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Resumen

Resumen

Los iones metalicos estan involucrados en todas las fases de la vida y juegan
roles primordiales en el crecimiento celular y el funcionamiento metabdlico pero
pueden ser tdéxicos cuando su concentracion supera un umbral determinado. En
particular, las bacterias han desarrollado sistemas que permiten monitorear estos iones y
modular la expresion de factores involucrados en la remocion de los mismos para
mantener su homeostasis y prevenir su toxicidad. Salmonella Typhimurium, una
enterobacteria capaz de sobrevivir tanto en el medio ambiente como en el hospedador,
dispone de sistemas de detoxificacién/resistencia especificos, controlados por
reguladores transcripcionales que monitorean la concentracion intracelular del metal.
Entre estos, es de destacar a CueR, que ante la presencia de Cu(l) en el citoplasma
induce la transcripcién de copA, cuiD y cueP. Los productos de estos genes participan
en forma directa y especifica en la resistencia al metal. Salmonella dispone ademas de
sistemas no especificos de respuesta a estrés celular que son importantes moduladores
de las respuesta global a metales.

En este trabajo, vinculamos la resistencia al estrés por Cu con el sistema de
fosfotransferencia Rcs de respuesta a estrés en la envoltura. Observamos que este
sistema se activa en presencia de concentraciones subletales de Cu provocando la
sintesis de la capsula de acido colanico en la cepa sensible a Cu AcuiD. Determinamos
que el sistema Rcs confiere resistencia al Cu y que la sobreexpresion de CueP impide la
activacion de dicho sistema provocada por Cu.

Por otro lado, demostramos la participacion del sistema de dos componentes
CpxAR de respuesta a estrés periplasmatico, que junto con CueR regulan
transcripcionalmente la expresion de cueP. Estudiamos los aspectos mecanisticos de
esta co-regulacion y analizamos su relevancia fisiologica para la sobrevida en
condiciones de estrés.

Finalmente, identificamos nuevos componentes en el locus cueP; un marco de
lectura abierto que codifica para una proteina de 3,5 kDa que denominamos CueQ y que
es cotranscripta junto a cueP, y un ARN regulatorio codificado en cis que afecta
especificamente la traduccion de cueQ dentro del operon.



1. Introduccion



Introduccién

1.1. El género Salmonella

1.1.1. Clasificacion

El género Salmonella esta compuesto por dos especies: Salmonella bongori y
Salmonella enterica. Esta Ultima estd a su vez dividida en seis subespecies,
clasificadas en mas de 50 serogrupos basados en el antigeno O, somatico, y divididos
en 2400 serotipos basados en el antigeno H, flagelar (de Jong et al. 2012).

S. enterica es un organismo anaerobio intracelular facultativo Gram negativo
de amplia importancia mundial que causa alrededor de 115 millones de casos de
enfermedad en humanos reportados anualmente (Chaudhuri et al. 2013).Tipicamente
se adquiere por ingestion oral, y es agente causal de cuatro sindromes diferentes:
fiebre entérica (tifoidea), enterocolitis/diarrea, bacteremia y carga crénica
asintomatica (Coburn et al. 2007). La manifestacion de la enfermedad depende tanto
de la susceptibilidad del hospedador como del serotipo causante de la infecciéon. En
humanos, los serotipos Typhi, Paratyphi y Sendai causan fiebre entérica, mientras que
la mayoria del resto de los serotipos de S. entérica estan comunmente asociados a
enterocolitis/diarrea (Fierer y Guiney 2001). Mientras que el serotipo Typhi solo se
restringe a infecciones humanas, otros serotipos estan adaptados a una variedad de
hospedadores, como es el caso de los serotipos Dublin, Typhimurium y Choleraesuis,
que causan enfermedad tanto en humanos como en animales, provocando distintos
sindromes en cada caso. Por ejemplo, el serotipo Dublin causa inflamacion intestinal,
bacteremia y aborto en vacas, el serotipo Typhimurium causa una enfermedad
sistémica similar a la fiebre tifoidea en ratones, y el serotipo Choleraesuis causa
septicemia en cerdos (Coburn et al. 2007).

Tanto en el desarrollo de la fiebre tifoidea como en la enterocolitis, las
especies de Salmonella provocan un significante dafio inflamatorio empleando una
serie de programas de virulencia que interactian con los mecanismos de defensa del
hospedador en varios tejidos y en diferentes estadios de la infeccion. De esta manera,
se genera una inmunopatologia que puede causar un importante deterioro en el
organismo e inclusive la muerte (Garai et al. 2012).

La mayor parte del entendimiento de la patogénesis de la fiebre entérica surge
del estudio de la infeccion de ratones con S. enterica serotipo Typhimurium (Broz et
al. 2012). Justamente, en este trabajo de Tesis, se utiliz6 como organismo silvestre, la
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cepa Salmonella enterica subespecie enterica serotipo  Typhimurium (ATCC®
14028™) y que a partir de ahora se nombrara como Salmonella Typhimurium o S.

Typhimurium.
1.1.2. Modelo de infeccion sistémica de Salmonella

Seguido a la ingestion oral, Salmonella es capaz de sobrevivir la acidez
gastrica y colonizar el ileon y el ciego. En el intestino delgado, se adhiere a la mucosa
e invade células epiteliales y fagociticas como las células M que recubren las placas
de Peyer (nddulos linfoides del ileon terminal), o bien es captada por células
dendriticas, siendo capaz de atravesar el epitelio intestinal accediendo asi al tejido
linfoide subyacente (Figura 1.1.) (Velge et al. 2012).

Transmision feco-oral Complicaciones  severas:

’5/\“.’ ~ encefalopatia toxica con
p miocarditis y  shock
Periodo de incubacién 7-14 dias * hemodindmico;  necrosis

.L de las placas de Peyer con
peritonitis y sepsis

Adhesion a mucosa
Invasion de células epiteliales "

l

En la submucosa encuentra:
Células dendriticas, enterocitos
y macrofagos

!

Placas de Peyer

Infeccién secundaria: médula
Osea, higado, bazo y vesicula
biliar (reservorio crénico)

Nodos linfaticos mesentéricos ,|,
Re-infeccion via
$ excrecion biliar
Sistema reticulo-endotelial == Torrente sanguineo

Figura 1.1. Diseminacion de S. Typhi durante la infeccion sistémica. La descripcion del proceso se
encuentra en el texto. Adaptado de De Jong et al. 2012.

Una vez que ha penetrado la barrera epitelial, Salmonella se trasloca a los
foliculos linfoides intestinales e infecta los ganglios linfaticos mesentéricos logrando
pasar a las células reticulo-endoteliales del higado y el bazo (Santos et al. 2001).
Durante la bacteriemia, Salmonella se disemina por todo el cuerpo, pudiendo ocurrir
infecciones secundarias en higado, bazo, médula 6sea, vesicula biliar y placas de
peyer, siendo la vesicula biliar el principal reservorio durante una infeccion crénica
con S. Typhi (Crawford et al. 2010). La habilidad de Salmonella de formar
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biopeliculas en la vesicula biliar es probablemente un factor critico en el
establecimiento de la carga y diseminacién cronica de S. Typhi. La bacteria que es
excretada en la bilis puede luego invadir nuevamente la pared intestinal o ser

excretada en las heces (de Jong et al. 2012).

1.1.3. Modelo de sobrevida y replicacion de Salmonella dentro de células

eucariotas

Gracias a muchos de los factores de virulencia codificados en su genoma,
Salmonella puede invadir y sobrevivir intracelularmente replicandose tanto en células
fagociticas como no fagociticas (Garai et al. 2012) .Salmonella entérica posee dos
sistemas de secrecién de tipo 111 (T3SS) codificados en islas de patogenicidad (SPIs)
que inyectan proteinas efectoras a las células hospedadora para manipular su
fisiologia (Manon et al. 2008). La SPI-1 contiene 39 genes que codifican para
proteinas estructurales del T3SS-1 (operones inv/spa y prg), proteinas del translocén
(SipB, SipC, SipD), algunos efectores (SipA, SptP, AvrA), algunas chaperonas (SicA,
InvB, SicP) y cuatro reguladores transcripcionales (HilA, HilC, HilD e InvF) (Gong et
al. 2010). Dichos factores en conjunto producen una serie de modificaciones dentro
del hospedador, cruciales para la invasion de las células no fagociticas como las
células M, y para la activacion de respuestas pro-inflamatorias (de Jong et al. 2012).

Siguiendo el curso de la internalizacion, Salmonella permanece dentro de un
fagosoma modificado conocido como la vacuola que contiene a Salmonella (SCV, del
inglés Salmonella containing vacuole). La formacion y mantenimiento de la SCV
involucra eventos que son controlados por la SPI-2. Los genes codificados en dicha
isla no son esenciales para causar gastroenteritis pero son indispensables para la
infeccidn sistémica ya que promueven la sobrevida intracelular de Salmonella dentro
de la célula hospedadora (Garai et al. 2012). La principal funcion de la SPI-2 es la de
remodelar la vacuola, formando un nicho de replicacién intracelular mediante la
alteracion del trafico endocitico. Las actividades realizadas por los diversos efectores
incluyen la alteracion de la fusién entre lisosomas y la SCV (Uchiya et al. 1999), la
evasion de la muerte de macr6fagos dependiente de la NADPH oxidasa (Volkman et
al. 2001) , el retraso de la muerte celular simil apoptosis (van der Velden et al. 2000),
la alteracion de la membrana vacuolar y la manipulacion del citoesqueleto asociado a
la SCV (Poh et al. 2008; Ruiz-Albert et al. 2002).
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1.1.4. Salmonella y el microbioma intestinal

En los ultimos afios quedd claro que el microbioma intestinal, que consta de
mas bacterias que el nimero total de células en el cuerpo humano, puede ser visto
como un drgano exteriorizado que ejerce numerosas funciones en la respuesta del
hospedador contra la salmonelosis (Thiennimitr et al. 2012). EI microbioma intestinal
saludable puede proteger contra la invasion a células epiteliales mediante la
produccion de metabolitos toxicos que reprimen la expresion de genes de virulencia
de Salmonella, ademas de optimizar el sistema inmune del hospedador, y mediar la
desaparicion del patdgeno en el lumen intestinal después de una diarrea no tifoidea
(Endt et al. 2010).

Se observd que la respuesta inflamatoria del hospedador favorece el
crecimiento de S. Typhimurium en el intestino (Raffatellu et al. 2010; Barman et al.
2008). Esta bacteria es capaz de explotar nutrientes derivados del microbioma, como
la etanolamina, adquiriendo una ventaja en el crecimiento en el lumen del intestino
inflamado respecto a otros potenciales patdégenos (Thiennimitr et al. 2012). Ademas,
dentro del ambiente del intestino inflamado S. Typhimurium puede respirar
anaerobicamente tomando ventaja frente a los microbios intestinales fermentadores
(Liu et al. 2012). Las especies reactivas del oxigeno (EROS) generadas durante la
inflamacidn, reaccionan con compuestos de azufre endégenos del lumen (tiosulfatos)
para formar un nuevo aceptor de electrones de la cadena respiratoria (tetrationato).
Por lo tanto, la capacidad para desencadenar la inflamacién intestinal es crucial para
la biologia de este patdgeno diarreico (Winter et al. 2011). Es por esto, que el
potencial de las terapias basadas en la microbiota para curar a los pacientes infectados
con Salmonella ha abierto toda una nueva area de investigacion (de Jong et al. 2012).

1.2. Los metales de transicion en los sistemas biologicos

1.2.1. Rol de los metales de transicién en los microorganismos

Los metales estan involucrados en todas las fases de la existencia microbiana y
juegan roles primordiales en el crecimiento celular y el funcionamiento metabdlico
(Nies 2007). Ademas de los principales elementos quimicos, carbono (C), hidrogeno
(H), oxigeno (O), nitr6geno (N), fosforo (P) y azufre (S), utilizados como

componentes de proteinas, lipidos, acidos nucleicos y azucares, las células requieren
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de metales para su desarrollo normal. Algunos, como sodio (Na), magnesio (Mg),
potasio (K) y calcio (Ca), son requeridos en grandes cantidades por lo que se los
denomina macronutrientes, mientras que otros, entre los que se incluye metales de
transicion o “metales pesados” como manganeso (Mn), hierro (Fe), cobalto (Co),
niquel (Ni), vanadio (V), molibdeno (Mo), zinc (Zn), cobre (Cu) y volframio (W), son
requeridos en cantidades mucho menores (Hobman et al. 2007). Debido al potencial
redox Unico de algunos de estos metales de transicién, también denominados
micronutrientes, muchos tienen importantes roles como cofactores en enzimas y se
requieren para la transferencia de electrones (Wackett et al. 2004). Se estima que
entre el 30-45% de las enzimas son metalo-proteinas cuyas funciones requieren de un
cofactor metalico (Porcheron et al. 2013).

En el caso de los micronutrientes metalicos esenciales, se ha visto que tanto
niveles insuficientes o excesivos de los mismos resultan perjudiciales y son factores
desencadenantes de estrés por lo que el correcto funcionamiento celular requiere
mantener un fino balance en la concentracion intracelular de estos elementos (Nies
1999).

Ademas de los elementos mencionados, en la naturaleza existen otros metales
de transicion, tales como aluminio (Al), oro (Au), plata (Ag), bismuto (Bi), cadmio
(Cd), cromo (Cr), mercurio (Hg), plomo (Pb), estafio (Sn) y talio (TI), que no poseen
un rol biolégico conocido y que resultan toxicos ain en minimas cantidades (Hobman
et al., 2007). Otros elementos metélicos como berilio (Be), cesio (Cs), litio (Li) y
estroncio (Sr) para los que hasta el momento se conoce muy poco acerca de sus
implicancias biol6gicas, también pueden ser toxicos (Wackett et al. 2004; Silver y
Phung 2005).

1.2.2. Toxicidad de los metales

El efecto tdxico de los metales es producto de su quimica inorganica y
bioinorgénica, y siempre es el ion metélico el causante de toxicidad y no el metal en
si. La toxicidad que es capaz de generar determinado ion metalico depende de los
siguientes factores:

A. La biodisponibilidad del ion metélico

La definicién genérica de la biodisponibilidad es la posibilidad de que
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organismos vivos tomen sustancias quimicas desde el medio y que estas sustancias
quimicas alcancen una concentracion tal que puedan participar en el metabolismo del
organismo (Magrisso et al. 2008). Para que un compuesto (por ejemplo, un metal) sea
biodisponible, éste tiene que estar en contacto con el organismo Yy tiene que tener un
estado quimico particular, es decir, debe ser accesible quimicamente (Collins y
Stotzky 1992; Bolana et al. 2014). Por esto, esta propiedad esta estrechamente
relacionada con factores ambientales tales como pH, potencial de 6xido-reduccién,
temperatura, la presencia de otros iones inorganicos o de compuestos organicos. Si
bien puede considerarse que la biodisponibilidad de muchos de los metales toxicos es
baja debido a que estos se encuentran principalmente secuestrados como depdsitos de
minerales, con la industrializacion y otras actividades ligadas con las actividades del
hombre como la agricultura o la explotacion minera, grandes cantidades de estos
metales han sido extraidos, liberados y dispersados en la superficie terrestre;
acumulandose, de manera persistente, en nuevos sectores del medio ambiente (Bolana
et al. 2014).

B. La interaccion entre metales y diferentes ligandos y las consecuencias de esta

interaccion

Muchos componentes celulares como agua, cadenas polipeptidicas, acidos
nucleicos y cofactores organicos son capaces de actuar como ligandos de metales. El
poder de un i6n metalico para acomplejar ligandos, depende de su relacién
carga/radio, también conocida como capacidad polarizante y, por lo tanto, este
concepto ha sido utilizado para explicar de qué manera los metales interacttan con las
moléculas biolégicas (Finney y O’Halloran 2003). Un metal con una gran relacién
carga/radio, interaccionard mas fuerte con un ligando determinado que un metal con
una relacion carga/radio menor (Hughes y Poole 1989). El radio i6nico de un metal
disminuye a medida que la carga nuclear aumenta desde la izquierda a la derecha en
la tabla periodica. Para un ligando hipotético, la preferencia por un cation individual
sigue la serie de Irwing-Williams (Fradsto da Silva y Williams 1991), que para la
primera fila de metales de transicion de la tabla periddica es la siguiente:

Ca™ < Mg+2< Mn*2 < Fe*?< Co*2 < Ni*? < CU+2/(CU+1 S Zn+2)
En general, cuanto méas polarizable es la estructura atdmica, el ibn es mas

“blando” y puede interaccionar mas fuerte con los ligandos. Los iones de metales
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téxicos como Ag™, Au*t, Cd*™?, Hg™ y Pb*? poseen una estructura atémica grande y
polarizable, y contienen electrones desapareados en sus capas electronicas. Esto hace
que actien como acidos de Lewis débiles, es decir, que sean capaces de formar
complejos estables con las bases de Lewis débiles que tienen un atomo capaz de ceder
electrones (Pearson 1963). En general, estos acidos de Lewis débiles coordinan
atomos de azufre de grupos sulfidrilo de cisteinas (SH) o tioeter de metioninas,
nitrégeno de histidinas y oxigeno de otras moléculas con mayor afinidad que los
4cidos de Lewis intermedios como Cu*? o Zn*2. Cuando los 4cidos de Lewis débiles
ingresan a la célula generan efectos adversos tales como bloqueo de grupos
funcionales, desplazamiento de metales esenciales con menor afinidad por sus
ligandos, o modificacion de la estructura proteica a través de la formacion de puentes
disulfuros erréneos (Braymera y Giedroc 2014). Estos metales también pueden unirse
a tioles de bajo peso molecular como glutation y cisteina, reduciendo la disponibilidad
celular de estos compuestos, interaccionar con otras moléculas biol6gicas como ADN
y lipidos comprometiendo su funcion, o bien intervenir en reacciones quimicas que
generan productos nocivos para la célula. Estos dafios que interfieren con las
funciones celulares normales, pueden conducir a la muerte (Hobman et al. 2007; Nies
2003).

C. La capacidad de participar en reacciones de éxido-reduccion

Las células producen EROS como producto de la utilizacion de la molécula de
oxigeno (O;) en diversos procesos metabolicos (Kashmiri y Mankar 2014). El
oxigeno molecular forma el anién superdéxido (O”) al aceptar un electrén, o peréxido
de hidrégeno (H,0,) cuando este ultimo se reduce (Gonzalez-Flecha y Demple, 2000;
Storz et al., 1990). Los metales de transicion pueden causar estrés oxidativo por
acumulacién de EROS ya sea en forma directa o indirecta (Cabiscol et al. 2000).

Los denominados metales “redox” como el Fe, Cu, Cr, Co y V, pueden
reaccionar con el anién superéxido o con el peroxido de hidrégeno en la reaccion de
Fenton (Neyens y Baeyens 2003), o bien con ambos en la reaccién de Haber-Weiss
(Sutton y Winterbourn 1989), formando el radical hidroxilo, OH* (Figura 1.2). Este
radical es altamente reactivo y puede causar la ruptura de una hebra por depurinacion
u oxidacion de bases en el ADN. También puede causar peroxidacion de lipidos,

reduciendo la fluidez de la membrana y perturbando la funcién de proteinas de la
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envoltura. Ademas, un incremento en los radicales libres lleva a la degradacion de
acidos grasos poliinsaturados, formando derivados tdxicos que conducen a un dafio
celular generalizado. EI estrés oxidativo inducido por metales de transicion también
puede causar oxidacion de aminoacidos libres o proteinas, conduciendo a su
fragmentacion o a entrecruzamientos inter e intramoleculares que pueden involucrar a
proteinas, o incluso otras biomoléculas, como por ejemplo acidos nucleicos (Shi et al.,
2004; Valko et al., 2005).

Reaccion de Fenton M™ + H,0, — M™D* + OH + OH”
M+ 0, —> M™ + O,
Reaccion de Haber-Weiss H,0, . O, — OH +OH +0,

Figura 1.2. Generacion de especies reactivas del oxigeno mediante el poder reductor de los iones
metalicos. Reaccion de Fenton y reaccion de Haber-Weiss (Lemire et al. 2013). Los iones metalicos se
representan como M"™ o M™%* de acuerdo a la valencia (n) que tengan.

Aquellos metales que no tienen propiedades de éxido-reduccion, pero si la
capacidad de desplazar a un metal “redox” del sitio donde se encuentra unido, pueden
aumentar la biodisponibilidad de éste Gltimo y, por lo tanto, la capacidad reactiva de
este cation (Hobman et al. 2007).

1.2.3. Particularidades del Cu
1.2.3.1. Rol del Cu en los microorganismos

El cobre, es un elemento comun en el planeta y se distribuye en el ambiente a
través de procesos naturales. Su concentracion media en la corteza terrestre es de 60
ppm (Kiaune y Singhasemanon 2011), donde se encuentra formando compuestos
como pirita (CuFeS;), calcocita (Cu,S), cuprita (Cu,0) y malaquita (Cu,CO3(OH)2)
(Magnani y Solioz 2007). Por otra parte, es ampliamente utilizado en la industria con
diferentes propdsitos y en la agricultura como fungicida y antibacteriano; y su
produccion mundial se incrementa dia a dia, lo que conlleva a aumentos en la
cantidad del mismo tanto en el aire, como en el suelo y en el agua (Kiaune y
Singhasemanon 2011).

Es un bioelemento joven ya que en las condiciones reductoras prevalentes
previas al advenimiento del oxigeno atmosférico, el Cu se encontraba en el estado
Cu(l), insoluble en agua en forma de sulfuros y por lo tanto no biodisponible. Con el

advenimiento de los microorganismos fotosintéticos como las cianobacterias y la
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concomitante acumulacion de oxigeno molecular, ocurrieron cambios irreversibles en
la vida sobre la Tierra (Rensing y Grass 2003). Mientras las enzimas involucradas en
el metabolismo anaerdbico necesitan trabajar en la porcion baja del espectro redox, la
presencia de oxigeno molecular cred la necesidad de utilizar un metal activo con
potenciales Eo M™* EqM" de 0 a 0,8 V. El potencial redox Cu(I1)/Cu(l) es usualmente
mayor que el del Fe(l11)/Fe(ll) y la mayoria de las cupro-enzimas trabajan entre 0,25
y 0,75V. Este alto potencial, puede ser utilizado para la oxidacion directa de
compuestos facilmente oxidables como superéxido, ascorbato, catecol o fenolato. Es
por esta razon, que las cuproproteinas estan ampliamente distribuidas entre los
organismos aerdbicos y principalmente llevan a cabo dos funciones: la transferencia
de electrones y el transporte y activacion de O,, estando presentes en procesos vitales
tales como la respiracion, el transporte de hierro, la proteccion al estrés oxidativo, la
coagulacién sanguinea y pigmentacion (Rensing y Grass 2003).

En el genoma de E. coli K12 hay codificadas s6lo unas pocas enzimas de
unién a Cu y se considera que todas ellas son de localizacién extracitoplasmicas
(Keseler et al. 2013). Ejemplos de ello son la citocromo bo oxidasa que facilita el
flujo de electrones en la respiracion aerdbica, amino-oxidasas como TynA que
permite a la célula usar feniletilamina como Unica fuente de carbono y energia, las
Cu-Zn superoxido dismutasas que protegen a las células de las EROS, generadas por
ejemplo dentro de los fagocitos profesionales, y la multicobre oxidasa CueO que
oxida el Cu(l) a Cu(Il) menos toxico para las células (Wayne Outten y Munson 2013).

1.2.3.2. Toxicidad del Cu en los microorganismos

Si bien el Cu es un metal esencial, su alta reactividad hace que sea toxico a
concentraciones relativamente bajas. La causa principal de la toxicidad celular del Cu
ha sido una incdgnita durante mucho tiempo. La hip6tesis mas apoyada (Dupont et al.
2011) sostenia que, tal como ocurre in vitro, el Cu reacciona con moléculas de H,O,
enddgenas para generar radicales hidroxilos en un proceso analogo a la reaccion de
Fenton:

Cu"™ + H,0, > Cu*" + OH + HO

Cuando la reaccién analoga es generada in vivo por Fe, los radicales hidroxilos
son potentes oxidantes del ADN causando mutagenesis y letalidad (Imlay et al. 1988).
Sin embargo, el crecimiento de cepas de E. coli sensibles al Cu que acumulan mayor
cantidad del catién intracelularmente, se ve favorecido frente a la exposiciéon a H,O,
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cuando se agrega Cu al medio (Macomber et al. 2007). Esto se debe a que el Cu,
ademas de no generar cantidades significativas de EROS que dafien al ADN,
disminuye la generacién de radicales toxicos generados a causa del Fe, que finalmente
conduce a una menor cantidad de lesiones en el genoma. Este efecto se debe en parte
a que la mayor proporcién del Cu con actividad redox estaria presente en el
periplasma sin acceso directo al ADN (Macomber et al. 2007). Estos estudios,
sumado al hecho de que el Cu ejerce su efecto tdxico aln en condiciones anaerébicas
motivaron a investigar sobre el origen del mecanismo primario de toxicidad del metal.
Recientemente, se observd en cepas de E. coli que niveles micromolares de Cu
inhiben el crecimiento de las células y que el agregado de aminoacidos de cadena
ramificada es suficiente para restablecerlo, indicando que el Cu bloquea la biosintesis
de dichos aminoacidos (Macomber y Imlay 2009). Efectivamente, el tratamiento con
el metal rapidamente inactiva enzimas de la familia de las dehidratasas que contienen
centros Fe-S entre las cuales se encuentra la isopropilmalato dehidratasa implicada en
la ruta de biosintesis de aminoacidos ramificados (Jang y Imlay 2007). Dicha
inactivacién ocurre tanto in vivo como in vitro y el dafio sucede concomitantemente
con el desplazamiento de dtomos de Fe desde los centros Fe-S expuestos al solvente,
sugiriendo que Cu(l) inactiva a estas proteinas actuando como ligando de
coordinacién con los atomos de azufre. Tanto el exporte del cobre mediante las
bombas especificas, el quelado del mismo con glutation, como los sistemas de
ensamblado que reparan los centros Fe-S aumentan la resistencia de las células a este
metal (Pontel et al. 2015).

Otra causa de la toxicidad del Cu esté asociada a la tendencia tanto de la forma
ctprica (Cu*®) como la cuprosa (Cu™) de formar complejos con bases de Lewis
débiles como tioles, hidruros, cianuros y fosfinas, interfiriendo con la actividad de
moléculas importantes para la célula (Magnani y Solioz 2007). Los enlaces estables
Cu(I1)-N usualmente son inertes mientras que los enlaces con ligandos donadores de
oxigeno son mas labiles; por su parte, el Cu(l) se une preferencialmente a ligandos
como grupos sulfhidrilos (Rensing y Grass 2003).

1.3. Homeostasis y resistencia al Cu
1.3.1. Homeostasis de Cu

Dada la naturaleza dual del Cu, todos los organismos vivos han elaborado
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diferentes mecanismos para mantener la homeostasis de dicho metal. En eucariotas,
desde levaduras a humanos, las células poseen sistemas altamente conservados para
adquirir Cu, dirigirlo hacia los centros metalicos de las enzimas apropiadas y a los
compartimentos intracelulares adecuados, o bien expulsarlo fuera de la célula (Pefia et
al. 1999). El ensamblaje de estas actividades mantiene la cantidad de Cu celular
dentro de los rangos aceptables, dependiendo de las condiciones de crecimiento y del
fondo genético y bioquimico del organismo (Zhen et al. 2010).

E. coli mantiene su cuota de Cu dentro de un rango estrecho de
concentraciones, aproximadamente 10* &tomos por célula o lo que equivale a ~10 uM
(Changela et al. 2003). Hasta el momento, en dicho organismo, no se han identificado
sistemas de importe especificos, reflejando posiblemente el hecho de que no se
requiere de dicho ion metalico en el citosol, y se desconoce el mecanismo por el cual
el mismo ingresa a las células (Osman y Cavet 2008). EI Cu** es la forma preferida y
mas abundante dentro del ambiente reductor del citoplasma donde generalmente se
encuentra formando complejos con glutation u otras moléculas pequefias (Waldron y
Robinson 2009).

En contrapartida, la presencia de Cu en el periplasma es muy importante. Es
en este compartimiento donde se localizan las cuproproteinas caracterizadas, tanto en
E. coli como Salmonella, y se sugiere que el metal alcanza el ambiente periplasmico
atravesando la membrana externa a través de porinas (Osman y Cavet 2008). En este
contexto, los microorganismos utilizan diferentes estrategias para controlar la
concentracion y localizacion del metal de forma que esté disponible para las enzimas
que lo requieren (Changela et al. 2003).

La homeostasis de Cu en las bacterias se mantiene como resultado de un
conjunto complejo de procesos celulares. Las estrategias utilizadas para eliminar el
exceso del metal son diversas, incluyendo diferentes sistemas regulatorios que
modulan la expresion de factores involucrados en el secuestro y la expulsion activa
del ion metélico asi como también, la oxidacion del mismo en el espacio periplasmico
(Espariz et al. 2007).

Se han identificado dos sistemas cromosomales involucrados en la tolerancia
al Cu en E. coli. Ambos catalizan el eflujo del exceso del cation desde la célula hacia
el espacio extracelular. Uno de ellos es el sistema Cue, del inglés Cu efflux, y el otro,
es el sistema de eflujo de Cu Cus, del inglés Cu-sensing (Outten et al. 2001).
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1.3.2. Mecanismos especificos de tolerancia al Cu en E. coli
1.3.2.1. El regulén Cue

Uno de los principales sistemas de detoxificacion directa de Cu es el reguldn

Cue, esquematizado en la Figura 1.3, y cuyos componentes se detallan a continuacion.

E. coli

Figura 1.3. Resistencia a Cu
en E. coli. La detoxificacion
de cobre estd a cargo de los
sistemas Cue y Cus. En
presencia de Cu en el
citoplasma interviene el
sistema Cue. CueR detecta la
presencia de Cu y activa la

CusCFAB i
expresion de copA y cueO que J cuss
brindan resistencia al metal
principalmente en aerobiosis. ") 0 | : “
El sistema Cus, detecta Cu en =R
el periplasma activando la l /\
expresion de la bomba de B —
eflujo CusCFBA de {

. . . . CFAB
importancia en la resistencia al cus
Cu en anaerobiosis.

COpA cueO

A. CueR

En presencia de Cu en el citoplasma, el regulador transcripcional CueR activa
la expresion de los genes de resistencia al Cu copA y cueO. Dicho regulador pertenece
a la familia MerR; por lo tanto para entender su funcionamiento conviene describir
brevemente el mecanismo con el cual MerR actla sobre los promotores de sus genes
blanco.

MerR (del inglés Mercury Resistance Regulator), fue identificado inicialmente
como el gen responsable de la activacion de los genes que otorgan resistencia al
mercurio (Hg) en bacterias en el afio 1986 (Lund et al. 1986). La posterior expresion
recombinante y estudios bioguimicos determinaron que se trataba de una proteina
capaz de unirse a la region operadora de los promotores que estan bajo su control,
reconociendo una secuencia palindrémica entre las cajas -10 y -35, tanto en presencia
como ausencia de Hg (O’Halloran y Walsh 1987).

Hasta ese momento se conocian una variedad de sefiales fisicas y quimicas del
ambiente extracelular que podian provocar una transduccion de dicha sefial

generando, a través de diferentes pasos, cambios en la expresion de genes. Sin
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embargo, no se conocia ningiin mecanismo capaz de disparar una respuesta celular al
estrés por metales pesados (Cashin et al. 2006). En 1989, se demostré que tal
mecanismo emplea una Unica proteina receptora del metal pesado (MerR) para activar
en forma directa la expresion del operdn de resistencia al Hg; con lo cual se determiné
que MerR es un activador transcripcional modulado alostéricamente (O’Halloran et
al. 1989)

En ausencia del regulador MerR, los promotores mer tienen una actividad
constitutiva débil. Estudios posteriores, demostraron que la transcripcién desde los
promotores mer es ligeramente reprimida por MerR en ausencia de Hg* y
fuertemente activada por el mismo regulador en presencia del metal (O’Halloran et al.
1989). Estos datos, sumados a las evidencias de cambios conformacionales
provenientes de estudios fisicos y del analisis de los patrones de digestién con
nucleasas de los complejos ADN-MerR en sus estados activados y reprimidos
lograron dilucidar los detalles moleculares de la regulacién. Mientras que el
espaciamiento 6ptimo entre las cajas -10 y -35 en un promotor tipico es de 17 pb, los
promotores mer operan con un espaciamiento suboptimo de 19 pb; esta es una
caracteristica crucial de los promotores modulados por MerR y es el centro del
mecanismo de distorsion del ADN con el cual operan estos reguladores (Figural.4).

a |4 p

000 @ +Hg(Il SVUERCRIGBIAC
y> e | VLU b i
MerR ) \\\H‘éer&,

- RNA Polymerase )

+Hg(I) l\‘ fo

N MerR \\ ~HilieR/

Figura 1.4. Modelo de distorsion de MerR. (A) Apo MerR dobla la molécula de ADN produciendo
dos pliegues (flechas) espaciados simétricamente en torno al centro del operador (linea vertical).
Cuando une Hg(ll), MerR produce una torsion que relaja el centro del operador (flecha circular) (B)
Cuando Apo-MerR se une al operador, la ARNP solo es capaz de acceder a la caja -35 y la
transcripcion esta reprimida. La torsién que provoca Hg-MerR permite a la ARNP acceder tanto a las
cajas -35 como -10 activando asi la transcripcién. Adaptado de Outten et al., 1999.

El hecho de que el espaciamiento entre sus elementos -10 y -35 difiera de los
17 pb consenso, hace que estos promotores sean malos substratos para la ARN
Polimerasa (ARNP) (Outten et al. 1999). En el mecanismo de distorsién del ADN
provocado por MerR, la transicion desde la represion a la activacion involucra varias

alteraciones locales en la estructura del ADN y se propone que una serie de
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distorsiones especificas convierten al promotor en un substrato propicio para la ARNP
(Philips et al. 2015). EI mecanismo propuesto consiste en que el regulador en su
forma Apo-MerR provoca una curvatura en el ADN produciendo dos pliegues en la
estructura de dicha molécula y el agregado del inductor libera la tension de esta
curvatura a la altura de los pliegues.

Cuando el metal se une a MerR se produce un sub-enrollamiento del ADN
(diferente al estado natural sin apo-MerR) cuyo efecto es ubicar a las cajas -10 y -35
en un alineamiento apropiado para la union de la ARNP con lo cual se produce la
formacion del complejo abierto y el posterior comienzo de la transcripcién. El sub-
enrollamiento ademas podria ayudar energéticamente a la separacion de las hebras
para la formacién del complejo abierto. Asi, tanto la pérdida de la curvatura generada
por apo-MerR, como el sub-enrolamiento actlan para generar un promotor que es
mucho mejor substrato para la ARNP incrementando drasticamente la tasa del inicio
de transcripcion (Changela et al. 2003). La delecién de 2 pb en la region espaciadora
(generando un distanciamiento 6ptimo de 17 pb) provoca un efecto similar a la unién
del regulador MerR junto a su efector, alineando las cajas -10 y -35 en una
conformacion apropiada para la unién de la ARNP generando asi un promotor
“constitutivo” para el regulador de tipo MerR involucrado (Outten et al. 1999).

Estudios recientes de FRET llevados a cabo con marcas fluorescentes tanto en
la ARNP como en la regién promotora del promotor de tipo mer demuestran que
dicha interaccion puede ocurrir generando 3 estados diferentes (Errer): UNO que
corresponde al promotor libre (Eo), otro a la ARNP unida al promotor en un complejo
cerrado (E;) y otro correspondiente a la formacidn del complejo abierto (E;) (Martell
et al. 2015). Los estados E; y E; no son interconvertibles sino que la presencia de
holo-MerR incrementa notablemente la proporcién de E, por sobre E; aumentando
tanto la constante de velocidad de union de la ARNP en el estado E; como la de
desunidn del E; (Martell et al. 2015). La unién de la ARNP para formar el complejo
ternario, mantiene la forma especifica en la cual MerR se une a su promotor,
probablemente reforzando los cambios estructurales en el ADN provocados por apo y
holo-MerR, con lo cual la ARNP y MerR actlan sinérgicamente en la regulacion de la
transcripcion de estos promotores (Martell et al. 2015).

Con el paso del tiempo, se caracterizaron otros miembros pertenecientes a la
familia MerR. Se trata de reguladores transcripcionales que poseen regiones N-
terminales similares con un dominio hélice-giro-hélice de union al ADN y regiones C-
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terminales de union al efector que varian y son especificas para el reconocimiento del
mismo (Newberry y Brennan 2004). Reguladores del tipo MerR han sido encontrados
en un amplio genero de bacterias pero no se han encontrado en arqueas o eucariotas y
la mayoria responden a estimulos ambientales como estrés oxidativo, metales pesados
y antibidticos (Brown et al. 2003). Un subgrupo de esta familia activa la transcripcion
en respuesta a iones metalicos mostrando similitud de secuencia tanto en las regiones
N como C-terminales (Hobman et al. 2005).

En el afio 2001 se reportd que el regulador de la expresion de la ATPasa que
exporta Cu en E coli, CopA, es un activador transcripcional de la familia MerR al cual
se denomind CueR, del inglés Cu export regulator (Stoyanov et al. 2001). Estudios
con el gen reportero lacZ demostraron que la expresién de copA aumenta en presencia
de Cu dependiendo de la presencia de CueR, que se une a su secuencia consenso y
promueve la formacion del complejo abierto de un modo similar al descripto para
MerR (Changela et al. 2003; Espariz et al. 2007; Philips et al. 2015; Martell et al.
2015).

La calibracion termodinamica para CueR revela una sensibilidad zeptomolar
(10" para la union de Cu'* libre, que representa menos de un 4tomo por célula
(Changela et al. 2003), sugiriendo que no habria &tomos de Cu libres en el citoplasma.

B. CueO

CueO es una multi-cobre oxidasa periplasmica que cataliza la oxidacion de
varios substratos tales como polifenoles, poliaminas aromaticas, L-ascorbato e iones
metalicos, transfiriendo los electrones liberados a un grupo de iones Cu con la
concomitante reduccion de oxigeno molecular a agua (Sakurai y Kataoka 2007). Esta
proteina requiere de O, para su actividad y por lo tanto esta inactiva en anaerobiosis.
Aungue aun se debe establecer su rol con mayor precision, se propone que CueO
contribuye a la detoxificacion del Cu convirtiendo el Cu(l) en Cu(ll), menos toxico
para la célula (Osman y Cavet 2008).

CueO une 4 iones de Cu y es exportada al periplasma por el sistema TAT
(para proteinas pre-plegadas), donde exhibe actividad oxidasa inducida por el i6n
metalico (Roberts et al. 2002; Singh et al. 2004). Sin embargo, no se conoce si CueO
adquiere el Cu en el periplasma o si se exporta pre-metalada contribuyendo asi, al
exporte de Cu desde el citosol. Mutantes de E. coli con una deleciéon en cueO,
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muestran una marcada reduccién en la tolerancia al metal bajo condiciones aerdbicas,
pero no presentan fenotipo en ausencia de O, (Outten et al. 2001; Grass y Rensing
2001).

Ademas del Cu(l), CueO puede oxidar otros compuestos en presencia de Cu,
incluyendo al sider6foro de hierro enterobactina (Grass et al. 2004). De esta forma, E.
coli se protege de la toxicidad por Cu previniendo la reduccién de Cu(ll) a Cu(l)
mediada por dicho sideréforo (Osman y Cavet 2008).

C. CopA

CopA es una ATPasa de tipo P que expulsa Cu(l) desde el citosol hacia el
periplasma, con un rol crucial en el exporte del i6n metélico tanto en condiciones
aerdbicas como anaerdbicas (Osman y Cavet 2008; Espariz et al. 2007). Mutantes por
delecion en copA son hipersensibles al Cu tanto en presencia como en ausencia de Oy,
mientras que la tolerancia a otros metales (Ag, Cd, Zn y Pb) no se ve afectada, al
menos bajo condiciones aerdbicas (Rensing et al. 2000). Estas mutantes muestran una
disminucion en el eflujo de Cu, acumulando el i6n metélico dentro de las células,
mientras que la expresion de CopA en vesiculas evertidas, produce en ellas una
acumulacion del catién acoplada a ATP en presencia del agente reductor ditiotreitol
(DTT), indicando que CopA transporta Cu'* desde el citosol impulsada
energéticamente por ATP (Rensing et al. 2000). De hecho, CopA puede catalizar la
hidrélisis de ATP para formar un intermediario acil fosfato en presencia de Cu(l) o
Ag(l), pero no Zn(ll), Cu(ll) o Co(ll) (Stoyanov et al. 2003).

1.3.2.2. El sistema Cus

Ademas del regulén Cue, E coli cuenta con el sistema Cus de detoxificacion
de Cu. Este, esta codificado por el operén cusCFBA, controlado transcripcionalmnete
por el sistema de transduccién de sefial de dos componentes CusR/CusS que en
presencia de Cu periplasmico activa su expresion (Figura 4.3) (Outten et al. 2001).

Mientras que el sistema Cue confiere tolerancia al Cu bajo niveles
moderados a altos del metal, el sistema Cus solamente es requerido bajo condiciones
extremas de estrés por Cu y es particularmente importante en ambientes anaerébicos
(Bondarczuk y Piotrowska-Seget 2013). CusR/CusS monitorea la envoltura celular
respondiendo al exceso de Cu(l) periplasmico. Se ha reportado que mientras que la

expresion maxima de los promotores de cueO y copA ocurre a una concentracion de
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10 uM Cu, la induccidbn maxima de cusCFBA ocurre a niveles mucho mayores (200
uM Cu), sugiriendo que el sistema Cus, s6lo se activa una vez que el sistema Cue esta
sobrepasado (Osman y Cavet 2008). En contraste, bajo condiciones anaerdbicas, la
expresion maxima para el promotor de cusCFBA ocurre a niveles menores de Cu que
los observados en aerobiosis (70 uM), mientras que los niveles de Cu requeridos para
la induccion maxima de cueO se incrementan a 60 puM, sugiriendo un rol mas
importante para el sistema Cus bajo condiciones anaerdbicas, posiblemente
relacionado a un aumento en la proporcion periplasmatica de Cu(l) (Osman y Cavet
2008). En concordancia con estas observaciones, mutantes con deleciones en cusR o
cusA poseen una tolerancia normal al Cu en presencia de O, pero la sensibilidad y el
incremento de la acumulacion del metal se evidencian en anaerobiosis (Outten et al.
2001). Sin embargo, la doble mutante AcueR AcusR, muestra una reduccion
substancial en la tolerancia al Cu en aerobiosis, comparada ya sea con la cepa
silvestre o con las simples mutantes, y la delecién de los genes estructurales cusCFBA
en simultaneo con cueO también causan pérdida de tolerancia al Cu respecto a la
simple mutante cueO (Grass y Rensing 2001; Franke et al. 2003), por lo que se
postula que el sistema Cus posee un rol de respaldo en condiciones aerébicas cuando
el sistema Cue no puede funcionar correctamente.

Los productos de los genes cusC, cusB, y cusA forman un complejo
transportador multi-componente que atraviesa ambas membranas asi como también el
espacio periplasmico (Outten et al. 2001). CusC es una proteina de membrana externa
con homologia a la proteina de respuesta a estrés TolC; CusB pertenece a la familia
de proteinas de fusion de membranas, anclada a la membrana interna y con un gran
dominio que atraviesa el espacio periplasmico; y CusA es un miembro de la familia
RND de antiportadores de protones asociado con el exporte de un amplio rango de
substratos incluyendo iones metalicos. Tanto CusA como CusB, presentan dominios
periplasmicos con agrupaciones de metioninas posiblemente involucradas en la unién
de Cu(l) (Osman y Cavet 2008). Por su parte, CusF, es una proteina periplasmica
pequefia (10 kDa) que une un ién Cu(l) e interacciona tanto con CusC como con
CusB, pudiendo participar del exporte de Cu desde el periplasma (Franke et al. 2003).
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1.3.3. Homeostasis de Cu en Salmonella

Como se menciona anteriormente, la homeostasis de Cu en E. coli involucra
la accién coordinada de los sistemas Cue y Cus. En contraste, Salmonella
Typhimurium s6lo posee el regulén Cue (Espariz et al. 2007). EI homélogo de cueO
en Salmonella también se denomina cuiD (Lim et al. 2002) y serd nombrado de esta
manera a lo largo de este trabajo. Entre las diferencias que surgen al comparar el
sistema Cue entre ambas especies, se puede mencionar que en Salmonella, la
inactivacion de cuiD, muestra el fenotipo mas severo en la resistencia al Cu y ademas
se ha visto que también es requerido para la tolerancia al Cu en condiciones
anaerobicas, aunque en menor medida que en aerobiosis (Pontel et al. 2015). Ademas,
la delecion de copA provoca un efecto moderado en aerobiosis, pero afecta
drasticamente la resistencia al cobre en ausencia de oxigeno (Rademacher y Masepohl
2012). Una de las diferencias mas interesantes respecto a E. coli es que Salmonella
posee una segunda ATPasa tipo P, GolT, que puede sustituir el transporte de Cu,
disminuyendo el efecto de la delecion en copA (Tabla 1.1) (Espariz et al. 2007).

Sin embargo, la diferencia mas notable entre estas dos especies en cuanto a
la homeostasis de Cu, es que en Salmonella, el regulon Cue también es responsable
del control de la toxicidad del cobre en anaerobiosis, ya que la resistencia en esta
condicion requiere de un gen controlado por CueR denominado cueP, del inglés
CueR- induced periplasmic protein (Pontel y Soncini 2009).

En resumen, tal como ocurre en E. coli, el sistema Cue de Salmonella
protege al citosol del exceso de Cu. Por otra parte, y aunque Salmonella carece del
sistema de eflujo de Cu periplasmatico CusCFBA, puede soportar concentraciones del
metal mas altas que E. coli bajo condiciones anaerdbicas. Esta resistencia estd dada,
en gran medida, por cueP, que esta ausente en E. coli y forma parte del regulén Cue
de Salmonella (Figura 1.5).
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Salmonella
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El gen cueP es el principal objeto de estudio de esta Tesis, y por lo tanto se

hara una descripcion detallada de este gen y de su producto.

1.3.3.1. CueP

CueP es una proteina de 19,3 KDa sin un dominio conocido o caracterizado
funcionalmente. La fusion del epitope 3xFLAG C-terminal ubica a la proteina en el
periplasma de las células crecidas en presencia de Cu, aumentando su concentracion
de una forma dependiende de CueR a medida que aumentan las concentraciones del
cation en el medio (Pontel y Soncini 2009). Analisis del contenido del periplasma
mediante ensayos de Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente
(ICP-MS) indicaron que CueP es la cupro-proteina periplasmica predominante en
Salmonella Typhimurium, demostrando ademas, que es capaz de unir Cu in vivo
(Osman et al. 2010). Asimismo, interesantemente se determind la presencia de Zn
asociado a CueP, lo cual demuestra o bien que dicha proteina posee la capacidad de
unir Zn o bien la existencia de algin complejo de Zn dependiente de la misma
(Osman et al. 2010).

En condiciones aerdbicas, CueP no seria de vital importancia en la resistencia
al Cu ya que no se observan diferencias en las medidas de concentracién inhibitoria
minima (CIM) para dicho metal respecto a la cepa silvestre (Tabla 1.1). Sin embargo,
se hace evidente la ausencia de cueP en una mutante en cuiD, y la sobreexpresion de
CueP aumenta la CIM para Cu de la cepa AcuiD (Tabla 1.1) aunque no alcanza los
niveles resistencia de la cepa silvestre (Pontel y Soncini 2009).
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CIM Cu ()

+0, -0,

vector pCueP vector pCueP

Silvestre (14028) 5,50 nd 0,40 nd

AcopA 4,50 nd 0,30 nd
AcuiD 1,25 1,75 0,35 0,40
AcueP 5,50 nd 0,20 0,45
AcuiD AcueP 1,00 1,75 0,15 0,40

AgolT 5,50 nd 0,70 nd

Tabla 1.1. Resistencia al Cu en aerobiosis y anaerobiosis en Salmonella. Valores de CIM
determinados en placas de LB conteniendo cantidades crecientes de CuSO,4 en presencia (+O,) y
ausencia (-O,) de oxigeno. Como vector de expresion se utilizd el plasmido pUH21-2lacl? y la
induccion CueP se produjo por el agregado de IPTG a 0,2 mM de concentracién final. Nd: no
determinado. Adaptado de Espariz et al. 2007 y Pontel y Soncini 2009.

Como se mencion6 anteriormente, Salmonella Typhimurium puede soportar
mayores concentraciones de Cu que cepas de laboratorio de E. coli tales como
MC4100 y W3110 a pesar de carecer del locus cus. En este contexto, CueP cobra un
valor crucial en la resistencia al Cu en condiciones anaerobicas observandose una
disminucién en la CIM de 0,4 mM CuSQ, para la cepa silvestre a 0,2 mM CuSO, para
una cepa mutante AcueP (Tabla 1.1) (Pontel y Soncini 2009). En ausencia de oxigeno,
una cepa mutante en cueP es mas sensible al Cu que una cepa mutante en copA, en
cuiD o en una doble mutante copA cuiD con lo cual se reafirma que CueP es requerida
principalmente para la resistencia al cobre en anaerobiosis (Pontel y Soncini 2009).

CueP tiene la capacidad de sustituir en forma parcial al sistema Cus. Este
hecho fue observado cuando se inserté una copia de la fusion CueP-3xFLAG con el
promotor nativo de cueP que alberga al operador reconocido por CueR reemplazando
al sistema Cus en el cromosoma de E. coli (Pontel y Soncini 2009). Si bien no se
recupera totalmente la CIM para Cu exhibida por la cepa silvestre, se recupera algo de
la resistencia al metal respecto a la cepa mutante Acus (Tabla 1.2) (Pontel y Soncini
2009).

Se han identificado marcos abiertos de lectura que codifican para homologos
de CueP en todos los genomas secuenciados de Salmonella, Yersiniae, Erwinia
carotovora, Citrobacter koseri, Vibrio shilonii AK1 y Magnetospirillum
magnetotacti- cum MS-1. Ademas, los marcos abiertos de lectura que codifican para
proteinas tipo CueP se identificaron en los genomas de dos especies de Shewanella,
aunque con menos del 40% de identidad a nivel de proteinas (Pontel y Soncini 2009).
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ci G ()

+0, -0,
vector pCueP vector pCueP
silvestre (W3110) nd nd 0,225 0,225
Acus nd nd 0,050 0,125
Acus cueP::3xFLAG nd nd 0,100 nd
AcueR 3,250 3,250 nd nd
AcueRAcus 2,000 3,250 nd nd

Tabla 1.2. Rol de CueP en la resistencia al Cu en E. coli. Valores de CIM determinados en placas de
LB conteniendo cantidades crecientes de CuSO,4 en presencia (+0O,) y ausencia (-O,) de oxigeno.
Como vector de expresion se utilizo el plasmido pUH21-2lacl®y la induccién CueP se produjo por el
agregado de IPTG a 0,2 mM de concentracion final. Nd: no determinado. Adaptado de Pontel y
Soncini 20009.

Interesantemente, también se observd la presencia de genes que codifican
para proteinas homélogas a CueP en los genomas de unas pocas especies Gram
positivas, incluyendo todas las especies secuenciadas de Corynebacterium;
Brevibacterium linens BL2; Bacillus sp. B14905; Oceanobacillus iheyensis HTE831
y Thermus termophilus HB27. En la mayoria de estas especies el gen homélogo a
cueP se encuentra en las proximidades de otros genes que codifican para proteinas
implicadas en la resistencia al cobre (Pontel y Soncini 2009). Muchas de las bacterias
en las cuales se encontraron homélogos de CueP son patdgenas, incluyendo a
Yersinia, Citrobacter, Erwinia caratovora, Corynebacterium, y Shewanella, con lo
cual es posible que represente un mecanismo de resistencia al Cu que de alguna
manera esta adaptado a la virulencia (Osman et al. 2010).

Si se analiza la presencia de los componentes conocidos de los dos sistemas
principales de resistencia a Cu en Gram negativas, se encuentra que las especies que
contienen homélogos de CueP bajo el control de los reguladores de tipo CueR no
contienen el locus cus o contienen un locus incompleto. Este es el caso de las especies
de Salmonella, Erwinia y Yersinia. Esto permitié postular que CueP de Salmonella
puede reemplazar funcionalmente al sistema Cus de E. coli para la resistencia de

cobre periplasmico, en particular, en condiciones anaerébicas.
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1.3.3.2. Avances en el estudio de CueP

Durante el transcurso de este trabajo, se reportaron nuevos avances sobre la
funcién fisioldgica y las caracteristicas funcionales y estructurales de CueP; los cuales
se detallan a continuacion.

La ausencia de un sistema Cus y la presencia de CueP en S. Typhimurium
sugieren que el transporte de Cu hacia el periplasma por parte de CopA y GolT no
contribuye a una reduccion en el contenido de Cu celular total sino que es funcional a
la relocalizacion del exceso de Cu en el periplasma. Mediante medidas de Cu total
celular por técnicas de ICP-MS se observo que la ausencia simultdnea de copA y golT
aumentan sustancialmente el contenido de Cu total en las células; dichas ATPasas
participan del transporte del cation desde el citoplasma al espacio periplasmico
aungue se desconoce si el eflujo desde el periplasma hacia el exterior celular sugerido
por las medidas de ICP-MS es facilitado por algin exportador no identificado y/o
como resultado de difusion pasiva (Osman et al. 2010). Para determinar si CueP esta
involucrada en este proceso de secrecion del cation se determind la cantidad de Cu
total en una cepa mutante en cueP crecida en medio minimo suplementado con
concentraciones no inhibitorias de Cu y se observd que la misma presenta un
incremento de aproximadamente 3 veces en el contenido de 4&tomos de Cu por célula,
lo cual indica que CueP también puede contribuir a la homeostasis de Cu participando
en algiin mecanismo que expulse el exceso del i6n metélico hacia el espacio
extracelular (Osman et al. 2010).

Recientemente, se reportdé una nueva funcién fisiolégica para CueP,
determinando que la misma posee un rol en el metalado de la enzima Cu-Zn
superoxido dismutasa SodCll (Osman et al. 2013). Las Cu-Zn superoxido dismutasas
son metaloenzimas importantes para proteger a las células de las EROS (Bannister et
al. 1987). Su localizacién en el espacio periplasmatico sugiere que protege a las
bacterias del superdxido extracelular generado por ejemplo por células fagociticas
(Desideri y Falconi 2003) aumentando la virulencia bacteriana (Piddington et al.
2001; Gee et al. 2005). Teniendo en cuenta que las Cu-Zn superdéxido dismutasas
también estan en microorganismos no patogénicos se propone que tienen funciones
que no estan directamente relacionadas con la patogénesis como por ejemplo en la
detoxificacion de anién super6xido generado en el periplasma durante el crecimiento

aerobico (Korshunov y Imlay 2006). Todas las cepas de Salmonella enterica poseen
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el gen que codifica para SodCll que es ortdlogo al gen sodC de E. coli (Fang et al.
1999). Ademas, muchas cepas virulentas de Salmonella poseen un gen que codifica
para SodCl, que tiene una mayor tasa de actividad catalitica que SodCIl (Ammendola
et al. 2005). SodClIl es un mondmero, mientras que SodCl es una proteina dimérica
que ademas de poseer mayor actividad posee mayor estabilidad térmica, mayor
afinidad por el metal y mayor resistencia a proteasas (Gabbianelli et al. 2004;
Battistoni et al. 1998). La expresion de SodCll es despreciable tanto en anaerobiosis
como dentro de células eucariotas, mientras que la sintesis de SodCl esta regulada
positivamente en dichas condiciones lo cual se condice con un mayor aporte en la
virulencia de SodClI por sobre SodCll (Ammendola et al. 2008).

Mediante la examinacion de la actividad SOD en las fracciones periplasmicas
se observé que una mutante en cueP provoca una acumulacion de SodCll inactiva
cuando se sobreexpresa dicha enzima (Osman et al. 2013). Acorde a los resultados de
actividad, cuando se llevaron a cabo medidas del contenido metélico de SodCll en
una mutante en cueP, se evidencid que la proteina presenta iones de Zn unidos pero
no de Cu; y la suplementacién con un exceso de este Ultimo catién en las fracciones
que contenian a la enzima restablecid la actividad SOD a los niveles observados en las
fracciones obtenidas de la cepa silvestre (Osman et al. 2013).

Sin embargo, estos resultados solo serian capaces de esclarecer el rol
fisiolégico de CueP a concentraciones bajas de Cu, donde puede participar como
chaperona en el metalado de SodCllI, pero no explica el mecanismo de resistencia a
altas concentraciones del i6n metalico. Aumentando el conocimiento tendiente a
entender el mecanismo por el cual CueP confiere resistencia a altas concentraciones
de Cu; en el afio 2014, se report6 que CueP, especificamente media la reduccién de
los iones Cu?* usando electrones provenientes de la formacién de su puente disulfuro
intramolecular y de esta manera es capaz de bloguear la reaccion de Fenton mediada
por iones Cu en presencia de perdxido de hidrdgeno (Yoon, Yeom, et al. 2014).

Para corroborar esta hipdtesis, se llevaron a cabo ensayos in vitro de
espectroscopia de masas determinando que el agregado de Cu?* promueve la
formacion de un enlace disulfuro intramolecular entre los residuos de cisteina 96 y
104 a diferencia de la oxidacion generada por el O, que promueve la formacién de un
puente disulfuro entre los residuos de cisteina 96 y 172 (Yoon, Yeom, et al. 2014).
Estudios de reactividad con DTNB y EPR confirman que la estequiometria CueP/Cu®*
es de 1/1 (se requiere de 1 4&tomo de Cu®** para formar un enlace disulfuro en CueP) y
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se sugiere que el Cu** se reduce a Cu’. De esta forma, CueP bloquea la reaccién de
Fenton in vitro depletando los iones Cu** (Yoon, Yeom, et al. 2014). En este
escenario, se planteé que CueP podria ser importante para sobrevivir en ambientes
ricos en Cu tales como el fagosoma de los macro6fagos donde también se estimula la
produccion de las EROS. Respaldando esta hipdtesis, se observd que una cepa
mutante en cueP presenta una sobrevida intracelular disminuida en un 60%
aproximadamente utilizando como modelo la linea celular de macr6fagos murinos
RAW?264.7 a las 4 horas post-infeccién (Yoon, Yeom, et al. 2014). Teniendo en
cuenta el fenotipo observado en la sobrevida en macréfagos en la mutante en cueP, y
relacionandolo a la capacidad de dicha proteina de reducir el Cu** a Cu® vale aclarar
que si bien los iones Fe también median la reaccion de Fenton en presencia de H,0,,
los mismos son secuestrados del fagosoma de los macréfagos para limitar el
crecimiento bacteriano; mientras que los iones Cu son transportados a dicho
compartimento para incrementar la toxicidad de las EROS vy las especies reactivas del
nitrogeno (Yoon, Yeom, et al. 2014). Mediante el tratamiento con CuCl, y H,0,, se
observo que la introduccion de cueP en una cepa de E. coli mutante en cusB aumenta
la sobrevida frente al estrés oxidativo generado (Yoon, Yeom, et al. 2014). Este
mecanismo es factible tanto en aerobiosis como en anaerobiosis lo cual podria
explicar el fenotipo de una mutante en cueP respecto a la toxicidad por Cu en
ausencia de oxigeno, que conferiria una ventaja a CueP por sobre CuiD. En presencia
de H,0,, el producto de reaccién de CuiD (Cu®*), contribuye a la reaccién de Fenton,
aunque reduce la proporcién de radical hidroxilo generado por Cu'*; sin embargo, en
el modelo que proponen Yoon y colaboradores, CueP puede bloquear totalmente la
reaccion de Fenton convirtiendo los iones Cu en Cu elemental (Yoon, Yeom, et al.
2014).

Completando el mecanismo propuesto, se encontr6 que la disulfuro isomerasa
periplasmatica DsbC posee un rol crucial en el mantenimiento de CueP en su estado
reducido, actuando sobre las cisteinas 104 y 172 (Yoon, Kima, et al. 2014). De hecho,
el rol protector de CueP frente al tratamiento con Cu y H,O, no es posible si la cepa
de E. coli es mutante para dsbC.

Estas observaciones estan respaldadas con la estructura de CueP (Yoon et al.
2013). Se determind que se trata de un dimero con forma de V unido no
covalentemente, cuyas cisteinas e histidinas conservadas se encuentran agrupadas

sobre un lado del dominio C-terminal, sugiriendo que esta region es importante para

31



Introduccién

la funcién de CueP. Dicha caracterizacion se llevo a cabo por difraccidn de rayos X y
el célculo de la estructura corresponde a la forma no metalada. La celda unitaria
cristalografica contiene un dimero no covalente de dos dimeros no covalentes
asociados entre si por dos interfaces (Yoon et al. 2013). Se propone un sitio de unién
a Cu inaccesible al solvente que involucra a la histidina 99 y a las 3 cisteinas (Cys96,
Cys104 y Cys172). En la estructura cristalografica Cys96 y Cys172 forman un puente
disulfuro (Yoon et al. 2013), aunque los enlaces Cys96-Cys104 y Cys172-Cys104
también pueden formarse dependiendo de las condiciones (Yoon, Yeom, et al. 2014;
Yoon, Kima, et al. 2014). Analisis biofisicos adicionales muestran que CueP une Cu y
Zn con buena afinidad y que una mutacion en la Cys104, presente en la regién rica en
cisteinas e histidinas, reduce dramaticamente dicha afinidad, sugiriendo que tal region
es responsable de la union del Cu (Yoon et al. 2013). CueP presentaria un equilibrio
en su estado de oligomerizacién mas alla de las interacciones no covalente descripta
por Yoon y colaboradores, incluyendo uniones de puente disulfuro en una nueva
interface. Dicha interfase involucra rulos conservados, interfiere con la unién de Cu, y
contiene residuos criticos para la funcion de CueP in vivo (Abriata et al. 2014). La
expresion de CueP en E. coli en ausencia de Cu seguida de un analisis de SDS-PAGE
muestra la presencia de una Unica banda de 17 kDa correspondiente al monémero. Sin
embargo, en condiciones no reductoras se observa un patron complejo con dos bandas
principales a 30-34 kDa, dos bandas a alrededor de 15-17 kDa y otra a 68 kDa,
correspondientes a las especies dimérica, monomérica y tetramérica, respectivamente
(Abriata et al. 2014). En presencia de Cu se observan las mismas especies pero
aumentan las bandas correspondientes al monémero y en menor medida al tetrdmero y
baja la proporcion del dimero. Estos resultados sugieren que el estado de
oligomerizacion de CueP incluye la formacion de dimeros por puentes disulfuro y que
la union al Cu interfiere en dicho proceso (Abriata et al. 2014). La sustitucion de la
Cys104 y Cys172 por serina (pero no la de la Cys96) disminuye la formacion del
dimero e impide la formacion del tetramero. Estudios in vitro de titulacién con Cu de
la proteina silvestre como de las mutantes en las cisteinas tanto en sus formas
reducidas como oxidadas, muestran que existe un equilibrio complejo que acopla la
dimerizacién con la formacion de enlaces disulfuros intra e intercatenarios y con la
unién de Cu. Abriata y colaboradores proponen que la dimerizacién dinamica a través
de esta nueva interfase puede acoplar la actividad funcional de CueP con el monitoreo

32



Introduccién

del estado redox del periplasma, con la transferencia de equivalentes de reduccion a
través de DsbC, o con el suministro de Cu a SodClI (Abriata et al. 2014).

1.3.4. La homeostasis de Cu y su importancia en el curso de una infeccion

Como se menciona anteriormente, el control de la homeostasis de iones
metalicos es crucial para todos los microorganismos y particularmente relevante para
microorganismos patdgenos durante el curso de su infeccion (Samanovic et al. 2012;
Shi et al. 2014). Es por esto, que entre las estrategias de defensa del hospedador se
encuentran tanto el hambreado por secuestro del ion metalico asi como también la
toxicidad por la liberacién de elevadas concentraciones del metal en algin ambiente
donde el patdgeno esté confinado (Becker y Skaar 2015).

En el caso particular del Cu, se evidencié que el mismo es un micronutriente
esencial, necesario para el buen funcionamiento del sistema inmune del hospedador,
observandose una mayor susceptibilidad para las infecciones bacterianas en animales
deficientes en dicho micronutriente (Chaturvedi y Henderson 2014). Utilizando la
linea de macr6fagos RAW264.7, se demostrd que ciertos agentes pro-inflamatorios
incrementan la expresion del importador de Cu de alta afinidad CTR1 estimulando la
adquisicion del metal hacia el interior celular (White et al. 2009). Este proceso va
acompafiado por el trafico del exportador de Cu ATP7A desde el Golgi hacia las
vesiculas que se fusionan parcialmente con los compartimentos fagosomales. El
silenciamiento de la expresion de ATP7A atenua el efecto toxico sobre las bacterias,
sugiriendo un rol para ATP7A en la actividad bactericida de los macréfagos. En
concordancia con lo expuesto, una cepa mutante sensible a cobre de E. coli (AcopA)
es hipersensible a la muerte por parte de los macr6fagos (White et al. 2009).

En el caso de Salmonella Typhimurium, utilizando el promotor de copA,
fusionado al reportero lacZ se monitored la disponibilidad del i6n metélico en las
SCV dentro del macréfago revelando que dicho compartimento contiene una elevada
concentracion de Cu, con lo cual se deduce que la resistencia al metal es de
importancia para la sobrevida de la bacteria. Esto se correlaciona con una mayor tasa
de muerte de una cepa mutante ACOPA AgoIT respecto a la cepa silvestre pasadas las
12 horas de infeccidon en macr6fagos en cultivo (Osman et al. 2010).

Por otra parte, en un modelo de infeccidn murino, no se detectaron diferencias

entre la cepa silvestre y la mutante en las bombas que exportan Cu en la carga
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bacteriana en el higado y bazo, sugiriendo que otros determinantes pueden enmascarar
el requerimiento de las ATPasas en este modelo (Osman et al. 2010). De todas
maneras, una cepa mutante de S. Typhimurium en la multicobre oxidasa AcueO, esta
atenuada en un modelo murino de infeccion, recuperando menos bacterias desde el
bazo y el higado respecto a la cepa silvestre, destacando el rol de los mecanismos de
resistencia a cobre y la virulencia en este patdgeno (Achard et al. 2010). Todos estos
estudios revelan la importancia de la homeostasis del cobre en S. Typhimurium para
la virulencia, y sugieren que los diferentes componentes contribuyen en mayor o
menor medida en los distintos estadios de la infeccion.

En el caso de patdgenos como Mycobacterium tuberculosis (Mtb), el Cu juega
un rol crucial en el control de la enfermedad. Utilizando como modelo conejillos de
india, se observa que los mismos responden a una infeccion con Mtb incrementando la
concentracion de Cu en las lesiones pulmonares (Ward et al. 2011). La pérdida del
transportador de Cu de la membrana de la bacteria (MtbB) es muy importante en la
resistencia al metal y reduce la carga bacteriana entre 1000 y 100 veces en pulmones
y nodos linfaticos respectivamente (Shi et al. 2014). En ratones, el efecto de dicha
mutacién en la virulencia de Mtbh fue exacerbado por la adicion de Cu a la dieta,
evidenciando que el ién metélico es utilizado por los mamiferos para controlar las
infecciones por Mtb. Es importante destacar que Mth es muy susceptible al Cu
respecto a las otras bacterias, mostrando efectos tdxicos del metal incluso a
concentraciones menores a aquellas encontradas en los fagosomas de los macréfagos
(Wolschendorf et al. 2011).

1.4 Mecanismos no especificos de tolerancia al Cu

Como se menciond anteriormente, el Cu puede dafiar diferentes componentes
celulares como consecuencia de su reactividad quimica o por desplazamiento de
metales esenciales de sus sitios de unién. Estos dafios pueden ser detectados por
sistemas de respuesta al estrés global, como por ejemplo SoxR que esté involucrado
en la respuesta al estrés oxidativo (Pontel et al. 2014). Ademas, y teniendo en cuenta
la importancia de la homeostasis de Cu en el periplasma, se han vinculado a algunos
de los sistemas de respuesta a estrés periplasmico globales con el dafio producido por
el Cu, como es el caso del sistema Cpx (Hobman et al. 2007). Finalmente, también se

ha vinculado el estrés por Cu con el estado de los puentes disulfuros en las proteinas
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del periplasma (Hiniker et al. 2005; Shepherd et al. 2013). A continuacién se
describen algunos de los sistemas globales de respuesta a dafios en la envoltura que se
relacionaran con el estrés por Cu a lo largo de este trabajo.

1.4.1. Sistemas globales de respuesta a estrés periplasmatico

En bacterias Gram negativas tales como Escherichia coli, la envoltura
bacteriana comprende una membrana interna, un espacio periplasmico que contiene la
pared celular, una membrana externa y los apéndices bacterianos tales como pili y
flagelos (Duguay y Silhavy 2004; Silhavy et al. 2010). La envoltura bacteriana esta
implicada en procesos necesarios que incluyen el transporte de nutrientes, la
respiracion, la secrecion, la adhesion, la virulencia y el mantenimiento de la
integridad celular general (Bury-Moné et al. 2009).

La envoltura bacteriana constituye la primera linea afectada por la mayoria de
las condiciones externas que generan estrés ya sea de naturaleza fisica (hipertermia,
osmolaridad, etc.), quimica (etanol, pH, detergente, etc.) o bioldgica (adhesion,
infeccion, etc.). Sus componentes detectan perturbaciones y transmiten sefiales para
inducir la reprogramacién transcripcional, que conduce a una respuesta adaptativa
(Rowley et al. 2006). Se han identificado al menos cinco vias inducidas en respuesta
al estrés de la envoltura en E. coli, llamadas Bae, Cpx, Psp, Rcs y o (Bury-Moné et
al. 2009). Hasta la fecha, estas vias se han estudiado principalmente de forma
individual, y las interconexiones y/o solapamientos entre ellas no se han caracterizado
extensamente. Sin embargo, se conocen dos caracteristicas importantes de la respuesta
al estrés de envoltura en E. coli: primero, que un estrés determinado requiere la
respuesta combinada de varias vias; y segundo, que cada via individualmente controla
un conjunto discreto de genes implicados en la respuesta y muestra poca
superposicion con las otras vias (Connolly et al. 1997; Leblanc et al. 2011) Se
propone que un estrés ambiental, probablemente impacta en la envoltura celular
mediante la induccion de numerosas alteraciones, cada una de las cuales pueden ser
percibidas por diferentes sistemas de respuesta contribuyendo a la adaptacion de la
célula a diferentes aspectos del dafio que genera el estrés (Raivio et al. 2013).

Las vias controladas por - y el sistema Psp (del inglés phage shock protein)
responden a sefiales especificas generadas por la acumulacién en el periplasma de

ciertas proteinas de membrana externa mal plegadas a través del secuestro vy
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liberacion de un factor transcripcional (Bury-Moné et al. 2009; Danese y Silhavy
1997).

En el caso de la via Cpx (del inglés conjugative plasmid expression) y Bae (del
inglés bacterial adaptative response) se trata de sistemas regulatorios de dos
componentes clasicos (Vogt et al. 2010; Appia-Ayme et al. 2011). El sistema Rcs (del
inglés regulator of colanic acid capsule synthesis) es una via de sefializacion compleja
de fosfotransferencia que también participa en la respuesta al estrés
extracitoplasmatico (Laubacher y Ades 2008).

A continuacién se describen en mayor detalle los sistemas Cpx y Rcs
abordados en gran medida en este trabajo. Finalmente, se hard& mencién de los
sistemas de homeostasis de puentes disulfuro en el periplasma y su relacién con el
dafio por Cu.

1.4.1.1. Sistema Rcs

Los sistemas regulatorios de dos componentes y los sistemas mas complejos
de fosfotransferencia poseen roles criticos en la regulacion de la expresion de genes
en todas las bacterias (Buelow y Raivio 2010). En el caso de Rcs, se trata de un
sistema de fosfotransferencia cuyos componentes estan codificados por genes
ubicados en una misma regién del genoma ocupando un mismo locus génico. Hasta el
presente, se han hallado homdlogos a los genes rcs exclusivamente en la familia
Enterobacteriaceae, estando ausente en bacterias endosimbioticas entéricas con
genoma de tamafio reducido como Buchnera spp. y Wigglesworthia spp.(Clarke 2010;
Huang et al. 2006).

El sistema Rcs fue identificado inicialmente por su rol en la regulacion
transcripcional de los genes que participan en la sintesis de la cépsula de acido
colanico en E. coli codificados en un operon de 19 genes (genes cps) (Gottesman y
Stout 1991). fhIDC es otro operon regulado por este sistema, y codifica para el
sistema de regulacién maestro responsable de la expresion del flagelo (Francez-
Charlot et al. 2003). También se hallaron genes involucrados en la produccion de
estructuras asociadas a la superficie celular como el LPS, fimbrias, y proteinas
involucradas en el mantenimiento y/o modificacién de la superficie celular bajo
control del sistema Rcs (Clarke 2010; Huang et al. 2006). Ademas, regula
positivamente la expresion de los genes de divisidn celular ftsA y ftsZ (Carballés et al.
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1999), el ARN regulatorio rprA (Majdalani et al. 2002), y los genes que codifican
para la proteina inducible osméticamente OsmC (Davalos-Garcia et al. 2001), para la
catalasa KatE , y para la lipoproteina de membrana externa OsmB (Boulanger et al.
2005). En Salmonella, Rcs regula la expresién de ugd, cuyo producto es requerido
para la modificacion del lipido A del LPS, necesario para promover la resistencia a la
accion de los peptidos cationicos antimicrobianos (Mouslim et al. 2003).

El mecanismo de sefializacion mediante el cual funciona el sistema de
fosfotransferencia Rcs implica, en un primer paso, la activacion de la proteina quinasa
sensora RcsC que se forforila en presencia de determinadas sefiales en el periplasma.

Dicha proteina se localiza en la membrana interna y posee un dominio
sensor quinasa clasico y un dominio “receptor”, ambos citoplasmaticos. En el proceso
de sefializacion, RcsC se fosforila en una histidina conservada del dominio histidin
quinasa y luego transfiere el fosfato a un residuo de aspartato en el dominio
“receptor”. Siguiendo la transduccion de la sefal, el proximo paso es la fosforilacion
de la proteina de membrana interna RcsD en un residuo de histidina, que finalmente
es capaz de fosforilar al regulador respuesta RcsB en un residuo de aspartato (Figura
1.6) (Chen et al. 2001).
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Figura 1.6. Modelo de la via de transduccién de la sefial para la regulacion de genes dependientes
de RcsB/RcsB-RcsA. Se muestra la transferencia del fosfato desde RcsC hasta ResB. Las flechas
dentadas indican las sefiales percibidas desde fuera de la célula y por perturbaciones en la superficie y
periplasma. Adaptado de Majdalani y Gottesman, 2006.

Un componente importante en la sefializacion del sistema Rcs es la proteina

RcsF. Se trata de una lipoproteina anclada a la membrana externa identificada
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inicialmente ya que su sobreexpresion conduce a una activacion de dicho sistema
(Gervais y Drapeau 1992). Analisis genéticos sugieren que RcsF esta corriente arriba
de RecsC en la cascada de sefializacion (Shiba et al. 2012). ResF fue identificada como
sustrato de DsbA, responsable de la creacion de puentes disulfuro en las proteinas del
periplasma (Leverrier et al. 2011) y en ausencia de DsbA se encuentra totalmente
reducida y aun no esta claro si este enlace disulfuro es sensible al estado redox del
periplasma o si la presencia o ausencia del mismo afecta el estado de sefializacion de
RcsF pero se trata de una posibilidad interesante (Gervais y Drapeau 1992; Kadokura
2004)

Volviendo al ultimo paso de la transduccion de la sefial, el regulador de
respuesta RcsB es una proteina de 24KDa, compuesta por un dominio aceptor D2
ubicado en su extremo N-terminal, y un dominio C-terminal que presenta un motivo
de union al ADN del tipo hélice-giro-hélice (H-T-H) y forma parte de la familia de
reguladores transcripcionales del tipo LuxR (Clarke et al. 2002). Dicha proteina,
puede ejercer su funcion reguladora uniéndose a las secuencias promotoras de los
genes blancos en forma de homodimero. Sin embargo, también se ha reportado que es
capaz de formar heterodimeros con proteinas reguladoras auxiliares, principalmente
RcsA aunque también con otras como GadE y BglJ (Castanié-Cornet et al. 2010;
Salscheider et al. 2014). Estas proteinas auxiliares también forman parte de la familia
de reguladores LuxR que presentan un motivo de union al ADN del tipo H-T-H en su
extremo C-terminal.

Tanto en el caso de la activacién de la transcripcion de los genes
responsables de la sintesis de la capsula (cps) como en la represion del regulador
maestro fhIDC, RcsA actla en conjunto con RcsB aunque de forma accesoria. Esto es
evidente ya que la sobreexpresion de RcsB es suficiente para activar la expresion de
los genes cps aln en ausencia de RcsA pero no se detecta expresion en ausencia de
RcsB, independientemente de los niveles de RcsA (Brill et al. 1988).

El mecanismo de accién propuesto sugiere que RcsB se une como
homodimero en sitios inmediatamente corriente arriba de la regién -35,
probablemente interaccionando con la ARNP para estabilizar su unién y permitir asi
la formacion del complejo abierto y posterior inicio de la transcripcién (Johnson et al.
2003). En el caso de la represion de la transcripcién del gen que codifica para el
regulador maestro del flagelo, RcsB en conjunto con RcsA reprimen la expresion del
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mismo interaccionando con una regién entre las bases +3 y +20 del promotor en
cuestion (Francez-Charlot et al. 2003).

En cuanto a los estimulos percibidos, la complejidad del sistema Rcs
permite la posibilidad de percibir sefiales en varios puntos de la cascada, afectando la
fosforilacion o desfosforilacion de RcsB, ResD y ResC. Las sefiales podrian también
conducir a cambios en los niveles de sintesis de estos reguladores y el nivel de
acumulacién de RcsA, ya sea incrementando la sintesis o disminuyendo la
degradacion. Actualmente, la mayor parte del conocimiento concierne a la activacién
del sistema via la deteccion de la sefial por parte de RcsC (Wang et al. 2011). Se ha
observado que la sobreexpresion de la chaperona de membrana DjlA induce la
activacion del sistema Rcs (Kelley y Georgopoulos 1997), como asi también las
mutantes mdoH, pgsA y el locus rfa (Shiba et al. 2004). MdoH produce los
oligosacéridos derivados de membrana, PsgA es requerido para la sintesis de
fosfolipidos anionicos y el locus rfa es necesario para la biosintesis del LPS.
Asimismo, mutaciones en los genes para la formacion de los puentes disulfuro en el
periplasma, particularmente en dsbA, también conduce a la activacion del sistema
Rcs, especialmente en presencia del agente reductor DTT (Lin et al. 2009). Se
desconoce si tal activacion es producida por un efecto generalizado o Unicamente por
RcsF (Leverrier et al. 2011).

La activacion del reguldon Rcs por mutaciones o sobreexpresiones provee
indicios sobre los procesos de sefializacién pero no identifican los determinantes
medioambientales y/o nutricionales que presumiblemente actlGan como inductores
naturales. Se han identificado distintas condiciones de crecimiento que conducen a la
induccion pero se requiere profundizar en el analisis de la via de deteccion de sefiales
para entender si todas ellas son aspectos del mismo estrés o si reflejan distintivamente
condiciones de activacion diferentes (Majdalani et al. 2005). Entre las sefiales de
interés, se ha reportado que la desecacion induce la transcripcion del operén cps
posiblemente debido a la generacion de un estrés osmético, dicha induccién es
dependiente tanto de RcsB como RcsC y la capsula ayuda a las células a sobrevivir al
disecado (Ophir y Gutnick 1994). Pruebas directas de shock osmaético confirman que
ésta es una sefial inductora transitoria dependiente de RcsC (Gottesman 1996). Las
temperaturas bajas combinado con altos niveles de cinc también inducen la via de
sefializacion dependiente de RcsC y ResF (Hagiwara et al. 2003). La clorpromacina,
una molécula catidnica anfipatica que puede insertarse en la bicapa lipidica y se
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piensa que perturba la curvatura de las membranas de la misma forma que lo hace el
estrés osmético, también es capaz de activar el sistema (Stout y Gottesman 1990).

Si bien se ha descripto que la capsula es importante para la supervivencia de
la bacteria frente a condiciones ambientales adversas (desecacién, shock osmotico,
etc.), también se ha reportado que cumple un importante rol en la patogénesis de las
bacterias que la expresan. En Salmonella y Klebsiella, el sistema Rcs regula la
expresion de la capsula tipo I, que protege a estas bacterias de la accion del sistema
inmune del hospedador (Majdalani y Gottesman 2005). Por su parte, en Erwinia
amylovora, Rcs regula la expresion del exopolisacarido amilovoran, necesario para
que este fitopatdgeno colonice el xilema de la planta y establezca la infeccion (Kelm
et al. 1997).

Rcs participa en la regulacién de la virulencia de las enterobacterias, ya que
controla la expresion de genes implicados en los procesos patogénicos de las mismas.
Se ha reportado que en Salmonella enterica serovar Typhimurium, el sistema Rcs
interviene en la regulacion de algunos de los genes de la SPI-1 y que se induce en
condiciones que mimetizan el interior de una célula invadida por Salmonella durante
el crecimiento intracelular (Arricau et al. 1998; Erickson y Detweiler 2006). En otros
estudios se demostrd que mutantes nulas en la quinasa rcsC presentan un fenotipo
atenuado en la infeccién sistémica en un modelo de raton (Detweiler et al. 2003). Sin
embargo, una mutante con activacion constitutiva del sistema Rcs de Salmonella
también presenta una disminucién de su capacidad de infeccidn a ratones tanto por via
oral como intraperitoneal, sugiriendo que posiblemente un exceso en la produccion de
la capsula intervendria con el proceso de fagocitosis mediada por los macréfagos
(Mouslim et al. 2004). Esto demuestra que el sistema Rcs juega un rol importante en
la regulacion temporal de la virulencia de Salmonella, ya que una inapropiada
activacion o represion de determinados genes lleva a un fenotipo virulento atenuado
en esta bacteria (Clarke 2010).

En Yersinia enterocolitica, el sistema Rcs regula positivamente la expresion
del sistema de secrecién tipo Il Ysa, necesario para la colonizacion de la porcion
terminal del intestino delgado en ratones (Walker y Miller 2009). También regula la
expresion del sistema de secrecion tipo Il en E. coli enterohemorrégica (Tobe et al.
2005).

Por otra parte, se vincula al sistema Rcs con el desarrollo de biopeliculas. La
regulacion negativa de fhIDC concuerda con una variedad de otras evidencias que se
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relacionan a una menor movilidad bajo condiciones que inducen la sintesis de los
genes cps. Una posibilidad atractiva es que los genes regulados por el sistema Rcs
tengan un rol en determinar el momento apropiado del desarrollo de biopeliculas
(Majdalani y Gottesman 2005). La produccion de exopolisacaridos por parte de los
genes cps es crucial para el desarrollo de biopeliculas, lo que sugiere que el sistema
Rcs posee un rol en los estadios tardios en el desarrollo de las mismas, luego de la
unién a la superficie sélida e importante en la estructura tridimensional final (Danese
et al. 2000). De hecho, en estadios tempranos se requiere del flagelo y otros apéndices
de la superficie; estos genes estan negativamente regulados por el sistema Rcs y los
apéndices pueden ser enmascarados por la capsula una vez inducida (Francez-Charlot
et al. 2003). Tanto en E. coli como en Salmonella se encontrd que el sistema Rcs es
importante en la regulacion de la motilidad tipo swarming (Takeda et al. 2001),
frecuentemente utilizada como un paso temprano en la formacion de las biopelicula
(Stoodley et al. 2002).

De acuerdo al gran numero y diversidad de genes regulados por el sistema
Rcs, podria designarse al mismo como una red regulatoria global, que controla
diversos procesos celulares, tales como division celular, sintesis de exopolisacaridos,

biogénesis flagelar y mecanismos de virulencia.
1.4.1.2. Sistema Cpx

El sistema de regulacién de dos componentes Cpx modula la expresién de
genes en respuesta al estrés periplasmatico (Pogliano et al. 1997). Estd compuesto
CpxA, una histidina quinasa sensora y CpxR, el regulador de respuesta
citoplasmatico. Si bien no se han identificado la naturaleza de la sefial o las sefiales
detectadas por CpxA, se han identificados varias condiciones que activan al sistema
tales como el pH alcalino a neutro, la sobre-expresién de NIpE, subunidades P del
pilus y otras proteinas de la envoltura, alteraciones en la membrana y/o en la sintesis
del antigeno comuln de enterobacterias (Vogt y Raivio 2012). Ademas, varios reportes
indican que algunos metales como Cu y Zn también activan el sistema por
mecanismos que aun no han sido dilucidados (YYamamoto y Ishihama 2006).

La evidencia acumulada hasta el presente indica que CpxAR controla la
expresion de mas de 50 genes en E. coli (Raivio 2014). Los primeros miembros
descriptos del regulén Cpx codifican para proteinas involucradas en el plegamiento o

la degradacion de proteinas en la envoltura celular como degP, una serina
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endoproteasa periplasmatica; la disulfuro oxidoreductasa dsbA; y ppiA, una peptidil
isomerasa A periplasmatica (Pogliano et al. 1997; Danese y Silhavy 1997).
Posteriormente, otros estudios condujeron a la identificacion de otros miembros del
regulén que pueden ser activados o reprimidos por el sistema y que estan
involucrados en una amplia variedad de funciones celulares, incluyendo motilidad y
quimiotaxis (motAB-cheAW, tsr, y aer, pilus y flagelo), translocacion de proteinas
(secA), virulencia (mviM), adhesién (operon pap, csgBAC y csgDEFG), biosintesis de
aminoacidos (aroG y aroK) o fosfolipidos (psd), metabolismo del ADN (ung),
metabolismo de la pared celular (amiA, amiC); almacenamiento y acumulacion de Fe
(efeU y ftnB), entre otras (Cao et al. 2007; De Wulf et al. 1999; De Wulf et al. 2002;
Yamamoto y Ishihama 2006).

La deteccion de las sefiales por parte de este sistema no se restringe
Unicamente al componente sensor, pudiendo involucrar incluso a diferentes dominios
de la histidina quinasa, sino también al regulador de respuesta o proteinas accesorias
(Buelow y Raivio 2010). En el caso del sistema Cpx en E. coli, al menos cuatro
proteinas en diferentes compartimentos celulares (Figura 1.7) participan en la
deteccion de las diferentes sefiales: en la membrana externa, la lipoproteina NIpE, en
el periplasma, la proteina CpxP, en la membrana interna, la histidina quinasa CpxA, y
finalmente en el citoplasma, el regulador de respuesta CpxR (Raivio 2014).

NIpE se identificd por primera vez como un supresor de la toxicidad de la
proteina de fusion de la envoltura LamB-LacZ-PhoA, y su expresidn esté regulada por
CpxR (Snyder et al. 1995; Danese y Silhavy 1997). En el afio 2002, se demostrd que
NIpE activa el sistema CpxR en respuesta a la adhesion a superficies hidrofobicas
(Otto y Silhavy 2002). Estudios posteriores, indicaron que esta proteina accesoria no
esta implicada en la deteccion de otras sefiales que activan el sistema Cpx como el pH
alcalino o el estrés generado por la sobre-expresién de la subunidad P del pilus
(DiGiuseppe y Silhavy 2003). Si bien estos estudios indican que NIpE est& implicado
en la deteccion de sefiales, coémo la sefial detectada por NIpE se transmite a CpxA es
aun motivo de discusion.

La proteina periplasmética CpxP inhibe la actividad de la via Cpx cuando se
sobre-expresa, probablemente por interaccion directa con el dominio periplasmatico
de CpxA. La observacion de que la presencia de proteinas mal plegadas en el
periplasma activa el sistema Cpx de manera dependiente de CpxP ha llevado a
proponer que las proteinas no nativas secuestran CpxP impidiendo su unién a CpxA y
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en consecuencia la quinasa se activa (DiGiuseppe y Silhavy 2003; Isaac et al. 2005).
Sin embargo, el papel de CpxP en la sefializacion es poco conocido. De hecho,
mutantes en cpxP conservan su capacidad de detectar sefiales tales como la sobre-
expresion de NIpE, el pH alcalino, la sobre-expresién de PapE y PapG, y otros tipos
de estrés (DiGiuseppe y Silhavy 2003; Raivio et al. 1999).

ME
Periplasma Proteinas mal
i " Al Sonesen? Q
&
ﬁCpxP ~N / . DegP {::%:}
CpxA

Cltoplasma CpXA
CpxR
Fase estacionaria
Exceso de glucosa

Proteinas de plegado y CPXR Complejos proteicos
degradacion perlplasmatlcas perlplasmatlcos (pili, flagelo)
(degP, dsbA, ppiA, etc)

Reguladores

Enzimas del peptidoglicano (CPXRA, rpOErseABC, mzrA, ydeH)

(amiA, amiC, ycfs, etc)

Figura 1.7. Descripcion general de la via de Cpx en Escherichia coli. En condiciones no inductoras
(lado izquierdo del diagrama), la histidina quinasa de membrana interna (MI) CpxA actlia como una
fosfatasa del regulador de respuesta CpxR, manteniéndolo desfosforilado y por lo tanto inactivo. CpxP
inhibe la activacion de CpxA, posiblemente a través de una interaccion directa. Las sefiales inductoras
entran en la via en varios puntos (indicados por las flechas azules): la adhesién a la superficie es
detectada por la lipoproteina de membrana externa (ME) NIpE; proteinas periplasmaticas mal plegadas
pueden ser detectados directamente por CpxP; y sefiales metabolicas o fases de crecimiento son
detectadas por CpxR. Bajo condiciones inductoras (lado derecho del diagrama), CpxP es degradada
por DegP, CpxA actlia como un autoquinsa y fosforila a CpxR, que fosforilado se une al ADN para
regular la transcripcion. Los genes regulados positivamente por CpxR-P (indicado por el texto en
verde) son los que codifican para proteinas plegado y degradacion periplasmatica; enzimas metabolicas
de pared celular y algunos reguladores. Los genes reprimidos por CpxR-P (indicadas por el texto en
rojo) incluyen los complejos proteicos del periplasma y reguladores. Adaptado de Vogt y Raivio, 2011.

El dominio periplasmético de la histidina quinasa CpxA, si bien actia como
sensor de algunas sefiales como pH alcalino y la sobre-expresion de PapE y PapG, es
también el punto de integracion de sefiales detectadas a través de NIpE y de CpxP
(Raivio et al. 1999; Raivio y Silhavy 1997; DiGiuseppe y Silhavy 2003). Si bien la
forma en que este motivo detecta las distintas sefiales se desconoce, al igual que en
otros sistemas de dos componentes, la deteccion de la sefial es transducida a través de
la membrana interna al dominio quinasa que lleva a cabo la transferencia de un grupo
fosfato al regulador de respuesta CxpR (Fleischer et al. 2007). El regulador CpxR
también puede activarse independientemente de CpxA en respuesta a sefales
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relacionadas con el crecimiento y el metabolismo central. Por ejemplo, se ha
reportado que la expresion de cpxR en E. coli se activa al inicio de la fase estacionaria
(De Wulf et al. 1999), y que esta activacion relacionada con la fase de crecimiento es
dependiente de CpxR pero independiente de CpxA (DiGiuseppe y Silhavy 2003).
CpxR también se puede activar de forma independiente de CpxA cuando las células
se cultivan en presencia de exceso de fuentes de carbono, tales como la glucosa vy el
piruvato (Wolfe et al. 2008). Se postula que esta activacion esta mediada por la via
Pta-ackA, que genera acetil fosfato a partir de acetil-CoA (Wolfe et al. 2008). De
hecho, el acetil fosfato puede fosforilar CpxR in vitro y, bajo determinadas
condiciones de crecimiento, in vivo (Lima et al. 2011; Pogliano et al. 1997; Raivio y
Silhavy 1997; Wolfe et al. 2008).

Dependiendo del gen blanco, CpxR puede actuar como activador o represor
(Price y Raivio 2009). En un estudio comparativo realizado por Price y Raivio en
2009, en donde se caracterizd una biblioteca de expresion de genes regulados
putativamente por CpxAR en E. coli, se demostrd que la orientacion con respecto al
sitio de inicio de la transcripcion y el grado de consenso del sitio de unién para CpxR,
previamente determinado como GTAAA-N4g-GTAAA (Yamamoto y Ishihama
2006), no influyen en la regulacién. Sin embargo, la ubicacion del sitio de unién de
CpxR, si es importante. La presencia de al menos un sitio de union a CpxR dentro de
100 pb del sitio de inicio de la transcripcién independientemente de la orientacion se
correlaciona positivamente con una fuerte regulacion dependiente de CpxAR. Asi, la
mitad de los promotores que mostraron una fuerte regulacion CpxAR-dependiente,
contiene un sitio de union CpxR consenso que se orienta en una direccién directa en
relacion con la transcripcion GTAAA-N,g-GTAAA, mientras que la otra mitad tienen
sitios de unién CpxR orientadas en la orientacion inversa, TTTAC-N4s-TTTAC.
Ademas, varios de estos genes tienen sitios de uniébn CpxR en ambas orientaciones
por lo que no parece haber relacion entre la orientacion y el modo en que CpxR ejerce
su regulacion. El grado de coincidencia al sitio de unién consenso CpxR tampoco
parece ser predictivo (Price y Raivio 2009).

En la mayoria de los casos, CpxR actla en conjunto con otros reguladores
para controlar la expresion de los genes. Por ejemplo, se ha demostrado que para la
expresion de los transportadores del tipo CBA MdtA y AcrD y para la porina ompC,
CpxR actla como corregulador (Batchelor et al. 2005; Hirakawa et al. 2005). En
ausencia del regulador principal de acrD y mdtA, BaeR o de ompC, OmpR, CpxR es
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incapaz de activar la transcripcion de estos genes. Estos resultados indican que CpxR
actia en conjunto con el activador principal para intensificar la transcripcién
(Hirakawa et al. 2005). Ensayos de proteccion a la digestion por ADNasal sobre estos
genes, indican que CpxR se une a grandes regiones corriente arriba de los sitios de
inicio de la transcripcién y en todos los casos el sitio de unién se superpone
parcialmente con el de activador principal. Por otro lado, se ha demostrado que CpxR
es capaz de afectar negativamente la transcripcion de csgB, csgD, ompF y papB
(Dorel et al. 2006). CpxR se une cooperativamente a multiples sitos de la regién
promotora de csgB y csgF (Ogasawara et al. 2010). En el caso de csgD, el activador
OmpR se une a un Unico sitio en el promotor, mientras que CpxR se une
cooperativamente a multiples sitios formando un complejo ADN-proteina de muy
poca movilidad electroforética. Se desconoce si en este caso el efecto negativo de
CpxR sobre la expresion de csgD se debe a que previene el reclutamiento de la ARNP
0 genera una perturbacion en la unién de OmpR (Ogasawara et al. 2010). Para el caso
de ompF, los ensayos de proteccion a la digestién por ADNasal indican que en el
promotor de este gen, CpxR cubre una amplia regién del mismo, superponiéndose con
los cuatro sitios de union de OmpR. Estas evidencias sugieren que en algunos casos
CpxR se une a grandes regiones de ADN a través de maltiples sitios y que modula la
accion de otros reguladores, sean estos activadores o represores.

En relacion al papel de sistema CpxAR en la resistencia a metales, se
demostré en E. coli, que una mutante delecionada en el operén cpxRA, es mas
sensible al Cu y al Zn que la cepa silvestre (Yamamoto y Ishihama 2006). Ademas,
estudios de transcriptémica global revelaron la activacion de al menos 14 genes de E.
coli pertenecientes al reguldon CpxAR (aroG, cpxP, ftnB, htrA, ppiA, spy, ybal, yccA,
ycdN, ycfS, ydeH, yebE, yihE e ygjA, la mayoria de funcidon desconocida) en presencia
de Cu y que esta activacion depende de CpxAR (Yamamoto et al. 2005; Yamamoto y
Ishihama 2006; Yamamoto y Ishihama 2005; Pogliano et al. 1997). Por otro lado, la
observacion de que una mutante de E. coli deficiente en NIpE es méas sensible a Cu
que la cepa silvestre y que el dominio N-terminal de NIpE contiene un motivo
CXXC, caracteristico de proteinas de union a Cu sugiere que esta proteina podria
estar implicada en la activacion del sistema Cpx en presencia de Cu (Gupta et al.
1995; Robinson 2010; Hirano et al. 2007). Por otra parte también se ha demostrado la
induccién de cpxP asi como también el sistema de eflujo mdtABC, que se encuentra
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modulado por el sistema cpxAR, mediante analisis de transcriptomica global de E. coli
en presencia de Zn (Lee et al. 2005).

En cuanto a la relacion entre el sistema Cpx y la infeccion, se ha descripto
que el regulon estd implicado en la virulencia de varias especies de bacterias
patdgenas. En Shigella flexneri, se ha visto que CpxA estd involucrada en la
regulacién dependiente de pH de virF, un regulador positivo de los genes de invasion
ipaBCD (Nakayama et al. 2003). Del mismo modo, en Salmonella Typhimurium,
también se vio que el sistema Cpx esté involucrado en la regulacion dependiente de
pH del regulador positivo de genes de invasion HilA (Nakayama et al. 2003).
Ademas, DsbA (cuya expresion esta regulada por CpxR) es requerida para el plegado
y la secrecion de las proteinas IpaBCD por parte de S. flexneri y para otros factores de
virulencia tales como la enterotoxina producida por Vibrio cholerae (Humphreys et
al. 2004).

Para evaluar la participacion del sistema Cpx de Salmonella Typhimurium
en la entrada y replicacion dentro de células eucariotas, se hicieron ensayos de
invasion y persistencia en macrdfagos y en células epiteliales con mutantes ACpxR,
AcpxA y cpxA*; esta Ultima mantiene la activacion del sistema de forma constitutiva
(De Wulf y Lin 2000). Las mutantes ACpXR y AcpxA invadieron los macrofagos de
igual forma que la cepa silvestre mientras que la cepa mutante cpxA* fue
significativamente menos invasiva. A las 24 horas post-infeccion, el nimero de
bacterias intracelulares se increment6, indicando que en ninguna de las mutaciones en
Cpx se vio afectada la sobrevida o replicacion intracelular (utilizando células
epiteliales HEp2 o Caco-2 se obtuvieron resultados similares) (Humphreys et al.
2004). Los mismos estudios llevados a cabo con moléculas que previenen la
internalizacion celular sugieren que es la adhesion a las células eucariotas y el
ingreso a las mismas lo que esta afectado principalmente en la mutante cpxA*.
Alternativamente, mediante ensayos de competencia se evalué la capacidad de las
mutantes ACPXR, ACpXA y CpxA* para competir con la cepa silvestre en el crecimiento
en tejidos murinos. Nuevamente, la cepa ACPXR no se vio afectada respecto a la
parental silvestre mientras que si se evidencié una disminucion significativa en el
recuento para las mutantes ACPXA y cpxA*, siendo esta Ultima la mas afectada
(Humphreys et al. 2004).

Para investigar si las mutaciones en Cpx afectan la habilidad de S.

Typhimurium de infectar ratones oralmente por la via natural de infeccion, se
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determinaron el nimero de unidades formadoras de colonias (CFU), en diferentes
tejidos post-infeccion. Nuevamente, no hubo diferencias significativas entre la cepa
AcpxR vy la parental silvestre pero ambas fueron mas virulentas ¢ la mutante ACpxA
que a su vez fue mas virulenta que la cepa cpxA* (Humphreys et al. 2004). Es
esperable que la mutante cpxA* tenga un exceso de CpxR fosforilado (CpxR-P); por
lo tanto, la virulencia pareciera correlacionarse inversamente con los niveles de
CpxR-P. Si este es el caso, entonces CpxR-P podria estar regulando negativamente
genes que son importantes para la infeccion de ratones o bien, podria regular
positivamente genes que interfieren con los procesos de infeccién (Humphreys et al.
2004).

1.4.2. Homeostasis de puentes disulfuro en el periplasma y dafio por Cu

Entre los sistemas que participan indirectamente en la tolerancia al Cu se
encuentran aquellos que tienden a mantener los puentes disulfuros de las proteinas
periplasmaticas en sus estados nativos ya que el Cu tiene la capacidad de generar dafio
catalizando la formacion de puentes disulfuros incorrectos en las proteinas (Hiniker et
al. 2005). La mayoria de las proteinas periplasmicas contienen al menos 2 residuos de
cisteinas, y muchas son estables y activas solo cuando estas cisteinas forman su
correspondiente puente disulfuro nativo (Heras et al. 2010). En Escherichia coli, una
familia de tiol-disulfuro oxido-reductasas asegura que las poteinas periplasmicas y
secretadas formen los puentes disulfuros correctos. DsbA es la principal disulfuro
oxidoreductasa en el periplasma y su mecanismo de accidén consiste en donar
rdpidamente su enlace disulfuro de forma directa a las proteinas sustrato oxidandolas
(Kadokura 2004). Se considera que DsbA actia de una forma relativamente
inespecifica uniendo cualesquiera dos cisteinas proximas entre si (Hiniker et al.
2005). Para completar el ciclo y tendiente a mantener a la proteina DsbA funcional, la
misma es reoxidada por DsbB; la cual es una proteina de membrana interna con dos
rulos periplasmicos, cada uno de los cuales posee un par de residuos de cisteina (Lin
et al. 2009). Mutantes en dsbA o dsbB exhiben fenotipos pleiotrépicos, debidos por
ejemplo, al ensamblado incorrecto del flagelo que conlleva a una movilidad
bacteriana reducida. En varios patdgenos, mutantes en dsbA presentan una

disminucién en la virulencia debido a que factores como el pili, toxinas y sistemas de
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secrecion tipo Il requieren de los enlaces disulfuros apropiados para funcionar
correctamente (Lin et al. 2009).

Por otra parte, las bacterias cuentan con la proteina DsbC que es la principal
isomerasa de disulfuros que probablemente corrige los enlaces incorrectos generados
en las proteinas del periplasma (Hiniker et al. 2005). Dada la dependencia que existe
entre la funcién de una proteina y la formacion de sus puentes disulfuros correctos, es
sorprendente que una cepa mutante para dsbC no presente ningun fenotipo facilmente
detectable. Sin embargo, se ha demostrado que mutaciones en la via entera de
isomerizacion de los puentes disulfuros dependiente de DsbC, causa un incremento
en la sensibilidad al Cu. Debido a su actividad redox, estos iones metalicos pueden
catalizar la formacion de enlaces disulfuros periplasmaticos bajo condiciones
aerobicas, sugiriendo que la sensibilidad de la cepa mutante en dsbC al metal surge de
la incapacidad de la célula para rearreglar los puentes disulfuros no nativos generados
en esta condicion (Hiniker et al. 2005).

El sistema de formacién de puentes disulfuro esta mayormente caracterizado
en E. coli y se puede considerar que estd compuesto de dos vias: una via oxidante, que
incluye las proteinas DsbA y DsbB y una via de isomerizacién que utiliza las
proteinas DsbC, DsbG, DipZ (DsbD) y TrxA (Bouwman et al. 2003).

Algunas bacterias Gram negativas producen paralogos de DsbA y/o DsbB
que suplementan o reemplazan la actividad de DsbA y DsbB. Por ejemplo, el
plasmido de virulencia de Salmonella enterica, codifica para SrgA, que es una
proteina paraloga a DsbA cuya actividad es dependiente de DsbB (Bouwman et al.
2003). Se sugiere que SrgA es mas especifica para los sustratos que DsbA y que su
actividad de disulfuro oxido-reductasa es necesaria para la produccion de las fimbrias
codificadas por el plasmido (Bouwman et al. 2003). Asimismo, Salmonella
Typhimurium también codifica para proteinas pardlogas del par DsbA/DsbB. Se trata
de las proteinas DsbL y Dsbl que funcionan como un par redox contribuyendo a la
formacion de enlaces disulfuro en el periplasma (Grimshaw et al. 2008).

Finalmente, se han identificado distintos clones de una biblioteca genémica
de Salmonella Typhimurium capaces de suprimir el fenotipo sensible a Cu de la cepa
mutante de E. coli cutF. El andlisis de la secuencia de uno de estos clones revela la
presencia de 4 marcos abiertos de lectura organizados en dos operones. Uno de ellos
consiste en un Unico gen, scsA; mientras que el otro contiene 3 genes, scsB, scsC y
scsD. Estos genes fueron denominados como scs debido a que son capaces de
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suprimir el fenotipo sensible al Cu (del inglés supression of copper sensitivity). La
comparacion de la secuencia aminoacidica de estos genes muestra que scsB, scsC, y
scsD presentan una homologia significativa con las proteinas de intercambio de tiol-
disulfuros (CutA2, DipZ, CysZ, y DsbD) de E. coli, a una proteina de membrana
externa (Coml) de Coxiella burnetii, y a proteinas tioredoxinas, respectivamente.
Anadlisis de complementacién indican que las 4 proteinas son requeridas para el
incremento en la tolerancia al Cu de la cepa mutante de E. coli cutF (Gupta et al.
1997).

Se ha reportado que mutaciones o tratamientos que interfieren con la
formacion de puentes disulfuro en el periplasma estan entre las sefiales que activan el
sistema Rcs. Efectivamente, la cepa doble mutante dsbA srgA es mucoide debido a la
activacion via Rcs de los genes cps que participan de la sintesis de la capsula de acido
colanico (Lin et al. 2008; Grimshaw et al. 2008).

En este trabajo de Tesis se abordard la homeostasis de Cu en Salmonella
Typhimurium haciendo hincapié en la proteina CueP, miembro del reguléon Cue de
detoxificacion directa de Cu. Se evaluard su regulacion transcripcional y su rol
fisiolégico, vinculandola ademas a sistemas de respuesta a estrés periplasmatico

relacionados al dafio por Cu como los sistemas Cpx y Rcs
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Objetivos

En este trabajo de Tesis, nos propusimos como Objetivo General avanzar en el
estudio de la regulacién de la expresién de cueP y en el entendimiento de su rol en el
mantenimiento de la homeostasis de Cu de Salmonella Typhimurium. Para ello se
propusieron los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar la participacion de otros sistemas de regulacion para modular la
expresion de cueP, analizando tanto aspectos mecanisticos del proceso de
transcripcion como también la relevancia fisioldgica de la regulacién en

relacion a la homeostasis del Cu.

e Evaluar la relacion entre la homeostasis del Cu y el sistema de respuesta a

estrés de la envoltura celular Rcs, analizando la participacion de CueP.

e Evaluar posibles mecanismos de accién llevados a cabo por CueP para el

mantenimiento de la homeostasis periplasmatica de Cu en Salmonella.
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Materiales y Métodos

3.1. Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

Las cepas y plasmidos empleados en esta Tesis se detallan en la Tablas 3.1y 3.2,
respectivamente. La secuencia de todas las cepas y plasmidos fueron confirmadas por
secuenciacion. Los oligonucledtidos que fueron utilizados para la generacién de
mutantes, el clonado de las regiones especificas, ensayos de retardo de la movilidad
electroforética y de huella dactilar con ADNasal se detallan en la Tabla 3.3. En todos
los casos estos oligonucledtidos fueron sintetizados por Sigma, se disolvieron en agua
destilada estéril hasta una concentracién 1 pg/ul y se guardaron a -20 °C hasta su
utilizacién. Para las reacciones de PCR se realizaron diluciones de los oligonucle6tidos
hasta alcanzar una concentracion de 5 uM y se guardaron a -20 °C.

Tabla 3.1. Cepas utilizadas

Cepa Genotipo relevante Referencia
E. coli
DH5a F-Z-(tp80lacZAM15)endAl recAl (Sambrook et al. 1989)

SUpE44 thi-1 gyrA96 hsdrl7 relalA
(laczYA-argF)U169

XL1-blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, Stratagne
SUPE44, relAl, lac[F’, proAB*, laclq,
lacZ, A::Tn10(Tet)]

M15 [pREP4]  F-, @80AlacM15, thi, lac-, mtl-, recA*, Qiagen
Km®

Salmonella Typhimurium

14028 Silvestre (Fields et al. 1986)

7065 (LB5010) metA22 metE5S51 trpD2 ilvi452 leu” pro” (Bullasy Ryu 1983)
hsdSA29 hsdB" strA120 galE”

PB3167 cuiD::MudJ-Km® (Checa et al. 2007)
PB3743 rcsA::Tn10-Tet® (Costa y Anton 2001)
PB3844 wcal::MudJ (Costa y Anton 2001)
PB5292 copA::laczY* (Checa et al. 2007)
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0S

PB5449
PB5948
PB5949
PB6028
PB6127
PB7210
PB7211
PB7212
PB7887
PB7937
PB8057
PB8214
PB8335
PB8363
PB8385
PB8582
PB8720
PB8742
PB8743
PB8744
PB9342
PB9343
PB9344
PB9345
PB9346

PB9408

AcueR
PcueP::lacZ-Cm~
AcueR cueP::lacZ-CmR
cueP::3xFLAG-Km"®
AcueP::CmR
ArcsD::Cm°®
ArcsB::Cm®
ArcsC::Cm”®
cuiD::Cm"®

AcuiD

AdsbA::Cm®
PcueP::lacZ
rcsA::Tn10-Tet® AcuiD
wcaJ::MudJ AdsbA
wcaJ::MudJ AcuiD
ArcsF:Cm°®
ArcsF:Cm® AcuiD
ArcsB::Cm® AcuiD
ArcsC::Cm® AcuiD

ArcsD::CmR AcuiD

(Espariz et al. 2007)
(Pontel y Soncini 2009)
(Pontel y Soncini 2009)
(Pontel y Soncini 2009)
(Pontel y Soncini 2009)
(Pescaretti et al. 2010)
(Pescaretti et al. 2010)
(Pescaretti et al. 2009)
(Pontel et al. 2010)
(Pontel y Soncini 2009)
Coleccidn del laborator
Este trabajo

(Pontel et al. 2010)
Coleccidn del laborator
(Pontel et al. 2010)
(Pontel et al. 2010)
(Pontel et al. 2010)
(Pontel et al. 2010)
(Pontel et al. 2010)

(Pontel et al. 2010)

weaJ::MudJ resA::Tn10-Tet® AcuiD
wcaJ::MudJ ArcsB::Cm® AcuiD
wcaJ::MudJ ArcsC::Cm® AcuiD
wcaJ::MudJ ArcsD::Cm® AcuiD
wcal::MudJ ArcsF::Cm® AcuiD

AscsA::CmR

(Pontel et al.
(Pontel et al.
(Pontel et al.
(Pontel et al.

(Pontel et al.

Este trabajo

2010)
2010)
2010)
2010)

2010)

io

io
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Continuacién Tabla 3.1

Materiales y Métodos

PB9409
PB9410
PB9411
PB9434
PB9435
PB9436
PB9437
PB9438
PB9439
PB9440
PB9441
PB9559
PB9833
PB9636
PB9958
PB9996
PB10009
PB10010
PB10029
PB10123
PB10289
PB10290
PB10293
PB10294
PB10326

PB10399

AscsBCD::Cm"®

AdshC::Cm"®

AsrgA::Cm°

wcal::MudJ AscsA::CmR

wcal::MudJ AscsBCD::CmR
wcal::MudJ AdsbC::Cm~
wcal::MudJ AsrgA::Cm"®

wcal::MudJ AdsbAAscsA::Cm”®
wcal::MudJ AdsbAAscsBCD::Cm"®
wcal::MudJ AdsbAAdshC::Cm®
wcal::MudJ AdsbAAsrgA::Cm~
wcal::MudJ AdsbAAsrgAAcueP::Cm"®
PcueP::lacZ PcueP::Cm
PcueP::lacZ-Cm”® Acaja &4cida
PcueP::lacZ caja cpxR*-Cm"®
Ahfg::CmR cueQ::lacZ (transcrpcional)
PcueP::lacZ-Cm"® constitutivo

ACpXR PcueP::lacZ-Cm"® constitutivo
AcueR::Km® AcpxR PcueP::lacZ-Cm"®
ACpxR PcueP::lacZ-Cm"®

PcueP::lacZ -10copA::Cm"®

ACpXR PcueP::lacZ -10copA::Cm®
PcueP::lacZ -10cuiD::Cm"®

ACpxR PcueP::lacZ -10cuiD::Cm"®
AcpxR::CmR cueP::3xFLAG- KmR

AcUeR cueP::3xFLAG-KmR

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Coleccion del laboratorio

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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Continuacién Tabla 3.1

Materiales y Métodos

PB10400

PB10423

PB10424

PB10569
PB10612
PB10613
PB10616
PB10617
PB10620
PB10622
PB10864
PB11177
PB11450
PB11609
PB11671

PB11672

PB11673

AcueR AcpxR cueP::3xFLAG- Km~

AcueR::Km® AcpxR PcueP::lacZ-Cm®
constitutive

AcueR::KmR PcueP::lacZ::CmR
constitutivo

Ahfq

s0dCl::3xFLAG-Km®

ACPXR s0dCl::3xFLAG-Km"®
s0dCl1::3XFLAG-KmR

ACpXR sodClI::3XxFLAG-Km"®
cueQ::lacZ-CmF (traduccional)
Ahfq cueQ::lacZ-Cm"® (traduccional)
cpxP::lacz

ASTnc780

AcpxR::Cm" cpxP::lacZ

PcopAcueP

AQoITSB AcopA AcuiD AcueP::Cm"®

AgoITSB AcopA AcuiD
PcopAcueP::Cm"®

AgoITSB AcopA AcuiD

Tabla 3.2. Plasmidos utilizados

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Coleccion del laboratorio
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Coleccion del laboratorio
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Plasmido Propiedades relevantes Referencia

pCP20 flp, Amp® (Cherepanov y Wackernagel
1995)

pJB20 lacZ clonado en BstBI del plasmido pKD3  (Beaber et al. 2002)

pKD3 Ori R6K, Cm®, Amp® (Datsenko y Wanner 2000)
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Continuacién Tabla 3.2

Materiales y Métodos

pKD4
pKD46
pMC1871
PQE32
pSUB11
pUHE21-2lacl®
pPB1205
pPB1257
pPB1315
pPB1335
pPB1413
pPB1466
pPB1467
pPB1468
pPB1469
pPB1470
pPB1471
pPB1472
pPB1473

pPB1474

Ori R6K, Km~®, Amp~
ParaB-y-p-exo, AMPT
pBR322. Tet", lacl’

Ori ColE1, AmpR, Prs.ae, N-His
Ori R6K, 3xFLAG, Km"®
reppMB1 Amp"® lacl®
pUH::cueR

pUH::cueP

pUH::cuiD

pUH::cuePQ
pBBR1-MCS1::mcherry
pUH::cpxR
pQE32::cpxR
pUH::cpxAR
pUH::STnc780
pMC1871::PcueP-170
pMC1871::PcueP-135
pMC1871::PcueP-80
pMC1871::PcueP-45

pBBR1-MCS2::gfpmut3.1

(Datsenko y Wanner 2000)
(Datsenko y Wanner 2000)
Amersham Pharmacia
Qiagen

(Uzzau et al. 2001)
(Soncini et al. 1995)
(Espariz et al. 2007)
(Pontel y Soncini 2009)
(Pontel et al. 2010)

Este trabajo

Coleccidn del laboratorio
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Fedrigo et al. 2011)
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Tabla 3.3. Oligonucleétidos utilizados

Materiales y Métodos

cpxR BamHI F
cpxR Hindlll Rv
cpxA Rv Hindlll
cueP prext Rv
cueP fwd ft prin
P1 Rv

P1CueP

constitutivo

P2CueP
constitutivo
cpxR P1 Fwd
CpxR int P2 Rv
CpXR P2 Rv

P1 sitio CpxR

P2 Cpx wt

ACGGGATCCATATGAATAAAATCCTGTTAG
AGCAAGCTTTCATGAAGCGGAAACCATC
AGCAAGCTTTTAGGTTCGCTTGTAC
TCTGAGGATGCCGCAAGCGCGGAGCC
GCATTTTGAATCCCTGCCTGATGG
CGAAGCAGCTCCAGCCTACAC

GTCCCTTTGACCTCCCTTAGGGGAACCCCTATAGTAGGCAGGGAGATTGT
TCACAAGGAATTGAAGTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

TATAGGCCCGATAACCCATTATGTTATCGGGCATTTTTCATATGAATATCC
TCCTTA

CCTGATGACGTAATTTCTGCCTCGGAGGTACGTAAACAGTGTAGGCTGGA
GCTGCTTCG

CGGCGTCAGGCGCTTACCCAGCACTTCCTGACTTAAATGCATATGAATAT
CCTCCTTA

CCAGAAGATGGCGAAGATGCGCGCGGTTAAACTTCCTACATATGAATATC
CTCCTTA

CTGATGGCGGGGATTTTTTTTATTCCAATTCCCCCCTCGTGTAGGCTGGAG
CTGCTTCG

GGACGCAGGGTAAAGTAATGCAAAGTTATGCTGGGGGACATATGAATAT
CCTCCTTA

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
(Pontel y Soncini 2009)
(Pontel y Soncini 2009)

Coleccion del
Laboratorio
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Continuacién Tabla 3.3

Materiales y Métodos

P2-CpxMut-kpn-
Rv

CpxMut-kpn F
P-int-cueP-Rv

RcsF-P1Fw

RcsF-P2Rv

CuiD-NTF
CuiD-CTR

CueP wt sitio

cueP -10cuiD-3

cueP -10copA-3

Prom cueP Repeat
Prom cueP Mer
Prom cueP Long

Prom cueP Short

GGACGCAGGCACTAGTAATCCATGGTTATGCTGGGGGACATATGAATATC
CTCCTTA

TCCCCCAGCATAACCATGGATTACTAGTGCCTGCGTCC
ACTTCAATTCCTTGTGAACAATC

CAATATCTGGCAATTAGAACATTCATTGAGGAAATATTGTGTAGGCTGGA
GCTGCTTCG

GCAGCTTTCAGTTTGAACAAATCGGCGTTATTCGCTCCATATGAATATCCT
CCTTA

CGCGGATCCATGTTACGCCGTGATTTC
CCCAAGCTTATCAGTGATGGTGATGGACCGTAAATCCTAACATC

CTACACAACTTCAATTCCTTGTTAACAATCTCCCTGCCTACTATAGGGGTT
CCCCTAAG

CTACACAACTTCAATTCCTTGTTAACAATCTCCTGTCTAAGCTTAGACCTT
CCCCAAG

CTACACAACTTCAATTCCTTGTTAACAATCTCCTGATAAAGGTTAAACCTT
CCCCTAAG

AGCCCGGGTCCCCCAGCATAACTTTG
AGCCCGGGCGTCCCTTTGACCTTTCC
AGCCCGGGACGTAACCAGCCTGTAAG
AGCCCGGGGCATTTTGAATCCCTGCCTG

Este trabajo

Este trabajo
(Pontel y Soncini 2009)
(Pontel et al. 2010)

(Pontel et al. 2010)

(Pontel et al. 2010)
(Pontel et al. 2010)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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Continuacién Tabla 3.3

Materiales y Métodos

Prom cueP Rv

cueP AAcidbox F

cueP AAcidbox Rv

cpxP wt-Fwd P1

cpxP-Rv P2

P1 cueQlacZ trad

3UTR-WtP1F

3UTR CueP P2 Rv

SRNA Rv Hindlll
SRNA fwd prom

pUH

sodClII P1
3XFLAG

AGCCCGGGCAAAAGTAATAACCATGATG

CTGATGGCGGGGATTTTTTTTATTCCAATTCCCCCCTCGTGTAGGCTGGAG
CTGCTTCG

CTACTATAGGGGTTCCCCTAAGGGAAAGGTCAAAGGGACGCATATGAATA
TCCTCCTTA

TGAAATTATTGAGTAGTAGCAACTCACGTTCCCAGTAAGTGTAGGCTGGA
GCTGCTTCG

GAAGACAGGGATGGTGTCTATGGCAAGGAAAACAGGGTTGCATATGAAT
ATCCTCCTTA

AATTAACAGAGTGCCTTGAGAATGCATAACGCCACAAGAACCATGATTAC
GGATTCACTG

GACAGATTAACCGAGGCATCAGCGAAAGAGTCCATTTAAGTGTAGGCTGG
AGCTGCTTCG

GTTATTTAGTTATAGCCAGAAACAAAAAAGAGCCCATGTACATATGAATA
TCCTCCTTA

CCCAAGCTTGATGACAGCCAGACCTGTC
CCGGAATTCATTCTCAAGGCACTCTG

CGGCGGCGGCGGAATGCGTTACGCCTGCGGCGTCATTAAAGACTACAAAG
ACCATGACGG

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Materiales y Métodos

Continuacién Tabla 3.3

sodClI P2 TGGCGTTTACACTGTTCGCTGTCGCAGCTGGAACAGGCTCCATATGAATAT  Este trabajo

3XFLAG CCTCCTTAG

sodCl P1 3xFLAG TGGTGGCGGTGCACGTTTTGCCTGTGGTGTCATTGAGAAAGACTACAAAG  Este trabajo
ACCATGACGG

sodCl P2 3XFLAG ATGCCCTCCAGTGAGAGGGCTTTTTTATGGGTAAAACGAACATATGAATA  Este trabajo
TCCTCCTTAG

SrgAP1F TTCTGTATATCTGTTATCCATGGAGTGTTTCCGTGACGGTGTAGGCTGGAG  Este trabajo
CTGCTTCG

srgA P2 Rv GCGGGAGGATATCTCCGGCCTGTATGGTGCCTTTATCACATATGAATATCC  Este trabajo
TCCTTA

DsbC P1 F CATCCGCGGGCATGAGTGCTGACAGGAAAGGATAGTTTGTGTAGGCTGGA  Este trabajo
GCTGCTTCG

DsbC P2 Rv CTCGCGCCGACGAAGTTGTCTCTGTTGTTTCACGCGTACATATGAATATCC  Este trabajo
TCCTTA

scsAP1F GATAACTCGCGTTAAACAGTGAGGGCGCAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG  Este trabajo

scsA P2 Rv GTAATTAACCGTTAGCAATAACCGGTCTGCATATGAATATCCTCCTTA Este trabajo

scsBCD F GGTTAATTACTCATTCACGGAGAAAAAATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG  Este trabajo

scsBCD Rv CGTTAGCGCCGGGAAACCCCGGCGCATATCATATGAATATCCTCCTTA Este trabajo

P1 F cueP CCAGCATAACTTTGCATTACTTTACCCTGCGTCCCTTTGAGTGTAGGCTGG  Este trabajo

promcopA AGCTGCTTCG
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Materiales y Métodos

Continuacién Tabla 3.3

P2 Rv cueP CGGTTTTATGAAGAGAAAGGGCTGGTGACGCCGCCATTACCATATGAATA  Este trabajo
promcopA TCCTCCTTA
cuePpromcopAF  GTAATGGCGGCGTCACCAGC Este trabajo

62



Materiales y Métodos

3.2. Medios de cultivo, antibioticos y condiciones de crecimiento

Las células fueron crecidas en el medio de cultivo Luria-Bertani (LB, Difco),
compuesto por 10 g/l peptona de carne, 5 g/l extracto de levadura y 10 g/l NaCl;
Cuando se indica, se ajusto el pH del LB a 5,5 o 7,0 mediante el agregado de 100 mM
MES. Para la preparacion de medios solidos y semisélidos se agregd agar en una
concentracion final de 15 g/l y 6 g/l, respectivamente. Los antibidticos empleados
fueron: ampicilina (100 pg/ml), cloranfenicol (20 pg/ml), kanamicina (50 pg/ml) y
tetracilina (12,5 pg/ml). En los casos donde fuese necesario se agregaron sales de

CuS04, ZnS04 o FeS0O4 en las concentraciones indicadas.

3.3. Técnicas moleculares

3.3.1. Acidos nucleicos
3.3.1.1. Extraccion de ADN gendmico

El ADN cromosomal se prepard a partir de células de S. Typhimurium 14028s, o
de mutantes derivadas de esta, segun se indique. Se centrifugaron 5 ml de un cultivo
saturado de células crecidas en medio LB a 37 °C con agitacion constante. Las células
se recolectaron por centrifugacién, se resuspendieron en 2,5 ml de 10 mM Tris-HCI pH,
8,25 mM EDTA, y 150 mM NacCl y luego se repitié la centrifugacion. El sedimento
celular se resuspendi6 en 2,5 ml de 10 mM Tris-HCI pH 8 y 25 mM EDTA. Luego se
agregaron 275 pl de lisozima 2 mg/ml (Sigma), y se incub0 20 minutos a 37 °C. Se
agregaron 300 ul de una solucién de 10 % (p/V) de Sarkosyl y 100 pg/ml proteasa K
(Invitrogen), y se incub6 a 55 °C durante 1 hora. Posteriormente, se realizaron
extracciones sucesivas con volumenes iguales de fenol equilibrado con 100 mM Tris-
HCI pH 8,0 y con cloroformo:fenol en proporcion 1:1 (V/V), conservando siempre la
fase acuosa. Se centrifugd la mezcla a 5000 rpm durante 5 minutos, se recupero la fase
acuosa que contiene al ADN cromosomal y se le agregaron 1/9 partes en volumen de 3
M acetato de amonio y 1 volumen de isopropanol. Se centrifugé a 10000 rpm durante
20 minutos. El precipitado obtenido se lavd con 1 ml de etanol 80 % (V/V), se secd a
temperatura ambiente, y se resuspendié en 300 ul de agua destilada estéril. La
concentracion de ADN fue determinada midiendo la absorbancia de una alicuota a 260
nm (Abs 260 nm), segun la siguiente formula:

1 unidad de Abs 260nm = 50 pug de ADN/ml de solucion (Sambrook et al. 1989).
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Materiales y Métodos

La calidad de la preparacion se evalud a través del cociente Abs 260nm/Abs
280nm. Un valor entre 1,7 y 2,0 indica que se halla libre de proteinas y fenol (Sambrook
et al. 1989). También se analiz6 el ADN gendémico mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%, como se indica en la seccién 3.3.1.5.

3.3.1.2. Preparacion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico se prepardé a partir de células de E. coli previamente
transformadas. Las células se crecieron a 37 °C con agitacion constante durante toda la
noche en 3 ml de medio LB con el agregado del antibiético adecuado. Se centrifugé el
cultivo, y se resuspendié el sedimento celular en 350 pl de solucién STET (8 % (p/V)
sacarosa, 5 % (p/V) Triton X-100, 50 mM EDTA y 50 mM Tris-HCI pH 8,0). Se
agregaron 10 pl de una solucion de 10 mg/ml lisozima (Sigma) y 1 mg/ml ARNasa A
libre de ADNasa (Sigma), 50 mM Tris-HCI pH 8 y 50 % de glicerol. La mezcla se
hirvio 1 minuto a 100 °C y luego se centrifugd durante 10 minutos a 12000 rpm. El
sobrenadante conteniendo el ADN plasmidico se sometid a extracciones sucesivas con
volimenes iguales de cloroformo y fenol equilibrado con 0,1 M Tris-HCI pH 8,
conservandose la fase acuosa. Para precipitar el ADN se agregaron 60 ul de acetato de
amonio 3 M y 1 volumen de isopropanol, se incub6 durante 30 minutos a —20 °C y se
centrifug6 a 12000 rpm durante 15 minutos. Se descarto el sobrenadante y el precipitado
obtenido se lavo con 500 ul de una solucion de 80 % (V/V) etanol. Se volvié a
centrifugar, se eliminé el sobrenadante y el sedimento se secO a temperatura ambiente.
Finalmente el precipitado se resuspendié en 30 ul de H,O destilada estéril. La solucion
de ADN obtenida se mantuvo a —20 °C hasta su utilizacion. Alternativamente, para
obtener un ADN plasmidico de mejor calidad y con mejores rendimientos, se utilizé un
kit comercial (Sigma), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.3.1.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de fragmentos por PCR se sigui6 un protocolo basico que
consistié en una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 minutos, luego una iteracion
de 30 ciclos compuestos por una desnaturalizacion a 94°C, un anillado entre 50 °C y 60
°C (dependiendo del oligonucleotido utilizado) y una elongacién a 72 °C (o 68°C segun
la polimerasa utilizada). Los tiempos de desnaturalizacion y anillado fueron de 30
segundos y los de elongacién dependieron de la longitud de los productos a amplificar
(no més de 1 minuto por cada 1 kpb). Por Gltimo se incluyé una etapa de extensién final
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Materiales y Métodos

a 72 °C durante 10 minutos. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador
Eppendorf Mastercycler Gradient. El volumen final fue de 20- 50 pl conteniendo: buffer
comercial 1X, 2,5 mM MgCl,, 0,25 mM de cada uno de los desoxinucle6tidos trifosfato
(Invitrogen), 1 pg de ADN molde (cantidad variable), 5 pmoles de oligonucledtido
directo o reverso y 2,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen) o Pfx polimerasa (Invitrogen).

3.3.1.4. Reaccion en cadena de la polimerasa a partir de colonias (Colony-PCR)

Esta técnica se emple6 para verificar en las cepas transformadas la presencia de
los distintos fragmentos de interés, ya sea como fusiones cromosomales o clonados en
plasmidos. La técnica consistio en disolver una colonia de las bacterias a analizar en
50 pl de agua destilada. Cada reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl,
compuesto por buffer comercial 1 X, 1 ul de la suspensién de bacterias en agua
destilada, 2,5 mM MgCl,, 0,25 mM de cada uno de los desoxinucleédtidos trifosfato, 5
pmoles de cada uno de los oligonucle6tidos (directo y reverso) y 1 U de Taq polimerasa.
El programa de amplificacion fue similar al descripto en el punto anterior.

3.3.1.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El ADN cromosomal y plasmidico y los fragmentos obtenidos por la restriccion
de los mismos y por la reaccion en cadena de la polimerasa fueron separados mediante
electroforesis en geles de agarosa de distinta concentracion, segin el tamafio del
fragmento a resolver. Para la corrida electroforética se utilizd el sistema de tipo
submarino (Sambrook et al. 1989). Se usé la solucion reguladora TBE 0,5 X (45 mM
Tris base, 45 mM acido bdrico y 1 mM EDTA) como solucion de electroforesis y para
la preparacion de geles. A estos ultimos se les agregd bromuro de etidio en una
concentracion final de 0,3 pg/ml antes de su gelificacién. Previo a la siembra, las
muestras se mezclaron con solucién de siembra compuesta por 0,25 % (p/V) azul de
bromofenol, 0,25 % (p/V) xilencianol y 30 % (V/V) glicerol, en una proporcion 5:1 en
volumen de muestra:solucién de siembra. Como marcador de peso molecular se utiliz6
1 Kb DNA Ladder (Invitrogen). Los geles de agarosa se corrieron a una intensidad de
corriente constante de 75 mA vy, una vez finalizada la electroforesis, los fragmentos de
ADN se detectaron empleando un transiluminador de luz UV (FBTIV-88. Fisher
Biotech).
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3.3.1.6. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR o luego de la digestion con enzimas
de restriccion fueron purificados a partir de geles de agarosa mediante la tecnologia de
adsorcidn provista por el kit comercial GFX (General Electric Healthcare) siguiendo las
indicaciones del proveedor.

3.3.1.7. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las condiciones de digestion usadas en cada caso fueron las recomendadas por
los proveedores de las endonucleasas de restriccion. Se utilizé aproximadamente 1 U de
enzima por pug de ADN y se incubd la mezcla de digestion durante 3-16 horas a la
temperatura recomendada. Los cortes con enzimas de restriccion se verificaron

mediante electroforesis en geles de agarosa como se describe en el punto 3.3.1.5.

3.3.1.8. Reacciones de ligacion de fragmentos de ADN

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo en un volumen final de 10 pl,
conteniendo 1 U de ADN ligasa del bacteriofago T4 (Fermentas), la solucién de
ligacion comercial 1X y los fragmentos de ADN a ligar (vector e inserto en una
proporcion 1:4, respectivamente). Las reacciones se incubaron toda la noche a
temperatura ambiente. Transcurrido este periodo, la mezcla de ligacion fue sometida a
dialisis en gota contra agua previamente esterilizada, utilizando discos de nitrocelulosa
(tamafio de poro 0,025 um, MILLIPORE) durante 30 minutos.

3.3.1.9. Construccidon de plasmidos reporteros

Para generar los plasmidos pMC1871::PcueP-170, pMC1871::PcueP-135,
pMC1871::PcueP-80 y pMC1871::PcueP-45 (Tabla 3.2) que contienen las regiones del
promotor de cueP desde las bases -170, -135, -80 y -45 respectivamente, hasta la base
+56 incluyendo los 10 primeros aminoacidos del marco abierto de lectura en fase con el
gen que codifica para la enzima B-Galactosidasa carente de su propio codoén de inicio de
la traduccion (codificado en el plasmido) , se procedi6 de la siguiente manera.
Brevemente, se realizaron sendas PCRs utilizando los cebadores directos prom cueP
long, prom cueP short, prom cueP repeat y prom cueP mer y el cebador reverso prom
cueP Ryv; todos conteniendo sitios de reconomiento para la endonucleasa de restriccion

Xmal y utilizando ADN gendmico como molde. Los productos de estas reacciones
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fueron tratados para ligarlo en el plasmido pMC1871 tratado de la misma manera.

3.4. Preparacion de células competentes

Para la preparacion de células competentes de E.coli o S. Typhimurium se
inocularon 300 ml de medio LB fresco con 3 ml de un cultivo saturado de la bacteria y
se incub6 con agitacion permanente a 37 °C hasta una DOggonm €ntre 0,5 y 0,8. Dicho
cultivo se enfrié en hielo durante 20 minutos y se centrifugd a 7000 rpm a 4 °C. El
sedimento celular obtenido se lavd dos veces con 500 ml de H,O destilada estéril fria y
una vez con 10 ml de 10 % (V/V) glicerol. Finalmente, se resuspendié en 0,6 ml de 10
% (V/V) glicerol, y se fracciono en tubos estériles, que se guardaron a -80 °C hasta el

momento de su uso.

3.5. Transformacion y seleccion

Para la transformacion celular se colocaron 40 pl de la suspension de células
competentes preparadas como se indicO en la seccion anterior en una celda de
electroporacion y se agregaron de 1 a 5 pl del plasmido, mezcla de ligacién o fragmento
de ADN lineal. Se electropord la mezcla utilizando un electroporador Bio-Rad a un
voltaje de 2,5 kV. Luego, se agregd 1 ml de medio LB y se incub6 1 hora a 37 °C con
agitacion constante. Las células fueron concentradas por centrifugacion y se sembraron
con espatula de Drigalsky en placas de Petri conteniendo LB agar suplementado con el
antibiético adecuado para la seleccion de las bacterias transformantes.

3.6. Manipulacion geneética

3.6.1. Construccién de mutantes polares y no polares en Salmonella

En la figura 3.1 se esquematiza el método empleado para la obtencién de
mutantes polares y no polares en Salmonella  desarrollado por Datsenko y
colaboradores y denominada “mutagenesis en un solo paso” (Datsenko y Wanner 2000).
Este método se basa en la recombinacion de fragmentos de ADN lineales mediada por
el sistema red del fago A, luego de la transformacidn de las células con ADN lineal. Los
fragmentos de ADN lineal se obtuvieron amplificando por PCR un cassette de
resistencia para un antibiético, cloranfenicol o kanamicina (Cm~ o Km®) flanqueado por

los dos sitios de reconocimiento de la recombinasa especifica FLP (denominados FRT).
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Los oligonucleétidos utilizados para esta amplificacion son disefiados con los extremos
5" homoblogos al gen a mutar/delecionar y extremos 3" que hibriden con los sitios FRT
de los plasmidos que se utilizan como molde: pKD3 (Cm®) 0 pKD4 (Km®) (Tabla 3.2).
Con estos fragmentos se transformaron células electrocompetentes de Salmonella
7065/pKD46. El plasmido pKD46 es termosensible y expresa los genes gam, bet y exo
del fago A bajo el control de un promotor inducible por arabinosa, cuyos productos
génicos evitan la degradacion del ADN lineal por la nucleasa RecBCD de la bacteria y
facilitan la recombinacion de éste con el cromosoma (Datsenko y Wanner 2000) (Figura
3.1).

A Gen de resistencia
a antibiético
[— {1
PKDIpKD4 ——{ T >
FRT FRT

U

Producto lineal con el gen de resistencia

wi > u
B U

Gen/regién cromosomal
a delecionar

¢ U
— Y w > N—

Mutante polar

° U

Mutante no polar

Figura 3.1. Obtencién de mutantes polares y no polares en Salmonella. El esquema muestra la
estrategia descripta por Datsenko y Wanner para la obtenciéon de mutantes cromosomales (Datsenko y
Wanner 2000). A. Se genera por PCR un fragmento de ADN lineal que contiene el gen de resistencia a
Cm o Km (gris) utilizando como molde al pldésmido pKD3 o pKD4, respectivamente. Los
oligonucledtidos utilizados hibridan con regiones idénticas entre estos vectores que flanquean al gen de
resistencia y a los sitios FRT (negro). Ademas, estos cebadores presentan secuencias homdlogas a los
extremos 5’ 0 3’ del gen o regién que se quiere delecionar (blanco). B. Se transforma la cepa de
Salmonella que transporta el plasmido pKD46 con el fragmento de ADN lineal obtenido. Estas cepas
expresan los genes del sistema de recombinacion A Red presentes en el plasmido pKD46. C. Se
seleccionan aquellas cepas que han intercambiado el gen a delecionar por el gen de resistencia y se
confirma la mutacion mediante PCR de colonia. D. Para obtener la mutante no polar se transforma la
cepa con el plasmido pCP20 que expresa el gen de la recombinasa FLP. Esta va a reconocer
especificamente los FRT y escindir el cassette de antibiético flanqueado por estos sitios (Cherepanov y
Wackernagel 1995). Para confirmar la mutacion no polar se contra seleccionan las colonias sensibles al
antibidtico cuya resistencia esta codificada en el lugar del gen escindido.
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La preparacion de las células electrocompetentes que transportan el plasmido

pKD46 se llevo a cabo de acuerdo a la seccion 3.4 excepto que los cultivos fueron
crecidos a 30°C y con el agregado de 20 mM de arabinosa (concentracion final).
La electroporacion se realiz6 con 5 pl del producto de PCR concentrado (20X) y
desalado. Previo a la seleccion, se incubd 4 horas a 37 °C con agitacién en LB
conteniendo 1 % (p/V) glucosa. Se seleccionaron colonias Cm® 0 Km® a 37 °C y luego
se repicaron a 42 °C para evitar la replicacién del plasmido (pKD46) que, de esta
manera, se pierde. Asi se obtuvieron las cepas mutantes conteniendo la delecién deseada
y una pequefia “cicatriz” de 75 pb que contiene un Unico sitio FRT (Figura 3.1)

3.6.2. Construccidn de fusiones transcripcionales a lacZY

La técnica es similar a la utilizada para la insercién de cassettes de antibiéticos.
La diferencia con el caso anterior se encuentra en el plasmido a partir del cual se
amplifica el segmento lineal que va a ser utilizado para transformar las bacterias
competentes. El plasmido pJB20 tiene los sitios FRT flanqueando una copia del gen
lacZ sin su promotor y un cassette de resistencia a cloranfenicol (Beaber et al. 2002). La
amplificacién con los oligonucle6tidos largos genera un producto de aproximadamente
4 kpb.

3.6.3. Construccion de fusiones FLAG

Las fusiones cromosomales a FLAG se realizaron segun la técnica descripta por
Uzzau y colaboradores (Uzzau et al. 2001). Utilizando como molde el plasmido
pSUBL11, se amplificé la secuencia codificante para el epitope FLAG seguida del
cassette de resistencia a Km. De la misma forma como se describi6 en la seccion 3.6.1.
los oligonucledtidos poseen una region 5° compuesta por 40 nucle6tidos homélogos al
sitio donde se pretende insertar el epitope y un extremo 3’ adecuado para amplificar
desde el plasmido pSUB11. Con el producto de PCR se transformaron células
7065/pKD46. Los oligonucleotidos se disefiaron de tal manera que el epitope FLAG
quede en fase conel marco abierto de lectura a etiquetar, generando una proteina de

fusién en el extremo C-terminal.
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3.6.4. Mutagénesis sitio dirigida empleando la técnica de “mutagénesis en un solo

paso”

La cepa mutante PB10009 PcueP::lacZ-CmR constitutivo se generd mediante la
técnica de “mutagénesis en un solo paso” descripta en la seccién 3.6.1. empleando como
molde el plasmido pJB20 que contiene el gen que codifica para la B-Galactosidasa
seguido por el cassette de resistencia a Cm . EI ADN lineal se obtuvo mediante una
amplificacion por PCR utilizando el cebador directo P1 cueP constitutivo que contiene
la mutacién deseada dentro de la region de homologia del mismo y el cebador reverso
P2 cueP constitutivo.

Las mutantes puntuales en torno a la caja -10 del promotor de cueP también se
realizaron mediante la técnica de “mutagénesis en un solo paso” descripta en la seccién
3.6.1. Para obtener las distintas versiones mutantes se realizaron reacciones de PCR
utilizando como molde ADN gendémico de la cepa PcueP::lacZ PcueP::Cm (PB9833),
que contiene insertado el gen de resistencia a Cm corriente arriba del promotor de cueP.
De esta forma, se obtuvieron los productos de ADN lineales amplificando con el
cebador directo P1 sitio cpxR que permite la amplificacion del cassette de resistencia a
Cm presente en el cromosoma de la cepa PB9833 y los cebadores reversos cueP -10
cuid-3 y cueP -10 copA-3. Dichos oligonucleétidos reversos contienen dentro de su
region de homologia, los cambios puntuales en las bases deseadas para modificar la
region -10 del promotor de cueP y a su vez el cambio de la citocina en posicién +10 por
una adenina para generar un sitio de reconocimiento para la endonucleasa de restriccién
Hpal utilizado para chequear la incorporacion de las mutaciones en el cromosoma. Los
productos de ADN lineales fueron trasformados en la cepa PB8214 PcueP::lacZ
(curada) para generar la fusion transcripcional que permita la medida de la expresion de

los promotores mutantes.
3.6.5. Mutagénesis dirigida empleando la técnica de “SOE PCR”

Para generar la cepa mutante PB9958 PcueP::lacZ caja cpxR*-Cm"® se obtuvo el
ADN lineal mediante la técnica de SOE PCR y se transformd sobre una cepa
PcueP::lacZ (curada) (PB8214) (Figura 3.2). Brevemente, para las reacciones de PCRI y
Il utilizadas posteriormente en la SOE PCR se emplearon dos oligonucleotidos
“flanqueantes” del fragmento lineal transformante y un par de oligonucle6tidos internos

“mutadores” complementarios entre si que son los que contienen las mutaciones que se
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desean introducir. La PCRI consiste en amplificar un fragmento con un oligonucleétido
mutador y uno de los oligonucledtidos flanqueantes. En este caso se emplearon los
oligonucle6tidos CpxMut-kpn F (mutador) y P-int-cueP-Rv utilizando ADN genémico
silvestre como molde para obtener el fragmento del promotor de cueP con bases
puntuales mutadas en la caja de reconocimiento para CpxR. La PCRII se llevé a cabo
con los oligonucledtidos P2-CpxMut-kpn-Rv (mutador y con una region
complementaria al utilizado en la PCRI) y P1 sitio CpxR utilizando como molde el
plasmido pKD3. Los productos mutados de estas dos reacciones de PCR fueron
purificados y se utilizaron como molde en una reaccion de SOE-PCR (PCR IlI)
utilizando los cebadores externos no mutagénicos con el fin de fusionarlos obteniendo el
fragmento del promotor de cueP con las mutaciones deseadas unido a un cassette de
resistencia a cloranfenicol (Cm®) que permita la posterior seleccién de las colonias
luego de la transformacion lineal. Las cantidades utilizadas para la mezcla de reaccion
de las tres PCR asi también como el programa utilizado se detallan en la tabla 3.4.

A B
CpxMut-kpn F * 8
+l,%[15151 eeRi >— P sitio CpxR APZ-CpMut-kpn-RY
ADN genémico P Cm? N
P-int-cueP-Rv O | B
FRT FRT
PCRI @ PCRII @
CmR
s — a5
N FRT FRT

Producto 1

] o 7
C FRT FRT
_—

PCRIII @

CmR

—aIm %

FRT FRT

<—— Producto 2

Producto 3
Transformacion lineal
sobre la cepa PcueP::lacZ

CmR

— (e

FRT FRT

Figura 3.2. Construccion de la cepa PcueP::lacZ caja CpxR-Cm~mediante SOE PCR seguida de
«transformacion en un solo paso». En la figura se esquematiza la metodologia empleada para generar la
cepa donde se cambiaron bases puntuales en el sitio de reconocimiento para CpxR. (A) Se genera el
producto de PCR-1 utilizando el oligonucléotido mutagénico CpxMut-Kpn F y su par P-int-cueP-Rv. (B).
Se genera el producto de PCR-2 que contiene el cassette de resistencia a cloranfenicol empleando los
oligonuclettidos P1 sitio CpxR y P2-CpxMut-Kpn-Rv. (C). Se genera el producto 3 combinando los
productos 1 y 2 mediante SOE-PCR. E. El producto 3 es empleado para transformar una mutante
PcueP::lacZ.
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Ademas, se generd la cepa PcueP::Cm cueP::lacZ (PB9833) que fue construida
utilizando los cebadores P1 sitio cpxR y P2 cpx wt insertando el cassette de resistencia
a Cm por el método de “mutagénesis en un solo paso” descripto en 3.6.1 en el mismo
sitio que en la cepa PB9958 para utilizarla como control.

La cepa PcopAcueP que posee el gen cueP bajo control transcripcional del
promotor de copA fue generada por la técnica de SOE PCR de manera similar que la
cepa PcueP::lacZ caja cpxR*-Cm"® descripta anteriormente. En la PCRI se amplificé el
cassette de resistencia a Cm utilizando como molde el plasmido pKD3 y los cebadores
P1 F cueP prom copA y P2 Rv cueP prom copA. La PCRII se llevé a cabo con los
cebadores cueP prom copA F y cueP prom copA Rv que empleando ADN gendmico
como molde, amplifican la secuencia promotora de copA. Los cebadores internos
poseen regiones complemetarias entre si con lo cual pudieron fusionarse ambos
productos en la reaccion de PCRIII (SOE PCR) empleando como molde los productos
de PCR I y Il y utilizando los cebadores externos. El producto obtenido fue utilizado
para transformacion lineal. Como los cebadores externos poseen secuencias de
homologfa con los extremos del promotor de cueP, las cepas Cm® fueron transformadas
en la region del promotor de cueP intercambiando su secuencia por la region promotora

de copA.

Tabla 3.4. Componentes y programas utilizados para la amplificacion de la SOE-PCR

Componentes PCR I PCR 11 PCR 111 (SOE-PCR)
Buffer comercial 10X 10 pl 10 pl 40 pl

50 mM MgSO, 2 ul (1 mm) 2 ul (1 mm) 8 ul (1 mm)

100mM dNTPs 1,2ul (300uM c/u)  1,2ul (300uM c/u) 4,8ul (300uM cl/u)
Oligonucledtido Fw 2 ul (25 pmol) 2 ul 8 ul (25 pmol)
Oligonucledtido Rv 2 ul (25 pmol) 2 ul (25 pmol) 8 ul (25 pmol)

Pfx (2,5 U/ul) 0,5 ul 0,5 ul 2 ul

Molde ADN genémico 1 pl 1l -

H,0 csp. 100 pl 100 pl 400 pl

Programa de PCR PCR I PCR 11 PCR 111 (SOE-PCR)
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1. Desnaturalizacion 4’ 3 94°C 4’ 3 94°C 4’ 3 94°C

2. Desnaturalizacion 30" a 94°C 1730’ a 94°C 1’ a 94°C

3. Hibridacion 30’ a 55°C 2’ a55°C 2’ a55°C

4. Elongacion 1’ a 68°C 1’ a68°C 2’30’ a 68°C
5. Repetir pasos 2 a 4 30 veces 30 veces 30 veces

6. Elongacion final 5’ a68°C 10’ a 68°C 10” a 68°C

3.6.6. Utilizacion del bacteriéfago P22
3.6.6.1. Obtencion de lisado en medio semisélido

Las mutantes en los diferentes genes de Salmonella descriptas durante esta
Tesis, asi como los plasmidos utilizados durante el trascurso de la misma fueron
movilizados mediante transduccion generalizada con fago P22 cuando fue necesario.
Para ello, se realizé un lisado de la cepa dadora, para lo cual se tomaron 100 ul de un
cultivo saturado de esta cepa y se lo incub6 con 100 ul de una dilucién 10 de la
suspension de fagos P22 HT crecidos en la cepa silvestre 14028s. Luego se agregaron 3
ml de medio LB semisélido fundido a 42 °C, se agit6 vigorosamente y se distribuy6 la
mezcla sobre placas de Petri con medio de cultivo LB so6lido. Las placas fueron
incubadas 5-7 horas a 37 °C hasta observar placas de lisis de aproximadamente 1 mm de
didmetro. Para recolectar el lisado se agregd 5 ml de medio LB liquido a cada placa de
Petri y, con la ayuda de una espatula de Drigalski, se recogié la mezcla de LB
semisolido, bacterias y fagos. A esta mezcla se la trat6 con 200 ul de cloroformo para
completar la lisis celular y se la centrifugd 10 minutos a 8000 rpm. EIl sobrenadante
obtenido, que contiene la suspensién de fagos, se conservé con cloroformo a 4 °C hasta
el momento de su uso (Bullas & Ryu 1983).

Debido a que la cepa 7065 posee una mutacion en el gen galE que le impide
sintetizar galactosa, su LPS es distinto al de la cepa silvestre y no es reconocido por el
bacteriéfago P22 (Bullas & Ryu 1983). Por lo tanto, para obtener lisados P22 HT de
mutantes derivadas de 7065 se suplementé el medio LB (liquido o semisélido) con 0,5
% (p/V) glucosa y 0,25 % (p/V) galactosa.
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3.6.6.2. Obtencion de lisado en medio liquido.

Esta técnica se utilizo para transferir, mediante transduccion, el plasmido pCP20
utilizado para escindir la resistencia a antibidtico de algunas mutantes. Para obtener el
lisado en primer lugar se centrifugd 1 ml de un cultivo saturado de la cepa dadora
correspondiente (14028s/pCP20) durante 5 minutos a 5000 rpm. Se resuspendié el
sedimento celular en 5 ml de medio Nutrient Broth suplementado con 0,05 ml de
Sales E 50 X (10 g/l MgS0O,.7H,0, 100 g/l de acido citrico, 655 g/l de K;HPO,4.3H,0,
175 g/l de NaNH;HPO4.4H,0 y 3 ml/l de CHCIs), 0,05 ml de glucosa 20% (p/V) y 5
10" ufp/ml de fago P22 HT. Tras una incubacién de 16 hs a 30 °C con agitacion, se
agregaron 200 pl de cloroformo y se centrifugé durante 10 minutos a 8000 rpm. El
sobrenadante obtenido conteniendo la suspensién de fagos, se conservo con cloroformo

a 4 °C hasta el momento de su uso.

3.6.6.3. Transduccion generalizada

Una alicuota de 100 ul de un cultivo saturado de la cepa receptora se incub6
durante 45 minutos a 37 °C sin agitacion con igual volumen de un lisado de P22 HT
proveniente de la cepa dadora. Para la transduccion del plasmido termosensible pCP20
se incubo la mezcla durante 45 minutos a 30°C. Se utilizaron como controles mezclas en
las cuales se reemplazaron bacterias o fagos por LB estéril, segun corresponda. La
seleccion de transductantes se realiz6 sembrando el volumen de la transduccién en
placas de Petri con medio LB s6lido, suplementado con el antibi6tico correspondiente
para su seleccion y 1 mM EGTA para evitar la reinfeccion de los transductantes por
fagos.

3.7. Ensayos de actividad p-galactosidasa

Para las medidas de actividad B-galactosidasa de cepas portadoras de distintas
fusiones transcripcionales a los genes lacZ, se utiliz6 una modificacion del protocolo
propuesto por Miller (Miller 1972). Se determind la densidad celular de los cultivos
midiendo la densidad optica a 600 nm (DOsqo). Para el ensayo de actividad se utilizaron
30 ul del cultivo, los cuales fueron agregados a un tubo de ensayo que contenia 275 pl
de solucion reguladora Z (16,1 g/l Na,HPO,.7H,0; 5,5 g/l NaH,PO,4.H,0; 0,75 g/l KClI;
0,246 g/l MgS0,4.7H,0; 0,27 % (V/V) B-mercaptoetanol), 24 ul de cloroformo y 14 pl
de 0,1 % (p/V) SDS. La mezcla se agit6 vigorosamente por 10 segundos. La reaccién se
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llevé a cabo a 30 °C y se inici6 por el agregado de 60 pl del reactivo o-nitrofenil-p-D-
galactopiranésido (ONPG) 4 mg/ml a cada tubo, se mezclaron los reactivos y se dejé a
30°C hasta observar coloracion amarilla. La reaccion colorimétrica se detuvo por el
agregado de 150 pl de 1 M Na,COs. Se registro el tiempo de reaccion en minutos y se
determind la absorbancia de las muestras a 405 nm utilizando un lector de microplacas
Biotek modelo ELX808. Cada reaccion se procesd por duplicado y como blanco de
reaccion se utiliz6 un tubo al que se le agregaron 30 pl de LB en lugar de cultivo
bacteriano. La actividad enzimatica se calculdé segun la formula que se describe a
continuacion,
D'Dius. + DUEI}E

Actividad f — galactosidasa (U. Miller) = x1000
2xD0gppxAt

donde DO4os y DOugs® corresponden a la absorbancia registrada para cada reaccion y su
duplicado a la longitud de onda 405 nm; At es el tiempo de reaccion en minutos y DOgoo
la densidad 6ptica a 600 nm del cultivo liquido. Para las determinaciones de actividad p-
galactosidasa a partir de medio solido, las células crecidas 16 hs en una placa LB agar
que contenia los compuestos a analizar (CuSQO,, IPTG, segun se indica en cada
experimento) se resuspendieron en LB liquido hasta una DO aproximada de 1,5
unidades y se realizé la determinacion enzimatica de la misma manera descripta para

medio liquido.
3.8. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Las determinaciones de CIM de las diferentes cepas a analizar se realizaron
sembrando 20 pl de una dilucién 5 x 107 en PBS 1X de un cultivo crecido hasta
saturacion en placas de LB agar conteniendo concentraciones crecientes de CuSO,. Las
placas se incubaron a 37°C durante 16 horas en condiciones aerobicas o
alternativamente durante 72 horas en condiciones anaerdbicas El ambiente anaerdbico
fue generado utilizando el sistema Gaspak en jarra con bolsas AnaeroGen de OXOID e
indicadores de anaerobiosis de la misma marca para verificar el consumo total de
oxigeno generada. Se consider6 como CIM a la concentracion de metal en la placa de

LB agar en la que no se observo crecimiento de colonias.
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3.9 Ensayo de competencia en el crecimiento en medio sélido

Para generar el gradiente de concentracion de Cu, se utiliz6 el método de
difusion por disco en agar. EI mismo consistié en colocar discos de papel de filtro
esteriles, embebidos con soluciones de CuSO, de concentraciones conocidas, sobre
placas de LBA. Luego se vertio una mezcla de 2 mL de medio semisélido LB con 200
uL de una mezcla en partes iguales de cultivos saturados (normalizado por la DOgqg) de
la cepa silvestre transformada con el plasmido que expresa GFP (Tabla 3.2) y la cepa
mutante PcopAcueP transformada con el plasmido que expresa la proteina Cherry
(Tabla 3.2) o en forma inversa, la cepa silvestre expresando Cherry y la mutante
expresando GFP. Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 °C y luego se
observaron en un microscopio de fluorescencia con filtros adecuados para observar la

fluorescencia verde emitida por GFP, o la fluorescencia roja emitida por Cherry.

3.10. Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se realizaron en medio rico LB MES 100 mM
ajustado a pH 7,0 o 5,5 (Seccion 3.2) en un equipo Biotek modelo Synergy con
agitacion constante a 37 °C determinando la DO de los cultivos ensayados. Los ensayos
se realizaron en microplacas de 96 pocillos en un volumen final de 100 ul conteniendo
una dilucion 1/100 de un cultivo saturado de la cepa a ensayar, CuSO,; a la
concentracion final que se indica y metil viologeno a la concentracion que se indica. Se

registraron los valores de DO cada una hora durante 16 horas.

3.11. Técnicas moleculares de interaccion ADN/proteina

3.11.1. Fosforilacién de oligonucledtidos

La reaccion de fosforilacion de los oligonucleétidos se llevé a cabo en un
volumen de 15 pl, conteniendo solucion de fosforilacion comercial suplementada con
45 uCi de [y-**P]JATP (3000 mCi/umol, 10 pCi/ul, New England Nuclear), 15 pmoles
del oligonucleétido, y 10 U de T4 polinucle6tido quinasa (Promega). Se incub6 30
minutos a 37 °C, y luego se detuvo la reaccion por inactivacion de la enzima, calentando
la mezcla a 65 °C durante 10 minutos. Se separaron 3 pl del oligonucle6tido marcado
para las reacciones de secuenciacion (seccién 3.11.5) y el resto se utilizé para amplificar
mediante PCR el fragmento del promotor de cueP.
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3.11.2. Cuantificacion de ADN marcado radiactivamente

Para cuantificar los fragmentos de ADN utilizados en los ensayos de retardo de
la movilidad electroforética, la secuencia promotora en estudio fue amplificada con un
oligonucleétido marcado radiactivamente y uno no marcado. A su vez, se realizo la
misma reaccion de PCR no radiactiva. Este fragmento no radiactivo (de ahora en
adelante, sonda fria) fue cuantificado midiendo absorbancia a 260 nm, teniendo en
cuenta la relacién una absorbancia de 1 260 nm equivale a 50 pug/ml de ADN. Luego, se
sembraron en un gel de agarosa cantidades conocidas de la sonda fria cuantificada y
distintos volumenes del fragmento marcado (de ahora en adelante, sonda marcada). A
partir de estos geles se estimé la concentracion de la sonda marcada.

3.11.3. Ensayos de retardo de la movilidad electroforética en geles de

poliacrilamida

La interaccion de las proteinas CueR, CpxR y ARN Polimerasa con la regién
promotora de cueP fue analizada mediante la técnica de retardo de la movilidad
electroforética de Lane y colaboradores (Lane et al. 1992).

El fragmento de ADN correspondiente a la region promotora fue amplificado
por PCR utilizando los oligonucleétidos Prom cueP Long y cueP prext Rv para
amplificar el promotor silvestre de cueP (utilizando como molde ADN silvestre) y Prom
cueP Long y P1 Rv para amplificar el promotor “constitutivo” de cueP (utilizando ADN
de la cepa cueP:lacZ-Cm® constitutivo-PB10009-). Previamente se fosforilo el
extremo 5  de uno de los oligonucleétidos con **P por medio de la oligonucledtido
quinasa T4 (Invitrogen), como se describe en el punto 3.11.1.

Aproximadamente 6 fmoles (15 ng) de la sonda marcada fueron incubados con
diferentes cantidades de CueR, CpxR purificadas y/o ARN Polimerasa (Epicentre),
seguin corresponda, por 20 minutos a temperatura ambiente. Esta mezcla de reaccion se
realizd en un volumen final de 20 pl, conteniendo ademéas buffer comercial React®
(Invitrogen) 1X, 5 mM DTT, 10 % glicerol, 2,5 pg/ml ADN de esperma de salmén
(Sigma), 25 pg/ml de albdmina sérica bovina (BSA) y 20 mM de acetilfosfato, utilizado
para fosforilar al regulador CpxR (durante 60 minutos a 30°C previo al agregado de la
sonda). Luego se agregd solucion de siembra (0,25 % (p/V) azul de bromofenol, 0,25 %
(p/V) xilencianol, 30 % (V/V) glicerol) en wuna proporcion 20:1 V/V de

muestra:solucién y se sembré en geles no desnaturalizantes. Se utiliz6 un gel en
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gradiente de sacarosa entre 3-8% (p/V) de acrilamida:bisacrilamida 29:1. Los geles en
gradiente se prepararon utilizando vasos comunicantes en los que se colocaron
soluciones al 3% y 8% de acrilamida:bisacrilamida. Para generar el gradiente, la
solucion de acrilamida al 8% contiene 10% de sacarosa. Para la preparacion de los
geles y como solucién de corrida se utilizé 25 mM Tris-HCI, 190 mM glicina pH 8,3 y
1 mM EDTA.

Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo a una intensidad de corriente de
10 mA por gel. Los geles fueron secados a 80 °C durante 60 minutos en un desecador de
geles con bomba de vacio (SGD 2000 SAVANT), para luego ser incubados 24 horas en
un cartucho especifico con una pantalla que capta las emisiones de fosforo que
posteriormente fue escaneada en el analizador STORM (Amersham Biosciences).

3.11.4. Ensayos de proteccion a la digestion por ADNasal o ADN “footprinting”

La técnica de ADN “footprinting” con ADNasal esta basada en la proteccién
que brindan las proteinas de unién al ADN contra la digestion por la ADNasal (Galas y
Schmitz 1978). Esta enzima interacciona con el ADN doble hebra, principalmente a
través de contactos con el surco menor, e introduce un corte en el esqueleto azlcar-
fosfato de una de las hebras.

Se realizaron reacciones de unién como se detalla en el punto 3.11.3 utilizando
CueR, CpxR y/o ARN Polimerasa segun se indique y 6 fmoles de ADN marcado.
Luego de 30 minutos de incubacién a 37 °C, se adicionaron 60 ul de H,O destilada, 10
ul de solucion 10 X de ADNasa | compuesta por 400 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM
MgSO, y 10 mM CaCl,y 1 U de ADNasa | (RQ1 DNAse, Promega), y se incubd a
25°C durante 90 segundos. La reaccion se detuvo por el agregado de 90 ul de soluci6n
de corte conteniendo 20 mM EDTA pH 8,0 y 200 ul de fenol-cloroformo en una
proporcién 1:1 en volumen. Se centrifugd a 8000 rpm durante 5 minutos, se separd la
fase acuosa, y se precipitdé con 200 pl de isopropanol y 22 pul de acetato de amonio 3 M.
Se incubd a —20 °C durante 16 horas minutos, se centrifugd a 13000 rpm durante 15
minutos, se lavd con 70 % (V/V) etanol, y se sec6 a 37 °C. El precipitado se
resuspendié en 7 ul de solucion de siembra desnaturalizante (10 mM NaOH, 95 %
formamida, 0,05 % azul de bromofenol y 0,05 % de xilencianol) y se sembré en un gel

de secuenciacion como se describe en el punto siguiente.
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3.11.5. Secuenciacion del ADN

La secuenciacion de ADN se realiz6 utilizando el equipo comercial fmol
(Promega). Este utiliza una modificacion del método enzimatico (Sanger y col., 1977),
en el que la enzima Taq polimerasa sintetiza una hebra complementaria del ADN que se
desea secuenciar a partir del oligonucledtido marcado. EI método se basa en la
capacidad de la ADN polimerasa de incorporar 2°,3’-didesoxinucleétidos trifosfato, los
cuales, al carecer de hidroxilo 3’, impiden que continGe la sintesis. Por lo tanto se
realizan cuatro reacciones, cada una en presencia de los cuatro desoxinucle6tidos
trifosfato y de un didesoxinucleétido trifosfato. Al finalizar la reaccién, cada tubo
contiene una poblacion de cadenas extendidas, todas con el mismo extremo 5’
determinado por el cebador, y con extremos 3’ variables, que terminan en un
didesoxinucleotido especifico.

Se utilizé6 como molde 0,05 pmoles del fragmento de ADN a secuenciar y 1.5
pmoles del oligonucleétido marcado con *P como oligonucledtido y, se siguieron las
instrucciones del fabricante del kit de secuenciacion (Promega). Al finalizar, las
reacciones se mezclaron con solucién de siembra desnaturalizante de composicion final:
32 % (V/V) formamida, 3 mM NaOH, 0,025 % (p/V) azul de bromofenol y 0,025 %
(p/V) xilencianol.

La electroforesis se realiz6 en geles de poliacrilamida de concentracién final 6 %
(p/V) (acrilamida:bisacrilamida 29:1), en presencia de 6 M urea. Antes de la siembra,
las muestras fueron calentadas a 70 °C durante 3 minutos. Se utilizO TBE 1X como
solucion de electroforesis. La corrida electroforética se llevo a cabo a una potencia
constante de 60 vatios durante dos horas. Los geles se secaron a 80 °C durante 90
minutos en un secador de geles con bomba de vacio (SGD 2000 SAVANT) vy se
revelaron utilizando un cartucho de exposicion para el escaner STORM.

3.12. Expresion y purificacion de CueR y CpxR nativas
3.12.1. Purificacion de CueR

La cepa de E. coli XL1-blue pCueR (PB4853) fue crecida en LB suplementado
con ampicilina, con agitacion constante a 37 °C hasta saturacion del cultivo. Luego se
diluy6 1/50 en 300 ml de medio fresco y se incub6 a 30 °C hasta DOggo de 0,6, momento

en que se adiciondé IPTG hasta una concentracion final de 1 mM. Las células se
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cosecharon por centrifugacion a 5.000 g a 4 °C durante 10 minutos. Luego se
resuspendieron en 10 ml de solucion de sonicacion (50 mM Tris pH 8,0, 2 mM EDTA,
y 5 mM DTT), y se sometieron a 3 pulsos de 30 segundos cada uno al 35 % de amplitud
empleando un procesador ultrasénico modelo GEX 600 (Sonics y Materials). El
procedimiento se llevé a cabo a 4 °C. Las suspensiones obtenidas se centrifugaron
durante 20 minutos a 20.000 g y luego se realiz6 un corte con sulfato de amonio 45 %,
conservando la fraccion insoluble que fue colectada por centrifugacién a 20.000 rpm
durante 30 minutos. Se resuspendi6 el pellet obtenido en la solucién de sonicacion y se
desalé mediante una columna de Sephadex G50 (HiTrapTM Desalting, Amersham
Pharmacia Biotech) empleando para la corrida la misma solucién. Posteriormente, se
sembrd en una columna de heparina (HiTrapTM Heparin HP 5 ml, Amersham
Biosciences) previamente equilibrada con la solucién de composicion: 20 mM Tris-HCI
pH 8,0 y 5 mM DTT. La elucion se realizd con la misma solucion empleada para
equilibrar la columna con un gradiente creciente de NaCl (0-1 M). La fraccion de
interés, colectada entre 0,8-0,85 M NaCl, se sembrd en una columna de exclusion
molecular Superdex 75 10/300 GL (Amersham Biosciences). La corrida se realizd con
una solucién compuesta por 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 250 mM NaCl, y 5 mM DTT. En
todos los casos las corridas cromatograficas fueron realizadas en el equipo AKTA
purifier (Amersham Pharmacia Biotech). Las fracciones colectadas de la columna que
contenian a CueR se identificaron por andlisis en geles de poliacrilamida tefiidos con

azul de Coomasie.
3.12.2. Purifucacion de CpxR

Las cepa de E. coli M15 pRep4 pQE32::CpxR-6xHis (PB9721) fue crecida en
LB suplementado con Amp y Km, con agitacion constante a 37 °C hasta saturacion del
cultivo. Luego se realizé una dilucion 1/100 del cultivo en 300 ml de medio fresco. Se
incub6 a 37 °C hasta alcanzar una DOggo de 0,6, momento en que se adiciond ITPG
hasta una concentracion final de 50 uM. El cultivo se cosechd por centrifugacién a 6500
rpm a 4 °C durante 10 minutos. Luego se resuspendié en 15 ml de solucién de
sonicacion (20 mM Tris pH 7,4; 0,5 M NaCl y 5 mM imidazol), y se sometie6 a 10
pulsos de sonicacion de 10 segundos cada uno al 15 % de amplitud empleando un
procesador ultrasénico modelo GEX 600 (Sonics y Materials). El procedimiento se
llevo a cabo a 4 °C. La suspension obtenida se centrifugd durante 20 minutos a 20000
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rpm. La fraccién soluble se sembré en una columna de Ni-NTA (HisTrap™ 5 ml,
Amersham Biosciences) previamente equilibrada con la solucién de sonicacion: 20 mM
Tris-HCI pH 7,4; 0,5 M NaCl y 5 mM imidizol. Luego de la unién de la proteina se
realiz6 un lavado de la columna con solucién de lavado (20 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,5
M NaCl y 40 mM imidazol). Finalmente, se eluyo la proteina con solucién de elucién
(20 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,5 M NaCl y 100 mM imidazol). Se seleccionaron las
fracciones de interés mediante analisis en geles de poliacrilamida tefiidos con azul de
Coomasie y se procedio al desalado de las fracciones deseadas mediante una columna
de Sephadex G50 (HiTrap™ Desalting, Amersham Pharmacia Biotech) previamente
equilibrada con buffer de desalado (20 mM Tris-HCI pH 7,4; 50 mM NacCl).

Todas las corridas cromatograficas fueron realizadas en el equipo AKTA purifier
(Amersham Pharmacia Biotech).

3.13. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de las proteinas purificadas segin los procedimientos
descriptos anteriormente fue determinada midiendo absorbancia a 280 nm en un
espectrofotdmetro modelo Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech). La férmula utilizada

para el célculo de la concentracion fue la siguiente:

Concentracion = Abs,sonm/paso Optico de la cubeta x coeficiente de

extincién molar (¢)

El coeficiente de extincion molar de una proteina (g) esté relacionado con la
composicién aminoacidica de la misma, particularmente con la cantidad de residuos de
cisteina (C), triptéfano (W) vy tirosina (Y). Los coeficientes de extincion molar para
CueR y CpxR fueron calculados segun la siguiente férmula:

e (M™' cm™) = nW x 5500 + nY x 1490 + nC x 125

Donde “n” es el nimero de cada residuo W, Y y C, y los valores establecidos para las
absortividades molares a 280 nm de tript6fano, tirosina y cisteina, respectivamente (Gill
y von Hippel, 1989).
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3.14. Electroforesis de proteinas

Los lisados celulares de las distintas cepas de Salmonella crecidas en presencia o
ausencia de metales, asi como las fracciones eluidas durante la purificacion de CueR o
CpxR nativas se analizaron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida. Antes de la siembra, las muestras se calentaron 3 minutos a 100 °C en
solucion de siembra de proteinas, compuesta por 120 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,5 %
(V/V) B-mercaptoetanol, 2 % (V/V) glicerol, 2 % (p/V) SDS y 0,002 % (p/V) azul de
bromofenol. Las corridas electroforéticas se realizaron en una solucién reguladora 25
mM Tris base, 192 mM glicina pH 8,3 y 0,1 % (p/V) SDS, a una intensidad de corriente
constante de 18 mA. La concentracion de acrilamida utilizada en los geles de separacién
fue de 18 % (p/V) de una solucion de acrilamida/bisacrilamida preparada en una
relacion 30:0,8. Luego de la corrida, los geles se tifieron en una solucion de 0,25 %
(p/V) azul brillante de Coomasie R 250, 30 % (V/V isopropanol y 10 % (V/V) é&cido
acético durante 2 horas, y se destifieron en una solucion de 25 % (V/V) etanol y 10 %
(VIV) &cido acético durante 1 hora.

3.15. Transferencia e inmunodeteccion de proteinas en membrana de

nitrocelulosa (Western blot)

La deteccion de la expresion de CueP, CueP3xFLAG, SodCI3xFLAG vy
SodCIlI3XFLAG a partir de extractos celulares de Salmonella separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida como se describe en el punto 3.14 fueron
electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (General Electric Healthcare) en una
cuba de transferencia semi-seca (Trans-blot SD, Bio-Rad). La transferencia se llevo a
cabo con una solucion conteniendo 25 mM Tris, 192 mM glicina pH 8,3 y 10 % (V/V)
metanol, durante 30 minutos con una intensidad constante de 300 mA. Una vez
terminada la transferencia, la membrana fue bloqueada con una solucion de TBS (20
mM Tris-HCI pH 7,6, 137 mM NaCl) conteniendo 5 % (p/V) de leche en polvo
descremada, durante 60 minutos con agitacién. Luego se incub6 la membrana con una
dilucion 1/500 de anticuerpos policlonales de conejo anti-cueP o con una dilucién 1/250
de anticuerpos monoclonales anti-FLAG (Sigma). Una vez finalizada la incubacién, se
realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS. Posteriormente, la membrana se incub6
durante una hora con anticuerpo secundario anti-conejo (cuando se utiliz6 como

anticuerpo primario el anticuerpo policlonal anti-CueP) o anti-raton (en el caso de
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utilizar como anticuerpo primario el anticuerpo anti-FLAG) conjugada a fosfatasa
alcalina, diluido 1/3000 en la misma solucion TBS. Para el revelado, se realizdé un
lavado de 10 minutos con TBS y un lavado con una solucién conteniendo 100 mM Tris-
HCI pH 9,0, 100 mM NaCl y 5 mM MgCI2. Luego, se coloco la membrana en una
solucion de la misma composicién a la cual se le agregd 0,15 mg/ml BCIP y 0,3 mg/ml
NBT disuelto en 70 % N-N-dimetilformamida y se incub6 en oscuridad a temperatura
ambiente hasta desarrollo de color.

3.16. Medidas cualitativas de actividad SOD

La actividad de las enzimas superéxido dismutasas se analizaron de forma
cualitativa mediante geles nativos de poliacrilamida. Las cepas de S. Typhimurium
fueron crecidas durante toda la noche a 37 °C con agitacién en medio LB ajustado a pH
7,0 0 5,5 y con o sin el agregado de 1 mM de CuSO,. Los cultivos (de 3 mL) fueron
centrifugados a 6.000 rpm durante 4 minutos y las células fueron resuspendidas en 400
uL de buffer de composiciéon 50 mM Tris-HCI pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM,
acido ascorbico 1 mM, PMSF 1 mM. Las células fueron sonicadas en hielo y
posteriormente se centrifugd a 4°C durante 10 min a 15.000 rmp y se siguid trabajando
con el sobrenadante conteniendo las proteinas solubles. Los extractos se mezclaron
adecuadamente con buffer de siembra para electroforesis nativa 5X (obtenido al mezclar
1 mL de glicerol saturado en Bromofenolblue con 500 uL de Tris-HCI 1 M pH 6,8 y
500 uL de H,0). Posteriormente, fueron sembrados en geles nativos de poliacrilamida al
10 % (pre-corridos durante 30 min) normalizando por la cantidad de proteinas presentes
en cada muestra. La electroforesis se llevd a cabo en cdmara fria (4°C) utilizando como
buffer de corrida una solucién conteniendo Tris 25 mM, Glicina 192 mM y 4cido
ascorbico 2 mM (agregado instantes antes de la corrida) durante 40 minutos
(aproximadamente) a una intensidad de 20 mA. Una vez finalizada la corrida, se realizd
un lavado incubando los geles durante 15 min a 4°C con una solucion de Tris-HCI 25
mM pH 8,0. Luego se llevé a cabo la incubacion con 5 ml de la solucién reveladora
durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad. La solucién reveladora fue
preparada en el momento y se compone de Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (c.s.p. 10 ml),
EDTA 10 uM, NBT 180 uM, Riboflavina 120 uM y TEMED (20 pl). Finalmente, se
retird la solucion de revelado y los geles se expusieron a la luz de un tubo fluorescente

hasta el desarrollo deseado de color. En presencia de la luz se reduce el NBT

83



Materiales y Métodos

favoreciendo la formacién de un compuesto parpura; dicha reaccion es inhibida por la
actividad SOD con lo cual las bandas de las proteinas Sod quedan incoloras en contraste
con el resto del gel tefiido. El corte de la reaccion de color se produjo en el momento
deseado por el agregado de H,O destilada.

3.17. Herramientas bioinformaticas

Los motivos consenso para los sitios de unién de CpxR, BaeRS, RscB fueron
generados entrenando el programa MEME (Bailey et al. 2006) con los sitios de unién
de estas proteinas presentes en Salmonella. Para generar la matriz de CpxR, se
consideraron los operadores corriente arriba de los genes degP, ppiA, yihEdsbA,
motABcheAW, ygjT, ppiD, CpxRA, cpxP, y csgBAC. En el caso de BaeRS se
consideraron los operadores de los genes mdtABC, acrD, y los dos sitios del gen sodA,
sodA(1) y sodA(2); mientras que para RcsB, se consideraron los operadores de los genes
katE, osmB, osmY, spy, ydcF, ydjR, yghA. Se consider6 como restriccion para el
programa que encuentre s6lo un motivo en cada secuencia. La matriz obtenida luego fue
utilizada para buscar nuevos motivos en una region de 900 pares de bases del genonoma
de Salmonella que comprenden aproximadamente una region de 500 pb corriente arriba
del ORF de cueP mediante el programa MAST (Bailey y Gribskov 1998).
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“El dafno generado por Cu en la cepa sensible AcuiD activa al

sistema Rcs y CueP alivia el estrés generado en dicha condicion”



Resultados y Discusion - Capitulo |

4.1. En presencia de Cu, la cepa sensible AcuiD presenta un

crecimiento de aspecto mucoso

Como se menciona en la Introduccién, el periplasma ha sido sefialado como un
compartimento importante para la homeostasis de Cu, ya que la mayoria de las enzimas
que requieren este metal residen en este compartimento o en estructuras membranosas
derivadas del mismo. Ejemplos de estas son la citocromo caa3 oxidasa y plastocianina
en cianobacterias, 0 metanomonoxigenasas en metanétrofos (Hakemian et al. 2008;
Karlsen et al. 2008; Waldron et al. 2007)

En S. Typhimurium no se observaron diferencias en la sensibilidad a Cu entre
una cepa mutante en cueP y la cepa silvestre en presencia de oxigeno (Pontel y Soncini
2009). Debido a que CuiD, al igual que CueP, también se localiza en el periplasma, y
que su expresion es inducida por Cu de manera dependiente de CueR (Espariz et al.
2007; Lim et al. 2002), Pontel y Soncini analizaron el rol de CueP en la resistencia al
metal en la mutante en cuiD. En este entorno AcuiD, la ausencia de cueP produjo una
disminucién de la CIM para Cu de 1,25 a 1,00 mM CuSO,. Esto sugiere que CueP
participa en la resistencia al metal en aerobiosis, aunque la principal determinante en
esta condicion es la multicobre oxidasa CuiD. En consecuencia, en presencia de CuiD la
contribucion de CueP es s6lo secundaria. La sobreexpresion de CueP produjo un
aumento de la resistencia a Cu tanto en una cepa AcuiD como en la mutante doble
AcueP AcuiD, cuyas CIM para el metal se incrementaron de 1,25 y 1,00 mM
respectivamente, a 1,75 mM CuSO, en ambos casos. ElI hecho de que no se logré
recuperar los niveles silvestres de resistencia al Cu (con una CIM de 5,5 mM CuSO,)
indica que CueP no puede compensar totalmente las funciones de la multicobre oxidasa
(Pontel y Soncini 2009).

Como parte de este trabajo de Tesis, se observd que en presencia de
concentraciones subletales de Cu, las colonias de la cepa mutante en cuiD, muestran una
mucosidad incrementada cuando se crecen en placas de LB agar luego de una
incubacion a 37 °C durante toda la noche. Si bien el fenotipo se detect6 originalmente
en placas de LB agar al 1,5 %, en placas al 1 % de agar el fenotipo mucoide fue mas
claro por lo que el resto de los experimentos mostrados en este capitulo fueron
realizados en esa condicion. Para corroborar que la ausencia de cuiD causa la
mucosidad observada, se realizaron los ensayos de complementacion fenotipico (Figura
4.1). Para esto, se utilizo el plasmido pUH21-2lacl® que posee una copia del gen que

86



Resultados y Discusion - Capitulo |

codifica para el represor del operén lac (lacl®) y un promotor lac corriente arriba del
sitio de multiple clonado (Soncini et al. 1995). EI marco abierto de lectura de cuiD se
clono bajo el control transcripcional del promotor lac pudiendo inducir artificialmente
su expresion por el agregado de IPTG. Las bacterias transformadas con dicho plasmido
no formaron colonias en placas de LB agar al 1 % con el agregado de 0.5 mM IPTG.
Atribuimos este fendmeno a un posible efecto toxico por la sobreexpresion de CuiD.
Por esta razdn, el analisis se hizo en placas de LB agar al 1 % adicionadas con 0.1 mM
IPTG, que no afecto el crecimiento bacteriano. Como se observa en la Figura 4.1, en
esta condicion, la cepa complementada con CuiD revierte la mucosidad causada por el
agregado de Cu en la cepa mutante en cuiD.

Silvestre/vector

AcuiD/vector

AcuiD/pCuiD

Figura 4.1. El cobre genera un fenotipo mucoso en el crecimiento de la cepa sensible AcuiD.
Imagenes representativas de colonias de las cepas indicadas crecidas durante toda la noche a 37°C en
placas de LB suplementadas con IPTG (0,1 mM) con o sin el agregado de 0,75 mM de CuSQ,, 0,75 mM
de (NHg4),Fe(SO4), 0 0.75 mM de ZnSO, como se indica.

Por otra parte y como se menciona en la Introduccion, el Cu puede generar
diferentes tipos de estrés y en presencia de oxigeno puede participar de numerosas
reacciones de 6xido-reduccion (Yoon, Yeom, et al. 2014). A su vez, otros metales como
Fe y Zn también son toxicos y algunos mecanismos de toxicidad entre ellos se
superponen (Nies 1999; Nies 2007). El primer interrogante que surge al observar la
mucosidad de las colonias de la cepa AcuiD es si es un fenotipo especifico de Cu o si es
una respuesta pleiotrépica de la célula a un estrés generado por exceso de cualquier
metal. Para analizar esto, se crecié la mutante AcuiD en presencia de concentraciones
subletales de Fe(ll) o Zn(l1). Considerando la tendencia del Fe(ll) a oxidarse a Fe(lll)
en presencia de oxigeno, se utilizd la sal de Mohr, Fe(NH;)2(SO,),-6H,0, para
estabilizar el Fe(ll) durante el ensayo en las placas de LB agar.
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Como se observa en la Figura 4.1, el fenotipo mucoso de la cepa mutante AcuiD
se observo solo por el agregado de Cu(ll) y no frente a la adicion de Fe o Zn indicando
que, el Cu induce especificamente dicho fenotipo en ausencia del mecanismo de
respuesta apropiado al metal toxico (tal como ocurre en la cepa mutante AcuiD).

Curiosamente, se observo algo de mucosidad en la cepa que sobreexpresa CuiD
cuando fue crecida en placas que contienen Zn(ll) y en menor medida en aquellas
adicionadas con Fe(ll). Este comportamiento no fue observado en la cepa AcuiD con el
vector vacio ni en la cepa AcuiD/pCuiD en presencia de Cu(ll), sugiriendo que esta
alteracion podria deberse a un desbalance en la disponibilidad de cobre para metalar
CuiD.

4.2. El sistema Rcs es responsable del fenotipo mucoso observado en la

mutante AcuiD expuesta al estrés por Cu

Conociendo la especificidad por el metal del fenotipo mucoso, surge el
interrogante sobre la causa del mismo y sobre los aspectos regulatorios que lo
desencadenan. Un fenotipo similar fue reportado en E. coli para la mutante en cueQ,
pero en ausencia de cobre (Tree et al. 2007). Los autores atribuyeron el fenotipo de
mucosidad a la expresion del Ag43 (adhesina de superficie responsable del fenotipo de
autoagregacion) y a la expresion del pilus “curli”, sin extenderse en el estudio de la
regulacién transcripcional de estos factores en la mutante en cueO. También se reporto
que colonias de cepas mutantes de E. coli AcueO o Acus AcueO se tornan mucosas en
presencia de Cu (Bagai et al. 2007).

Se ha establecido que el sistema regulatorio Rcs participa en el control de genes
que codifican para proteinas que participan en la sintesis de factores que componen la
superficie celular de E. coli (Majdalani y Gottesman, 2005). Un fenotipo mucoide
similar al observado en esta Tesis se reportd en bacterias crecidas en condiciones de
activacion del sistema Rcs (Laubacher y Ades 2008; Majdalani y Gottesman 2005;
Majdalani et al. 2005). Como se menciona en la Introduccion, el sistema de
fosfotransferencia Rcs controla varias funciones celulares en bacterias Gram negativas,
incluyendo la sintesis de &cido colanico dependiente del operén cps (wca), motilidad,
quimiotaxis y modificaciones en el lipopolisacarido, ademas de contribuir a la
virulencia de Salmonella (Delgado et al. 2006; Garcia-Calderdn et al. 2005; Majdalani y
Gottesman 2005; Erickson y Detweiler 2006). Este sistema, puede ser activado por
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distintos tipos de estrés relacionados con modificaciones en la envoltura, tales como
crecimiento en superficies solidas o en alta osmolaridad; o por el crecimiento en medios
ricos en glucosa (Bury-Moné et al. 2009; Ferrieres y Clarke 2003; Majdalani y
Gottesman 2005).

Considerando estos antecedentes, se procedio a investigar si el fenotipo mucoso
inducido por Cu en la cepa AcuiD se debe a la sintesis de la capsula de &cido colanico
dependiente de la activacién del sistema Rcs. Con el objeto de disecar la respuesta e
identificar los componentes regulatorios involucrados en la formacion de colonias
mucosas en placas de LB agar suplementadas con Cu en la cepa AcuiD, se realizaron
deleciones individuales en cada uno de los genes que codifican para las proteinas del
sistema regulatorio Rcs asi como también en wcald, que pertenece al operén wca y
codifica para la enzima que cataliza el primer paso en la via de sintesis del &cido
colanico (Majdalani y Gottesman 2005).

En presencia de concentraciones subletales de Cu todas las colonias de las cepas
mutantes dobles que ademas de tener mutado el gen cuiD tienen mutado alguno de los
genes que codifican para el sistema Rcs; esto es para la quinasa sensora RcsC, para los
reguladores de respuesta RcsB y RcsA, para la proteina de membrana externa RcsF o
para la quinasa RcsD, no desarrollaron apariencia mucosa (Figura 4.2A), indicando que
todos los factores que forman este sistema complejo de transduccion de sefiales estan
involucrados en la respuesta al estrés generado en presencia de cobre en la mutante
AcuiD y son responsables de la generacion del fenotipo mucoso.

Usando la fusién transcripcional wcaJ::MudJ (wcaJ::lacZ) como gen reportero
monitoreamos la activacion del sistema Rcs y observamos que el Cu(ll) promueve la
induccién de dicho sistema en la cepa mutante AcuiD (Figura 4.2B). Es importante
sefialar que la induccion de la expresion del gen reportero para el sistema Rcs sélo se
observo cuando se usaron concentraciones de Cu mayores o iguales a 0,5 mM. Esto nos
permite concluir que se requiere tanto de la ausencia de la multicobre oxidasa como de

la presencia de altas concentraciones de Cu para inducir el sistema Rcs.
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Figura 4.2. El fenotipo mucoide inducido por Cu en la cepa AcuiD esta controlado por el sistema
Rcs. (A) imagenes representativas de colonias de las cepas mutantes indicadas crecidas durante toda la
noche a 37°C en placas de LB con o sin el agregado de CuSO, (0,75 mM). (B) Medidas de actividad [3-
Galactosidasa (Unidades Millers) de la fusion transcripcional wcal::lacZ expresada en las cepas silvestre,
AcuiD, ArcsA AcuiD, ArcsB AcuiD, ArcsC AcuiD, ArcsD AcuiD, o ArcsF AcuiD. Las celulas fueron
crecidas en las mismas condiciones que en (A). Los datos corresponden a valores promedio de cuatro
experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar.

Interesantemente, la formacion de colonias mucosas por el agregado de Cu no se
observo en anaerobiosis (Figura 4.3), sugiriendo que no es el metal el responsable
directo de la activacion del sistema Rcs, sino que el estrés que activa al sistema se
genera especificamente por la toxicidad generada por el cation en presencia de oxigeno

en la mutante AcuiD.

silvestre

AcueP

AcuiD

Figura 4.3. En ausencia de oxigeno, el Cu no induce el fenotipo mucoso en la cepa AcuiD. Se
muestran imagenes representativas de colonias de las cepas silvestre y mutantes AcueP y AcuiD. Las
células fueron crecidas en placas de LB agar con el agregado de cantidades crecientes de CuSO,4 durante
72 horas a 37°C en una jarra de anaerobiosis.
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4.3. El sistema Rcs de Salmonella confiere resistencia a Cu

Se investigd el rol de cada uno de los componentes del sistema de
fosfotransferencia asi como también una cepa con una delecion en wcaJ incapaz de
producir la capsula de &cido colanico en la resistencia al Cu mediante experimentos de
CIM al metal en placas de LB agar. Las colonias de las cepas mutantes ArcsB y ArcsF
mostraron alteraciones en el crecimiento respecto a la cepa silvestre a concentraciones
altas de Cu(ll) (Figura 4.4). Sin embargo, en dichas condiciones no se observé ninguna
alteracion en el crecimiento de las colonias de la cepa mutante wcad, indicando que el
fenotipo observado en las cepas ArcsB y ArcsF es producto de un efecto pleiotropico.
Esto sugiere que para hacer frente al estrés por Cu pueden estar involucrados otros

factores controlados por el sistema Rcs, distintos a la capsula de &cido colanico.

Silvestre  ArcsA ArcsB ArcsC ArcsD ArcsF Awcal

Figura 4.4. El sistema de respuesta a estrés periplasmatico Rcs afecta la resistencia al Cu. Imagenes
representativas de colonias de las cepas mutantes indicadas crecidas durante toda la noche a 37°C en
placas de LB con el agregado de 5 mM CuSO,.

Para completar el analisis sobre como influye el sistema Rcs en la resistencia a

CIM Cu Cu se llevaron a cabo los mismos ensayos
(mM) de CIM utilizando como base una cepa

Silvestre (14028) 55 ] ]
mutante AcuiD, sensible a Cu. Como
AcuiD 1,25
P o puede observarse en la Tabla 4.1, las
AcuiD ArcsB — cepas que ademas de tener mutado cuiD
i 1,25 .
Acub fresc poseen mutaciones en rcsF o wcal
AcuiD ArcsD 1,25 ] . .
muestran un leve pero significativo
AcuiD ArcsF 1,00
AcuiD weadzmud) 1,00 descenso en la CIM de CuSO,; Es

o ) importante destacar ademas que se
Tabla 4.1. Participacion del sistema Rcs en la

resistencia al Cu en Salmonella. Valores de  observd una reduccion en el tamafio de las

CIM determinados en placas de LB conteniendo ) .

cantidades crecientes de CuSQO, en aerobiosis. colonias en las cepas mutantes AcuiD
ArcsA y AcuiD ArcsB, si bien presentaron una CIM similar a la cepa simple mutante
AcuiD. Estos resultados indican que el sistema Rcs participa de la resistencia a Cu,

siendo requerido para hacer frente al estrés generado por concentraciones elevadas del
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metal. Es posible que la produccion de la capsula de acido colanico proteja a las células
frente a altas concentraciones de Cu, efecto que se evidencia cuando uno de los

mecanismos principales de detoxificacion al metal esta ausente.

4.4. La sobreexpresion de CueP alivia el estrés generado por Cu en la

mutante AcuiD

Durante el desarrollo de este trabajo de Tesis se reportd que CueP es la cupro-
proteina mayoritaria en el periplasma de Salmonella (Osman et al. 2010). Ademas,
como se menciona al inicio del capitulo, la expresion ectépica de CueP desde un
plasmido incrementa la resistencia a Cu en la cepa mutante AcuiD. Teniendo en cuenta
esto, se analizd el efecto de CueP en la activacion del sistema Rcs por Cu asi como
también su capacidad para restablecer la resistencia al Cu en las cepas que presentaron
mayor sensibilidad al metal por tener mutado alguno de los componentes del sistema
Rcs.

Como primera medida, se investigd si la sobreexpresion de CueP es capaz de
interferir en el estrés que desencadena la activacion del sistema Rcs en la cepa sensible
al metal AcuiD. Para llevar a cabo dicho objetivo, se plantearon dos estrategias que
consisten tanto en la observacion fenotipica de la formacion de la cépsula de &cido
colanico cémo en la medicion de la expresion transcripcional de wcaJ. Observamos que
la sobreexpresion de CueP en la mutante AcuiD restablece el fenotipo silvestre, o sea, la
desaparicion del aspecto mucoso de las colonias en presencia de concentraciones
subletales de Cu (Figura 4.5A).

A su vez, la sobreexpresion de CueP redujo a niveles basales la transcripcion de
wcal (Figura 4.5B). Estos resultados indican que la sobreexpresion de CueP alivia el
estrés periplasmatico causado por Cu, responsable de la activacion del sistema Rcs en la
cepa sensible AcuiD. Cabe destacar, que si bien CueP no es capaz de restablecer
completamente la resistencia silvestre a Cu de la cepa AcuiD, impide la activacién del
sistema Rcs y por ende suprime la sintesis de &cido colanico. Esto sugiere que en la
cepa AcuiD, CueP estéa disminuyendo el estrés generado por Cu, probablemente bajando
la concentracidn libre de Cu en el periplasma e impidiendo asi la activacion del sistema

Rcs.
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weal::lacZ
o0
@Cu
vector | pCueP | vector
Silvestre | AcuiD
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Figura 4.5. CueP revierte la activacion del sistema Rcs inducida por Cu. (A) Imagenes
representativas de colonias de las cepas indicadas crecidas durante toda la noche a 37°C en placas de
LB suplementadas con IPTG (0,5 mM) con o sin el agregado de 0,75 mM de CuSQO, (B,C) Medidas de
actividad B-Galactosidasa (Unidades Millers) de la fusion transcripcional wcalJ::lacZ expresada en las
cepas silvestre, y mutante AcuiD transformadas con el plasmido pUHE-21-2lacl® (vector) o pCueP. Las
células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en placas de LB con o sin el agregado de 0,75 mM
CuSQ, y con (C) osin (B) el agregado de 0,5 mM IPTG. Los datos corresponden a valores promedio
de cuatro experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden

a la desviacion estandar.

Luego se llevaron a cabo medidas de CIM para el metal en las cepas mutantes

CIM Cu ()

vector pCueP
Silvestre (14028) 55 No determinada
AcuiD 1,25 1,75
AcuiD ArcsA 1,25 1,75
AcuiD ArcsB 1,25 1,75
AcuiD ArcsC 1,25 1,75
AcuiD ArcsD 1,25 1,75
AcuiD ArcsF 1,00 1,75

Tabla 4.2. Participacion de CueP en la tolerancia
al Cu en cepas sensibles mutantes en el sistema
Rcs de Salmonella. Valores de CIM determinados
en placas de LB conteniendo cantidades crecientes
de CuSO, en presencia de oxigeno. Como vector de
expresion se utilizo el plasmido pUH21-2lacl®y la
induccion de CueP se produjo por el agregado de
IPTG a 0,2 mM de concentracion final.

dobles en cuiD y en cada uno de los
genes que codifican para los
componentes  del  sistema  de
fosfotransferencia y sobreexpresando
CueP (Tabla 4.2). Este dltimo
contrarrestd parcialmente el fenotipo
de sensibilidad al metal de las cepas
mutantes cuiD independientemente de
la presencia de cada uno de los
componentes del sistema  Rcs,
alcanzandose en todos los casos el
mismo  valor de CIM. La
sobreexpresion de CueP restauro

ademas el fenotipo de mayor sensibilidad al Cu provocado por la mutacion en rcsF.

Teniendo en cuenta estos resultados se propone que Salmonella puede inducir la

sintesis de exopolisacaridos a través del sistema de fosfotransferencia Rcs como una
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respuesta defensiva frente a la toxicidad por Cu(ll) en situaciones donde las proteinas
periplasmaticas CuiD y CueP no son funcionales. La activacion del sistema Rcs
dependiente de Cu podria tener implicancias fisioldgicas afectando la virulencia
bacteriana.

4.5. La funcion protectora de CueP no esta vinculada a la reparacion

de los puentes disulfuros incorrectos en el periplasma

Como se menciona en la Introduccién, en E. coli se observé que el Cu fomenta
la formacion de puentes disulfuro inespecificos en proteinas periplasmicas (Hiniker et
al. 2005). Esto provoca un estrés que puede evidenciarse por una mayor sensibilidad al
metal en cepas mutantes en genes que codifican para tiorredoxinas y para las disulfuro
oxido-reductasas tales como DsbC y DsbD (Hiniker et al. 2005). Esto se debe, a que las
tiorredoxinas ceden electrones a DsbD manteniéndola en su forma reducida y activa, la
cual es capaz de ceder sus electrones a diferentes proteinas periplasmicas, incluyendo a
DsbC. DsbC reducida puede rearreglar los puentes disulfuros incorrectos reparando asi
los dafios producidos por el Cu (Hiniker et al. 2005). Cabe destacar, que este efecto fue
observado en aerobiosis y sélo para Cu y no para otros metales ensayados tales como
Ag(l), Mn(l1), Fe(l11), Zn(11), Ni(ll) y Co(Il) (Hiniker et al. 2005).

El estado de los enlaces disulfuro ha sido reportado como modulador del sistema
de fosfotransferencia Rcs, promoviendo la expresién del operén wca responsable de la
sintesis de la cépsula (Lin et al. 2009). En Salmonella, se observd que las dobles
mutantes dsbA srgA, dsbA dsbL o dsbB dsbl presentan un fenotipo mucoide, con lo cual
la expresion de los genes wca puede utilizarse para monitorear el estado de los enlaces
disulfuro en el periplasma (Lin et al. 2009).

CueP presenta 3 cisteinas conservadas en las posiciones 96, 104 y 172. Se
reportd que si bien CueP no posee un dominio funcionalmente caracterizado, si presenta
residuos de cisteinas conservadas cercanas en el espacio capaces de formar puentes
disulfuros (Yoon et al. 2013). El agregado de CuCl; es capaz de inducir la formacién de
un puente disulfuro entre los residuos de cisteina 96 y 104 (vinculado a la detoxificacién
directa por reduccion del cation a Cu elemental) mientras que sin el agregado del metal
se detectd la formacion de un puente disulfuro entre los residuos 96 y 172 (Yoon,
Yeom, et al. 2014). Ademas, se reportd que la disulfuro isomerasa DsbC es capaz de
reducir la forma oxidada de CueP actuando sobre los residuos de cisteina 104 y 172
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completando el ciclo y dejandola disponible para una nueva reaccion (Yoon, Kima, et
al. 2014). La proteccion de CueP frente al exceso de Cu podria deberse a la
detoxificacion del metal por union o expulsién del mismo, o bien a un mecanismo
indirecto de reparacion del dafio causado por el exceso del cation.

Segun un analisis llevado a cabo previamente (L. B. Pontel, Tesis Doctoral),
aplicando el algoritmo PSI-BLAST para la busqueda de proteinas con homologia a
CueP, se encontré6 como proteina de funcion conocida, a la proteina DSBA oxido-
reductasa de Oceanospirillum sp. MED92 (ZP_01166375.1) (30 % de identidad con
CueP desde el aminoécido 30 al 134) (Figura 4.6). DSBA (n6tese el uso de mayusculas)
es una familia (Pfam PF01323) que contiene un plegamiento del tipo tiorredoxina
(PFO0085) y que se encuentra dentro del clan de familias del tipo tiorredoxinas
(CL0172) (Kadokura et al. 2003).

Identidad = 24/80 (30%). Positivos = 39/80 (48%). Espacios en blanco = 5/80 (6%)

CoeP &0 DEFYLSFAPYEWRTHPCFNHSLESGOOGEMPNERPFTV-EVIDSEGRAVIVO———-FEMJSYEN 115
D++ S 4P+ + H F 2 E+ EPF + +V + GEV ++ E O+iR
DSBA & DY YFISLEPFIYLGHIRFLELAKQROREISYEPFIISOVFEANSGAVALEDRPEPRORYRL &5

CueP 116 GFIGVW-LPPNMEGTLEVSY 134
+ W EN+ TL +¥
DSBA &g VELERWGRERNLELTLHPRY 85

Figura 4.6. PSI-BLAST de CueP sin su péptido sefial. La proteina sin los primeros 21 aminoacidos fue
analizada contra la base de datos no redundantes del NCBI utilizando un valor E de 100 y el algoritmo
PSI-BLAST. El alineado corresponde a una de las primeras proteinas de funcion conocida para la region
comprendida desde las posiciones 60 a 134 de CueP, lo que corresponde con la region central de la
proteina.

Las tiorredoxinas son pequefias proteinas que participan en reacciones de 6xido-
reduccion mediante la oxidacion reversible de un puente disulfuro activo (Nakamura
2005). En este contexto, se indago si el rol fisioldgico de CueP esta relacionado con la
reparacion de puentes disulfuro incorrectos provocados por la presencia de Cu.

Se construyeron mutantes en distintas disulfuro isomerasas presentes en
Salmonella. Teniendo en cuenta reportes anteriores (Lin et al. 2009), se contemplaron
ademas de a los genes caracterizados dsbA, dsbC y srgA, a los genes scs, que al igual
que CueP, son genes especificos de Salmonella, con lo cual, se puede especular con la
posibilidad de que CueP sea capaz de reparar el dafio sufrido especificamente en estas
mutantes (Gupta et al. 1997; Miki et al. 2004). Estos genes presentan homologia a
tiorredoxinas y proteinas de intercambio de tiol-disulfuro y restablecieron la resistencia
al Cu en una cepa de E. coli mutante en cutF sensible al metal (Gupta et al. 1997; Gupta
et al. 1995). Se construyeron las mutantes de los genes dsbA, dsbC, srgA, scsA y del

95



Resultados y Discusion - Capitulo |

operon scsBCD y las mutantes dobles dsbA dsbC, dsbA srgA, dsbA scsA y dsbA
scsBCD. Se eligié dsbA por codificar el principal responsable de la formacion de
puentes disulfuro generales, y debido a que su mutacién provoca un fenotipo
pleiotrépico que incluye la activacion del sistema Rcs (Lin et al. 2009). Se llevaron a
cabo ensayos de medida de actividad B-galactosidasa con la fusion reportera weal::lacZ
utilizando cultivos en medio LB liquido estaticos y a 37°C en presencia del agente
reductor DTT, reproduciendo las condiciones ya descriptas para activar al sistema Rcs
(Lin et al. 2009). Como se observa en la Figura 4.7, el estrés generado se evidencia en
la cepa doble mutante AdsbA AsrgA y s6lo en presencia de DTT.

Inicialmente, se especuld con que el Cu contribuiria a la generacion del dafio en
el periplasma induciendo al sistema Rcs; sin embargo, su presencia produjo un marcado
descenso en la activacion de dicho sistema respecto a la misma condicién sin el

agregado del metal. Una posible explicacion es que el Cu(ll) esté reaccionando como un
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Figura 4.7. Mutantes en disulfuro oxido reductasas activan el sistema Rcs. Medidas de actividad -
Galactosidasa (Unidades Millers) de la fusion transcripcional wcald::lacZ expresada en las cepas
silvestre, AdsbA, AdsbC, AsrgA, AscsA, AscsBCD, AdsbA AdsbC, AdsbA AsrgA, AdsbA AscsA, AdsbA
AscsBCD. Las células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB liquido sin agitacion
con o sin el agregado de 1 mM CuSQ, y con o sin el agregado de 1 mM DTT. Los datos corresponden a
valores promedio de cuatro experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar.

par redox con el DTT, reduciéndose a Cu(l) y neutralizando asi el efecto del DTT en la
inducciéon del sistema Rcs. Es por esto, que para evaluar el efecto del Cu sin
interferencias, debieron encontrarse condiciones alternativas de activacion del sistema
Rcs que no requieran de la presencia de DTT.

Se observo que al crecer las mismas cepas mutantes en medio sélido (placas de

LB), no se requiere del agregado de DTT para generar el estrés que activa al sistema
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Rcs. Nuevamente, se detectd la mayor induccidn en la cepa doble mutante AdsbA AsrgA
con lo cual se siguié trabajando sélo con esta cepa. El agregado de Cu nuevamente
anuld la activacion del sistema Rcs en estas condiciones, lo que nos lleva a especular
con que el Cu puede estar induciendo sistemas que de alguna forma alivien el estrés o
bien estaria actuando en forma directa catalizando la formacién de puentes disulfuro que
en un entorno silvestre se llevarian a cabo por DsbA. Un efecto similar fue encontrado
en una cepa mutante dsbA de E. coli. Se observé que dicha mutacién impide formar el
Unico puente disulfuro presente en la proteina del motor flagelar Flgl requerido para el
plegamiento de la misma, comprometiendo severamente su motilidad y el agregado de
Cu en dicha cepa es capaz de catalizar la formacion del puente disulfuro en Flgl,
restaurando la motilidad (Hiniker et al. 2005).

Finalmente, para evaluar si CueP es capaz de intervenir en la homeostasis de
puentes disulfuro en el periplasma de Salmonella, se analiz6 si se producen cambios en
los niveles de estrés al variar los niveles de CueP en el periplasma, sobreexpresandola
desde un plasmido inducible. Como se observa en la Figura 4.8, la sobreexpresion de
CueP produce una disminucion en la expresion de wcaJ aunque no es significativa
como para atribuirle un rol en la formacién o reparacion de puentes disulfuros
incorrectos.

Una explicacion alternativa de los resultados mostrados previamente es que
CueP interacte con alguno de los componentes del sistema Rcs, inactivandolo. En
consecuencia, la sobreexpresion de CueP modularia a Rcs en cualquier condicion de
activacion, no sélo en la respuesta a cobre. En este contexto, el hecho de no observarse
un descenso en los niveles transcripcionales del reportero del sistema Rcs wcal::lacZ
ante un estrés generado por la alteracion en la formacion de los puentes disulfuros
correctos en las proteinas periplasmicas independientemente de la presencia de Cu,
sugiere que la sobreexpresion de CueP no imposibilita la transduccién de la sefial por
parte del sistema Rcs. Alternativamente, la inactivacion del sistema Rcs dependeria de
la forma unida a Cu de CueP y no de la forma no metalada. En conjunto, estos
resultados sugieren que el estrés periplasmico generado por Cu capaz de activar al
sistema Rcs puede ser aliviado por la sobreexpresion de CueP pero dicho alivio no esta

vinculado a la reparacion de puentes disulfuro incorrectos en las proteinas.
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Figura 4.8. CueP no revierte significativamente la activacion del sistema Rcs inducida por estrés
en el estado de los puentes disulfuro periplasmaticos. Medidas de actividad B-Galactosidasa
(Unidades Millers) de la fusion transcripcional wcad::lacZ expresada en las cepas AcueP y AcueP AdsbA
AsrgA, transformadas con el plasmido pUH21-2lacl® (vector) o pCueP. Las células fueron crecidas a
37°C durante toda la noche en placas de LB con o sin el agregado de 1 mM CuSO;, y la induccion de
CueP se produjo por el agregado de IPTG a 0,5 mM de concentracion final. Los datos corresponden a
valores promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar.

4.6. Conclusiones Capitulo |

En este capitulo se evalué la relacién del sistema de respuesta a estrés
periplasmico Rcs con el estrés por Cu, analizando la participacién de CueP en la
reparacion del dafio ocasionado por el metal.

e Determinamos que el crecimiento en presencia de concentraciones
subletales de Cu provoca la formacion de colonias de aspecto mucoso en
la cepa sensible al metal AcuiD y que este fenotipo depende de la
activacion del sistema Rcs que promueve la sintesis de la cépsula de
acido colanico en dicha condicion.

e Utilizando mutantes en los componentes del sistema Rcs demostramos
que dicho sistema confiere resistencia a Cu independientemente de la
capsula, aunque en ciertas condiciones, como por ejemplo la ausencia de
CuiD, el acido colanico protege a las células del estrés por Cu.

e La sobreexpresion de CueP alivio el estrés por Cu generado en la cepa
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cuiD, y previno la activacion del sistema Rcs.
El mecanismo por el cual CueP alivia el estrés periplasmatico no esta
vinculado a la reparacion de puentes disulfuros incorrectos ya que su

sobreexpresion no fue capaz de disminuir este tipo de estrés en la cepa
mutante AdsbA AsrgA.
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5.1. cueP forma parte del regulon Cpx

5.1.1. La expresion transcripcional de cueP estd regulada diferencialmente

dentro del regulon Cue

Utilizando fusiones reporteras de cada uno de los miembros del regulén Cue
de Salmonella, se observd que en medio minimo SM9 el agregado de Cu induce la
transcripcion de copA y cuiD pero no la de cueP (L. B. Pontel, Tesis Doctoral). La
fuente de carbono utilizada en estas condiciones es glucosa, que luego de ser
metabolizada por la bacteria, reduce el pH del medio de cultivo (Samelis et al. 2003).
Debido a que la mayoria de los estudios previamente mostrados se realizaron en LB,
se analizé el efecto del agregado de 0,2 % glucosa a este medio. Sorprendentemente,
no se observo activacion de cueP por Cu en esta condicion, y lo mismo sucede cuando

se utiliza glicerol como fuente de carbono (L. B. Pontel, Tesis Doctoral).
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Figura 5.1. Expresién diferencial del promotor de cueP dentro del regulén Cue. (A,B) Medidas de
actividad B-Galactosidasa (Unidades Millers) de las fusiones transcripcionales PcueP::lacZ, PcopA::lacZ
y PcuiD::lacZ, expresadas en un entorno silvestre. En (A) se muestra la expresion de las fusiones en
células crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o
sin el agregado de 1 mM CuSO,. En (B) se muestra el perfil de expresion a lo largo de una curva de
crecimiento. Alicuotas de células crecidas durante toda la noche en medio LB fueron diluidas en el
mismo medio fresco con o sin el agregado de 1 mM CuSO, e incubadas con agitacion a 37°C. En los
tiempos indicados, se tomaron alicuotas del cultivo para determinar DOgq y actividad B-Galactosidasa.
Los datos corresponden a valores promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por
duplicado. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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En todos estos casos se detectd acidificacion del medio de cultivo, y por lo
tanto se planted la posibilidad de que la acidificacién del medio inhiba la activacion
por cobre de cueP. Para comprobar esta hipotesis, se analizo la expresion de cueP en
LB tamponado a pH 5,5 o pH 7,0 y con el agregado de 1 mM CuSO,4 como sefial
inductora. Como se observa en la Figura 5.1A, a diferencia de los otros componentes
del reguldén Cue, la expresion de cueP no se induce por Cu a pH &cido.

Se analiz6 el perfil de activacion por Cu en funcion del tiempo de los
componentes del regulon Cue (Figura 5.1B). Nuevamente, se observé un
comportamiento diferencial en la activacion de cueP con un retraso temporal relativo
en la induccion de su transcripcién por el metal respecto a los otros componentes del
regulén. Este comportamiento se asemeja a la expresion del locus cus de E. coli
(Thieme et al. 2008) sumando una semejanza mas al paralelismo en cuanto a la
resistencia a Cu de CueP con el sistema Cus presente en el resto de las

enterobacterias.

5.1.2 La region comprendida entre las bases -45 y -80 en el promotor de cueP es

responsable de la regulacion transcripcional diferencial

Para profundizar en el andlisis de la regulacion transcripcional de cueP por pH
indagamos acerca de elementos en su promotor responsables de este efecto. Se llevo a
cabo una diseccion de la region promotora de cueP, clonando fragmentos de
diferentes tamafios de dicha secuencia corriente arriba del gen que codifica para la
enzima [B-galactosidasa (lacZ) en el vector pMC1871 (Pharmacia, Inc.). En la Figura
5.2A, se observan las distintas construcciones y las respectivas medidas de actividad
[-galactosidasa.

Observamos regulacién transcripcional por pH en las construcciones
pMC::PcueP-170, pMC::PcueP-135 y pMC::PcueP-80 mientras que con la
construccién pMC::PcueP-45 este efecto se pierde (Figura 5.2B) sugiriendo que en la
region comprendida entre los sitios -45 y -80 respecto al sitio de inicio de su
transcripcion existen elementos capaces de afectar su expresién en funcion de la
acidez del medio. A dicha regién se la denomind “caja de respuesta acida”.

Para analizar la importancia de esta regién en la transcripcion de cueP en
condiciones fisioldgicas, eliminamos la region comprendida entre las bases -80 y -45
de este promotor en el cromosoma de Salmonella (nucleétidos en posicion 3850410 y
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3850445). Con esta modificacién comparamos la transcripcion basal y la induccién
mediada por Cu entre esta mutante y la cepa silvestre. En la Figura 5.2C se observa
que en la mutante la delecion suprime el efecto diferencial del pH sobre la expresion
de cueP reportandose niveles transcripcionales basales en todos los casos ensayados.
Estos resultados sugieren que existen elementos clave para permitir la induccion de
cueP y que tales elementos se encuentran entre las bases -45 y -80 de su promotor

(corriente arriba del sitio de reconocimiento para CueR).
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Figura 5.2. La regién comprendida entre las bases -45 y -80 posee un elemento clave en la
regulacion de la transcripcion diferencial de cueP. (A) Esquema de la diseccion del promotor de
cueP en sendas fusiones transcripcionales reporteras utilizando el plasmido pMC1871. (B) Medidas de
actividad B-Galactosidasa (Unidades Millers) de las fusiones transcripcionales mostradas en (A)
expresadas en un entorno silvestre. (C) Medidas de actividad p-Galactosidasa (Unidades Millers) de
las fusion reportera cromosomal PcueP::lacZ expresada tanto en un entorno silvestre como en una
cepa donde se deleciond la regién comprendida entre las bases -45 y -80 en el promotor de cueP (Acaja
acida). Tanto en (B) como en (C) las células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB
MES 100 mM ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o sin el agregado de 1 mM CuSQ,. Los datos corresponden
a valores promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar.

Teniendo en cuenta que CueP es una proteina de respuesta a estrés por Cu
presente en el periplasma, y debido a que Salmonella carece de un sensor
periplasmatico especifico para Cu, se realizé una busqueda informatica para detectar
posibles blancos de regulacion de sistemas de respuesta a estrés periplasmatico como
BaeR, RcsB, y CpxR, para los que se conocen las secuencias operadoras (Hobman et

103



Resultados y Discusion — Capitulo 11

al. 2007). Generamos matrices de probabilidad dependiente de la posicion para la
secuencia consenso de unién de cada uno de estos reguladores usando MEME (Bailey
et al. 2006). Estas matrices describen la probabilidad de que ocurra una base dada en
una determinada posicion, generando ademas un consenso. Con cada matriz generada,
analizamos mediante MAST (Bailey y Gribskov 1998) una region del genoma de
Salmonella de 500 pb que incluye la region promotora de cueP. Este programa busca
la ocurrencia de la matriz de probabilidad proveniente de MEME en una determinada
secuencia. Detectamos un sitio putativo para la unién de CpxR corriente arriba del
sitio de union a CueR y dentro de la “region de respuesta a acido” delimitada
anteriormente. Dicho sitio se ajusta al consenso con un p-value de 7,23.10° (el p-
value es la probabilidad de observar una coincidencia del motivo al menos tan buena
como cuando se compara con una secuencia al azar; cuanto menor es el p-value,
mayor es la coincidencia (Bailey y Gribskov 1998)). En E. coli, la secuencia consenso
para el sitio de reconocimiento de CpxR es GTAAA(N4s)GTAAA (Yamamoto y
Ishihama 2006), siendo la caja putativa hallada entre las bases -64 y -50 del promotor
de cueP GTAAA(Ns)GCAAA. Interesantemente, se reportd la activacion por Cu del
sistema CpxR/CpxA en E. coli aunque su rol en la homeostasis metélica aln se
desconoce (Yamamoto y Ishihama 2005; Kershaw et al. 2005).

CpxR/CpxA es un sistema de dos componentes que responde a diversas
situaciones de estrés periplasmatico (Pogliano et al. 1997; Vogt y Raivio 2012;
Yamamoto y Ishihama 2006). Por lo tanto, tal como se describi6 en el capitulo | con
el sistema Rcs, podemos relacionar el estrés por Cu con otro sistema de respuesta a
estrés en dicho compartimento. Como se menciona en la Introduccion, dicho sistema
estd compuesto por una proteina sensora de membrana interna CpxA, que activa por
fosforilacion al regulador respuesta citoplasmatico CpxR. Este Gltimo controla la
transcripcion de ciertos genes como degP, ppiA, ppiB, dsbA, cpxP, y del propio cpxRA
que contribuyen a aliviar desérdenes en la homeostasis de la envoltura bacteriana
(Raivio 2014; Pogliano et al. 1997; Danese y Silhavy 1997). Dichos desordenes se
relacionan con la presencia de proteinas mal plegadas y/o alteraciones en los lipidos
de la membrana interna (Danese y Silhavy 1997). Entre las principales sefiales de
activacion de este sistema se distinguen la sobreexpresion de la proteina
periplasmatica NIpE, la adhesion a superficies (Otto y Silhavy 2002) y el pH alcalino
(DiGiuseppe y Silhavy 2003). Esto ultimo sustenta la posibilidad que la expresion
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transcripcional de cueP afectada por pH se deba a la accion del regulador
transcripcional CpxR que actle como un modulador positivo en dicho proceso.

5.1.3. CpxR y CueR co-regulan la expresion de cueP
5.1.3.1. CpxR regula la expresion de cueP

Para analizar si CpxR controla la transcripcion de cueP se construyo una cepa
mutante en cpxR y se analizd su rol en la activacion transcripcional de cueP. Como se
muestra en la Figura 5.3A, no se observd induccion transcripcional del promotor de
cueP en presencia de Cu en la mutante ACpxR a pH 7,0, indicando que CpxR controla
de manera positiva esta induccién. La complementacion, llevada a cabo expresando
CpxR desde el plasmido inducible por IPTG, pCpxR, restituyo los valores silvestres
de expresiéon transcripcional (Figura 5.3A), corroborando que CpxR activa la
transcripcion de cueP en presencia de Cu. Utilizando fusiones reporteras en cuiD y
copA verificamos que la transcripcion de dichos genes no esta regulada por CpxR con

lo cual se concluye que dentro del reguldn Cue, s6lo cueP esta regulado por CpxR.
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Figura 5.3. La expresion transcripcional inducida por Cu de cueP depende de CpxR. (A,B)
Medidas de actividad B-Galactosidasa (Unidades Millers) de las fusiones transcripcionales reporteras
PcueP::lacZ (A) y cpxP::lacZ (B) expresada tanto en un entorno silvestre como en la cepa mutante
AcpxR transformada con el plasmido pUHE21-2lacl? (vector) o pCpxR. Las células fueron crecidas a
37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o sin el agregado de
1 mM CuSO;,. Los datos corresponden a valores promedio de tres experimentos independientes llevados
a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la desviacién estandar.

Como control experimental en el estudio de actividad transcripcional de los
genes pertenecientes al regulon Cpx se utilizo la cepa reportera cpxP::lacZ (Vogt &
Raivio 2012). Como se observa en la Figura 5.3B, ambas cepas reporteras
PcueP::lacZ y cpxP::lacZ exhiben el mismo comportamiento en cuanto a la

regulacion por CpxR, observandose la induccion de la transcripcion solamente en
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presencia del regulador y cuando los cultivos se crecen a pH 7,0. De esta forma, se
concluye que cueP forma parte del regulon Cpx.

Posteriormente se analizd el efecto individual de cada regulador sobre la
transcripcion y la induccién mediada por Cu de cueP (Figura 5.4). Se determind que
la accion de ambos reguladores en simultdneo es necesaria para activar la
transcripcion de cueP. CueR induce la expresion en presencia de Cu y CpxR hace lo

propio cuando el sistema CpxR/CpxA se activa a pH 7,0.
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Figura 5.4. Tanto CueR como CpxR son necesarios para la expresion de cueP. Medidas de
actividad B-Galactosidasa (Unidades Millers) de la fusién transcripcional reportera cueP::lacZ
expresada tanto en un entorno silvestre como en las cepas mutantes ACPXR, AcueR y AcCpxR AcueR. Las
células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM ajustado a pH 7,0 o
5,5 con o sin el agregado de 1 mM CuSO,. Los datos corresponden a valores promedio de tres
experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar.

Cabe destacar, que en estudios transcripcionales previos usando microarreglos
se observo induccion por Cu del regulon Cpx de E. coli y se confirm6 por
cuantificacion del ARN mensajero mediante la técnica de “PCR en tiempo real”
(Yamamoto y Ishihama 2005). En las medidas de actividad transcripcional de la cepa
PcueP::lacz, y utilizando como control al reportero cpxP::lacZ, no observamos
induccién por Cu dependiente de CpxR en las condiciones ensayadas (Figura 5.3).
Posiblemente, cuando se crecen las células a pH 7,0, la activacion de CpxR/CpxA
provocada por el pH del medio “enmascara” a aquella generada por Cu
(probablemente de menor magnitud). Sin embargo, si se observo induccién de la
transcripcion de cpxP::lacZz por Cu a pH 7,0 en cultivos crecidos hasta fase
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exponencial (no mostrado), similar a lo reportado para E. coli (Yamamoto y Ishihama
2005).

5.1.3.2. Tanto CpxR como CpxA son necesarios para activar la transcripcion de

cueP de la forma clasica

Se determiné que CpxA es requerido para la activacion de cueP, ya que la
activacion transcripcional del promotor de cueP sélo ocurre en el entorno silvestre
(Figura 5.5), y la complementacién con el plasmido pCpxR sélo restituye los valores
de transcripcion observados en el entorno silvestre en la cepa AcpxR, y no en la cepa
doble mutante AcpxRA. Estos resultados indican que tanto CpxA como CpxR son
necesarios para el monitoreo y la transduccion de la sefial respectivamente para

activar la transcripcion del promotor de cueP.
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Figura 5.5. La expresién transcripcional de cueP inducida por Cu depende de la activacién
clasica del sistema CpxR/CpxA. Medidas de actividad B-Galactosidasa (Unidades Millers) de las
fusion transcripcional reportera PcueP::lacZ expresada tanto en un entorno silvestre como en la cepas
mutantes ACpxR y AcpxRA transformadas con el plasmido pUHE-21-2 (vector), pCpxR o pCpxRA
segln se indique. Las células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM
ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o sin el agregado de 1 mM CuSO,. Los datos corresponden a valores
promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar.

5.1.3.3. CpxR regula la expresion de cueP actuando en forma directa sobre su

promotor

Se tuvieron en cuenta dos alternativas para analizar si CpxR ejerce una accion
directa sobre el promotor de cueP. Se construyd una cepa mutante cromosomal
mediante la técnica de “SOE PCR” seguida del método de “mutagénesis en un solo
paso”, en la cual se modificaron bases dentro del sitio consenso para el

reconocimiento de CpxR. Nuevamente se trabajo con la cepa reportera cromosomal
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PcueP::lacZ y se midié actividad B-galactosidasa para determinar si la transcripcion
de cueP depende del sitio putativo de union a CpxR.

En la Figura 5.6 se observan las bases modificadas en el sitio regulatorio asi
como también las correspondientes medidas de actividad P-galactosidasa que
muestran un descenso en la actividad transcripcional en la cepa mutante. La
construccién de esta cepa mutante implico insertar un cassette de resistencia a Cm en
la posicidn -80 del promotor de cueP. La insercion de este cassette frente al promotor
silvestre de cueP no afectd su regulacién ni por CpxR ni por CueR (Figura 5.6C).
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Figura 5.6. CpxR regula de forma directa la expresion de cueP. (A) Secuencia de ADN de la regién
promotora de cueP silvestre y mutante donde se cambiaron bases puntuales del sitio de reconocimiento
para CpxR (caja CpxR*). Con lineas s6lidas se indica la caja -35 y los dos hemisitios de la caja CpxR,
en negrita se indican las bases cambiadas. (B) Esquema de las mutaciones en el promotor de las
fusiones reporteras PcueP::lacZ utilizadas para mutar la caja CpxR en el promotor de cueP(C) Medidas
de actividad B-Galactosidasa (Unidades Millers) de la fusion transcripcional reportera PcueP::lacZ
expresada tanto en un entorno silvestre como en la cepa mutante AcpxR, ademas se muestran las
medidas llevadas a cabo con las mutantes en el promotor de cueP, PcueP::cmy caja CpxR* mostradas
en (B).Las celulas fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM ajustado a
pH 7,0 0 5,5 con o sin el agregado de 1 mM CuSQ,. Los datos corresponden a valores promedio de tres
experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar.

Por otro lado se llevaron a cabo ensayos de retardo en la movilidad
electroforética y de proteccion a la ADNasal para caracterizar la interaccion de ambos
reguladores, CueR y CpxR, sobre el promotor de cueP. En la Figura 5.7 se observa un
ensayo de proteccién a la ADNasal utilizando tanto la hebra codificante como la
hebra no codificante. Se determiné que tanto CueR como CpxR interaccionan con

regiones especificas del promotor de cueP, independientemente de la presencia o
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ausencia del otro. Ademas, se determinaron las bases del promotor de cueP protegidas
por estos reguladores frente a la digestion por la ADNasal.
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: GGTCGTATTGAAACGTAATGAAATGGGACGCAGGGAAACTGGAAAGGGAATCCCCTTGGGGATATCATCCGTCCCTCT

Figura 5.7. Mapeo de los sitios de union de CueR y CpxR mediante analisis de ensayos de
proteccién a la ADNasal con la region promotora de cueP. (A) Ensayo de proteccién a la ADNasal
sobre la region promotora de cueP llevado a cabo marcando tanto la hebra codificante como la hebra
no codificante. Los fragmentos de AND fueron incubados con CueR purificada a las concentraciones
finales de 5 y 10 uM o con CpxR purificada y preincubada con acetil fosfato a las concentraciones
finales de 5 y 10 uM. Las lineas sélidas indican las regiones protegidas por CueR o CpxR indicandose
ademas las bases correspondientes a los extremos de las regiones de proteccion generada por cada
regulador (B) Secuencias de ADN de la regién promotora de cueP. Las lineas por encima de la
secuencia indican las regiones protegidas por la ADNasal y en cada hebra la secuencia protegida se
muestra en negrita.

Con el fin de corroborar que ambos reguladores son necesarios para el
reclutamiento de la ARNP para la posterior formacion del complejo abierto e inicio de
la transcripcion llevamos a cabo ensayos de proteccion de la ADNasal, incluyendo
tanto a los reguladores CueR y CpxR como a la ARNP.

Como se observa en la Figura 5.8, se ve proteccion debido a la union de la
ARNP en la correspondiente region promotora de cueP solamente cuando tanto CueR
como CpxR, estén interaccionando con la sonda. La proteccion generada por la union
de la ARNP se encuentra corriente abajo del sitio de unién de CueR e involucra al
sitio de inicio de la transcripcién reportado previamente (Pontel & Soncini 2009). En
los promotores mer, en ausencia del regulador de tipo MerR unido a su inductor, la
ARNP solo puede acceder a la caja -35 e incluso en presencia de apo-MerR, la ARNP
se une en un sitio adyacente al regulador (corriente arriba) sin acceder a la caja -10

formando un complejo cerrado; la union del inductor a MerR induce cambios en la

109



Resultados y Discusion — Capitulo 11

conformacion del ADN que permiten la union efectiva de la ARNP con las cajas -10 y

-35 para formar el complejo abierto (Outten et al. 1999). En los promotores c'°

, la
transcripcion comienza al formarse una “burbuja” que en principio involucra a
aproximadamente unos 14 pb rodeando al sitio de inicio de la transcripcién dentro del
centro catalitico del complejo abierto (Robb et al. 2013). De estos ensayos se
concluye que tanto CueR como CpxR son necesarios para el reclutamiento de la

ARNP y la formacién del complejo abierto en el promotor de cueP.

CueR I Figura 58. CpxR y CueR son
CpxR i necesarios para reclutar la ARNP en
ARNP b+ o4+ el promotor de cueP  Ensayo de

proteccién a la ADNasal sobre la region
promotora de cueP llevado a cabo
marcando la hebra codificante. Los
fragmentos de AND fueron incubados
con 10 uM de CueR purificada, 10 pM
. de CpxR purificada y preincubada con
| acetil fosfato, y con 0,05 uM de ARNP
(epicentre), segln se indica. Las lineas
solidas indican las regiones protegidas
por la ARNP detectadas solo con la
adicion simultanea de las tres proteinas.
Ademas se indica el sitio de inicio de la
transcripcion (+1).

dNdV

Hebra codificante

5.1.3.4. CpxR es esencial para el reclutamiento de la ARN Polimerasa sobre el
promotor de cueP

Para evaluar el rol mecanistico tanto de CueR, como de CpxR en el proceso de
formacion del complejo abierto y posterior inicio de la transcripcién, se analiz6 la
activacion transcripcional de cueP en una cepa mutante con una fusion reportera lacZ
corriente abajo del promotor de cueP “independiente de CueR”. Generamos este
promotor de cueP “independiente de CueR” delecionando dos bases en la regién
comprendida entre las cajas -35 y -10, de manera que estas dos cajas estan separadas
por 17 pb, espaciamiento Gptimo para la transcripcion. En la Figura 5.9 se observa
que CueR no es requerida para la induccion de la transcripcidn en esta condicion; sin
embargo, el promotor todavia depende de la activacion de CpxR. La falta de

diferencias en cuanto a la induccién en un entorno silvestre y mutante en cueR en este
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promotor “independiente de CueR” indica que dicho regulador no es esencial para el
reclutamiento de la ARNP y el consiguiente inicio de la transcripcion.

Silvestre .35 -10

TTACCCTGCGTCCCTTTGACCTTTCCCTTAGGGGAACCCCTATAGTAGGCAGGGAGA
L J

195b +1

PcueP independiente de CueR
i TTACCCTGCGTCCCTTTGACCTCCCTTAGGGGAACCCCTATAGTAGGCAGGGAGA
J

B 1000 - PcueP::lacZ independiente de CueR

1

Actividad B-Galactosidasa
(U. Millers)
n
8

Silvestre | AcpxR | AcueR | AcpxR AcueR |

¢ CueR . -t s ot D CueR - -+ -+ -+ o+
CpxR R + -+ o+ 4 CpxR - + - -+ o+ .+
ARNP - S -+ o+ o+ ARNP L L 4 s
%
B . - B N
2> S LW
1> o -— A A
—

ADN—> . s S0 Sl -~ e -

Sonda PcueP Sonda PcueP independiente de CueR

Figura 5.9. CueR facilita la orientacion espacial de los elementos del promotor de cueP para
favorecer una interaccion productiva con la ARN Polimerasa (A) Secuencia de ADN de la region
promotora de cueP silvestre e “independiente de CueR”. Las dos bases delecionadas dentro del
espaciamiento entre los elementos -10 y -35 estan marcadas en negrita. Se indican las cajas -10 y -35
(con lineas sdlidas) y el sitio de inicio de la transcripcion (+1 y flecha). (B) Medidas de actividad B-
Galactosidasa (Unidades Millers) de la fusion transcripcional reportera PcueP::lacZ bajo el promotor
“independiente de CueR” expresada tanto en un entorno silvestre como en las cepas mutantes ACpXR,
AcueR y AcpxR AcueR. Las células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB MES
100 mM ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o sin el agregado de 1 mM CuSO,. Los datos corresponden a
valores promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de
error corresponden a la desviacién estandar. (C,D) Analisis de retardo de la movilidad electroforética
llevado a cabo utilizando 6 fmol del fragmento amplificado por PCR de la region promotora de cueP
silvestre (C) e «independiente de CueR» (D) marcado en el extremo 3" con 2P con el agregado de 0,5
uM de CueR purificada, 0,5 uM de CpxR purificada y preincubada con acetil fosfato, y con 0,05 uM de
ARNP (epicentre), segin se indica. ADN indica el fragmento de PCR sin retardo, 1 y 2 son los
fragmentos retardados por CueR y CpxR, respectivamente, de 3 a 5 se indican los super-retardos
observados por la presencia de CpxR y la ARNP, o CpxR, CueR y la ARNP.
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Si bien en ensayos in vitro se habia determinado que la unién de cada uno de
los reguladores era independiente de la presencia o ausencia del otro, con este
experimento queda evidenciado in vivo que CpxR es capaz de unirse al promotor de
cueP “independiente de CueR” y regular su expresion reclutando a la ARNP
independientemente de la presencia de CueR.

Se llevaron a cabo experimentos in vitro de retardo de la movilidad
electroforética utilizando tanto una sonda conteniendo la region promotora silvestre
como una sonda del promotor “independiente de CueR”. Como se observa en la
Figura 5.9C, se evidencia un retardo en la migracion de la sonda silvestre cuando se
incuba tanto con CueR como con CpxR (bandas marcadas como 1y 2). La interaccion
de la ARNP con el promotor de cueP produjo el retraso de una pequefia proporcion de
la sonda (abarcando la zona entre los puntos 3 y 5) indicando el requerimiento de
factores adicionales que incrementen su afinidad por dicho promotor. La presencia de
CpxR aumenta considerablemente el retardo causado por la interaccion de la ARNP
(especialmente en las posiciones 3 y 4), pero no ocurre lo mismo cuando se incuba la
sonda con la ARNP y CueR. Finalmente, el agregado simultaneo de los tres factores
incrementa la intensidad de la banda 4 y genera una banda adicional, denominada 5
siendo evidente ademas la desaparicion de la sonda libre de interaccion. Cuando se
utiliza la sonda “independiente de CueR” (Figura 5.9D) no se observa interaccion con
CueR vy es suficiente la presencia de CpxR para promover la interaccion total de la
ARNP con dicha sonda, lo que sugiere que CpxR es requerido para el reclutamiento
de la ARNP, mientras que CueR no interviene en dicho proceso.

Estos resultados nos llevan a postular el modelo que se presenta en la Figura
5.10. CueR interacciona con la region promotora de cueP para acomodar las cajas -10
y -35 en su conformacion adecuada para ser reconocidas por la ARNP sin participar
en el reclutamiento de la misma, mientras que CpxR puede interaccionar con el
promotor de cueP independientemente de la presencia de CueR, y su presencia es
relevante para el reclutamiento de la ARNP. Esta co-regulacién de cueP por CueR y
CpxR garantiza su expresion bajo condiciones de estrés por Cu que produzca un
estrés periplasmatico, situacion fisiolégicamente analoga a lo que ocurre en la

mayoria de las enterobacterias donde el principal sistema de respuesta a Cu en
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anaerobiosis (Cus) detecta una sefial periplasmatica de estrés por el exceso de Cu en

anaerobiosis.

PcueP silvestre PcueP independiente de CueR

35 > 35 10
VAU \VIAY7 ANNUAY7/2\VA 197
o
I I % 0
/\. .B

Figura 5.10. La expresion de cueP requiere de la activacion simultanea de CpxR y CueR. Modelo
propuesto para el control dual de CpxR y CueR sobre el promotor de cueP. La activacién de la via de
sefializacion Cpx causada por un estrés de la envoltura mas que que por Cu, reclutard a la ARNP en la
region promotora de cueP. Sin embargo, no se iniciard la transcripcion debido a la conformacion
espacial desfavorable de las cajas -10 y -35. Ademas, la sola activacion de CueR por presencia de Cu
en el citoplasma, reorienta las cajas -10 y -35 pero la transcripcion no se iniciara debido a que la
ARNP no reconocera al promotor. Solo la activacion simultanea de CpxR y CueR inducira la
transcrincion de cueP.

5.1.3.5. Andlisis del promotor de cueP en relacion con la regulacion por CpxR

Teniendo en cuenta que CpxR es un factor crucial para el reclutamiento de la
ARNP vy posterior formacion del complejo abierto, se propuso indagar sobre las
causas que determinan que el promotor de cueP requiera de un factor extra para
iniciar el proceso de transcripcion.

Para desarrollar este analisis, se hard una breve introduccion sobre la

estructura de las secuencias promotoras. Los promotores bacterianos contienen al
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menos tres secuencias de reconocimiento para la ARNP: los elementos -10, -35 (cajas
-10 y -35) y el elemento UP (del inglés upstream). Las cajas -10 y -35 son
reconocidas por la subunidad ¢ de la ARNP; y el elemento UP, localizado corriente
arriba de la caja -35 es reconocido por la subunidad a de la ARNP (Ross et al. 1993).
El elemento UP mejor caracterizado es el del promotor rrnB P1, en el cual los
determinantes de la secuencia estan ubicados entre las posiciones -40 y -60 respecto al
sitio de inicio de la transcripcion. Las interacciones entre la subunidad a y el elemento
UP facilitan la union inicial de la ARNP y los subsecuentes pasos del inicio de la
transcripcion (Strainic et al. 1998). La secuencia consenso de los elementos UP
consiste casi exclusivamente de residuos de Ay T (Estrem et al. 1998). Los elementos
UP han sido identificados corriente arriba de muchos promotores bacterianos y de
fagos y pueden funcionar con ARNP que contengan diferentes factores . El dominio
carboxi-terminal aCTD es el responsable de la interaccion con el elemento UP y con
un gran namero de activadores transcripcionales. Los residuos del aCTD cruciales en
la interaccion con el ADN son practicamente invariantes en bacterias y por lo tanto las
secuencias de ADN reconocidas por aCTD también estadn altamente conservadas
(Estrem et al. 1999).

El inicio de la transcripcion de la mayoria de los genes en E. coli esta
conducido por la ARNP que contiene la subunidad ¢’ (Mitchell et al. 2003). Los
elementos cruciales en las secuencias de los promotores para la ARNP-c'° son la caja
-35 que posee la secuencia consenso TTGACA vy la caja -10 que posee la secuencia
TATAAT. Ademas, como se expuso anteriormente, el espaciamiento entre ambos
elementos es importante para el funcionamiento del promotor, siendo éptima una
separacion de 17 pb (deHaseth y Helmann 1995). Es probable que la fuerza de los
promotores sea una funcién de estos tres elementos del promotor, teniendo los
promotores muy fuertes elementos UP, -35 y -10 cercanos al consenso y en el caso de
los promotores débiles, uno, dos o los tres elementos pueden alejarse de la secuencia
ideal (Busby y Ebright 1994).

Los promotores dependientes de ¢’ en E. coli también contienen un elemento
menos conservado, el elemento “-10 extendido” (caja -10 extendida), originalmente
identificado en Bacillus subtilis, que al igual que en otras bacterias Gram-positivas
esta més conservado que en E. coli (McCracken y Timms 1999). La caja -10
extendida, se encuentra una base corriente arriba del hexamero correspondiente a la

caja -10 con el principal determinante 5°-TG-3" ubicado en la posicion -15/-14
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respecto al sitio de inicio de la transcripcion. Se estima que aproximadamente el 20%
de los promotores de E. coli poseen una caja -10 extendida (Burr et al. 2000). En un
estudio llevado a cabo con 554 promotores de E. coli, los promotores que poseen la
caja -10 extendida tienden a presentar menos coincidencias con las secuencias
consenso del hexamero -35 y contienen menor cantidad de residuos T en la region
espaciadora y se pudo determinar que el motivo 5-TG-3" corriente arriba de la caja -
10 contribuye a la actividad transcripcional de estos promotores (Mitchell et al. 2003).
La importancia de dicho motivo en los distintos promotores depende en la secuencia
de los otros elementos (Voskuil et al. 1995).

Analizando las secuencias nucleotidicas de los promotores del regulén Cue, se
puede observar que los tres comparten de manera idéntica la secuencia para la caja -
35, luego poseen las diadas de reconocimiento para CueR con ciertas diferencias y se
observan marcadas diferencias en torno a la caja -10 siendo mas similares las
secuencias entre cuiD y copA respecto a la correspondiente en cueP (Pontel y Soncini
2009). Si bien, los promotores de cuiD y copA no poseen una caja -10 extendida
perfecta conservan un residuo T en la posicién -15 mientras que el promotor de cueP
no posee ninguna semejanza con esta secuencia consenso. De todas formas, se debe
tener en cuenta que puede ser una region importante para la actividad transcripcional
de los promotores en relacion con el reclutamiento y actividad de la ARNP.
Asimismo, no se encontraron semejanzas entre los tres miembros del regulén
corriente arriba de la caja -35 que indiquen la presencia de elementos UP.

Con el propésito de indagar si las diferencias en la caja -10 y su entorno
(incluyendo el motivo -10 extendido) son responsables de disminuir la eficiencia del
reclutamiento y actividad de la ARNP en el promotor de cueP, se modificaron las
bases diferenciales en esta regién reemplazandolas por las presentes en copA o en
cuiD.

Como se observa en la Figura 5.11, los promotores mutantes PcueP-10copA y
PcueP-10cuiD mostraron mayor activacion transcripcional por Cu a pH 7,0 que el
promotor PcueP silvestre. Sin embargo, ambos promotores mutantes mantuvieron la
dependencia de CpxR. El promotor PcueP-10copA mostré mayor dependencia
mientras que se observé induccion del promotor PcueP-10cuiD adn en ausencia de
CpxR. En conjunto, estos resultados indican que si bien la secuencia en torno a la caja
-10 en el promotor de cueP no es decisiva a la hora de generar un “promotor débil”
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que requiera en compensacion la presencia de CpxR, podria formar parte de una

sumatoria de factores que afecten en la misma direccion.

A B - 500 4 PcueP ::lacz
" 450 -
................................................... +1 _-8 400
PcueP -10 8350
GGGGAACCCCTATAGTAGGCAGGGAGATTG c_% g 300
8 E 250 -
PcueP-10copA @ ;200 4
GGGGAAGGTTTAACCTTTATCAGGAGATTG B = 150
2 100
PcueP-10cuiD i 8 w0
GGGGAAGGTCTAAGCTTAGACAGGAGATTG H 0 -
.. silvestre ‘ AcpxR | silvestre | AcpxR | silvestre | AcpxR
PcueP | PcueP-10copA | PcueP-10cuiD

Figura 5.11. La dependencia de CpxR en la transcripcion de cueP no estd relacionada con
diferencias en la caja -10 y su entorno dentro del regulén Cue. (A) Secuencia de ADN de un
fragmento de la regién promotora de cueP (PcueP) y de dicha regién donde se cambiaron bases
puntuales en torno a la caja -10 por aquellas presentes en el promotor de copA (PcueP-10copA) y de
cuiD (PcueP-10cuiD). Con una linea sélida por encima de la secuencia se indica la caja -10 y con lineas
solidas por debajo de las secuencias se indican las bases cambiadas en cada una de las mutantes.
También se indica el sitio de inicio de la transcripcion (+1 y flecha). (B) Medidas de actividad -
Galactosidasa (Unidades Millers) de la fusion transcripcional reportera PcueP::lacZ expresada tanto en
un entorno silvestre como en la cepa mutante AcpxR Y utilizando las variantes mutantes del promotor de
cueP mostradas en (A) segln se indique. Las células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en
medio LB MES 100 mM ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o sin el agregado de 1 mM CuSO,. Los datos
corresponden a valores promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado.
Las barras de error corresponden a la desviacién estandar.

5.1.3.6. La regulacion por CpxR determina los niveles proteicos de CueP

Se evalu6 si los niveles de CueP se corresponden con esta regulacion
observada a nivel transcripcional. Dicha determinacion, ademas sienta las bases para
el estudio de las implicancias fisiologicas de la regulacién descripta. En este sentido,
se realizaron estudios de deteccion de proteinas en las diferentes condiciones de
cultivo (Pontel y Soncini 2009).

Se realizaron ensayos de inmunodeteccion utilizando extractos proteicos de
una cepa mutante etiquetada con el epitope 3xFLAG en el extremo C-terminal de
CueP (cueP::3xFLAG) en las distintas condiciones de induccién y en los entornos
mutantes ACpXR, AcueR y AcpxRAcueR.

En la Figura 5.12 se observa que los niveles de la proteina de fusion se
corresponden con los del transcripto de cueP, manteniéndose el perfil regulatorio

descripto. Ademas, esta regulacion se mantiene en ausencia de oxigeno.
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Figura 5.13. La expresion de la proteina CueP inducida por Cu depende de CpxR. (A,B) Andlisis
de la expresion de la proteina de fusion CueP-3xFLAG utilizando anticuerpos anti FLAG. Se
sembraron 20 pg de extractos proteicos totales crudos de las cepas silvestre, ACPXR, AcueR y AcpxR
AcueR. Las células fueron crecidas a 37°C en medio LB MES 100 mM ajustado a pH 7,0 0 5,5. En (A)
los cultivos se crecieron con agitacion durante toda la noche con o sin el agregado de 1 mM CuSO;.
En (B) las células crecieron en cultivos estaticos en una jarra de anaerobiosis durante 72 hs con o sin
el agregado de 10 uM Cu.

5.2. Estudio de la implicancia fisioldgica de la regulacion de cueP por
CpxR

5.2.1. Rol fisiolégico de la regulacion de cueP por CpxR en la resistencia al Cu

Como se menciona a lo largo de este trabajo, cueP forma parte del regulon
Cue y le brinda a Salmonella resistencia al Cu (Pontel y Soncini 2009). Por ende
CueR promueve su transcripcion en presencia del ion metalico. EI otro modulador,
CpxR, el regulador respuesta perteneciente al sistema de dos componentes
CpxR/CpxA, es uno de los principales sistemas de respuesta a estrés periplasmatico
en enterobacterias (Pogliano et al. 1997; Price y Raivio 2009; Raivio 2014). Como
CueR detecta la presencia de Cu en el citoplasma y CueP es una proteina que ejerce
su funcion en el periplasma es probable que la integracién de ambas sefiales garantice
el suministro de CueP al periplasma sdlo en presencia del estrés por el metal en dicho
compartimento.

Alternativamente, CueP puede ser o tdxico o bien incapaz de llevar a cabo su
funcién en condiciones en las que el sistema CpxR/CpxA no esta activo. Para
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discernir entre estas posibilidades y esclarecer el rol fisiolégico de la regulacién
transcripcional de cueP por parte de CpxR se evalu6 el crecimiento bacteriano en
diferentes condiciones de cultivo y variando ademas, la regulacion transcripcional de
cueP, desde su expresion fisiologica natural hasta una expresion artificial que en

ciertas condiciones es contraria a la que presenta la cepa silvestre

5.2.1.1. CueP confiere resistencia a Cu en anaerobiosis aln en condiciones

fisioldgicas que no promueven su activacion

Como se menciona en la Introduccion, el fenotipo en la resistencia al Cu por
parte de CueP se observa principalmente en ausencia de oxigeno. Se evalud la
resistencia al Cu en anaerobiosis desregulando la expresion de CueP mediante su
sobreexpresion desde un plasmido inducible en condiciones en las cuales
fisiolégicamente CpxR no activa su transcripcion.

Como se observa en la Figura 5.14, la sobreexpresién de CueP aln en
condiciones donde no se expresaria debido a su regulacion por CpxR (en este caso el
experimento se llevo a cabo tanto a pH 7,0 como a pH 5,5) aumenta la resistencia al
Cu en anaerobiosis. De esta forma se descarta un efecto toxico de CueP en ciertas

condiciones de “no activacion”.

Wzo
A P s C (M)

0 40 60 80 100 150 200 300

silvestre

vector
silvestre silvestre
pCueP pCueP
AcueP AcueP
vector vector
AcueP AcueP
pCueP pCueP
AcueR AcueR
vector vector
AcueR AcueR
pCueP pCueP
AcpxR AcpxR
vector vector

Figura 5.14. La desregulacion de la expresion de cueP no afecta la resistencia al Cu en
anaerobiosis. (A,B) Determinacion de la CIM de Cu en anaerobiosis. Se muestran imagenes
representativas de colonias de las cepas: silvestre y mutantes AcueP, AcueR y AcpxR transformadas
con el plasmido pUHE21-2lacl? (vector) o pCueP segln se indique. Las células fueron crecidas en
placas de LB agar 100 mM MES ajustado a pH 7,0 (A) o pH 5,5 (B) con el agregado de cantidades
crecientes de CuSO,y 0,1 mM IPTG durante 72 horas a 37°C en una jarra de anaerobiosis.
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Es evidente que aun en exceso, CueP sigue otorgandole a Salmonella un
efecto protector frente al Cu en condiciones anaerdbicas aunque no se puede descartar
que en este caso exista un mecanismo diferente (o adicional) al presente en
condiciones de expresion fisioldgicas, teniendo en cuenta que CueP es una proteina de

unién a Cu y que su sobreexpresion puede “titular” al metal.

5.2.1.2. CueP confiere resistencia a Cu en aerobiosis aun en condiciones

fisioldgicas que no promueven su activacion

Como alternativa al ensayo anterior, realizamos curvas de crecimiento en
medio liquido LB con el agregado de concentraciones crecientes de Cu tanto en
condiciones de activacion del sistema CpxR/CpxA (pH7,0) como de “no activacion”
(pH5,5). Se evalud el crecimiento de una cepa silvestre respecto al de una cepa
mutante en la cual se reemplazd el promotor nativo de cueP por el de copA
(PcopAcueP). De esta forma la expresién de cueP depende de CueR pero no de CpxR.
Esta estrategia toma ventaja respecto a la que se llevé a cabo sobreexpresando CueP
desde el plasmido ya que los niveles de expresion de CueP desde el promotor de copA
se aproximan a los niveles silvestres, disminuyendo la posibilidad de que ocurran
efectos secundarios debido a su sobreexpresion.

Para corroborar el funcionamiento adecuado de esta construccion se llevaron a
cabo ensayos de western blot utilizando anticuerpos policlonales de conejo anti-CueP
y acorde a lo observado en los niveles de transcripcion para la fusién reportera
PcopA::lacZ, se observd induccion de la sintesis de CueP dependiente de Cu (y mayor
a la observada desde el promotor de cueP silvestre) pero independiente del pH del
medio de cultivo (Figura 5.15)

silvestre PcopAcueP
A B pH7,0 pHS5,5 pH7,0 pH5,5
Cu - + - + - + - +
SRR/ /S 7Y

PcopA  cueP © CUEP—> S -— - -

Figura 5.15. Expresion de la proteina CueP controlada por el promotor de copA (PcopA). (A)
Esquema de la construccion en la cual se cambi6 el promotor silvestre de cueP por el de copA en el
cromosoma (B) Analisis de la expresién de CueP por Western blot utilizando anticuerpos policlonales
anti-CueP. Se sembraron 20 ug de extractos proteicos totales crudos de las cepas silvestre y mutante
PcopAcueP. Las células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM
ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o sin el agregado de 1 mM CuSQO, segln se indica.
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La regulacion de la transcripcién de cueP por parte de CpxR conlleva no sélo
a que la expresion de CueP esté muy reducida a pHs acidos (Figura 5.3), sino también
a que se observe induccidn de su expresion por el metal a partir de la fase exponencial
tardia de la curva de crecimiento. Reportes recientes indican que CueP es una
chaperona capaz de auxiliar en la incorporacion (metalado) de Cu a la super6xido
dismutasa SodCll, siendo particularmente importante a bajas concentraciones de Cu
(Osman et al. 2013). A partir de lo expuesto, resulta importante analizar las
diferencias entre las curvas de crecimiento de la cepa silvestre y la mutante
PcopAcueP teniendo en cuenta diferentes aspectos. Por un lado, se debe evaluar el
crecimiento a distintas concentraciones de Cu ya que quiza diferencias en los niveles
de CueP puedan generar desbalances en el metalado de diversos componentes
periplasmaticos. Y por otra parte, también hay que tener en cuenta que en fase de
crecimiento exponencial la expresién de CueP se ve naturalmente disminuida.

Evaluando este tipo de experimentos, y teniendo en cuenta los aspectos
mencionados anteriormente, no se observaron diferencias significativas en las curvas
de crecimiento con concentraciones crecientes de Cu entre la cepa silvestre y la

mutante PcopAcueP (Figura 5.16).
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Figura 5.16. La desregulacion de la expresion de cueP respecto a CpxR no afecta la resistencia
al Cu en aerobiosis. Curvas de crecimiento donde se determina la DOggo de los cultivos a los
tiempos indicados tanto para la cepa silvestre como para una cepa mutante que expresa cueP bajo el
promotor de copA (PcopAcueP). Los cultivos fueron crecidos en medio rico LB 100 mM MES
ajustado a pH 7.0 0 5.5 sin o con el agregado de concentraciones crecientes de CuSQO,. Se muestran
curvas representativas en las que las células crecieron en el medio indicado sin el agregado
adicional de CuSQ,, y con el agregado de concentraciones moderadas y altas (subletales) de CuSQOy,
en orden de aparicion (de izquierda a derecha). Los datos corresponden a valores promedio de tres
experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar.
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Se realizaron curvas de crecimiento en las mismas condiciones que las
descriptas anteriormente pero utilizando la cepa mutante sensible a Cu AcuiD AcopA
AgoITSB (denominada mut en el resto de esta seccion). El sistema Gol fue
caracterizado en el laboratorio como un sistema que se induce y otorga resistencia a
oro (Checa et al. 2007; Pontel et al. 2007), pero en ausencia del regulén Cue, el
sistema Gol adquiere relevancia en la resistencia al Cu (Espariz et al. 2007).

Como se observa en la Figura 5.17, no se obtuvieron diferencias notables en
las curvas de crecimiento entre la cepa mut y la cepa mut PcopAcueP en la mayoria de
las condiciones. Por el contrario, en algunos casos se observo que la desregulacion de
cueP expresada desde el promotor de copA incrementd la resistencia a altas
concentraciones del metal de esta cepa de Salmonella. Esta resistencia aumentada
puede deberse a que el promotor de copA es “mas fuerte” que el nativo, garantizando
una expresion mayor y mas temprana. Por otra parte, y como era de esperar segun lo
reportado (Pontel y Soncini 2009), se observo una disminucion en la resistencia al Cu
en la cepa mut AcueP.
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Figura 5.17. La desregulacion de la expresion de cueP respecto a CpxR no afecta la resistencia al
Cu en aerobiosis. Curvas de crecimiento hechas en las mismas condiciones que en la Figura 5.15. En
este caso, se utilizé como fondo genético la cepa mutante sensible al Cu AcuiD AgolTSB AcopA (mut)
asi como las cepas con mutaciones adicionales mut AcueP y mut PcopAcueP. Los datos corresponden a
valores promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar.
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Se llevaron a cabo ensayos de competencia entre la cepa silvestre y mutante
PcopAcueP creciendo una mezcla de cultivos de ambas cepas sobre una placa de
medio LB semis6lido en presencia de un gradiente de Cu generado por la
introduccién de un disco de papel embebido en una solucion de alta concentracion del
metal. Para diferenciar el crecimiento de cada cepa, las mismas fueron transformadas
con plasmidos que expresan constitutivamente o bien la proteina verde fluorescente
(pGFP) (Fedrigo et al. 2011) o la proteina Cherry (pCherry) (Materiales y Métodos
seccion 3.1), y se analiz6 el crecimiento por microscopia de fluorescencia. En la
Figura 5.18, se observa el merge para este tipo de imagenes en las inmediaciones de la
zona donde la toxicidad por Cu impide el crecimiento bacteriano, es decir a
concentraciones subletales del metal. Nuevamente no se encontraron diferencias

significativas en el crecimiento entre la cepa silvestre y la cepa mutante PcopAcueP.

pH 7,0 pH 5,5

silvestre pGFP
PcopAcueP pCherry

silvestre pCherry
PcopAcueP pGFP

Figura 5.18. La desregulacion de la expresion de cueP respecto a CpxR no afecta la resistencia al
Cu en aerobiosis. Ensayo de competencia en el crecimiento en medio sélido frente a un gradiente de
concentracion de Cu. Se utilizo el método de difusién por disco en agar mediante el cual se colocan
discos de papel de filtro embebidos en CuSQ,, sobre placas de LBA. Luego se vertié una mezcla en
partes iguales de cultivos saturados (normalizado por la DOgg) de la cepa silvestre transformada con el
plasmido que expresa GFP y la cepa mutante PcopAcueP transformada con el plasmido que expresa la
proteina Cherry o en forma inversa, la cepa silvestre expresando Cherry y la mutante expresando GFP.
Las placas se incubaron durante toda la noche a 37°C y luego se observaron en un microscopio de
fluorescencia con filtros adecuados para observar la fluorescencia verde emitida por GFP, o la
fluorescencia roja emitida por Cherry.

Se evalué ademas si la sobreexpresion de CueP es capaz de aliviar el estrés
generado por Cu que activa al sistema Rcs en la cepa mutante AcuiD, también es
capaz de hacerlo en condiciones donde su expresién se encuentra naturalmente

disminuida. Nuevamente, se observé efecto protector de CueP en un estrés generado
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por Cu en placas de LB agar ajustadas a pH 5,5, condiciones fisiolégicas de menor
expresion (no mostrado).

En conjunto, todas estas aproximaciones experimentales sugieren que la
regulacién de la expresion de cueP por CpxR no afecta la respuesta de Salmonella al
estrés generado in vitro por Cu, tanto en condiciones aer6bicas como anaerdbicas.
Paraddjicamente, la sensibilidad de Salmonella al Cu es mayor a medida que el medio
de crecimiento se acidifica (Figura 5.14), ya sea por biodisponibilidad del metal o por
cuestiones fisioldgicas de la bacteria.

Teniendo en cuenta que Salmonella es esencialmente un patdgeno y que el
locus en estudio es especifico de este género, y que ademas se vinculé a la ausencia
de CueP con una disminucion en la replicacion de Salmonella dentro de macréfagos
(Yoon, Yeom, et al. 2014) es probable que la regulacion de cueP por CpxR sea
necesaria para controlar de manera fina la expresion de CueP en el periplasma cuando
las bacterias se enfrentan al estrés por Cu dentro de los fagosomas de macréfagos u
otros tipos celulares del hospedador. En este sentido cabe destacar que el sistema Cpx
estaria involucrado en la virulencia de Salmonella (Humphreys et al. 2004) que a lo
largo del curso de la infeccién se encuentra con diferentes sefiales que afectan la
activacion del sistema como la variacion de pH dentro de los compartimentos
endociticos, entre otros (Steele-Mortimer 2008; Martin-Orozco et al. 2006), y que se
ha vinculado al Cu como un elemento téxico empleado por los macr6fagos para
atenuar el crecimiento de Salmonella (Osman et al. 2010). Ademas, durante el curso
de una infeccidn las bacterias deben enfrentarse a situaciones muy especificas ya que
conjuntamente estan expuestas a otros tipos de estrés como por ejemplo la presencia
de EROS (Slauch 2011; Sly et al. 2002). Probablemente la regulacion diferencial de
cueP dentro del regulon sea necesaria para hacer frente al estrés por Cu en
condiciones donde el suministro de CueP en el periplasma ademas de brindar
resistencia al metal puede estar vinculado a otro tipo de estrés, como por ejemplo al
estrés oxidativo, participando en el metalado de SodCIl (Osman et al. 2013). Es
posible que niveles de expresion incorrectos generen un desbalance en el estado
metalico de ciertos componentes del periplasma importantes para la sobrevida de
Salmonella durante el proceso infeccioso.
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5.2.2. Rol fisioldgico de la regulacién de cueP por CpxR en la respuesta al estrés

oxidativo

5.2.2.1. La regulacion de cueP por CpxR no se correlaciona con la expresion de
las Sods

CueP actia como una chaperona para metalar a la enzima superéxido
dismutasa SodCIl (Osman et al. 2013). Salmonella posee cuatro superoxido
dismutasas caracterizadas, una que une Fe (Farr y Kogoma 1991), otra que une Mn
(Tsolis et al. 1995), ambas citoplasmaticas, y otras dos Cu-Zn superéxido dismutasas
periplasmaticas, SodCl y SodCll (Golubeva y Slauch 2006; Ammendola et al. 2008).
Segun lo reportado, CueP le suministra Cu a SodCll y este aporte es imprescindible
para la actividad de dicha enzima a concentraciones bajas del catién (Osman et al.
2013). Indagamos cémo afecta CueP esta actividad enzimatica evaluando si la
regulacion de cueP por CpxR interviene en estos procesos. Si bien SodCl no fue
vinculada con CueP, teniendo en cuenta que también es periplasmatica y que une Cu,
fue incluida en el analisis.

En primer lugar, se evalu6 si sodCa y sodCbh, que codifican para SodCl y
SodClI estan reguladas por CpxR de forma de garantizar la co-expresion con su
chaperén. Se construyeron cepas mutantes que expresan cada una de estas enzimas
fusionadas al epitope 3XxFLAG en su extremo C-terminal y se evalud su expresion
tanto en un entorno silvestre como en la mutante ACpxR Yy en condiciones que afectan
la expresién de CueP. Como se observa en la Figura 5.19, la ausencia de CpxR no
afectd los niveles proteicos de las Sods. Por el contrario, se observé un perfil de
activacion de SodCl opuesto al de CueP e independiente de CpxR respecto al pH del

s0dCl::3xFlag AcpxR sodCl::3xFlag sodClI::3xFlag AcpxR sodClI::3xFlag
pH7,0 pH55 pH7,0 pH55 pH70 pH55 pH70 PpH55
Cu - + - + - + - + -+ -+ -+ -+
SodCI3xFlag > -~ p— — . — ——— e = <= S00C|I3%Flag

Figura 5.19. CpxR no regula la expresion de las Cu-Zn Superéxido Dismutasas periplasmicas
SodCl y SodClIl. Anaélisis de la expresion de las proteinas de fusién SodCI-3xFLAG y SodClI-
3XFLAG por Western blot utilizando anticuerpos monoclonales anti-FLAG. Se sembraron 20 pg de
extractos proteicos totales crudos de las cepas silvestre y mutante AcpxR. Las células fueron crecidas a
37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o sin el agregado
de 1 mM CuSO,.
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medio. Esta regulacién depende de PhoP/PhoQ, otro sistema de dos componentes que
se activa a pHs acidos (Golubeva y Slauch 2006; Bearson et al. 1998).

Teniendo en cuenta que SodCl tiene mayor afinidad por el Cu que SodCll
(Ammendola et al. 2008) y que no necesitaria de un chaperdn para adquirir dicho ion,
podria especularse con que la expresion de CueP debe restringirse a aquellas
condiciones donde sea necesaria la actividad de SodCll por sobre la de SodCl,
especulando ademas con que la presencia de CueP podria captar el Cu libre disponible
en el periplasma comprometiendo la actividad de SodCl.

Se ha reportado que la expresion de SodCII depende del factor o de la fase
estacionaria RpoS (Golubeva y Slauch 2006). Estudios de expresion transcripcional
mostraron que cueP también depende de la presencia de RpoS para su maxima
expresion ya que en una cepa ArpoS la actividad de la fusion PcueP::lacZ en cultivos
en fase estacionaria baja a aproximadamente la mitad del maximo obtenido en un
entorno silvestre (no mostrado). Este efecto podria deberse a la vinculacién observada
entre la activacion de CpxR y RpoS. Se ha reportado que CacA es responsable de la
activacion transcripcional de cpxP dependiente de CpxR en Salmonella mostrando
una reduccion del 30% de la misma en una cepa mutante AcacA, y a su vez, la
expresion de cacA esta regulada transcripcionalmente de manera positiva por RpoS
(Kato et al. 2012).

5.2.2.2. La regulacién de cueP por CpxR no se correlaciona con la actividad de
las Sods

Para analizar si CpxR afecta la expresion de genes que influencien la actividad
de las Sods llevamos a cabo ensayos cualitativos de actividad SOD mediante geles
nativos de poliacrilamida. Sin embargo no observamos diferencias significativas en
los perfiles de actividad SOD entre una cepa silvestre y una mutante ACpxR (Figura
5.20.).

Por otro lado, se observd una disminucion en la actividad correspondiente a la
proteina 0 complejo proteico de menor movilidad electroforética cuando se
sobreexpresd CueP en medios con bajo contenido de Cu (Figura 5.20). Esto sugiere
que CueP estéa captando el Cu libre del periplasma e impidiendo el desarrollo de la
actividad SOD. Analizamos si la banda cuya actividad disminuye corresponde a
SodCl. Sin embargo no observamos desaparicion de la banda mencionada en una
mutante AsodClI indicando que no se trata de dicha enzima.
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Figura 5.20. CpxR no intervendria en la actividad de las Sods. Medidas cualitativas de actividad
SOD en geles nativos de poliacrilamida para extractos proteicos de la cepa silvestre, como de las cepas
mutantes AcpXR, AcueP, y la cepa silvestre sobre-expresando la proteina CueP desde el plasmido
inducible pCueP. Las células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM
ajustado a pH 7,0 0 5,5 con osin el agregado de 1 mM CuSQ,. La sobre-expresién de la proteina CueP
se produjo por el agregado de IPTG a una concentracion final de 0,5 mM.

5.3. Nuevos elementos estructurales y regulatorios del locus cueP
5.3.1 Nuevos componentes en el locus cueP

En nuestro grupo de trabajo se hicieron ensayos de transcriptdmica mediante
“Tilling arrays” y se detecté que el transcripto de cueP, se extiende unas 200 pb mas
alla de la finalizacion de su marco abierto de lectura (Pontel et al. 2014). Dicha
observacién fue corroborada por ensayos de RNAseq que registré el transcriptoma de
Salmonella en diferentes condiciones de crecimiento (Kroger et al. 2012). Por analisis
in silico y como se observa en la Figura 5.21A, se identificO un pequefio marco
abierto de lectura (ORF) de 102 pb.

Con el fin de corroborar si este ORF se esta sintetizando, el gen lacZ, que
codifica para la enzima B-galactosidasa carente de su propio codén de inicio de la
traduccion (ATG) fue fusionado corriente abajo y en fase con los primeros cinco
aminoacidos de este marco putativo.
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Como se observa en la Figura 5.21D, la proteina de fusidn se expresa en las
mismas condiciones en las que se expresa CueP. Estos resultados sugieren la
existencia de este marco de lectura al que denominamos cueQ y que codifica para un
polipéptido de 3,5 KDa cotranscripto con cueP.
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Figura 5.21. Nuevos componentes en el locus cueP (A) esquema del operdn cuePQ. Se indican los
sitios de inicio de la transcripcién (+1 y flecha), los tamafios (en pares de bases) de los marcos abiertos
de lectura (ORF) de cueP y cueQ asi como de la regidn intergénica y el terminador transcripcional Rho
independientes determinado in silico. (B,C) esquema de las fusiones traduccional (B) y transcripcional
(C) cueQ::lacZ. Se indican los sitios de inicio de la transcripcién (+1 y flecha) y los sitios de union al
ribosoma (RBS). (D,E) Medidas de actividad B-Galactosidasa (Unidades Millers) de la fusion reportera
traduccional (D) y transcripcional (E) cueQ::lacZ expresadas tanto en un entorno silvestre como en la
cepa mutante ACpxR. Las células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB MES 100
mM ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o sin el agregado de 1 mM CuSQy,). Los datos corresponden a valores
promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar.

Utilizando el algoritmo PSI-BLAST se enfrent6 el ORF de cueQ tanto en su
secuencia nucleotidica (Blastn) como aminoacidica (Blastp) contra la base de datos no
redundantes del NCBI y no se encontraron coincidencias significativas mas alla del
género Salmonella. Por otra parte, se construyd una cepa mutante AcueQ y se cloné
cueQ en el plasmido de expresion inducible por IPTG pUHE21-2lacl® (Soncini et al.
1995). Se llevaron a cabo ensayos de resistencia al Cu, donde se evidencia el fenotipo
de la ausencia de CueP. Tanto la ausencia como la sobreexpresion de CueQ no
produjeron cambios en la resistencia al Cu (no mostrado), sugiriendo que cueQ no
participa en la homeostasis de dicho metal. Por otra parte, si bien este ORF fue
etiquetado con el epitope 3XFLAG en el extremo C-terminal, no se pudo detectar la
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proteina de fusiébn por Western blot y no se pudo determinar su localizacién
subcelular.

En este contexto, si bien no se hicieron otro tipo de ensayos para explorar la
funcién de CueQ, una posibilidad interesante seria indagar si participa de alguna
forma en el metalado de las Sods ya sea en el aporte de Cu o de Zn, evaluando

ademas si por si misma es capaz de unir alguno de los metales.
5.3.2. EI SRNA STnc780 se extiende dentro del operon cuePQ

Recientemente con el advenimiento de las técnicas de secuenciacion masiva de
ARNs se identific6 un ARN regulatorio pequefio (SRNA), denominado STnc780
(Sittka et al. 2009; Kroger et al. 2012), que agrega una complejidad aiin mayor a este
locus especifico de Salmonella. Si bien se requerird de trabajos posteriores para
caracterizar y discernir el rol fisioldgico de cada uno de estos elementos, iniciamos el
analisis del rol de STnc780 sobre la expresion del operdn cuePQ.

Se ha establecido que muchos transcriptos de ARN cumplen un rol regulador.
En bacterias, un gran nimero de estos ARNs regulatorios existen como transcriptos
cortos (50-300 pb) que actian independientemente en la expresion de los genes
blanco (Breaker 2011). Estos ARNs son conocidos como ARNS pequefios 0 SRNAS
(del inglés small_ RNAS) y se los puede clasificar en dos grandes grupos, aquellos que

regulan a transcriptos codificados en lugares distantes en el genoma, llamados trans
SRNAs, y aquellos que estan codificados en la hebra opuesta a su gen blanco,
denominados cis SRNA(Prévost et al. 2011).

Los trans SRNAs o sSRNAs codificados en trans, han sido los mas estudiados y
se caracterizan por regular los ARNm mediante interacciones que involucran un
apareamiento corto e imperfecto, identificandose diferentes mecanismos. Muchos de
estos SRNAs direccionan el apareamiento de bases en zonas cercanas o que incluyen
al sitio de unién al ribosoma (RBS) de sus transcriptos blanco bloqueando de esta
forma la traduccioén (And y Storz 2009). Otros miembros de la familia, producen su
apareamiento en locaciones mas distantes y actlan ya sea interfiriendo con el RBS
mediante otros mecanismos indirectos, incrementando la union del ribosoma al
prevenir la formacion de estructuras secundarias inhibitorias, o disminuyendo o
aumentando la estabilidad del ARNm (Gottesman y Storz). Los cambios en la

estabilidad del ARNmM generados por el apareamiento de bases con el sRNA
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inicialmente fueron atribuidos a la incorporacién del ribosoma al ARNm. Sin
embargo, los SRNAs modulan los niveles de ARNm mas rapidamente que lo que
podria ser explicado a partir de una unidn alterada al ribosoma y estudios recientes
muestran que los SRNAs regulan de forma directa la estabilidad de los transcriptos
mediante las ARNasas, ARNasa E o ARNasa 11, atn en ciertos SRNAs que afectan la
traduccién (Caron et al. 2010).

En bacterias Gram negativas, la proteina de unién al ARN Hfq es usualmente
requerida para la funcion y/o estabilidad de esta familia de SRNAs (Aiba 2007). Los
SRNAs asociados a Hfq cominmente utilizan el mecanismo anti sentido para regular
ya sea positiva 0 negativamente la expresion de los ARNm codificados en trans; la
funcion de Hfg es ayudar a la formacion del apareamiento ARN-ARN entre el
regulador y el transcripto blanco, que tipicamente es débil e imperfecto (Valentin-
Hansen et al. 2004). Aunque comunmente los SRNAs dependientes de Hfg modulan
el inicio de la traduccion por interferir con la union del ribosoma, también se han
observado alteraciones en los niveles del ARNm (Aiba 2007). Investigaciones en
varios modelos bacterianos predicen un rol central para Hfg y sus SRNAs asociados
en la fisiologia bacteriana y la virulencia (Guisbert et al. 2007; Ding et al. 2004). Los
fenotipos de mutantes en Hfg han sido intensamente estudiados en Salmonella y se
calcula que Hfg controla alrededor de la mitad de todos los genes de Salmonella lo
cual se condice con la funcion global predicha para esta proteina en la regulacion
post-transcripcional (Papenfort et al. 2009).

Experimentos in vitro sugieren que Hfg generalmente se une a regiones de
simple hebra ricas en residuos de A/U frecuentemente ubicadas adyacentes a una
estructura de tallo burbuja (Sauer y Weichenrieder 2011). Sin embargo, las
predicciones de los sitios de unidn no son fiables, dado la débil conservacion y la
presencia de multiples sitios ricos en A/U. Ademas, existen evidencias que indican
que la cola de poli-U en el extremo 3" del SRNA también puede ser reconocida por
Hfq posiblemente sirviendo como el sitio de “carga” (Otaka et al. 2011). Los sitios de
union a Hfq en el ARNm estan alin menos caracterizados y se han descripto muy
pocos con una relevancia fisioldgica probada (Hopkins et al. 2011).

Por su parte, se encuentran cada vez mas miembros de la otra gran familia de
SRNA codificados en la hebra opuesta de una secuencia codificante establecida
(Georg y Hess 2011). También denotados como ARNSs pequefios antisentido
(asRNAs), se encontré que pueden impactar tanto en la traducciébn como en la
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estabilidad del ARNm totalmente complementario. Sin embargo, para algunos
asRNAs, la regulacion queda confinada al acto de la transcripcion del asRNA que al
ocurrir en la direccion opuesta condiciona estéricamente la propia transcripcion del
ARNmM, mas que a alguna funcién por parte del asRNA resultante (Georg y Hess
2011).

Por dltimo, otro grupo prominente de sSRNAs regulatorios actian modificando
la actividad proteica uniéndose especificamente a proteinas en lugar de aparearse con
ARNs (Babitzke y Romeo 2007).

El progreso en la identificacion y caracterizacion de sRNAs bacterianos ha
dejado en claro que los ARNSs regulatorios son ubicuos, usualmente bien conservados,
e incluso pueden exceder a los reguladores proteicos en nimero y diversidad (Storz et
al. 2011). En este sentido, en los Ultimos afios se ha dedicado mucho esfuerzo en la
identificacion de sSRNA de diferentes especies mediante la técnica de secuenciacion
masiva. En este contexto, para identificar los SRNAs de Salmonella Typhimurium
asociados a la proteina chaperona Hfq se llevd a cabo una co-inmunoprecipitacion de
los ARNs con la proteinas Hfq etiquetadas con un epitope seguido de “deep
sequencing” (Sittka et al. 2009).

De esta forma se identificaron nuevos SRNAs de Salmonella asociados a Hfq,
uno de ellos es el STnc780. Dicho sRNA esté codificado en la hebra complementaria
a cuePQ.

Posteriormente se construyd un mapa robusto del transcriptoma de Salmonella
Typhimurium (Kroger et al. 2012). En este trabajo se determinaron ademas los sitios
de inicio de la transcripcion de cada transcripto mediante el uso de una exonucleasa
terminal que degrada los extremos 5° de ARN que no posean el trifosfato
caracteristico del extremo 5" iniciador de la transcripcion (Mitschke et al. 2011), que
permite analizar con mayor detalle los programas regulatorios del organismo (Kroger
et al. 2012). De esta forma, se encontraron 60 nuevos SRNAs regulatorios, elevando a
140 el nimero de sRNAs identificados en S. Typhimurium y se determind que el 13%
del total de los sitios de inicio de la transcripcion identificados corresponden a
transcriptos anti sentido. En este caso el SRNA STnc780 fue identificado con su
correspondiente sitio de inicio de la transcripcién que da cuenta de un sSRNA de 315
pb.

Si bien reportar y evaluar los datos de las secuenciaciones masivas es de gran

utilidad, el verdadero desafio supone la validacion de los transcriptos identificados y
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la determinacion de sus funciones. Tipicamente el experimento de Northern blot se
utiliza como estandar para validar los candidatos de sRNA identificados, ya que
ademas de validar la expresion, provee informacion sobre el tamafio y potencial
procesamiento. Ademas, la identificacion del extremo 5  de los RNAs en la
secuenciacion masiva suele ser efectiva pero la identificacion de los extremos 3
puede ser menos confiable (Storz et al. 2011).

En el caso de los asRNAs, la percepcion general es que, debido a la
complementariedad perfecta entre el SRNA y su ARNm blanco, su funcién regulatoria
no deberia depender de Hfg (Ross et al. 2013). Sin embargo, estudios recientes en E.
coli muestran que esta percepcion no es cierta en todos los casos. Como ejemplo,
Tn10/1S10 codifica un asRNA de 69 pb (RNA-OUT) que regula la expresion de la
transposasa por apareamiento con el ARNm de dicha enzima (ARN-IN). Este
apareamiento, regula negativamente la traduccion mediante el secuestro de la region
5" de inicio de la traduccion limitando la expresion de la transposasa (Ross et al.
2013) y se ha demostrado que la frecuencia de transposicion de Tn10/1S10 esta muy
incrementada en un entorno mutante hfgq y que dicho efecto es mucho menos marcado
en un sistema con niveles reducidos del asRNA RNA-OUT, sugiriendo que Hfq
funciona, en parte, a través de esta regulacion antisentido (Ross et al. 2013). La
expresion de la transposasa desde una fusién traduccional también se incrementé en
un entorno hfq consistente con un rol para Hfg en esta regulacion post-transcripcional.
Ademas, estudios in vitro demostraron que Hfq se une tanto al asRNA como al
ARNmM e incrementa la proporcion en la cual estas moléculas se aparean. Estos
resultados, son consistentes con que Hfg juega un rol importante en la regulacién
traduccional mediada por el asRNA.

Nos propusimos analizar el rol del SRNA STnc780 en la regulacion de la
expresion post-transcripcional del operon cuePQ. Cabe destacar que la secuencia del
SRNA no posee similitudes con secuencias nucleotidicas de ningln otro género a
excepcion de Klebsiella Pneumoniae donde una parte de la region central del SRNA
de 133 pb posee un apareamiento del 88% de identidad con una secuencia intergénica
no caracterizada. Con lo cual tanto cueQ como el STnc780 serian exclusivos del
género Salmonella.

Para comenzar con estos estudios, por un lado se deleciond el sSRNA en el
cromosoma de Salmonella y por otro lado se sobreexpresd dicho transcripto para

evaluar la modificacion en la sintesis de los componentes del operén. Para el caso de
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CueP, los niveles proteicos pueden medirse facilmente mediante Western blot ya que
se dispone de anticuerpos policlonales anti-CueP. En el caso de CueQ hay que tener
en cuenta que no se pudo detectar la proteina por Western blot y solo se pudo
evidenciar la traduccion por medio de la fusion al gen lacZ. Ademas, como se muestra
en la Figura 5.22A, hay que tener en cuenta que el SRNA se superpone con el ORF de
cueQ pero no con el de cueP con lo cual una delecion del mismo también afecta

indefectiblemente la integridad de cueQ.
5.3.3. EI SRNA STnc780 afecta la traduccién de cueQ

Se clond una version corta de STnc780 reportada previamente (Sittka et al.
2009), y que podria tratarse de la version procesada asociada a Hfg (80 pb) de este
sRNA, en el plasmido pUH-21-2lacl® y se evalu6 su efecto en la traduccion de la
fusién reportera traduccional cueQ::lacZ. Como se muestra en la Figura 5.22B, se
realizaron las medidas de actividad B-galactosidasa creciendo los cultivos tanto en
condiciones de activacion a pH 7,0 y con el agregado de Cu, como de no activacion,
esto es a pH 5,5 y sin agregado de Cu. Se observo que la sobreexpresion del SRNA
produce una marcada disminucién en la expresion de la fusion traduccional siempre
que se encuentre presente la proteina chaperona de sSRNAs Hfg.

Para indagar sobre el posible mecanismo de accidn de esta regulacion post-
transcripcional, se llevaron a cabo medidas de actividad p-galactosidasa en las mismas
condiciones que anteriormente pero en este caso se utiliz6 una fusion reportera
transcripcional cueQ::lacZ. En este caso el gen lacZ se insert6 al final de cueQ sobre
su region 3'UTR y el mismo posee su propio sitio de union al ribosoma (RBS) y
codon iniciador de la traduccion (ATG); razén por la cual, de existir un mecanismo
regulatorio especifico entre el SRNA y la regién que comprende al RBS de cueQ que
intervenga en el ensamblaje adecuado del ribosoma sobre el transcripto, la expresion
de la proteina del gen lacZ y por consiguiente las actividades p-galactosidasa de esta
fusion transcripcional no deberian verse afectadas. En el caso en el que el mecanismo
por el cual actia el SRNA con el ARNm involucra una desestabilizacion del
transcripto, guiando a las ARNasas para la degradacion del mismo, las medidas de
actividad B-galactosidasa deberian afectarse de igual forma que la fusién traduccional.

Como se observa en la Figura 5.22C, no se observan cambios considerables en

la expresion de la fusion reportera transcripcional cuando se sobreexpresa el SRNA o
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cuando se muta la proteina chaperona Hfqg, lo que sugiere que el mecanismo por el
cual el SRNA interviene en la traduccion de cueQ involucra alteraciones en la unién
del ribosoma al RBS correspondiente.

El hecho de no observarse cambios en la fusion reportera transcripcional,
también indica que los cambios observados en los niveles de expresion de la fusion
traduccional no se deben a posibles efectos secundarios por los cuales la
sobreexpresion del SRNA pueda alterar la transcripcién desde el promotor de cuePQ.
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Figura 5.22. La sobreexpresion del SRNA STnc780 afecta post-transcripcionalmente los niveles
de expresion de CueQ. (A) Esquema del operon cuePQ y del SRNA STnc780 codificado en la hebra
opuesta. Se indican los sitios de inicio de la transcripcion (+1 y flecha) y los tamafios (en pares de
bases) de los marcos abiertos de lectura (ORF) de cueP y cueQ asi como de la region intergénica y del
SRNA STnc780 reportado con diferentes tamarios (ver detalle en el texto). Ademas se indican los
terminadores transcripcionales Rho independientes determinados in silico. (B,C) Medidas de
actividad B-Galactosidasa (Unidades Millers) de la fusion reportera traduccional (B) y transcripcional
(C) cueQ::lacZ esquematizadas en la Figura 5.21, expresadas tanto en un entorno silvestre como en la
cepa mutante Ahfg transformadas tanto con el plasmido pUHE21-2lacl® (vector), como con dicho
plasmido conteniendo la secuencia del SRNA STnc780 (psRNA) segun se indique. Las células fueron
crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o sin el
agregado de 1 mM CuSQ, y en presencia y ausencia de IPTG (0,5 mM). Los datos corresponden a
valores promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar.
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5.3.4. La expresion de cueP no esta afectada por el SRNA STnc780

Por altimo, evaluamos si los niveles de CueP se encuentran alterados ante la
sobreexpresion del SRNA regulatorio asi como también en la cepa deficiente en Hfq.
En este caso, dado que la estrategia experimental lo permite, también se trabajé con
una cepa mutante para el sSRNA (AsRNA). Como puede observarse en la Figura 5.23,
no se registraron diferencias en las distintas condiciones ensayadas. Ademas, también
se clond y sobreexpresé de igual forma la versién larga del sSRNA obteniéndose los
mismos resultados que los presentados en la Figura 5.23 (no mostrado).

Por lo expuesto, se concluye que el ARN regulatorio STnc780 en conjunto con
la proteina chaperona Hfg modulan post-transcripcionalmente y de forma negativa la
expresion de CueQ sin alterar los niveles de CueP. En concordancia con esta
regulacién, tanto la delecion del SRNA como su sobreexpresion no mostraron fenotipo
en la resistencia al Cu (no mostrado).

silvestre
vector psRNA vector psRNA
pH7,0 pH55 pH7,0 pH55 pH7,0 pH55 pH70 pH55
Cu - + - + -+ -+ -+ -4 -+ -+
CueP— % ~— : P -~
- IPTG +IPTG
silvestre Ahfq silvestre ASRNA
pH70 pH55 pH70 pH55 pH7,0 pH55 pH7,0 pH55
Cu - + - + -+ -+ -+ -+ -+ -t
CueP— _—— p— ”

Figura 5.23. La expresion de la proteina CueP no esta afectada por el SRNA STnc780. Analisis
de la expresion de CueP por Western blot utilizando anticuerpos policlonales anti-CueP. Se
sembraron 20 ug de extractos proteicos totales crudos de las cepas: silvestre y mutantes Ahfgq y
AsRNA transformadas tanto con el plasmido pUHE-21-2 (vector), como con dicho plasmido
conteniendo la secuencia del SRNA STnc780 (psRNA) segun se indique. Las células fueron crecidas
a 37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM ajustado a pH 7,0 0 5,5 con o sin el
agregado de 1 mM CuSO,y en presencia y ausencia de IPTG (0,5 mM) segln se indica.

En vias de caracterizar esta regulacion post-transcripcional se construyd una
cepa reportera STnc780::lacZ con el fin de identificar sefiales que varien su
activacion. Sin embargo, solo se establecié que en las condiciones ensayadas ni el
estrés oxidativo por metil violégeno o por H,O,, ni el pH del medio, ni la presencia de

metales como el Cu, Zn y Fe modifican su transcripcion.
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Estudios in silico utilizando el algoritmo de “Copra RNA”
(http://rna.informatik.uni-freiburg.de/CopraRNA/Input.jsp) que calcula la estructura

secundaria del sSRNA en base a pardmetros termodindmicos y busca en el genoma de
Salmonella transcriptos putativos con los cuales el sRNA en cuestién podria
interaccionar, no arrojaron candidatos de interés teniendo en cuenta los parametros
energéticos o los roles fisioldgicos asignados.

Hasta el comienzo de esta Tesis, CueP habia sido caracterizada s6lo como una
proteina responsable de la resistencia al Cu (Pontel y Soncini 2009; Osman et al.
2010), motivo por el cual se explicaba convincentemente su regulacion por CueR en
presencia del metal. Actualmente, los resultados de este trabajo sumado a los nuevos
roles atribuidos por otros grupos (Yoon, Kima, et al. 2014; Osman et al. 2013),
presentan un escenario en el cual CueP forma parte del operén cuePQ, sujeto a una
co-regulacién por parte de CueR y CpxR, estando también afectado por una
regulacion post-transcripcional que restringe especificamente la traduccion de cueQ
sin modificar la de cueP. Esta complejidad regulatoria que involucra distintas sefiales
mas alla del Cu sugiere que este locus especifico de Salmonella estaria implicado en
roles adicionales, o bien en brindar resistencia al Cu en ambientes complejos como
por ejemplo aquellos con los que Salmonella coexiste durante el curso de la infeccién,
requiriendo del ajuste fino en la expresion de los componentes para garantizar una
respuesta adecuada al estrés especifico (Slauch 2011; Martin-Orozco et al. 2006;
Steele-Mortimer 2008). En este contexto, se ha reportado una cepa mutante de
Salmonella, MS1314, aislada en una mutagénesis al azar por insercion de Tnl10 que
fue caracterizada como sensible a macréfagos (Fields et al. 1986). Dicha insercién se
encuentra dentro de la region de cueQ afectando ademas al SRNA STnc780 (Figura
5.22A), involucrando al locus en la virulencia de este patdgeno.

5.4. Conclusiones Capitulo 11

En este capitulo se analizo la regulacion transcripcional de cueP, se demostro6
que el sistema de respuesta a estrés periplasmatico CpxR/CpxA controla la expresion
de dicho gen y se analizaron las consecuencias fisioldgicas de esta regulacion.
Ademas se identificaron nuevos elementos en el locus cueP y se inici6 la

caracterizacion de los mismos.
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Mediante un analisis bioinformatico identificamos un sitio putativo
para la union de CpxR en el promotor de cueP. CpxR es el regulador
de respuesta del sistema de dos componentes CpxR/CpxA, involucrado
en el mantenimiento de la homesotasis general de la envoltura. Por
medio del uso de mutantes y fusiones reporteras determinamos que
CpxR regula la transcripcion de cueP y que dicha regulacion se ve
reflejada en los niveles proteicos tanto en presencia como en ausencia

de oxigeno.

Por ensayos in vivo e in vitro demostramos que tanto CpxR como
CueR son requeridos simultaneamente para activar la transcripcion de
cueP interaccionando con su promotor en forma directa e

independiente entre si.

Demostramos que en el proceso de transcripcion de cueP CpxR es
esencial para el reclutamiento de la ARNP mientras que CueR participa
generando cambios conformacionales en el ADN para acomodar de
forma adecuada las cajas -10 y -35 generando asi un substrato éptimo
para la ARNP.

No observamos implicancias de la regulacion de cueP por CpxR en la
resistencia al Cu y analisis preliminares sugieren que tampoco afectaria

su desemperio frente al estrés oxidativo.

Identificamos un marco de lectura denominado cueQ corriente abajo de
cueP que forma parte de la misma unidad transcripcional. En la hebra
complementaria se expresa en cis el SRNA STnc780. Este sSRNA
inhibié la traduccién de cueQ pero no afect6 los niveles proteicos de
CueP. En los analisis realizados, no detectamos roles fisiologicos para

estos nuevos elementos.
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Conclusiones Generales

En este trabajo de Tesis se avanzd en la caracterizacion de la regulacion de la
expresion de cueP y su rol en la homeostasis de Cu, relacionandolo con nuevos sistemas

de respuesta a estrés general de la envoltura.

Determinamos que concentraciones subletales de cobre inducen la activacion del
sistema Rcs en una cepa mutante para el gen que codifica para la multicobre oxidasa
CuiD en medio sélido, provocando un fenotipo mucoso en las colonias debido a la
induccidn transcripcional de los genes cps que participan en la sintesis de la capsula de
acido colanico. Demostramos que la sobreexpresion de CueP alivia el estrés producido
por el Cu, previniendo la activacion del sistema Rcs en esta condicion. Mutantes en el
sistema Rcs o0 en los genes cps mostraron mayor sensibilidad al metal, sugiriendo un rol
a dicho sistema en la proteccion frente al estrés por Cu. Por lo tanto, se
demostrd/detectd un vinculo entre el estrés por Cu y la proteina CueP con el sistema de
respuesta general a estrés periplasmatico Rcs.

Reportes anteriores indican la asociacion entre la activacion del sistema Rcs y un
desbalance en la formacién de grupos tioles periplasmaticos. Dicho desbalance puede
ser provocado por iones Cu, permitiéndonos plantear la hipdtesis que CueP responda
frente al dafio causado por dicho metal mediante mecanismos de reparacion de puentes
disulfuros incorrectos. Sin embargo, evaluando la activacion del sistema Rcs, no se
pudo corroborar dicho vinculo ya que la sobreexpresién de CueP no disminuyo el estrés
relacionado a la presencia de puentes disulfuros incorrectos en el periplasma generado

en la mutante AdsbA AsrgA.

Por otra parte, observamos que cueP exhibe una expresion diferencial dentro del
reguldn Cue, evidenciada por la ausencia de induccion transcripcional por Cu en
cultivos a pH éacido y un retraso temporal relativo en la induccién de la expresion por el
metal a pH neutro a alcalinos. Se detectd una region en el promotor de cueP responsable
de este fenotipo. Mediante estudios bioinformaticos identificamos un sitio probable de
union para CpxR, regulador de respuesta del sistema de dos componentes CpxR/CpxA,
incluido dentro de region responsable del fenotipo de regulacion diferencial.
Verificamos la regulacion efectiva mediante el uso de mutantes y reporteros
transcripcionales demostrando que la expresion diferencial de cueP depende de

CpxR/CpxA. Observamos que los niveles proteicos de CueP se corresponden con los

138



Conclusiones Generales

niveles transcripcionales, manteniendo el mismo perfil de expresion tanto en presencia
como ausencia de oxigeno donde su funcién en la resistencia al Cu es crucial para la
sobrevida de Salmonella, relacionando nuevamente a CueP y la homeostasis de Cu con
otro de los sistemas de respuesta general a estrés periplasmatico.

Verificamos in vivo e in vitro que CpxR regula la expresion de cueP de forma
directa, interaccionando con un sitio Unico de unién en su regién promotora que
coincide con la secuencia consenso predicha. Dicho sitio se localiza corriente arriba del
sitio de unién de CueR y ambos reguladores pueden interaccionar con el promotor de
cueP independientemente de la presencia del otro para activar la transcripcion.

Demostramos por estudios in vivo e in vitro que tanto CueR como CpxR son
requeridos simultdneamente para la formacién del complejo abierto y el inicio de la
transcripcion. CpxR es esencial para el reclutamiento de la ARNP mientras que CueR
participa en la modulacion conformacional del ADN para convertir al promotor de cueP
en un substrato 6ptimo para la union de la ARNP acomodando las cajas -10 y -35 en la
orientacion adecuada. Esta co-regulacién de cueP por CueR y CpxR garantiza su
expresion bajo condiciones de estrés por Cu que produzca alteraciones en el periplasma.
Esta situacion es fisiologicamente andloga a lo que ocurre en la mayoria de las
enterobacterias, en las que la proteina sensora CusS detecta el exceso de Cu en el
periplasma, y activa la regulador de respuesta CusR, para la induccion de la
transcripcion del sistema Cus, responsable de la homeostasis de Cu en periplasmico.

Si bien determinamos que CpxR es requerido para el reclutamiento de la ARNP,
no pudimos establecer las causas moleculares de este requerimiento. Si bien observamos
una menor conservacién en torno a la caja -10 (y -10 extendida) del promotor de cueP
con respecto a los otros genes controlados por CueR, determinamos que la secuencia en
torno a esta caja presente en este promotor no es determinante en el requerimiento del

regulador de respuesta a estrés periplasmico para la induccion de la expresién de cueP.

Evaluamos el rol de la regulacién de cueP por parte de CpxR en la homeostasis
de Cu . Ensayos in vitro de resistencia al Cu independizando la expresion de CueP por
parte de CpxR indican que la funcion de CueP frente a dicho estrés no se ve afectada
por las condiciones de activacion/represion del sistema CpxR/CpxA. Esto es
indepenciente del estadio de crecimiento, de la concentracion del metal, o de la

presencia 0 ausencia de oxigeno.
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Teniendo en cuenta que CueP participa en el metalado de SodCll, evaluamos si
la regulacion de cueP por CpxR tiene implicancias fisiolégicas en la actividad SOD y la
defensa al estrés oxidativo. Las expresiones de ambas superdcidos dismutasas
periplamicas, SodCl y SodCll, no se vieron moduladas por CpxR. Observamos ademas
que la expresién de CueP de manera independiente de CpxR no afecta la defensa frente
al estrés oxidativo en las condiciones ensayadas, mientras que su sobreexpresion genero
una mayor sensibilidad a este estrés y una disminucion en la actividad SOD a bajas
concentraciones de Cu. Estos resultados dejan abierta la posibilidad que la
concentracion de CueP en el periplasma pueda afectar el metalado de componentes que

intervienen en la detoxificacion de las especies reactivas del oxigeno.

Analizando la presencia de nuevos elementos estructurales y regulatorios en el
locus cueP, identificamos un ORF que codifica para un péptido de 3,5 kDa al que
denominamos CueQ. Determinamos que cueQ esta codificado en el mismo transcripto
que cueP formando parte del mismo operén y bajo control del mismo promotor.
Ademas, establecimos que el SRNA STnC780 codificado en cis la hebra opuesta al
locus cueP mantiene invariables los niveles proteicos de CueP pero afecta
negativamente la traduccion de cueQ. Dicho efecto regulatorio requiere de Hfg siendo
uno de los pocos casos en los que un SRNA codificado en cis lleva a cabo su funcion en
conjunto con la proteina chaperona de SRNAs. No se encontraron fenotipos
relacionados a la homeostasis de Cu ni a la defensa frente al estrés oxidativo en ninguno

de estos nuevos elementos caracterizados en el locus cueP.

Estos resultados aportan un avance en el conocimiento del locus cueP, tanto a
nivel estructural como regulatorio. Planteamos asi que el ajuste fino temporal y espacial
de la expresion de los componentes del locus responda a condiciones de estrés
especificas no dilucidadas en este trabajo.
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