad  de

infomaci6n, ha pemitido en estos tiltinos afros preguntarnos a escala global, sobre el estado de

la  totalidad  de  los  componentes  celulares  en  un  momento  determinado.  No  obstante,  es  la

integraci6n de esta informaci6n la que ha posibilitado desde rna visi6n te6rica y experimental el

poder planificar, comprender y modelar en teminos ouantificables, las propiedades topol6gicas y

dininicas de las redes que contralan el comportamiento celular8].

De los diferentes tipos de redes biol6gicas estudiadas, las  de regulaci6n transcripcional

permiten obtener conocimiento .del circuito capaz de captar un estimulo determinado para luego

traducirlo en el control de la expresi6n de genes implicados en la respuesta celular. En bacterias,

este tipo de redes describen principalmente las interacciones entre los factores de transcripci6n y

los genes que regular, caracterizindose principalmente por responder a sefiales biol6gicas que en

consecuencia logran cambiar la velocidad de transcripci6n, permitiendo  que las c61ulas puedan

sintetizar las proteinas necesarias en momentos y cantidades apropiadas9°.

En esta linea de investigaci6n, este trabajo de tesis indag6 sobre la existencia de redes de

regulaci6n transcripcional capaces de dar cuenta de conectividades entre genes activados por el

Cu, tenia no abordado hasta el momento a escala global. La identificaci6n y posterior analisis de

estas redes resulta de vital importancia para entender cual es la articulaci6n de los mecandsmos

transcripcionales   involucrados   en   la   coordinaci6n   de   la   expresi6n   g6nica,   proponiendo

finalmente  como  podria  ser  la  dininica  y  especificidad  de  activaci6n  g6nica  frente  a  la

exposici6n del metal cuyo prop6sito en definitiva es mantener la homeostasis celular.
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Primeramente,   para  poder   identificar  y   caracterizar   la   configuraci6n   de  redes   de

regulaci6n transcripcional, es necesario primero, contar con un modelo que describa las posibles

conectividades  entre los  factores  de transcripci6n y los  genes  del  genoma.  Entre los modelos

descritos en la actualidad, el primer organismo analizado fue la levadura Sl. cerei;isz.cze25. En este

organismo, la estrategia de predicci6n y analisis de la red se construy6 a partir de la informaci6n

obtenida de capas  de la levadura (n =  106),  que  contienen diferentes  factores de transcripci6n

fusionado  a un "j¢g" o  epitope reconocible por un anticuerpo.  En extractos de c61ulas crecidas

bajo diferentes condiciones de cultivo se realizaron inmunoprecipitaciones de eromatina (Chip)

para las  106 capas en estudio, los fragmentos de DNA obtenidos luego fueron hibridados en un

microarreglo sembrado con todas las regiones promotoras de la levadura, obteniendo finalmente

el conjunto de secuencias de los promotores reconocibles por los factores de transcripci6n en las

diferentes  condiciones  experimentales.  Si  bien,  1os  resultados  permitieron  construir  una  red

compleja de interacciones entre factores de transcripci6n y regiones promotoras en S. cerei;I.sz.cze,

resulta extremadamente dificil replicar esta estrategia experimental en otros organismos.

Otra de las estrategi.as empleadas para generar modelos de redes transcripcionales, es la

identificaci6n de "c/wsJers" o  grupos  de genes  con perfiles de  expresi6n similares mediante la

asociaci6n de resultados de microarreglos, esta aproximaci6n supone que, genes que comparten

las  mismas  regiones  reguladoras  eventualmente  responden  de  la  misma  foma  frente  a  la

exposici6n  a  diferentes   estimulos.   Esta  aproximaci6n  ha  tehido  resultados  interesantes  en

organis;in:os  co:rn:o  Arabidopsis   thaliana  y  Drosophila  melanogaster9\'  92.  S;in  e"hargo,  se

requiere  del  uso  de  un  elevado  niinero  de  experimentos  para  obtener  grupos  de  genes  lo

suficientemente diferenciados, lo cual se traduce en rna 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 identificaci6n de  conectividades

entre   factores   de  transcripci6n  y   sus  posibles  blancos   de  regulaci6n,   cousiste   en   ap]icar

herramientas i.72 sz./I.co capaces de rastrear. sitios de uni6n para factores de transcripci6n descritos

en la literatura sobre las regiones promotoras del total del genoma93.  La btisqueda como tal,  se

realiza  a  trav6s  del  uso  de  MPPs  utilizadas  como  templado,   estas  matrices  describen  la

probabilidad de  encontrar un nucle6tido  en particular en rna posici6n  espectfica dentro  de un

alineamiento  mtiltiple  de  sitios  de  uni6n  para  un  factor  o  familia  de  factores  determinados,

aproximaci6n que permite generar grados de flexibilidad durante la bdsqueda,  caso contrario al

uso directo de una solo secuencia como templado que exige rna alta identidad entre el sitio de

uni6n utilizado como entrada y el genoma en cuesti6n.

En  los  dltimos  cinco  afros,  una  combinaci6n  de  estas  estrategias  ha  sido  aplicada  en

foma exitosa en la coustrucci6n de modelos de redes de regulaci6n transcripcional, tal es el caso

del trabajo realizado en la bacteria A41. fc(bercz//asz.s28 y el modelo recientemente publicado para S.

cerevisz.ae94.  En  ambos   casos,   el  uso   de  un  modelo   I.#  sz./i.co   capaz  de  integrar  datos  de

microarreglos,   pemiti6   identificar   dentro   de   una   red   transcripcional   global,   sub-redes

involucradas especfficamente en diferentes respuestas frente a diversos estimulos28' 94.

Es importante mencionar que las  estrategias  actuales para la generaci6n de modelos de

redes,  consideran  herramientas  y  elementos  disponibles  efectivamente  en  nuestro  laboratorio

para la bacteria E. /czeccz/z.s,  como por ejemplo..  1) contar con su genoma secuenciado y anotado,

2) una base de datos de sitios de uni6n para diferentes bacterias  construida anteriormente y 3)

ensayos de expresi6n a escala global de exposici6n a Cu. Por tal motivo, el uso de rna estrategia

I.7z sz./i.co que pemitiese proponer conectividades entre los factores de transcripci6n de la bacteria

y  sus  potenciales  genes  blancos  y  que  pudiese  integrar  la  informaci6n  de  los  microarreglos
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previanente  publicados,  result6  a  nuestro  juicio,  rna  .estrategia  adecuada  para  abordar  la

pregunta de tesis planteada.

Como  punto  inicial,  este tipo  de  estrategia i.7! sz./z.co  demanda  adicionalmente95:  i)  tener

conocimiento  de  los  factores  de  transcripci6n  y  genes  blanco  de  la  regulaci6n  que  van  a

constituir parte de la red y ii) dado  el uso  de infomaci6n de sitios de uni6n caracterizados  en

otros 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

bioinfomaticas  permiti6  identificar  y  clasificar  los  elementos  que  fueron  utilizados  en  la

construcci6n  de  la red  de regulaci6n  transcripcional  de E. /czeca/I.s'.  Los  datos  indican  que  la

cantidad y tipo de factores de transcripci6n y genes blanco presentes en el genoma de E. /¢eca/z.s

concuerdan con datos reportados en la literatura para otras bacterias de genoma conocido, 1o que

permiti6  descartar la posibilidad  de  encontramos  con un modelo  cuya infomaci6n  dispohible

estuviese sesgada o fuese parcial, lo que limitaria o eventunlmente imposibilitaria la aplicaci6n

de la, estrategia I.# sz./I.co., como pudiese haber ocurrido si se hubiese elegido como organismo de

estudio una bacteria cuyo genoma no se encuentre ensamblado correctamente o que su anotaci6n

presentase rna baja precisi6n a nivel de asignaci6n de unidades transcripcionales.

Seleccionados  los nodos  que van a  constituir la red,  se procedi6  a la utilizaci6n de la

estrategia de  construcci6n propiamente  tal.  Como  se present6  en  la  secci6n  de resultados,  es

importante mencionar que la ausencia de rna base de datos con factores de transcripci6n y sitios

de uni6n para el genoma de E. /tzeccz/z.s, condujo a la utilizaci6n de informaci6n presente en otras

bacterias  como  templado  de  la  bdsqueda.   i:onsiderando  variabilidades   existentes   entre  los

genomas  bacterianos,  las  hff ps  utilizadas  integran  infomaci6n  de  familias  de  factores  de

transcripci6n y  factores  particulares, -descritos  en rna o  varias  especies.  Esto permiti6  definir
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diferentes grados de flexibilidad dentro de la bdsqueda, rangos que van desde las matrices que

contienen s61o secuencias para un factor de transcripci6n codificado en rna especie en particular

(mayor estrictez) hasta las que contienen secuencias para rna familia de factores de transcripci6n

descritas en diferentes especies (menor estrictez).

•   La bdsqueda de cada una de las MPPs se efectu6 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

traducci6n.   Tanto   la   longitud   como   la   posici6n   de   la   region   promotora   son   utilizadas

habitualmente en protocolos de bbsqueda en este tipo de estrategia, la cual apunta a maximizar

las opciones de encontrar alguna correspondencia con las mainces construidas. Si bien, 1a mayor

cantidad de factores de transcripci6n reportados reconocen secuencias de uni6n al DNA dentro

de las primeras  150 pb,  existen familias de reguladores que no interacthan directamente con la

maquinaria transcripcional22, tal es el caso de los factores de raposicionamiento (ejernplo MalT),

los cuales pueden, por un lado mover al activador principal o altemativamente generar pliegues o

loops en el DNA, en ambos casos el activador principal queda posicionado en un lugar donde es

incapaz  de  activar  la  transcripci6n96.   Otro   ejemplo  son  los  factores  de  transcripci6n  cuyo

mecanismo  de  rapresi6n  involuera  la  generaci6n  de  loops  de  DNA  (ejemplo  GalR-R)79,  los

cuales se ubican en regiones rio abajo del inicio de la traducci6n impidiendo la interacci6n entre

el promotor y la maquinaria transcripcional. Ademds, puede existir el problema techico  de rna

asignaci6n automatica equivocada del cod6n de inicio de la traducci6n durante la anotaci6n del

genoma  de  E.  /czeca/I.s,  lo  que  sumado  a  los  puntos  anteriores  refuerzan  la  necesidad  de

considerar un rango de bdsqueda desde los -300 hasta la posici6n +50 pb. Tanto la estrategia de

asignaci6n de  elementos  como  la aplicaci6n del programa fueron parte de las herramientas  z.77

sz./i.co utilizadas en un trabajo ya publicado53 (ANEXO 2).
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En  cuanto   a  la  posibilidad  de  encontrar  sitios  de  uni6n  al  DNA  en  las  regiones

interg6nicas comprendidas dentro de un mismo operon, en el momento de empezar el estudio no

habia infomaci6n  a nivel  global  que  avalara esta posibilidad.  Sin  embargo,  a finales  del  afro

2009, C:ho y colaboradores presentaron rna nueva arquitectura de las unidades transcripcionales

presentes  en  E.   co/I.97,. mediante  la  integraci6n  de  diferentes  experimentos  a  escala  global,

lograron demostrar que bajo  ciertas  condiciones  la maquinaria basal  de  la transcripci6n logra

identificar   regiones   dentro   del   operon,   1o   que   genera   mas   de   3500   nuevos   unidades

transcripcionales  (>530  %  de  lo  conocido  a  esa  fecha).  El  trabajo  de  Cho  y  colaboradores97

aporta  evidencia  sobre  la  existencia  de  regulaci6n  transcripcional  dentro  del  operon,  1o  que

permite suponer la presencia de mecanismos regulatorios (como sitios de uni6n para factores de

transcripci6n) dentro  de estas regiones.  Si asumimos que lo  observado  en E.  co/I. representa un

mecanismo conservado en bacterias, entonces el ndmero de unidades transcripcionales posibles

en E. /aeca/I.a podria ascender a las 6000, ninero que aumenta notablemente el tiempo requerido

para generar y curar hip6tesis de redes de regulaci6n transcripcional. Por tal motivo, como una

proyecci6n de este trabajo de tesis, el prograna de bdsqueda sera reajustado para disminuir el

tiempo  de bdsqueda  de las matrices  de peso  y ampliar las zonas  de btisquedas  a las regiones

interg6nicasdelosoperonesd;E./&eca#s.

Definidos  los  parinetros  de  btisqueda,  el  siguiente  paso  fue  agrupar los  datos  de  tal

foma que pudiesen ser analizados manualmente.  En un principio,  los posibles  sitios de union

encontrados  en  el  genoma de E. /czeccz/z.s'  se  agruparon  de  acuerdo  a la matriz utilizada  como

entrada, si bien esto pemite realizar comentarios de la divergencia dentro de los sitios de uni6n

entre las  especies utilizadas  como  entrada y los  sitios  de union  encontrados  en  el  genoma de

inter6s,  el total de elementos  en E. /¢eccz/I.a ascendi6  a un total cercano a los  100.000 posibles
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sitios  de union.  Esta  cantidad  de  opciones  generalmente  conlleva  dificultades  en t6rminos  de

clasificaci6n dado la redundancia entre los sitios detectados y la intelpretaci6n biol6gica de un

ndmero tan elevado de opciones de uni6n al DNA. En atenci6n a lo expuesto, en este trabajo se

tom6 1a decision de seleccionar solo una fracci6n de las posibilidades generadas, especificamente

se  consider6  solamente  una  secuencia  nucleotidicas  de  un  conjunto  de  sitios  de  union  que

compartian un nivel de identidad superior al 800/o y que ademds, estaban asignados por nombre a

un mismo factor o familia de factores de transcripci6n, omitiendo  en definitiva su procedencia

por matriz de peso probabilistica utilizada en la bdsqueda.

La figura 3 presenta la red de regulaci6n transcripcional a escala global obtenida luego de

la utilizaci6n de la estrategia I.# sz./z.co. Es interesante que tanto la distribuci6n de operones (mono

y policistr6nicos) y las funciones de las proteinas codificadas por los genes que foman parte de

la  red  mantienen  rna  proporci6n  similar  a  su  proporci6n  en  el  genoma  total  de  la  bacteria,

evidenciando que no se produjeron sesgos en estos puntos durante la coustrucci6n, adjudicindole

a la red caracteristicas globales al modelo en estudio.

Previo al estudiQ de su topologia propiamente tal y la discusi6n del funcionamiento del

sistemas frente a la adici6n a Cu, es necesario contar con un modelo que sea capaz de raproducir

en lo posible lo raportado en la literatura, informaci6n que permite tener rna visi6n 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 rna red ficticia. Con este prop6sito se verific6 que: i) la

calidad de los sitios de uni6n y el ndmero de conectividades por factor o finilia de factores de

transcripci6n presenten algiin 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. /czeco/I.s.
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En  el  primer  punto,  no  es  esperable  encontrar  una  concordancia  absoluta  entre  las

conectividades presentes en la red de E. /tzeca/I.s y lo descrito en otras bacterias. Si bien, tanto en

la asignaci6n de familias  como en la identificaci6n de sitios de uni6n se utiliz6 infomaci6n de

otras  especies, 1os programas utilizados  entregan grados  de libertad durante la bbsqueda,  cuyo

ot)jetivo finalmente es considerar la divergencia propia del organismo en estudio, tanto a nivel de

la proteina,  la  secuencia  del  sitios  de  uni6n y la posici6n  de  este bltimo  dentro  del  genoma.

Ahora  bien,  para  familias   de   factores   de  transcripci6n  que  presentan  un   alto   grado   de

conservaci6n de estos elementos en diversas especies bacterianas, se espera un elevado nivel de

homologia de los regulones entre la red de E. /czeco/z.s y lo raportado. En atenci6n a esto, sobre el

70% de los sitios de uni6n identificados se eicuentran dentro de las primeras  150 pb rio ariba

desde  el inicio  de la traducci6n, resultado  acorde  con lo  caracterizado  para la mayoria de los

sistemas  de  regulaci6n  transcripcionales  en  bacterias.  Esto  da  cuenta  de  la  operaci6n  de  los

factores,  1os  cuales  generalmente  interacthan  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 posici6n22.

Siguiendo  con el analisis de los sitios de uni6n, como se aprecia en la figura 5  el Logo

generado  con las  secuencias  de  cada uno  de los regulones  obtenidos  en la red  de jJ. /czecc[/I.a,

presenta un alto grado de homologia con los consensos reportados en la literatura, infomaci6n

que sumada a la posici6n dentro de la regi6n promotora, mos permitieron en esta etapa, suponer

rna alta posibilidad de encontranos con un alto ninero motivos funcionales reconocibles por

los factores de transcripci6n asignados.

En t6minos de los blanco de regulaci6n, la mayon'a de los regulones presentes en la red

transcripcional de E. /zzeca/i.s exhiben un alto grado de conservaci6n en bacterias. Tal es el caso
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de  los  regulones  para  las  familias  LysR8°,  GalR-S98,  CRP-FNR99  y ArgR]°°,  involucrados  en

regular  la   expresi6n   de   genes   que   codifican  para  proteinas   que  participan   en  procesos

metab61icos  globales  dentro  de  la  c6lula,  o  los  factores  de  la  familia  Fur  (metales  y  estrfes

oxidativo)]°[,   Pis   (modificaci6n   del   DNA)76   y  LexA   (raparaci6n   de  DNA)88,   todos   e||os
\

posiblemente regulando  dentro  del  modelo,  genes  que  codifican para protei'nas  con  funciones

vinculadas a estos mismos procesos.

En particular, para la familia Fur de E. /¢eccz/I.a se logr6 proponer regulones especificos

para cada uno  de sus  componentes  (Fur,  Per y Zur).  Este tipo  de resultados con  este nivel de

depuraci6n, se relaciona directamente con la calidad de las MPPs de entrada utilizadas durante la

bdsqueda.  Nuestros resultados  refuerzan la idea  que  en  la medida  que  se  diaponga  de mayor

informaci6n   de   secuencias   nucleotidicas   reconocidas   especificamente   por   un   factor   de

transcripci6n particular,  las  matrices  generadas  logran  identificar  con  gran precisi6n  sitios  de

uni6n dentro de genomas bacterianos. Por el contrario, 1a baja disponibilidad de informaci6n con

este nivel de dapuraci6n, impacta drdsticamente en la cobertura de los reguladores contenidos en

la  red  transcripcional  de  E. /czeca/is  obtehida,  1a  cual  abarca  solamente  el  30%  del  total  de

factores  de  transcripci6n  posiblemente  codificados  en  la bacteria,  siendo  este  el  iinico  sesgo

presente  durante la construcci6n de la red.  Al respecto,  en funci6n de nuevos  experimentos  e

informaci6n disponibles, luego de esta tesis, 1os pr6ximos incluyen trabajar en incorporar nuevos

sitios  de  uni6n  a  la  bdsqueda  y  con  ello  enriquecer  la  red  transcripcional  de  E.  /czeccz/I.s

aumentando su rapresentatividad actual en tininos del alcance de los elementos reguladores.

Relativo al segundo punto, previamente nuestro laboratorio present6 a la proteina CopY

como  el  primer  factor de transcripci6n  de E. /czeca/z.sr  involucrado  en regular ]a  expresi6n  de

genes vinculados  a homeostasis de Cu36.  Esta informaci6n fue utilizada siempre como  control

85



positivo dentro de la btisqueda y aplicaci6n de progranas, exigiendo siempre como salida de los

resultados encontrar al memos al operon cop como un posible blanco de regulaci6n para CopY.

Recientemente se ham caracterizado los regulones PerA]°2, SlyA`°3 y Ers]°4 en E. /tzeca/z.a

(relacionados principalmente con patogenicidad), siendo este tiltimo el iinico presente en la red

de E. /czeca/z.s.  El factor de transcripci6n Ers pertenece a la familia de reguladores CRP-FNR (3

posibles  miembros  en  total  codificados  en  E.  /czeca/i.s),  esta  involucrado  en  captar  sefiales

vinculadas a estres oxidativo, controlando posteriomente la expresi6n de operones involucrados

en patogehicidad (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 raporte,  proponen la

secuencia AACATTTGTTG  como  el  consenso reconocido  por Ers  de E. /czech/I.s]°5.  Como  se

puede observar, este consenso se aleja bastante del descrito para factores de la familia CRP-FNR

(TGnAThmnATncA)  y  el  obtenid6  dentro  de la red para esta  familia  (TGnAThnrmATncA,

figura 5), 1o  cual sugiere que los  sitios  de uni6n identificados podn'an pertenecer a uno `de los

otros dos componentes restantes de esta fanilia y no al factor d6 transcripci6n Ers. Este resultado

abre nuevamente la posibilidad de generar matrices con las secuencia consenso de Ers, asi como

para los sitios de uni6n PerA y SylA, los cuales serin incoxporados como controles positivos en

futuras btisquedas con el prop6sito de refinar los criterios y puntos de corte utilizados hasta el

momento.

Hasta  este  punto,  la  discusi6n  se  ha  enfocado  principalmente  en  presentar y  analizar

informaci6n de foma descriptiva y comparativa entre la red de regulaci6n transcripcional de E.

/¢eccz/i.s y otros estudios deschtos en la literatura. Evidentemente,  el reciente desarrollo de esta

linea de investigaci6n,  contenida dentro del  area de la biologia de sistemas  complejos,  aun no

permite  contar  con herramientas  y protocolos  completamente  efectivos  en  la  construcci6n  de
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redes de regulaci6n transcripcionales, es por esto que se vuelve necesario realizar todo este tipo

de  analisis previos  a la interpretaci6n en t6rminos biol6gicos del funcionamiento  de la red.  Si

bien,  esta  parte  pudo  presentarse  como  laboriosa  dentro  del  desarrollo  de  la  tesis,  se  logr6

entregar las bases necesarias para contar con una red confiable en t6rminos del ninero y calidad

de elementos en estudio.

Topologia de la red

Los  analisis topol6gicos aplicados entregaron informaci6n 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 segiin su organizaci6n estructural en cuatro niveles85.

El nivel mds bdsico comprende a los elementos de la red, conformados en este caso por el

conjunto de factores de transcripci6n, 1os sitios de uni6n y los blancos de regulaci6n (operones).

Los    elementos    reguladores    pueden    ser    clasificados    por    un    lado    por    su    funci6n

(activador/rapresor) o por el ndmero de elementos regulados. Sobre su capacidad de aumentar o

reprinir la transcripci6n, un analisis por homologia de secuencia no es suficiente para predecir o

proponer una funci6n especifica para un regulador. Diversos estudios sugieren que dos factores

de transcripci6n anotados bajo  el mismo  nombre  en diferentes  especies,  1os  cuales  comparten

identidades   sobre   el   30%   a  nivel   de   secuencia   aminoacidica,   pueden   cuniplir   funciones

totalmente opuestas.  Tal  es  el  caso  del  regulador Fur,  el  cual  en E.  co/I.  se ha descrito  como

rapresor de genes involucrados en homeostasis de Fe y que en Ivez.sserz.a go#orr7;oecz, es capaz de

activar  la  expresi6n  de  genes  de  metabolismo  global  y  reparaci6n  evitando  la  acci6n  de
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represores de la maquinaria transcripcional]°6. Tomando esto en consideraci6n, nuestro nivel de

analisis no nos permite predecir con exactitud cual seria su acci6n especifica dentro de la red, por

lo que no se establecerin discusiones al respecto.

En base  al ndmero  de  elementos regulados, podemos  diferenciar dos tipos  factores  de

transcripci6n,  1os  del  tipo  global  o  maestro,  cuyo  sitio  de  union  se  encuentra  en  diversos

promotores permitiendo  el  control  de un alto ndmero  de genes  (.sobre 20) y los  de tipo  local,

capaces de regular solamente unos cuantos genes los cuales  comparten funciones dentro  de un

mismo proceso celular.  En la red construida de E. /tzGca/I.si., 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 transcripci6n de caricter local identificado en E. /czeca/I.a foe la protofna Per,

esta  proteina  ha   sido   caracterizada  previamente   en   esta  bacteria,   como   un   componente

posiblemente involucrado en el control de genes que codifican para protecci6n contra ROS]°7. En

nuestra red dg regulaci6n, el regulon Per esta fomado por tres  elementos sin funci6n asignada

toroteinas  hipot6ticas).  Esta  discrapancia  puede  explicarse  por un  lado,  por un  posible  error

durante nuestra bdsqueda I.jc s'j./z.co. Si bien el logo obtenido para el regulon Per como se indica en

la  figura  5,  conserva  un  alto  grado  de homologia  con  el  descrito  en  otras  especies,  cabe  la

posibilidad que la proteina Per de E. /aeca/i.s presente alg`in grado de divergencia en el dominio

de uni6n al DNA que posiblemente se traduce en un reconocimiento de secuencias diferentes al

consenso raportado.  Sin embargo, rna segunda opci6n para explicar esta discrapancia radica en

la estrategia experimental utilizada en el estudio de la funci6n de Per en E. /czeca/is]°7.  En este

trabajo, los autores constrnyen rna mutante para el factor Per, la cual en comparaci6n a la cepa

silvestre  presenta  diferencias  en  la^  expresi6n  de  genes  vinculados  a  la  respuesta  a  estr6s
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oxidativo bajo la exposici6n a per6xido de hidr6geno. Por lo tanto es posible que, 1os tiempos,

concentraciones y las caracteristicas del estimulo utilizado (capaz de generar diversas respuestas

inespecificasdentrodelac6lula),suiadoalanoidentificaci6ndesitiosdeuni6nparaPerenlos

genes diferencialmente expresados en resppesta a estr6s, abre la posibilidad que se trate de una

respuesta transcripcional tardia a la ausencia de la proteina y no un efecto directo de Per sobre la

expresi6n g6nica. En el marco de la identificaci6n del regulon Per, dado su posible relaci6n con

esties oxidativo, se esta trabajando hoy en caracterizar rna nueva mutante para este factor y con

ello  poder  determinar  con  exactitud  sus  blancos  de  regulaci6n  en  experimentos  de  series  de

tiempo.

Seg`in  analisis  en  redes  de  E.   co/z.]°8,  los  factores  locales  corresponden  a  la  mayor

fracci6n de casos dentro de rna red transcripcional, observaci6n que se corresponde con nuestra

red en E. /tzccaJz.a. Hay que recordar que en nuestra red los nodos que representan a los factores

de transcripci6n estin integrados,  en la mayoria de los  casos, por una familia de factores y no

necesariamente corresponden a rna proteina en particular. Debido a esto, podemos suponer que

cualquier progreso  en  precisar  conectividades  entre  genes  blanco  y  factores  de  transcripci6n

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 ham sido  descritos  en diversos  organismos  con  estas propiedades8°. loo,

regulando un gran ndmero de genes que participan en diversas funciones dentro del metabolismo

celular.

La posibilidad de contar con estos dos tipos de factores, 1e confiere al sistema el poder

controlar de forma fina la transcripci6n, asi como ampliar la respuesta transcripcional de un gen
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hacia otros estimulos86. Esta propiedad se determina principalmente por la combinatoria de mas

de un tipo de sitio de union en la regi6n promotora.

Por otra parte y sobre la base de la presencia de sitios de uni6n 6n la regi6n promotora, se

han  clasificado  cuatro  arquitecturas  diferentes[°9:  A)  regulador bnico`,  8)  motivo  rapetido,  C)

regulador mtiltiple y D) co-regulador. Los primeros dos se caracterizan por la presencia de uno o

mds  sitios  de uni6n al DNA para un iinico  factor de transcripci6n, mientras  que los  otros dos

contienen sitios para dos o mds reguladores. En la red en estudio, los motivos del tipo regulador

iinico se encuentran mas rapresentados (sobre el 80%), sugiriendo un sistema con un alto grado

de especificidad de respuesta transcripcional frente a un estimulo. La combinatoria dentro de la

red de E. /aeca/I.s se representa principalmente con los rapresores ArgR y LysR, para quienes

mds del 50% de sus blancos comparten regulaci6n con otro factor de transcripci6n. La presencia

de este tipo de reguladores ademds de permitir la coinbinatoria, permite expandir sefiales hacia

un  gran  ndmero  de blancos  de  regulaci6n  de  foma  ripida  (en  especial  para  estimulos  con

caracteristicas globales, como la presencia de estr6s oxidativo) y por otro lado, cuando la bacteria

se encuentra en rna situaci6n de raposo transcripcional (sin perturbaciones en el medio), logran

mantener apagado un gran niinero de transcritos ahorrindole energia al sistema.

El tercer y ultino  elemento basal corresponde a los operones que conforman la red, tal

como se mencion6 en la secci6n de resultados, la distribuci6n de funciones y tipo de operones en

la  red  mantiene  las  proporciones  con  el  genoma  completo.  Conjuntanente,  la  estrategia  de

construcci6n de redes empleada puede ser utilizada para clasificar o proponer posibles funciones

a  genes  que  codifican para proteinas hipot6ticas  o  sin  funci6n  asociada.  Al  respecto,  nuestro

modelo logr6 integrar un total de 477 en regulones activados por estinulos que ademas codifican

para   proteinas    con    funciones    conocidas   involucradas    en    diversos   procesos    celulares,
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destacindose los regulones  comandados por factores de transcripci6n locales,  como  el  caso  de

Per. Los blancos hipot6ticos de estos genes, actualmente estin siendo analizados con el prop6sito

de poder identificar su posible participaci6n en la homeostasis de metales.

El  segundo  nivel  de  analisis  apunta  a  los  patrones  recurrentes  establecidos  por  las

unidades bdsicas, 1as cuales aparecen frecuentemente dentro de la red. Dentro de ellos, destacan

los   4    origones    correspondientes   a   CopY   qomeostasis   de   Cu),   DnaA   (inicio   de   la

transcripci6n)I ]°, Per (esties oxidativo) y Zur ¢omeostasis de Zn), cuya caracten'stica principal

dentro del modelo es la de traducir el estimulo de foma directa, sin la presencia de otro factor

que pueda modular su expresi6n (sistema en cadena), propiedad del sistema que adjudica un alto

grado  de  especificidad  sobre  control  de la transcripci6n.  Estos 4  origones  ademds modulan la

expresi6n  de  genes  en  E. /czcc¢/I.a,  que  codifican  para  proteinas  con  funciones  directamente

relacionadas  con  el  estimulo,  1o  que  supone  un  requerimiento  particular  y  espeof fico  para

manejarlo.

Los loops  de alimentaci6n son los patrones mas recurrentes  en redes transcripcionales,

pemiten controlar de foma fina la temporalidad y niveles expresi6n transcripcional asi como

anpliar la  capacidad  del  sistema para responder  a mds  de  un  estimulo27' 85.  Considerando  e|

punto que la red de E. /¢eco/i.a 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  espeoular  sobre  el  posible  funcionamiento  de  la  red  con  un  mayor  grado  de

exactitud.

El  tercer patr6n que hemos  cousiderado  en nuestro  analisis  de la red regulaci6n de E.

/czeca/I.s se refiere a los m6dulos de entradas singulares.  Su funci6n principal es la coordinar un
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gran ndmero de genes que comparten rna funci6n en particular. Dentro de la red de E. /cleca/I.s,

resaltan los factores de tipo global LysR y ArgR ya analizados en secci6n anterior.

Retomando  la  clasificaci6n  de.  1as  redes,  en .el  tercer y  cuarto  nivel  se  presentan  las

agrupaciones o "clusters" capaces de diferenciarse dentro de la red global (semi-indapendientes),

unidades  denominadas  m6dulos  y  sus  conexiones  con  otros  m6dulos.  En  general,  1as  redes

tienden a estar altamente interconectadas, con pequefios m6dulos saparados del grueso de la red.

Estos   hiveles   pueden   abordarse   en   funci6n   de   los   parinetros   derivados   del   grafo   de

conectividades (figura 3).

De acuerdo  a los par5metros globales  de analisis,  la red de E. /czecaJ!.s  se presenta con

caracten'sticas  de  pequefio  mundo  a  escala  libre.  Esta  clasificaci6n  segiin  Alberis83,  describe

tanto  en modelos  de redes  de regulaci6n transcripcional  de  eucariontes  como  procariontes,  el

potencial  de  los  factores  de  transcripci6n  para  regular  un  gran  ndmero  de  genes,  donde  la

distribuci6n  del  grado  a  diferencia  de  otras  redes  presenta  rna  funci6n  exponencial  mds

restringida, ilustrando que la regulaci6n por combinatoria de factores oourre en menor grado que

la regulaci6n de varios blancos de transcripci6n 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. /czeca/i.s (diferentes sub-redes dependientes del

estl'mulo).

La  identificaci6n  y  caracterizaci6n  de  la  estructura  de  red,  permiten  determinar  la

configuraci6n estatica de los  elementos  con que  ouenta la bacteria para responder fi.ente a un

estinulo.  Diversos  estudios  ban  demostrado  que,  los  organismos  son  propensos  a  utilizar

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

capaces de detectar aspectos espeofficos a partir de estinulos anbientales complejos8].
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En este contexto, el siguiente paso fue abordar el funcionaniento del modelo por el cual

varias partes de esta red estatica de regulaci6n funcionan de foma dininica bajo una condici6n

dada,  con  esto,  es  posible  predecir  cuales  son  los  genes  afectados  por  rna  perturbaci6n  del

medio,  deteminando  las rutas transcripcionales  que dan  cuenta de la propagaci6n de la sefial.

Considerando el volumen y la variedad de combinaciones posibles dentro del modelo, asi como

de la diversidad de estimulos capaces 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 centr6 principalmente

en usar el modelo en estudio para poder identificar sub-redes transcripcionales involucradas en la

adaptaci6n celular a Cu, micronutriente esencial para los sistemas biol6gicos que sin embargo,

cuando  su  homeostasis  es  pert`irbada,  se  generan  graves  dafios  al  correcto  funcionamiento

celular.

Sub-red de regulaci6n transcripcional inducida en respuesta a Cu

Diversos  ban  sido  los  esfuerzos  para  determinar  6cual  es  el  efecto  del  Cu  sobre  E.

/¢eccz/z.s?,   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. /czeca/I.a, indican que genes que codifican para estos procesos solo cubren el

10% del total de cambios transcripcionales ocurridos en rna situaci6n de exposici6n a Cu, datos

que coinciden con lo raportado en otros organismos[] I-]]3.

Utilizando los datos, de expresi6n g6nica en E. /czeca/I.a expuesta a Cu, se identific6 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 exposici6n al metal utilizada buscaron no afectar la tasa de duplicaci6n

celular y aumentara significativamente la expresi6n del operon cop y el contenido intracelular de

Cu.  Con  esto  se  logr6  mantener  un  escenario  de  homeostasis  en  la  bacteria  en  el  cual  se

maximiz6 1a posibilidad de obtener cambios transcripcionales vinculados al regulador CopY.

Como es sabido, dentro de los grandes problemas actuales en la utilizaci6n de protocolos

bioinfomaticos es la generaci6n 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 rna primera visi6n utilizando solo los datos globales de

expresi6n y la red global construida I.# sl./I.co,  la segunda, refleja el resultado  final luego  de la

aplicaci6n  de  diversos  filtros  los  cuales  permitieron  curar  I.72  1;I.vo  tres  regulones  dentro  del

uriverso en estudio.

Con el prop6sito de entender como la bacteria estaria coordinando en tininos globales

su expresi6n para poder mantener la homeostasis celular, asi como identificar cuales podrian ser

los mecanismos  que se estin activando  con sus respectivas  caracteristicas topol6gicas,  a pesar

del mayor grado de dapuraci6n para los tres regulones verificados I.7! vz.vo, la discusi6n de la red

activada consider6 efectiva todas las conectividades presentes en la figura 10.

Como  podemos  observar  dentro  de  6sta  red  activada,  se  destacan  tres  m6dulos  de

regulones de respuesta:
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i) Homeostasis de Cu: Confinado esencialmente al operon cop. Los genes dentro de este m6dulo

codifican exclusivamente para componentes involucrados directamente en la homeostasis de Cu.

El represor de tipo local CopY es capaz de coordinar directanente la sefial Cu, lo que se traduce

en rna des-represi6n del operon cop y con ello el aumento principalmente de la ATpasa de Cu

CopA, involucrada en la salida del exceso de Cu intracelular.

ii)   Dafio   al   DNA   y   respuesta   a   estr6s:   Dentro   de   la  red   activada   podemos   encontrar

principalmente  dos regulones involucrados  en  estos procesos,  el regulon LexA,  el  cual  estaria

controlando la expresi6n de los genes vinculados directamente al dafio al DNA y el regulon Fur,

que  poch'a  estar  respondiendo  a  un  efecto  secundario  del  Cu  como  la  generaci6n  de  estr6s

oxidativo. Tanto el regulador CopY, LexA y Fur, serin abordos en detalle en la secci6n final de

la discusi6n.

iii)  Metabolismo  basal:  Este m6dulo  se presenta  como  el  mds  rapresentado  dentro  de  la red,

conectando mas del 80% de los nodos activados que en su mayon'a codifican para componentes

involucrados directamente en la generaci6n de  energia y sintesis  de mol6culas basales para la

recuperaci6n de estructuras o sintesis de proteinas, principalmente regulados por los factores de

transcripci6n ArgR y LysR.

La  topologfa  de  estos  tres  m6dulos  nos  permite  suponer  que  la  bacteria  presenta

diferentes grados o niveles de especificidad en su respuesta, considerando por rna parte aquellos

cambios basado's directamente con el efecto del Cu y por otra, 1a participaci6n funcional de las

protofnas    codificadas   por   los    genes    activados.    Interesantemente,    el   m6dulo    vinculado

directamente al control de la homeostasis de Cu se presentan de forma indapendiente al resto de

la red,  confinado exclusivamente al operon cop,  el cual logra activarse de foma directa sin la
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necesidad  de  otros  reguladores  para traducir la  sefial,  comandado  iinicamente por  el  rapresor

CopY, otorgindole 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 generaci6n de esties oxidativo.

En un primer nivel,  encontramos  al regulon Fur, 1a activaci6n de sus  genes podria inducir un

armento en la cantidad intracelular del Fe. Diversas enzimas que participan en la defensa contra

estr6s oxidativo  como  catalasas y peroxidasas utilizan a este metal como un cofactor]]4,1o  que

explicaria la activaci6n de los genes de entrada de Fe. Este regulon se muestra indapendiente de

•la red global, otorgindole a este m6dulo al igual que lo ocurrido para CopY, una capacidad de

respuesta especifica basada directamente con el estimulo Fe.

El segundo lrivel ademds esta fomado por el regulon LexA, el cual mantiene un grado de

dapendencia  con  el  global  de  red  a  trav6s  de  su  conectividad  a  traves  de  su  factor  de

transcripci6n. La posibilidad de que LexA ademas sea regulado por otro factor de transcripci6n

(en  este  caso  dependiente  de  CRP-FNR  o  LysR,  alnbos  de  respuesta  a  estr6s  en  general),  1e

confrere la posibilidad de responder a otro estimulo que no sea directamente esties oxidativo, asi

como controlar la activaci6n o rapresi6n de LexA y con ello producir un segundo paso de control

sobre  la  expresi6n  de  genes  de  raparaci6n  al  DNA.  Por  otro  lado,  si  bien  LexA  mantiene

con6ctividades  con. el  centro  general  de la red,  este vinculo  se  establece  a rivel  de  su propia

regulaci6n,  mediada  posiblemente  por  LysR  y  no  por  sus  blancos,  lo  que  eventualmente  lo

clasifica  como  otro  m6dulo  especifico  dentro  de  esta  red  activada  por  la  exposici6n  a  Cu

encargado de la reparaci6n del DNA frente a esties oxidativo.

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

requerimiento   de   energia  o   de  nuevas  mol6culas  para  el   correcto   funcionamiento   de  la
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homeostasis  del metal  y la raparaci6n  frente  al  dafio  oxidativo.  Como  se puede  observar,  los

genes presentes en este m6dulo presentan el mayor grado de conectividad y combinatoria dentro

de  la  red.  Esta  configuraci6n  guarda  directa  relaci6n  con  el  requerimiento  de  los  productos

metab61icos generados por las proteinas  codificas por los  genes  de  estos regulones.  Dentro  de

este m6dulo, el regulon PurR presenta el mayor grado de regulaci6n dentro de la red. Su posible

funci6n es la de controlar la expresi6n de genes relacionados con el metabolismo de purinas[]5.

El alto requerimiento de estos nucle6tidos en diversos procesos celulares, posiblemente explica

que PurR tenga un  alto  grado  de  conectividad.  En el  caso  particular de  la exposici6n  a  Cu y

generaci6n de ROS, dentro de las bases nitrogenadas las guaninas presentan el mayor grado de

ataque ®roducci6n de oxo-guaninas)]]6,1a sobre expresi6n del regulon PurR por lo tinto, podria

dar cuenta de una renovaci6n de estas mol6culas producto del dafio generado por el metal.

En definitiva, podemos decir que la topologia presente en esta red activada presenta una

posible  configuraci6n directamente relacionada con la especificidad de la respuesta frente a la

adici6n de Cu, donde sus componentes se encuentran conectados de aouerdo a su requerimiento

funcional  en  diferentes  procesos  metab61icos.  Esta  hip6tesis  se  funda  principalmente  en  un

momento transcripcional ocurrido  en la bacteria durante el proceso  de adaptaci6n a cambios a

rna concentraci6n extracelular bnica y aun tiempo  fijo  en la disponibilidad del metal.  Con  el

prop6sito  de  abordar  preguntas  como  la  magnitud,  1a  temporalidad  y  la  especificidad  de  la

respuesta a Cu sera necesario contar con datos a partir de otros experimentos de expresi6n global

para ser integrados dentro de la red global y asi poder tener otras sub-redes activadas por Cu.

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

expresi6n  genica  a  escala  global  en  E.  /aeccr/z.s  en  el  cual  se  expuso  a  la  bacteria  a  rna

concentraci6n de 0,05 mM de CuS04 (un orden de magnitud inferior al usado en este trabajo de
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tesis,   utilizando   prdcticanente   el   mismo   tiempo   de   exposici6n)]]7.    La   lista   de   genes

diferencialmente expresados fue cruzada con nuestra red transcripcional global, obteniendo una

segunda sub-red activada por Cu (vcr ANEXO 3). En tininos  de ndmero  de elementos,  este

nuevo modelo de red se conforma por 16 operones (41 genes) conectados entre si por 22 sitios de

uni6n  para  6  familias  de  factores  de  transcripci6n.  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 CuS04  (n = 44)  es  cerca de la mitad en comparaci6n al microarreglo realizado por nuestro

laboratorio (n = 84).

El analisis de la red activada por rna baja concentraci6n de Cu, muestra dos m6dulos

independientes, el primero compuesto por el regulon CopY ¢omeostasis de Cu), iinico m6dulo

activado en ambas redes, lo que resalta la alta sensibilidad de este componente en la respuesta a

Cu junto con su configuraci6n particular dentro de la red. El segundo m6dulo da cuenta de rna

alta conectividad entre genes que codifican principalmente para metabolismo basal y regulaci6n

transcripcional,  resaltando  elementos  conservados  entre  ambas  redes  para  el  transporte  de

aminoacidos  (EFO891-EF0893),  generaci6n de energla (EF1492-EF1500)  y metabolismo  de la

pared celular (EF3244-EF3245) regulados por los factores ArgR y LysR.

La ausencia de activaci6n de los m6dulos Fur y LexA, asi como .1a de otros mecanismos

antioxidantes, hace suponer que la adici6n de 0,05 mM de CuS04 posiblemente no fue suficiente

para generar un desbalance capaz de inducir estr6s oxidativo dentro de la c6lula. Tal situaci6n se

correlaciona directamente con el menor ndmero de componentes activados en la red de Abrantes,

los cuales posiblemente dan cuenta de rna respuesta vinculada al efecto directo del metal mds

que a su capacidad de fomar especies reactivas.
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De  este  analisis   se  desprende  que  E.  /aeca/z.s   es   capaz  de  ajustar  su  maquinaria

transcripcional de acuerdo a la magnitud y posible efecto de la exposici6n a Cu. Hacia una baja

concentraci6n  de  exposici6n  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 concentraci6n extracelular aunenta, ademds de estos procesos, se incorporan

nuevas   redes   (m6dulos   dependientes   e   indapendientes)   capaces   de   manejar   los   efectos

secundarios t6xicos y/o relacionados directaniente a protecci6n contra el dafio oxidativo.

En la nomenclatura de  clasificaci6n de  sub-redes  transcripcionales,  el  analisis  de  estos

dos  modelos  mos  pemite  defihir por  un  lado,  nodos  activados  de  forma  independiente  a  las

fluctuaciones del estimulo  (m6dulos invariables), vinculados a la homeostasis del Cu de forma

directa  (chaperonas,  ATpasas,  etc.)  e  indirecta  (metabolitos  necesarios  para la  generaci6n  de

energia), y nodos activados de forma dapendiente, relacionados principalmente a la protecci6n

contra  estr6s  oxidativo  respuesta  toxica,  1os  cuales  se  activan  cuando  las  concentraciones  de

exposici6n  a  ai  se  acercan  a generar un  canibio  en  la viabilidad  de  la bacteria  (0,5  mM  de

CuS04).

Esto,  pone  de  manifiesto  que  la  activaci6n  de  redes  transcripcionales  de  E. /a!ecaJis

presenta umbrales de respuesta directamente relacionados con la cantidad de Cu adicionado en el

medio.  Ahora  bien,  aria  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

tininos generales se puede espeoular que regulones capaces de traducir la sefial directamente

(tipo  CopY)  podn'an  responder  de  foma  mds  temprana  que  los  que  requieren  otro  tipo  de

estinulos  para modificar  su  capacidad  de  activar  o  raprimir  la  transcripci6n.  En  cuanto  a la

respuesta  secundaria  inducida  por  el  metal,  basindonos  en  la  activaci6n  de  mecanismos  de
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raparaci6n  al  DNA  (regulon  LexA)  y  el  no  observar  aumento   en  transcritos  de  enzimas

relacionadas directanente con mecanismos enzimaticos antioxidantes (super-oxido dismutasas y

catalasas) o no enzimaticos (sintesis de glutali6n), abre dos posibilidades. Una opci6n es que el

estres   oxidativo   producido   en   primera   iustancia,   posterior   sintesis   de   transcritos   I)ara

componentes  antioxidantes  y  manejo  de  las  especies  reactivas,  ocuri6  de  foma  temprana

®revio a la fuse exponencial media del crecimiento bacteriano). La segunda altemativa,  es que

nunca ocurri6 un desbalance entre las ROS y los mecahismos antioxidantes presente, por lo que

no  se requiri6 un aumento  en la transcripci6n de estos productos para mantener la homeostasis

celular y que el  dafio  observado  fue cousecuencia del  dafio  directo por la toxicidad del metal,

como  el producido  por desplazamiento  de metales  que  forman parte  de  enzimas y estructuras

celulares5.  Para  poder  abordar  este  tipo  de  interrogantes,  es  necesario  complementar nuestro

estudio, por ejemplo con experimentos de expresi6n gchica en series de tiempo, a fin de extraer a

diferentes tiempos de exposici6n muestras de RNA durante una curva de crecimiento (trabajo en

actual desarrollo dentro del laboratorio), con esto, podriamos tener rna vision de cuales son las

sub-redes activadas en funci6n del tiempo y asi poder tquer una aproximaci6n de la dininica 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 analisis no pemite definir de foma

clara si la activaci6n de estas sub-redes son particulares del tratamiento  con Cu.  Sin embargo,

considerando que estimulos como  estr6s oxidativo pueden generarse bajo  diversas condiciones,

asi  como  que el requerimiento  de metabolitos  encargados  de generar los productos necesarios

para el correcto funcionaniento de celular, como sintesis de m616culas basales, ATP, transporte

de  aninoacidos  y  iones,  son  demandados  bajo  diferentes  perturbaciones  del  medio,  podemos
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suponer que los m6dulos 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

involuorados  directamente con la homcostasis  de Cu como  el regulon CopY, podr'`an tener un

mayor grado de especificidad de respuesta hacia el metal.

Con el prop6sito de precisar la especificad de la red, recientemente nuestro grupo public6

un microarreglo  donde la bacteria  fue  expuesta  a una  concentraci6n no  letal  de Fe  (ANEXO

4)']8,   ademds   en   el  mismo   trabajo   de  Abrantes][7,   se  presentaron  datos   de  la  respuesta

transcripcional  global  de  E.  /tzcccz/I.s   frente  a  un  tratamiento   con  Zn.   En  el  marco   de  la

publicaci6n en progreso re'ferente al trabajo  de tesis,  estos experimentos de igual forma que lo

realizado para los ensayos con Cu,  estin actualmente siendo incolporados 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

combinatorias posibles para los diferentes metales.

La  coustrucci6n y  analisis  de redes vistas  desde un punto  de vista sistinico, permiten

estudiar  y  entender  posibles  configuraciones  presentes  en  un  orgahismo  que  le  brindan  al

organismo la posibilidad de modular su expresi6n g6nica en respuesta de diversas perturbaciones

del  medio.  Ahora  bien,  es  importante  considerar  que  dentro  de  este  tipo  de  estudios,  una

aproximaci6n  abordada  solamente  desde   analisis  z.#  t7z./I.co,   conlleva  rna  gran  cantidad  de

elementos ficticios los cuales no necesariamqute estin presentes en la bacteria. Producto del alto

volumen de informaci6n,  no  es  facilmente  abordable en un corto plazo  la verificaci6n I.H  vz.vo

todas  las  conectividades  predichas  z.I?  sz./I.co.  Es. por  esto,  que  la  parte  siguiente  del  trabajo,

discutiri la selecci6n de tres regulones dentro de la red, cuyo prop6sito principal fue la de tener
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una  aproximaci6n  del  grado  de  veracidad  y  alcance  de  la  red  de  regulaci6n  transcripcional

construida mediante el uso de diversos protocolos bioinformaticos.

Regulones CopY, Fur y LexA

Los  filtros utilizados  condujeron a la elecci6n de los regulones dapendientes  de CopY,

Fur y LexA para su verificaci6n j.7} vz.vo.  Con este prop6sito,  se eligi6  la estrategia de generar

capas mutantes de E. /czeca/I.s de cada uno de los factores de transcripci6n que comandan estos

regulones, 1o que perrniti6 en definitiva determinar si la ausencia del rapresor genera cambios en

la abundancia transcripcional de los blancos de regrilaci6n predichos I.7t sz./I.co en ausencia de Cu.

El mecanismo de acci6n por parte de CopY, previamente ha sido descrito  en diferentes

organismos[rty ]2°.  En una condici6n de represi6n,  el  factor coordina dos  atomos  de Zn lo  que

estabiliza el complejo DNA-proteina impidiendo  la uhi6n de la maquinaria de transcripci6n en

sus genes blanco.  El motivo de coordinaci6n a Zn presenta una mayor afinidad por itomos de

Cu,  lo  que  genera  que  frente  a  un  aumento  de  este  metal  en  la bacteria,  la probabilidad  de

intercambio de un atomo de Zn por Cu aumenta. La fomaci6n del complejo CopY-Cu posee una

baja afinidad con el DNA, lo que conduce a su liberaci6n permitiendo  finalmente la expresi6n

gdica.

Los resultados obtenidos para el regulon CopY de E. /¢eca/i.s', sugieren que su factor de

transcripci6n posee un alto  grado  de especificidad por la secuencia TACAxxTGTA,  dado  que

variaciones en un solo nucle6tido  (tabla 8), inpactan en la afinidad de la protofna por el DNA

anulando  su  acci6n  represiva.  La  presencia  de  esta  secuenci;  concreta  solo  en  la  regi6n
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promotora del operon cop, le adjudica al sistema de homeostas.is de Cu un control transcripcional

especifico y iinico, el cual dapende directalnente de la dispohibilidad de Cu en el medio.

En la bacteria I,.  /czcfz.a, la cual pertenece al mismo orden fczcfob¢cz./Ja/cs que E. /czeco/I.s,

este factor ademas de regular genes vinculados a la homeo.stasis de Cu, regula otros 5 operones

relacionados  con  funciones  desconocidas  ®osibles  reductasas  de  CopY),  todos  ellos  con  la

misma   secuencia   TACAxxTGTA   presente    en   su   regi6n   promotora]2].    Una   bdsqueda

bioinformitica  manual  en  el  genoma  de E. /czeca/i.s,  solo  logr6  identificar un  operon  de  este

grupo, el cual no present6 la secuencia nucleotidica especifica para CopY en su promotor. Este

dato  pemiti6  suponer  que la bdsqueda global  I.#  s!./z.co  de  sitios para  CopY  no  gener6  falsos

negativos dentro de sus resultados.

En cuanto  a la estrictez del sitio de uni6n7 reconocido, rna situaci6n similar se present6

para el regulon Fur. E1. analisis dio cuenta que la proteina de E. /tzeca/is, al parecer es capaz de

reconocer   un   palindrome   bastante    estricto    conformado    principalmente   por    las    letras

TGAGITAAxxxTTCTCA. En el caso particular del gen EF3086, si bien presenta esta secuencia

en  su  regi6n  promotora,  no  se  observaron  cambios  para  su  transcrito  en  la  mutante  Fur  en

comparaci6n a la cepa silvestre. Esto puede explicarse puesto que la distancia hacia el inicio de

la traducci6n del sitio de uni6n identificado supera las 200 pb, ubicando  al represor lejos de la

maquinaria transcripcional, observaci6n que brinda informaci6n fundamental para Fur sobre la

importancia de la cercania de posici6n de su sitio de uni6n dentro de la regi6n promotora.

Sobre  la  potencia  eri  la  represi6n  del  factor,  1os  resultados  sugieren  que  existe  una

relaci6n directa entre el tamafio del palindrome (entre 10,12 y 14 pb) y el cambio de abundancia

transcripcional entre la situaci6n silvestre y mutante.  Como se puede observar el gen EF3082-

EF3085 el cual presenta una mayor diferencia a hivel transcripcional contiene el palindrome de
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mayor tamafio. Para el resto de los casos, podemos decir que el programa logr6 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 la mutante.

En cuanto al mecanismo de como opera Fur, a la fecha se han propuesto al memos 4 tipos

posibles   de   acci6n   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 concentraci6n de Fe, Fur a trav6s de sus motivos ricos en cisteinas coordina

atomos de este metal lo que aumenta su afinidad por su sitio de uni6n en el promotor evitando la

transcripci6n g6nica de genes de captaci6n de Fe]22.

Considerando  el  fenotipo  resultante  en la mutante  de E. /czeca/i.s,  al  memos  para los  4

operones  que  integran  el  regulon,  Fur  estaria  actuando  como  un  rapresor transcripcional.  En

cuanto a la posible des-rapresi6n observada en los tratamientos con Cu, dado  el mecanismo de

acci6n de Fur, cabe la posibilidad que las cisteinas de coordinaci6n de Fe est6n siendo oxidadas

por  la  acci6n  de  ROS,  probablemente  como  consecuencia  de  la  adici6n  del  metal,  lo  que

conduciria finalmente a la activaci6n de este regulon.

Cabe  destacar,  que  ademds  de  Fur,  existen  otros  dos  factores  de  transcripci6n  que

comparten la misma familia que esta proteina (Per y Zur).  El sitio de uni6n consenso para esta

familia  conserva un ndeleo  o  centro  de nucle6tidos  comdn  compuesto  por las  letras  ATXAT,

caracteristica que podria generar rna regulaci6n cruzada en esta familia. En este escenario, Per y

Zur podr'an 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 construcci6n de mutantes para estos

otros dos factores. Contar con estas nuevas cepas, se podrd verificar ademas si las conectividades



predichas   para  regulones   Per  y   Zur  presentes   en  la  red  global,   comparten  las   mismas

caracten'sticas observadas para Fur.

Dentro   de  los  regulones  mejor  descritos  para  Fur  encontramos   el   de   y.  pesds]23,

compuesto por un total de 34 blancos de regulaci6n que codifican para proteinas que participan

en diversos procesos  celulares,  clasificando  a este  factor con caracteristicas globales.  Al igual

que lo oourrido para CopY, Fur en E. /czeccz/I.s estaria confinado exclusivamente a regular genes

vinculados al mismo proceso celular, en este caso home`ostasis de Fe. Estas evidencias ponen de

manifiesto   que   al   parecer,   1a   bacteria   en   estudio   presenta   mecanismos   extremadamente

especificos  vinculados  al  control  de  las  concentraciones  de  metales  disponibles  en  el  medio,

modulados  por  factores   directamente  por  la   disponibilidad   del   estinulo.   No   obstante,   1a

presencia de estinulos capaces de modificar la estructura de la proteina como por ejemplo via

oxidaci6n  de residuos,  abre la posibilidad  de  que  estos  sistemas  sean  capaces  de responder a

otras situaciones,  modificando las  concentraciones  de ambos micronutrientes  frente  a diversos

requerimientos.

En  cuanto  al  aumento  de  los  transcritos  vinculados  a  la  captaci6n  de  Fe,  supone

indirectanente un requerimiento del metal para mantener la homeostasis celular frente al exceso

del  metal,  posiblemente  vinculado   a  su  acci6n  como   c6factor  de  enzimas   con  funciones

antioxidantes. Sin embargo, diversas evidencias declaran que un aumento en la concentraci6n de

Fe intracelular puede gatillar un  efecto t6xico  en la c61ula a traves  de la generaci6n  de ROS.

Experimentos  publicados   por  nuestro   laboratorio   mostraron  que   cuando   la   concentraci6n

intracelular de Fe aumenta  10 veces  sobre  el  contenido medido  en medio basal,  se disminuye

significativamente  la  viabilidad  de  la  bacteria.   Tomando   esto   en  cuenta,   se  cuantific6   el
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contenido intracelular de Fe en la cepa silvestre y mutante para Fur expuestas ambas a 0,5 mM

de CuS04 (ANEXO 5).

El  grifico  del  anexo  5,  describe un  aumento  significativo  en  el  conterido  de  Fe  para

ambas   cepas   cuando   la   concentraci6n   de   exposici6n   a   Cu   aumenta,   fenotipo   explicable

posiblemente por la sobre-expresi6n de los mecanismos de captaci6n del metal.  Este resultado

ademds  sugiere  que  la  bacteria  es  capaz  de  controlar  de  forma  efectiva  este  aumento  de

concentraci6n de Fe intracelular, no superando el umbral t6xico. En cuanto al contenido entre la

capa silvestre y mutante Fur, si bien, se observa rna pequefia diferencia entre la capa silvestre y

mutante  en  todos  los  tratamientos,  esta no  logra  diferenciarse  significativamente.  En  el  caso

particular  de  los  mecanismos  involucrados  con  la  captaci6n  de  Fe  (sobre-expresados  en  la

mutante de Fur),  estos requieren la presencia de sider6foros los  cuales van a ser transportados

por   estas   proteinas   con   el   prop6sito   de   capturar   el   Fe   extracelular   para   su   posterior

incorporaci6n,  sistemas  que  en  general  son  activados  cuando  las  concentraciones  de  Fe  son

limitantes]24.  Por  lo  tanto,  si  la  cantidad  de  sider6foros  se  mantiene  constante  entre  la  capa

mutante y silvestre, aunque 'la probabilidad de encuentro sea mayor cuando hay mayor cantidad

de transportadores, esta abundancia podn'a no ser suficiente para ejercer un efecto significativo el

en la captaci6n del metal.

El tercer y tiltimo regulon verificado corresponde al factor LexA. Esta proteina forma un

sistema acoplado  con RecA,  en diversas bacterias  coordina la  expresi6n de mds  de  30  genes,

vinculados principalmente con sistemas de raparaci6n de DNA]25. El mecanismo de c6mo opera

LexA  ya  fue  presentado  en  la  secci6n  de  resultados,  destacindose  su  acci6n  como  rapresor

transcripcional.
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Sestn los resultados obtehidos en E. /czeccz/z.a, al parecer esta proteina tambi6n controlan'a

genes relacionados con el dafio a DNA. El analisis del sitio de uni6n a diferencia de lo mostrado

por CopY y Fur,, permite un mayor grado de variabilidad en su secuencia palindr6mica, lo cual

podria impactar directamente en la capacidad rapresiva del factor sobre la transcripci6n]26. Tal

como lo muestran los  datos de qpcR para los tres regulones  en  estudio, mientras mayor es la

divergencia  del  palindrome  menor  es  la  diferencia  de  abundancia  de  transcrito  entre  la  capa

mutante y silvestre.
P

En E. co/I., se ha demostrado que la capacidad de LexA de reprimir su propia expresi6n y

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

velocidad de activaci6n de sus blanco de regulaci6n]27, mecanismo adaptado eapecialmente para

una respuesta potenciada y ripida de genes involucrados directamente en la supervivencia de la

bacteria,  situaci6n que  eventualmente podria  estar ocurriendo  en E. /czeccz/I.s,  donde al parecer

tambi6n podria estar auto-reprimichdose. Este loop de auto-regulaci6n denominado coherente, no

ocurre  en  el  caso  del  operon  cop.  La  activaci6n  del  operon  genera un  aumento  del  represor

CopY,   dando   cuenta  de  un  sistema  incoherente,  mecanismos  utilizados  por  los   sistemas

biol6gicos  para  controlar  de  foma  fina  la  expresi6n  del  gen.  Ahora  bien,  cuando  existe  un

requerimiento `elevado de las o'tras proteinas Cop, en particular una sobre-expresi6n de la ATpasa

CopA  cuando  los  niveles  de  Cu  son  extremadamente  t6xicos,  existen  otros  mecanismos  no

transcripcionales capaces de degradar o inactivar a las proteinas Cop]28.

Si comparanos las razones de abundancia obtenidas por qpcR para los tres regulones en

estudio,.las diferencias obtenidas por la adici6n del metal son menores que las raportadas en la

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

factor de transcripci6n en su foma activa (con capacidad para raprimir) e inactiva, balance que
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al  adicionar  Cu  eventualmente  se  desplaza hacia la  des-represi6n.  En una  capa mutante,  este

balance es inexistente puesto que no existe la capacidad de reprimir al sistema.

En  t6minos   generales,   la   estrategia   de  generaci6n   de  mutantes  para  factores   de

transcripci6n  pemite  verificar  y  curar  con  un  alto  grado  de  efectivida4  posibles  blancos

transcripcionales.  En  modelos  eucariontes  donde  la  transcripci6n  es  controlada  por  un  gran

ndmero de elementos reguladores, llegando a tener 20 elementos reguladores de la transcripci6n

interactuando de foma combinatoria en un solo promotor, muchas veces la ausencia de un factor

en  particular  no  genera  fenotipos  detectables]29.  En  bacterias,  los  modelos  transcripcionales

conocidos describen que la combinatoria es baja, por lo que la ausencia de un regulador genera

cambios   significativos   de   expresi6n,   no   obstante   la   presenci.a   de   un   segundo   factor   de

transcripci6n 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 agreg6 Cu al medio. Ademds, dentro de este regulon activado, 1os

operones  EF0955-EF0957  y  EF3027  no presentaron  cambios  en la  capa mutante.  Esto  puede

explicarse dado que la seouencia palindr6mica tipo LexA que presentan estos dos elementos es la

de  menor  tamafio  dentro  del  regulon.  Cabe  la  posibilidad  que  la  tecnica  de  utilizaci6n  de

mutantes y qpcR no tenga el grado  de resoluci6n suficiente para descartar la uni6n de LexA

sobre estas secuencias. Para este tipo de situaciones, a la fecha existen diferentes aproximaciones

experimentales que complementan con mayor infomaci6n 'sobre la interacci6n entre el factor de

transcripci6n y el sitio de uni6n, lamentablemente la maybria de ellas permiten estudiar solo un

componente,  inplicando  en  la mayoria de  los  casos,  purificar un  factor  de  transcripci6n  en

particular  (EMSA,  temoforesis  a  microescala  o  manipulaci6n  de  mol6culas  individuales)  o
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construir diferentes vectores raporteros para cada uno  de los  sitios  de uni6n predichos,  lo  que

demanda  mucho   tiempo   y   dinero   si   se   quiere   abordar   rna   red   en   terminos   globales.

Recientemente, Michael Berger y Martha Bulyk presentaron una nueva estrategia denominada

microarreglos de uni6n de proteina (PBM)[3°, si bien logra deteminar a gran escala la capacidad

de uni6n de un factor de transcripci6n sobre mds de  1000 posibles sitios de union, su principal

limitante  es  que  s61o  pemite  analizar  un  regulador  el  cual  debe  purificarse  expresarse  y

purificarse previanente.

En otro aspecto, nuestros datos indican que los sitios de union para E. /zzec¢/I.s' presentan

un  alto  grado  de  homologia  con  los  consensos  reportados  en  otras  bacterias  (figura  5).  Es

importante mencionar que el evento de uni6n efectiva entre el factor de transcripci6n y el DNA,

no  solo  depende de la secuencia nucleotidica del  sitio  de uni6n presente  en  el promotor,  sino

tanbi6n la proteina debe tener residuos especfficos y una configuraci6n tridimensional capaz de

reconocer un  sitio  de  union particular y no  otro.  Tomando  esto  en  cuenta,  se  generaron  tres

modelos  tridimensionales  de  las  proteinas  CopY,  Fur  y  LexA  de  E. /fzeccz/I.s  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

confomaci6n tridimensional con los cristales de referencia y que, los residuos deteminantes de

la uni6n 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  union  al  DNA  predichos  son

leconociidos en E. f iaecalis .

En tininos  del  tipo  de  elementos regulados,  de igual  foma a lo  observado  en otros

organismos,  CopY y Fur,  LexA tambi6n regulan un  alto  ndmero  de  operones  vinculados  con

distintos procesos celulares. Estas evidencias suponen un alto grado de divergencia en t6rminos
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de la capacidad y especificidad que presentan los factores de transcripci6n de regular operones

dentro del genoma. Para poder avanzar en la comprensi6n de este fen6meno, estamos trabajando

en generar rna mayor cantidad de infomaci6n para bacterias del orden fczcfoz]czcz.//a/e (ANEXO

8). Con la infomaci6n generada se pretende evaluar si es rna propiedad caracteristica del orden

o propia de E. /czcccz/I.s, estudiando principalmente cuales son las divergencias que se establecen

en tininos  de  sus  elementos basicos  (factores  de transcripci6n,  sitios  de uni6n y blancos  de

regulaci6n) y sus parinetro topol6gicos a nivel de la configuraci6n de la red global.

El tercer y ultimo objetivo de la tesis, mediante ensayos microbiol6gicos busc6 estudiar si

la   ausencia   de   la   regulaci6n   transcripcional   de   nodos   activados   por   el   Cu,   vinculados

directamente con la homeostasis de Cu y posiblemente con la homeostasis de Fe y resistencia a

esties, impacta sobre la viabilidad celular y el contenido intracelular del metal.

Basado  en la posible funci6n de las proteinas codificadas en estos operones,` vinculadas

principalmente a la resistencia contra un ekceso  del metal,  como esfierado para los ensayos de

viabilidad celular era encontrar rna mayor tolerancia a Cu para las mutantes en comparaci6n a la

capa silvestre, fenotipo no  observado  en ninguno de los experimentos. Este resultado  desde un

punto de vista sistinico puede explicase por; que si bien el proceso de transcripci6n y traducci6n

en bacterias  es un mecanismo  que puede  estar  acoplado]3],  1o  que  en  la mayon'a de  los  caso

supone que un aunento en la cantidad de transcrito se correlaciona con una mayor cantidad de

proteina, cabe la posibilidad de que, 6sta no este activa o no posea los sustratos suficientes para su

funci6n (como el caso de los mecanismos de entrada de Fe comandados por Fur y la cantidad de

sider6foros  disponibles  en  el  medio).  Se  sefial6  que  ciertos  m6dulos  activados  por  Cu  estin

encargados,  al  parecer,  de  generar  la  energia  necesaria  para  el  correcto  funcionamiento  de

sistemas  involucrados  en  la resistencia  contra  el metal.  En rna  capa mutante,  parte  del  ATP
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podr'a estar siendo utilizado  en la fomaci6n de estas proteinas expresadas en forma anomal,

disminuyendo  eventualmente  la  disponibilidad  de  esta mol6cula para procesos  de resistencia,

como los transportadores de Fe y mecanismos de raparaci6n de DNA, ambos dapendientes de la

molecula de ATP para su correcto funcionamiento]32. ]33.

En el  caso particular de la mutante  de CopY,  se pudo  observar rna disminuci6n en el

contenido intracelular del metal, explicado posiblemente por el aumento de la actividad ATpasa

de salida CopA producto  de la sobre-expresi6n del operon cop.  Esta dislT}inuci6n en todos los

casos estudiados, no es suficiente para disminuir los efectos t6xicos del metal, 1os cuales no s61o

afectan mol6culas ,en el  citoplasma de la bacteria,  se ha descrito  que  altas  concentraciones  de

exposici6n  a   Cu  logran  dafiar  componentes   de  la  membrana  y  pared   celular  de   foma

extrace|u|arl34.

Otros experimentos actualmente se estin llevando a cabo para caracterizar estas mutantes

en t6minos de su relaci6n con la resistencia al metal.  Como altemativas, se pretende exponer a

la bacteria en una situaci6n limitante de Fe en un medio con concentraciones crecientes de C`L

en  esta  situaci6n  eaperamos  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 generaci6n de dafro oxidativo producto del Cu, como por ejemplo adicionando un agento pro-

oxidante  al  medio  (H202),  podria  evidenciar rna  diferencia  en  la viabilidad  entre  la mutante

LexA y la cepa silvestre.
J

Los resultados en general hacen suponer que la red global actual contiene un alto ndmero

de falsos positivos  dentro  de sus  operones blanco.  En este aspecto,  el  analisis de mutante mos

permiti6  depurar  el  sitio  de  uni6n  para  los  regulones  CopY,  Fur  y  LexA,  infomaci6n  que

actualmente  esta  siendo  incorporada  en  la  btisqueda  y  generaci6n  de  MPP  para  refinar  la
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predicci6n  de  genes  blanco  en E. /czeccz/I.a.  Es  inportante  hacer notar,  que  el  alcance  de  las

conclusiones obtenidas durante este estudio posee diferentes limitantes. Primero encontranos la

cantidad de microarreglos incorporados, el disponer de un bajo ndmero de muestras entrega rna

alta probabilidad de que  alguno  de los  canbios  transcripcionales  sean producto  de una simple

casualidad y por lo tanto no representen necesariamente un efecto significativo en la adaptact6n

hacia  el  estinulo.  Las  sub-redes  analizadas  no  dan  cuenta  de  los  genes  no  activados  (no

presentaron cambio transcripcional o su expresi6n fue hacia la baja), descartados del analisis por

diversas razones expuestas anteriormente. El ndmero de elementos que considera la red aborda

alrededor de un 30% del total de genes y factores de factores de transcripci6n contenidos en el

genoma  de  E. /czeccz/z.s.  Pensando  integrar un  mayor  ndmero  de  elementos,  dado  el  aumento

exponencial  de  genomas  bacterianos  disponibles  en  la  literatura  en  este  tiltimo  tiempo]35,

actualmente  el  Laboratorio  de Bioinformatica y Matematica del  Genoma  en  colaboraci6n  con

nuestro grupo nos encontramos re-anotando  el genoma de E. /czeccz/I.s V583,  secuenciada en el

afro 2003  por el gmpo de Paulsen43.  Esta nueva infomaci6n permitife precisar en gran medida

los  sitios  de  inicio  de  la  transcripci6n  y  traducci6n  de  los  operones  asi  como,  dentro  de  las

proteinas  con  funciones  desconocidas  o  hipot6ticas  (cerca  del  330/o  del  total  del  genoma)  se

podrin identificar nuevos factores de transcripci6n los cuales eventualmente podrin formar parte

de  la red  transcripcional  desarrollada.  El  contar  con un mayor ninero  de  elementos,  podria

mejorar significativamente la comprensi6n del fen6meno de adaptaci6n y funcionamiento de la

red.  La red en su estado  actual  ademds, no  considera otros mecanismos indapendientes de los

factores  de  transcripci6n  los  cuales  pueden  modificar la  expresi6n gchica,  como  los  factores

Sigma, pequefros ligandos ®pGpp) y sRNA22, 136.
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Considerando estas limitaciones, nuestro modelo  actual de redes logr6 presentar a nivel

sist6mico  que E. /aeca/i.a  cuenta  con m6dulos  de  activaci6n,  que  en  su  conjunto  constitnyen

dentro  de  rna  red  global  de  interacciones,  rna  sut)-red  transcripcional  activada  por  el  Cu.

Logramos proponer que  la bacteria frente  a la adici6n del metal, presenta la activaci6n  de:  i)

m6dulos indapendientes 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) m6dulos

altamente  conectados,  capaces  de  procesar  sefiales  secundarias  mss  complejas  dentro  la  red

activada,  como los regulones LysR y ArgR.  Ademds, utilizando  datos  de otros microarreglos,

1ogramos detectar que si la sefial Cu es baja (red de Abrantes, 0,05 mM de CuS04), 1a bacteria

activa esencialmente rna 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 rna

mayor concentraci6n de Cu. De tal foma, cuando la sefial Cu se intensifica (red achvada a 0,5

mM  de  CuS04),  `se  integran  nuevos  regulones  con  caracteristicas  especfficas  a  los  efectos

indirectos del metal,  en este caso resistencia frente a estr6s oxidativo  (regulones Fur y LexA),

evidenciando que la activaci6n de las redes transcripcionales tiene una directa relaci6n con los

efectos producidos por el metal, 1o que guarda estrecha relaci6n con la existencia de unidades de

procesamiento  de  sefiales  que funcionan de  forma especffica y simple, resguardando  el  ahorro

energetico para la c6lula.

Finalmente, las evidencias hasta el mo.mento suponen que la resistencia hacia el Cu es un

proceso que no  dapende exclusivamente de operones vinculados directamente a la homeostasis

del metal, donde los efectos t6xicos generados por el metal son tratados por la bacteria a un nivel

sistinico,   modulando   su   expresi6n   activando   diferentes   componentes   que   le   adjudican

adaptabilidad  al  sistema.  En  este  contexto,  1a hip6tesis  del  trabajo  propuso  que  la  respuesta

113



transcripcional  de  la  bacteria  frente  a  la  exposici6n  a  Cu  se  establece  a  trav6s  de  factores

comunes capaces de coordinar la expresi6n g6nica.

Hoy  podemos  decir  que  la  secuencia  del  genoma  determina  la  potencialidad  de  un

organismo  para responder frente  a un  estinulo,  no  obstante  del  como  la  c61ula logra  a nivel

sist6mico, controlar su expresi6n genica air es un tema que esta lejos de ser entendido. Donde la

pregunta como postula Balazsi sigue siendo8' : 6Es posible predecir a prj.orz. qu6 parte de la red es

capaz de responder a un estinulo deteminado? La respuesta es probablemente si, si conocemos

los sensores para el estimulo y la topologia de red completa. Es en este campo de investigaci6n,

1a  presente  tesis  present6  un  modelo  global  de  redes  de  regulaci6n  transcripcional,  cuyo

prop6sito principal fue el de entregar infomaci6n suficiente que mos permitiese entender como

puede  ser la  adaptabilidad  de  un  organismos  en  tininos  de  traducci6n  de  la  sefial  sobre  la

coordinaci6n y regulaci6n de su expresi6n g6nica frente a la exposici6n a Cu.  Esperamos  que

este trabajo  sirva a futuro para comprender la respuesta transcripcional  a otros estimulos  en la

bacteria,  brindando   a  la  comunidad   cientifica  de  un  modelo   capaz   de  integrar  diferente

informaci6n desde rna vision de la biologia de sistemas complejos.
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CONCLUSIONES

La red  de regulaci6n transcripcional propuesta para E. /tzeco/I.s' presenta una topologia

con propiedades  globales  conservadas  con  otros  organismos  lo  cual  sugiere un  alto  grado  de

confiabilidad para el conjunto de conectividades predichas entre los factores de transcripci6n y

operones codificados en la bacteria.

El modelo  logr6  incorporar informaci6n de la respuesta transcripcional global inducida

de E. /czeccz/I.a frente a la exposici6n 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  construcci6n y caracterizaci6n  de mutantes para un grupo  particular  de factores  de

transcripci6n permitieron por un lado, dapurar el modelo I.# sz./I.co de redes asi como, sugerir que
I

la  ausencia  de  estos  reguladores  a  pesar  de  los  cambios  fenotipos  observados,  no  impacta

sighificativamente  en la resistencia  contra  el  metal,  medido  como  canbios  en  la viabilidad y

proliferaci6n celular.

La  integraci6n  de  todos  los  resultados   sugieren  que  E.  /tzecczJz.a  presenta  m6dulos

transcripcionales  espeofficos,  1os  cuales  se  activan dapendiendo  de las  concentraciones  de  Cu

presentes  en  el  medio,  cuya  caracteristicas  a nivel  del  grado  de  conectividad  y  capacidad  de

rapuesta, depende fuertemente de la especificidad funcional de los componentes codificados en

los operones.

Es importante acentuar que el estado  actual del modelo requiere la integraci6n de otros

procesos  celulares que influyen en la regulaci6n g6nica,  como tambi6n la constante adici6n de

nueva infomaci6n para su verificaci6n 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  coordinaci6n,  dininica  y

especificidad  a  nivel  global  de  la  respuesta  transcripcional  de E. /czeccz/c.s  frente  a  diferentes

estimulos,  adem5s  se  entreg6  un  protocolo  de  construcci6n  de  redes  extrapolable  para  otras

bacterias con genoma anotado.
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ANEX0 1. Tabla de partidores en la construcej6n de miitantes y ensayos de qpcR. Todos
los partidores utili2ados en la tesis tienen una tenperatura de alineamiento de 60 °C. En rojo se
indica   la   secuencia   reversa   complementaria   utilizada   para   unir   ambos   fragmentos   de
amplificaci6n.  La  secuencia  subrayada  demarca  los  sitios  de  corte  para  las  enzimas  Notl
(GCGGCCGC) y Sall (GTCGAC).

o                                                               Secuencia 5, - 3'
mtltantes

fuLuP_S

fur_up_a

fur  dour  s
fur  down  a

dfur  s

dfur  a

dlexA  s

dlexA  a

dcopY_s

dcopY_a

qpcR
EF0102  s

EF0103   s

EF1979  s

EF2195-EF2]98  s

EF2756  s

EF3027  s

EF3052  s

EF019l-EF0193   s

EF0475-EF0477  s

EF1543   s

EF0717-EF0719  s

EF1556-EF1559  s

EF2379-EF2380  s

EF2385-EF2387  s

EF2623-EF2624  s

EF2927-EF2928  s

EF1655   s

EF2857  s

EF3082-EF3085  s

EF3086  s

EF0066-EF0067  s

CGC                                              TGr[TGGCTTACCA

AccATGAAAATACAGCTccTTGrlTAGAATGATTACA

AGGAGCTGTATTITCATGGTATTTGTCAAAGTTGT

CGCGTCGACACTAGCCCAACAATGTTGGC

CAGCGATGATGCGTrAATGA

ATAATCGGCACGACAGAAGG

CGATAACATCAAAATCCCTCCT

GGAAGCTCAAAAGGCTATTC

CGACCITAGTTGCACCGITC

cTGGGCTAATCGccmGTAG

CCGATTAAAACGCCAAACG

GTCGCACAAGCAACGATTTC

TGGAGCCACTACCGAAAATC

ccTCGGGmATGATTGCAG
ATCGTAAAGTCCGCGGTATC

CTTCCGGCAACAATGGTAAC

CCGCCCAAAAATCCTTAGTG

CTGGCTTAGCAGATGTTTTCG

CGAATTGCGCTGACAGATAC

TGATGATCATGGGATTGTCC

GCITGGTGGTACTTI`GAAGCTC

GCAATCGATGCAAACAGAAG

AGCGTAACGGCAAAGAAGAG

AAAACAGccmGAGCGTAGG
AAACCGGGACATCAACAGTC

AGTAGAAAATGCGGCGGTAG

GCAAAGTGAACAAGCAGCAG

AAAGTGGCGCATTACGTAGC

TI`AGGTTTGACGCTGGTTGC

CGATGAACCTGTGATTGACG

AACGAAGTTCCCAGGTGTTG
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Continuaci6n tabla ANEXOS 1.

EF0955-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-EF0067  a

EF0955-EF0957  a

EF1579  a

EF3166-EF3172  a

EF0188  a

EF2740  a

EF0634  a

AGATGACGAAGCCCAACAAG

TCACGGACATITAGCTCGT`C

GTGGAACAGccGCTrlTATc
TTCTTACTCGCAGCTI`GTGG

GAAGGACAAGCAGCTGAGATI`C

AATCGITCGTGGCTTAGCAG

TrcAGCTCACGAATGTCACG

CTCGCCAGACTCATCTAATGC

GCITCTTGAATCGCTrGCTG

CGTATCCGTAATTGGCACAC

AACCCCTGCTGCTAATTGTC

TGCGCTITATCTACGACGTG

AGACAATCCAGCCAATCACC

ccAGCTccATrl`ccATCAAc
CCAAGGAGACCCAAACTITC

TI`AACACATI`CTCGCGTTCG

GGCGTCGTTAAACCAAACTC

GACCTCITCCGTCAAACGAG

TATCCTGAATACCGCCCATC

TGCATI`GAATTGAGGGTCAC

AAAGAGCCGTCACCATTCAC

AAGACGTTccATrcGAGCTG
TTCCATTCACACAGGCCTTC

CACGGTCATITCGTGCATAG

CGCAAATCCCAGTTAACCAC

GCTGTTGGCTCTrc I-rri GG

GCCAATGCTI`GATTGCTTG

ATCCCAATATGTGGCACCTC

CTIITccAAGCCTrcTGGTG
ACTAAGGCATCGGCAATCTC

cGGGGACGGTrACTTrATTG
CATTAAAACGCCGCCAAC

AITGAGTCAACGGCAcCTrc
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AI3str3]:ct     Actdithiol>acillusf al.rcoxidons is tL che;mo-
]itlioautotrophic acidophilic baclerium thiit ol7t{Iins its
ener.ey  from the oxidation of ferrous iron, elemeotal
.sulfur,  or  reduced  sulfur  minerals.  This  capability
makes  it  of  greal  industrial  importance  due  to  its

app]ieations  in bjomining. During the industrial  pro-
cesses, A. /4.i.roorl.ddrz}` survives to stressilig  circum-
slances in its environment, such as an extremely acidic

pH&ndhighconeei`hationoftraiisitionmetals.Inorder
(o gain insigl`t into the Organization ofA. /cr7'oorifd»`T

C.  Hi)tlar and  P. Moreno  coriirihi]ied oquall}. lo  iliis ``iorii..

ltfscti?:i¥(%opi!'i[6¥fron;;s?o3*t€i£:94E.C8)°n#ni,vm¥sionor
supptemcntary marerial. whicli is availchle io anlhorizcd u!sers.
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Suntjngo, Chile
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regulatory nelwork.€ and lo provide a frmework ror
furdier  studies   in   bacterial   growth  iinder  extretne
conditions,   `ve  applied   a  genome-wide  ani`olation

I.rocedure lo i{lentiry 87 A. /art.oorckJurl6.1ranseription
ractofs. We classiried them into 19 families that were
conserved  among   diverse   prokayotic   phyla.   Our
m`notation  procedure  revealed  that  ^4. /crroorl.dams

genome contains  several  members  of the ArsR and
MerR fainilies, which are involved in metal resistance
and    de{oxification.    Atialysis    of   their    sequences
revealed  known  arid  potendally  new` n]echanism  to
coordinate   gene¢xpression   in   response   to   metal
avallabili(y. A. /crroor{.danf inhabit sonie of the most
meml-rich  environments  known.   thus  transcription
factors identirled l]ere seem to be good candidates ron
runcLioml studies in order to determine their physio-
logical roles and  to place  them into ji. /cm)t);ri.dt2rzs
muschptioml regulatory networks,

Key`rords    Acidlihiobucillus f erroacidai.s.
Transeriptional regulators . Metal resistance .
ArsR fandly  . MerR family
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ANEXO 3. Sub-red de regulaci6n transcripciona] activada per 0,05 mM de CuS04 a`ed de

Abrantes). El grafo contiene 22 nodos (6 reguladores o familias de factores de transcripci6n y

16  blancos  de  regulaci6n  u  operones)  conectados  a  travds  de  22  enlaces  (sitios  de  uni6n).

Simbologia de  coheres (agrupados por posibles  funciones) para nodos  (esferas):  i)  blancos de

regulaci6n   (542),   amarillo   transcripci6n,   traducci6n   y   replicaci6n;   morado   transporte   y

sefializaci6n; naranja metabolismo basal y generaci6n de energia; verde otras funciones; celeste

sin funci6n asignada o proteinas hipotcticas; ii) elementos reguladores en blanco ( 13 familias de

factores de transcripci6n). Los enlaces se indican con flechas negras.
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to   an  incremen.  of  intracellular  iron.  Our  results
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of tl`e Fur family  (PerR  and ZurR). the ca[ion cffltex
ranil,v  (CzcD)  and  rerredoxin,  while  proton-depen-
dent  Mnffe  quntlq)  transporters  and  the  universal
stress   protein   {UspA)   w.ere   down-regula[ed.   This
indicated  that  E.` /t]ticalf.a  was   able   to   activate  a
thnscriptiorm]Tcsponsewhilegrowinginthcpresencc
of an exces of non-toxic  iron. assuring  the mainte-
nancc of iron homeo`itasis. Gene €xpres5ion am]ysis
Of  E:  /caca/i.r  treated  with  H202  indicated  that  a
fractionioftheirmseriptionalchangesindrcedky.iron
appears   to   be   media(ed   by   oxidative   .itress.   A
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ANEXO 5.  Contenido intracelular de Fe  en cepas  silvestre y mutantes /zlr de E. /¢ccaiJ;.a

expuestas a 0,5 mM de CuS04. El grafico muestra la acumulaci6n de Fe en el tiempo para la

cepa silvestre de E. /czeccz/i.s OGIRF @arras negras) y mutante/"r @aras plomo claras). El valor

calculado declara el promedio tres rdylicas biol6gicas con tres replicas t6cnicas de medici6n de

absorbancia.  La letra a y b  corresponde a diferencias  significativas  con respecto  a la situaci6n

control y 0,5 mM de CuS04 respectivamente. ANOVA test p < 0,05.

control 0,5

CuS04 (mM)
1'0
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ANEXO  6.  Resumen  congreso  intemacional  "Tema   14-Trace  Hlements  in  Man  and

Animals'9. Realizado entre los dias 19 -24 de saptiembre 2011 en la ciudad de Eushi, China.

Transcripti.onal regulatory network activated by copp er and iron in EHferococczls/¢ecaJ!.s.
I, Maass A.2, Gbmzalez M.ILatorre M.

mlatorre~cl
]I,BEG-INTA, Universidad de Chile. 2 LBMG-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 ofE./czeco/I.a against these metals.
Materials and Methods
Microarrays:   Total   E./czeca/i.IV583   genome   Ovimblegen   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  CuS04)  and  Fe  (0.5mM
Fec13-NTA). Data analysis DNASTARArraystarv2.0.
TRN: Consensus„atser-Motifsampler/Scan algorithms were used to search upstream E./tzcca/z.s
operous  (-300/+50bp),  bacterial  binding  site  (BS)  previously  assigned  to  transcription  factor
families (TF). Microarray data and TNR was integrated by Cytoscape software.
Results
A total of 159 (81up/78down) and 480 (269up/211 down) oper`ons 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
es`tablish the  TRN  activated,  composed by 20TF/360operons  (nodes)  and  374BSs  (vertex).  In
general, the most of TF cormect the common and specifically response, highlichting as the most
represented   LysR/ArgR/FNR/FurfrexA   families,   however   AbrffruR/Fis   comect   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 Cohicyt doctoral fellowship.
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ANEXO 7. Resumen congreso internacional ``Fourth Intemational Workshop on Iron and

Copper  Homeostasis''.  Realizado  entre  los  dias  9  -13  de  noviembre  2011  en  la  ciudad  de

Pucon, Chile.

Conserved transcriptional regulatory mechanism involved in copper and iron homeostasis
3n Lactobacillales order spedes.

Mauricio   Latorre]
Maass4'5, Mauricio Gonzalez]'4
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Copper  and  iron  are  important  micronutrients  involved  in  different  cellular processes.
However,  an  excess  of these  metals  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 E#ferococcus/zzeccz/z.s. This work aims to study the conservation of these mechanisms in
.the fczcfobczcz.J/czJes order. Blasty was used to search for the jJ. /czeccz/j.s 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 fczcfobczcz.//cz/cs order. We identified putative homologous of these
components  in  all  the  genomes  analyzed.  We  then  generated  a  CopY  and  Fur 3D  moleoular
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 1 1 species. In addition, the corresponding CopY and Fur nucleotide binding sites are
also conserved, highlighting a strict palindrome sequence inside the first  100bp upstrean of the
translation start site. These data show for first time two metal transcriptional regulons extremely
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order, suggesting the remarkable control of the expression of copper and
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