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RESUM

iv. Resum

Salmonella enterica ser. Typhimurium (5. Typhimurium) és un enterobacteri patogen que
afecta a diverses espécies de mamifers 1 que generalment causa infeccions lleus, com
gastroenteritis, si bé pot arribar a generar malalties sistemiques, produint septicémia i, fins

i tot, la mott de I’hoste infectat.

Com molts altres enterobacteris, el seu genoma codifica per proteines que permeten
reparar les lesions alquilants en el DNA, les quals sén causades quan agents alquilants,
siguin procedents de I'ambient extern o bé originats pel propi metabolisme cellular,
introdueixen grups alquil a les bases nitrogenades. Entre els gens que les codifiquen cal
destacar ada, alkA, alkB i aidB, que componen I'anomenada resposta adaptativa a agents
alquilants (resposta Ada); 1 0g7 1 ag, que desenvolupen funcions similars als anteriors pero
que no formen part de la resposta Ada. Altres sistemes de reparacié més generics també
intervenen en Ieliminacié de lesions alquilants, essent particularment rellevants els gens
que constitueixen les vies GGR (realitzada pel complex enzimatic UvrABC) i TCR
(dirigida a les zones transcripcionalment actives i portada a terme per la proteina Mfd en
conjuncié6 amb el complex UvrABC o amb MutSL) de la reparacié per escissié de
nucleotids (NER). Entre tots ells formen un grup molt ampli d’activitats de reparacié que
permeten reconcixer la gran varietat de dianes que poden ser generades per agents

alquilants.

Per comprendre el paper de cada un d’aquests gens durant el transcurs del procés
infectiu es van construir soques defectives en un o en varis d’aquests gens. Seguidament
es va analitzar la capacitat de supervivencia de cadascuna d’elles al ser exposades a
diferents agents alquilants. Malgrat de disposar de tantes proteines de reparacid
d’alquilacions, en la majoria de casos la manca d’una o varies d’elles va suposar una
disminucié de la viabilitat cel'lular quan aquestes soques creixien en presencia d’agents
alquilants. A continuacio es van realitzar assajos de competitivitat en ratolins BALB/c per
a determinar la capacitat infectiva de cada un dels mutants construits. Els resultats
experimentals obtinguts demostren que, fins i tot en les soques defectives en multiples
gens, la manca de la majoria d’aquestes proteines no suposa una disminucié de la
capacitat infectiva de S. Typhimurium ja que, malgrat les dades recollides préviament a
partir dels assajos iz vitro, tan sols el mutant UA1869, deficient en els gens ada, ogt, tag,
uvrA 1 mfd, va presentar una reduccié de la competitivitat en relacié a la soca salvatge. Per
consegient, la concentracié d’agents alquilants generats a 'organisme deu ser menor a la
utilitzada durant els assajos 7z vitro, de manera que la conservacié dels gens de reparacio

d’alquilacions a §. Typhimurium podria ser deguda a la supervivencia fora de I’hoste.

El fet que la disminucié de la competitivitat s’hagi donat en la soca UA1869 i no en
altres mutants, alguns amb un nombre major de mutacions, pero on les funcions absents
no eren tan diverses, fa pensar en lexisténcia d’activitats redundants entre diferents

sistemes de reparacid, de manera que la manca de proteines de reparacié d’un mecanisme
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podria ser compensada per altres pertanyents a sistemes amb una activitat aparentment

diferent.

xi
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SUMMARY

iv. Summary

Salmonella enterica ser. Typhimurium (§. Typhimurium) is an enteropathogen able to
infect several mammalian species, generally causing mild diseases, such as gastroenteritis,
although it can also become a systemic infection, producing septicaemia and even the
death of the infected host.

Like other enterobacteria, the genome of S. Typhimurium codes for alkylation damage
repair proteins. This kind of damage appears when alkylating agents, which are present in
the environment or are produced endogenously as byproducts of normal metabolism,
introduce alkyl groups in the DNA bases. Some of the most important genes coding for
these proteins are ada, alkA, alkB and aidB, which generate the adaptive response to
alkylation damage (known as the Ada response); and ggz and 7zg, which are not included in
this response but possess similar functions. Other repair systems with a wider range of
activities can also repair alkylation damage, being especially important the genes
belonging to the global genome repair (GGR, which is carried out by the UvrABC enzymatic
complex) and the #ranscription-coupled DNA repair (TCR, focused on the transcriptionally
active genes and directed by the Mfd protein, which recruits the UvrABC or the MutSL
complexes) pathways of the nucleotide excision repair system (NER). Altogether
compound a large variety of repair activities which allow the recognition of a broad

diversity of targets generated by alkylating agents.

In order to establish the role of each of these genes and the consequences of their lack
during the infection process, strains defective in one or several of them were constructed.
Afterwards, each strain was treated with alkylating agents to analyze its survival. Although
S. Typhimurium possesses so many alkylation damage repair proteins, in most strains the
survival decreased due to the absence of just one or some of those proteins. Moreover,
competitive assays using BALB/c mice were performed to determine the fitness of each
strain. The results show that, even in those strains defective in several genes, the iz vivo
fitness of S. Typhimurium is not affected by the lack of most of the alkylation damage
repair proteins studied, since only the strain UA1869 defective in the ada, ogt, tag, uvrA,
and mfd genes presented a reduction of its virulence when it was orally inoculated.
Therefore, the amount of alkylating agents generated in the organism might be lower
than that used in the iz vitro assays. Thus, the evolutionary conservation of the alkylation

damage repair genes in §. Typhimurium may be due to survival outside the host.

The fact that the fitness decreased in the UA1869 strain and not in other mutants,
some of them defective in a larger number of genes, suggests the existence of certain
ovetlap between different repair systems. Thus, the absence of some repair proteins

might be compensated by other belonging to other systems apparently different.
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v. Abreujaments

adaEc gen ada &’ Escherichia coli

AdaEe proteina Ada d’Escherichia coli

adaSt gen ada de Salmonella Typhimurium

Adas? proteina Ada de Salmonella Typhimurium

AGT O¢-alquilguanina alquiltransferasa

Amp ampicil-lina

AP lloc abasic

BER reparacié per escissio de bases

BHI brain heart infusion

C-Ada domini carboxi-terminal de la proteina Ada quan aquest encara forma
part de la proteina

C-Adal9 domini carboxi-terminal de la proteina Ada després de ser escindit del
domini amino-terminal per proteolisi de la proteina

Cm cloramfenicol

C-ter domini carboxi-terminal

DEPC dietil pirocarbonat

DES dietil sulfat

DNA acid desoxiribonucleic

DO densitat optica

dsDNA DNA de cadena doble

E. coli Escherichia coli

ENNG N-etil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina

Eo™ RNA polimerasa que conté la subunitat 670

Eo® RNA polimerasa que conté la subunitat ¢

FAD dinucleotid d’adenina flavina

FI factor d’induccié

GGR global genome repair: via general del NER

HTH helixc-turn-helix

1C index de competitivitat

ip intraperitoneal

Km kanamicina

LB Luria-Bertani

LDso dosi letal 50

MA metilamina

meAda proteina Ada en la seva forma metilada

meC-Ada domini carboxi-terminal de la proteina Ada en la seva forma metilada

quan aquest encara forma part de la proteina
meC-Adal9 domini carboxi-terminal de la proteina Ada en la seva forma metilada
p
quan ha estat escindit del domini amino-terminal per proteolisi
MeCl clorur de metil
meN-Ada domini amino-terminal de la proteina Ada en la seva forma metilada

quan aquest encara forma part de la proteina

xiil
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meN-Ada20

mePTE
MgCl,
MMR
MMS
MNNG
MNU
MOI
MQ
MTasa
MU
NaCl
N-Ada

nAda
N-Ada20

NER
N-ter
OD

ON
PCR
resposta Ada
RFU
RNA
RNasa
RNI
ROI

RT
RT-PCR
S. Typhimurium
SAM
SCV

seft.

Snl

Sn2

SPI1
SPI12
ssDNA
subsp.
TCR

te

Tm

domini amino-terminal de la proteina Ada en la seva forma metilada quan
ha estat escindit per proteolisi del domini carboxi-terminal
metilfosfotriester

clorur de magnesi

reparaci6 de falsos aparellaments

metil metanosulfonat
N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina
N-metil-N-nitrosourea

multiplicitat d’infeccié

aigua Milli-Q

metiltransferasa

metilurea

clorur sodic

domini amino-terminal de la proteina Ada quan aquest encara forma
part de la proteina

proteina Ada no metilada

domini amino-terminal de la proteina Ada escindit per proteolisi del
domini carboxi-terminal

reparacio per escissié de nucleotids

domini amino-terminal

over-day: cultiu de dia

over-night: cultiu de nit

reacci6 en cadena de la polimerasa

resposta adaptativa a agents alquilants

Relative Finorescence Unit: unitat relativa de fluorescéncia
acid ribonucleic

ribonucleasa

intermediaris reactius de nitrogen

intermediaris reactius d’oxigen

retrotranscripcié

reverse transcription PCR

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
S-adenosilmetionina

vacuola que conté Salmonella

serovar

substituci6 nucleofilica de tipus 1

substituci6 nucleofilica de tipus 2

illa de patogenicitat 1 de Salmonella

illa de patogenicitat 2 de Salmonella

DNA de cadena senzilla

subespecie

transcription — coupled repair: via NER dependent de la proteina Mfd
temps d’elongaciod

melting temperature: temperatura de fusié
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Ts termosensible

uv llum ultraviolada

wt salvatge

oCTD domini carboxi-terminal de la subunitat o de PRNA polimerasa
oNTD domini amino-terminal de la subunitat « de 'RNA polimerasa

Altres tipus de lesions

Abreujament

1,N6-etenoadenina
3,N4-etenocitosina

1,N2-etenoguanina

eA
eC
eG

Base nitrogenada alquilada Abrenjament
Of%-metilguanina O%-meG
O*-metiltimina O*meT
N7-metilguanina 7-meG
N7-metiladenina 7-meA
N3-metiladenina 3-meA
N3-metilguanina 3-meG
N!-metiladenina 1-meA
N3-metilcitosina 3-meC

Aminodcid Codj de tres letres Codi d’una lletra
Acid aspartic Asp D
Acid glutamic Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Glicina Gly G
Glutamina Gln Q
Histidina His H
Isoleucina Ile I
Metionina Met M
Prolina Pro P
Triptofan Trp \4
Valina Val \Y
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1.1. Salmonella
1.1.1. Classificacio

Salmonella és un genere de la classe dels gammaproteobacteris 1, més concretament, de
la familia Ewnterobacteriaceae. Esta format per bacils gram negatius, anaerobis facultatius,
incapagos de desenvolupar capsula ni espores 1 que estan envoltats de flagels peritrics que
els confereixen mobilitat [237]. Durant anys la classificacié d’aquest genere ha estat motiu
de discussio, quedant establerta en Iactualitat en tres especies: S. enferica, S. bongori 1 S.
subterranea, aquesta ultima aillada recentment [313, 328]. S. enterica es divideix al seu torn
en sis subespecies (subsp.): enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae 1 indica [328]. A
més, dins de cada subespecie existeixen multitud de serovars (o serotips), entre els quals
es podrien nombrar com a exemple els serovars (ser.) Typhi, Paratyphi, Enteritidis i

Typhimurium, tots ells de la subsp. enterica.

1.1.2. Habitat

La majoria de Salmonella spp. sén patogens facultatius intracel-lulars que viuen
generalment colonitzant el tracte intestinal de ’hoste. Alguns estan molt adaptats a un
determinat tipus d’hoste, com els serovars Gallinarum i Typhi de S. enterica subsp. enterica,
que infecten galls 1 humans, respectivament. Altres, com les serovars Cholerasuis i Dublin

de la mateixa subsp., tenen un espectre d’hoste molt més ampli [237].

Des del punt de vista sanitari, S. enferica subsp. enterica és la més rellevant, ja que causa
el 99% d’infeccions per Salmonella en animals de sang calenta. Les altres subsp. de S.

enterica 1 ’especie S. bongori, en canvi, parasiten habitualment animals de sang freda [68].

El cicle infectiu de S. enterica i S. bongori té lloc majoritariament dins d’un organisme
superior, pero la seva disseminacié no es dona per contacte directe entre individus siné
de manera fecal — oral. Aquesta via comporta que Salmonella també ha de ser capag de
sobreviure fora de 'hoste, normalment en ambients aquatics i sedimentaris, si bé també
es pot trobar en sols [68, 313]. Des d’aquests ambients pot concentrar-se en diversos
substrats que li serviran com a vehicles de transmissi6. El més corrent en el cas d’infeccio
d’humans és la seva presencia en aiglies 1 menjar contaminat per femtes, aixi com també
per consum d’animals filtradors d’aigiies contaminades i derivats animals com ous 1 llet
[68]. Si bé al sol no se sap si és capa¢ de dividir-se, es creu que si seria possible en

aliments rics en nutrients [68].

Finalment, S. subterranea té com a habitat principal els sols acids, sent un clar exemple

d’especialitzacié evolutiva per explotar un ninxol ecologic relativament poc utilitzat [313].
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1.1.3. Patogenesi de S. enterica

S. enterica pot causar des d’infeccions locals com osteomielitis, meningitis, enterocolitis,
etc, fins a malalties més sistemiques com bacteriemia o febre tifoide (també anomenada
febre enterica) [68, 237]. El progrés de la infeccié dependra del serotip del patogen, de
I'especie hoste 1 del seu estat immunologic. La gastroenteritis sol ser el quadre clinic més
habitual en humans en el cas d’infeccions per serovars no-tifoidals com Typhimurium (al
qual, d’acord amb la nomenclatura acceptada actualment per TOMS [328], s’abreujara en
la present Tesi Doctoral com a . Typhimurium) [315], mentre que els serotips tifoidals
Typhi i Paratyphi sén causa de mortalitat en humans per febre entérica. La capacitat de
Salmonella spp. per provocar malalties sistemiques com la febre tifoide depén en gran part
de la presencia de certs plasmidis de virulencia, tots ells pertanyents al grup
d’'incompatibilitat I de plasmidis transferibles i mobilitzables [237], radé per la qual
serovars no-tifoidals com Typhimurium poden causar ocasionalment septicemia i febre
tifoide en humans immunodeprimits [107, 197, 225]. En el cas dels marids, aquests
serotips causen un quadre patologic semblant al de la febre enterica independentment
d’haver incorporat algun d’aquests plasmidis [34, 128, 196], fet que els converteix en un

bon model per dissenyar estudis iz vivo d’infeccid per S. enterica.

\ 723 — Bacteri

Celiula @} ;
4 epitelial E

Malcr(‘) ?ags (9%
¥ W Apoptosi induida
Disseminadd CQ i w del macarofag 1
local 1 sistemica @O alliberament del
bactert

Figura 1.1. Invasi6 de Pepiteli intestinal. §. enzerica utilitza tant cél-lules M com cellules
epitelials columnars per arribar a la lamina propia, on podran ser fagocitades per macrofags

residents.

Les infeccions solen iniciar-se per via oral [109] amb la ingestié de menjar contaminat
no cuinat, com carn, ous o maionesa, derivats lactics, etc [247]; per la consumicié de

fruita o vegetals tractats amb fertilitzants [343]; etc. Les cellules viatgen fins a l'intesti, on
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son capaces d’envair la mucosa a través de cel-lules epitelials columnars [95, 96] i cel-lules
M [139, 269], causant enterocolitis (Figura 1.1).

Infeccié
oral

[=)

 Cel lula epitelial
|

0
‘ Macrofag resident e e o
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| %.S. enterica
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Fetge

isseminacio
P 1 sistémica i barreja
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bacterianes entre
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Figura 1.2. Model d’infecci6 sistemica. Les cel'lules bacterianes envaeixen I'epiteli intestinal i
son fagocitades per macrofags residents i cel-lules dendritiques. Algunes poden viatjar
directament a sang a l'interior de cel'lules fagocitiques. Altres indueixen 'apoptosi de macrofags,
produint intetleucines que atrauran leucocits polimorfonuclears. També poden accedir als vasos

sanguinis travessant els noduls limfatics. .Adaptat de Mastroeni et al [196).

La invasié es donaria gracies a la inducci6 de gens de viruléncia controlats per
regulons com Fur [74], sensible a la concentraci6 del ferro ambiental; o Fnr, el qual és un
dels reguladors més importants de virulencia i metabolisme en anaerobiosi [86]. La via
preferida d’entrada sén les cel'lules M, un tipus de cel-lules epitelials especialitzades en el
transport d’antigens des del lumen de l'intesti a la submucosa per presentar-los a les
cel-lules residents del sistema immune, com macrofags i cel'lules dendritiques [319]. Per
travessar les cel-lules epitelials columnars i arribar a la submucosa, els bacteris utilitzen un

sistema de secreci6 de tipus III codificat per I'illa de patogenicitat 1 (SPI1). L’ambient ric



INTRODUCCIO

en ferro (Fur) i pobre en oxigen (Fnr) serien senyals de I'arribada del bacteri a I'intesti
prim que induirien I'expressié de 'SPI1 [5, 73]. Aquesta illa de patogenicitat conté gens
estructurals del sistema de secrecié que formaran un complex d’agulla que perforara la
membrana de la cel-lula eucariota i connectara el seu citosol amb el del bacteri,
permetent-hi la introduccié de factors de secrecié també codificats en I'SPI1. La funcié
d’aquests factors de secrecié6 sera controlar la maquinaria de moviment vesicular
eucariota, permetent el pas del bacteri fins a la cara basal de la cel-lula epitelial columnar.
En qualsevol dels dos casos, S. enterica pot replicar a linterior de les cel'lules abans
d’arribar a la lamina propia [237], on podra ser fagocitada per macrofags, cel-lules

dendritiques i altres cel*lules del sistema immune (Figura 1.2).
Un cop a l'interior de cel-lules fagocitiques els bacteris podran:

® Seguir a 'interior de macrofags, accedint directament al flux sanguini i arribant a

fetge i melsa (infecci6 sistemica) [130, 237].

= Sobreviure dins de macrofags i causar-ne apoptosi per tal de seguir amb una
infeccio local [196].

® Produir I'apoptosi del macrofag per arribar als fol-licles limfatics de les plaques de
Peyer [338]. En aquest cas les cel'lules bacterianes seguiran sent fagocitades i
neutralitzades per macrofags, mentre que c¢l'lules presentadores d’antigens com
cel-lules dendritiques activaran cel'lules B 1 T [196]. Finalment, els bacteris
supervivents sortiran dels noduls limfatics, travessaran la lamina propia a través
de vasos sanguinis i es dispersaran per via sistemica fins a arribar a fetge i melsa
[66, 130, 132, 173, 361].

En els teixits, el bacteri infectara i replicara dins de macrofags residents i en cellules
no fagocitiques [87]. Tant en aquest moment com en les altres etapes de la infeccié no es
troben cel'lules hostes amb un gran nombre de cel'lules bacterianes [314], sind que
aquestes es divideixen unes poques vegades abans de sortir de 'espai intracel-lular i
formar nous focus d’infeccié [349]. Si el patogen estableix I'adequat control de la
replicacié dins de les cel'lules eucariotes (i, per tant, del dany causat a 'organisme)
augmentaran les probabilitats d’aconseguir una infecci6 a llarg termini i de transmetre’s a
un altre hoste [84, 390], mentre que aquelles soques que no poden limitar el seu
creixement solen ser atenuades [349]. L’augment poblacional del bacteri es realitzara
principalment per increment del nimero de focus d’infeccid, que competira amb
I'escalada del sistema immune de T'hoste [314], sent aquelles cel-lules bacterianes que
s’allunyin més dels punts d’actuacié del sistema immune les que sobrevisquin [196].
Finalment sortiran de nou a sang, on es mesclaran amb poblacions provinents d’altres

organs, disseminant-se pel cos de 'hoste i causant septicemia.
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1.1.4. S. enterica i el sistema immune

S. enterica no és un patogen intracel-lular estricte siné facultatiu, capag¢ de disseminar-se
en la seva forma lliure, fora de cél'lules de 'hoste, si bé un cop a sang correra el risc de
ser reconegut pel sistema del complement, que en promoura la lisi o opsonitzaci6 i
consegient fagocitosi facilitada per macrofags o leucocits polimorfonuclears. Com a
resposta, S. enterica disposa de diversos mecanismes de supervivencia extracel-lular, com

per exemple P'activitat anticomplement, que evita 'opsonitzacié i la fagocitosi [124].

Lestrategia principal de S. enterica per a la disseminacio, pero, consisteix en aprofitar el
transit cel-lular sistemic del sistema immune de ’hoste. Amb aquest objectiu infectara en
primer lloc cel'lules immunologiques com macrofags o limfocits B 1 T [364], residint a la
via fagosoma — lisosoma, on replicara i sobreviura mentre és transportada cap als organs
diana [99]. Aixo no significa que sigui immune als mecanismes de defensa de I’hoste, siné
que és capa¢ d’anar un pas per davant d’aquests per tal de mantenir en tot moment una
poblacié minima. Per aconseguir-ho, §. enterica modulara la resposta immune de ’hoste
per intentar establir una infeccié a llarg termini que li permeti finalment transmetre’s a
altres hostes [237]. Per a aquesta fi utilitzara estrategies com, per exemple, la inhibicié de
citocines proinflamatories del sistema immune innat durant els primers contactes entre el
bacteri i lepiteli [384, 385]; o lalliberacié d’oxid nitric (NO), un immunosupressor
utilitzat per macrofags [71]. A més, en el moment de la fagocitosi per cel-lules del sistema
immune hi haura Pactivacié de gens de virulencia del bacteri, la majoria dels quals estan
agrupats en lilla de patogenicitat 2 de Salmonella (SP12) [155]. Aquesta, igual que SPI1,
codifica per un sistema de secreci6 de tipus III, que permetra Ialliberament de factors de
secreci6 al citosol eucariota des de linterior de la vacuola que conté la Salmonella (SCV)
[98]. La seva funci6 sera la d’inhibir la fusié de lisosomes amb I'SCV [101], impedir el
transport d’intermediaris reactius d’oxigen (ROI; també coneguts com a especies
reactives d’oxigen, ROS) i nitrogen (RNI; o especies reactives de nitrogen, RNS) fins a
I'SCV, disminuir la produccié intracel-lular de RNI [36, 40, 75, 362], eliminar radicals
d’oxigen mitjan¢ant "as de superoxid dismutases [50], etc. Part d’aquests mecanismes
aconseguiran que 'SCV arribi al compartiment lisosomal evitant les ultimes etapes de la
via dels endosomes, on el fagosoma s’hauria vist fusionat amb vesicules que contenien
factors nocius pel bacteri [27, 135]. D’aquesta manera S. enferica podra seguir replicant

sense que la cel'lula eucariota s’adoni que no ha neutralitzat al procariota [85].

1.2. Tipus d’agents lesius del DNA

Salmonella, com la resta d’éssers vius, es veu continuament sotmesa a multitud d’agents
que poden causar lesions en el seu DNA. Aquests agents poden ser tant exogens
(provinents de I’habitat, ja sigui del sol, del sistema immune de I’hoste, etc) com endogens

(produits pel propi organisme) [251]. A més, poden ser tant fisics com quimics. En
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general es diu que els agents fisics produeixen ruptures en el DNA, de manera que el seu

efecte és independent de la replicacié; mentre que els quimics creen adductes i, per tant,

depenen de la duplicacié del material genetic per a la fixacié de les mutacions. Tot i aixo,

hi ha agents fisics capagos de crear “quasi-adductes” 1 agents quimics radiomimeétics que

poden generar ruptures [93].

De manera general, els agents fisics es poden classificar en:

Radiacions ionitzants: sén els raigs X i gamma (radiacions electromagneétiques),
els electrons, els protons, els neutrons i les particules alfa (radiacions
particulades). Totes elles poden trencar directament els enllagos fosfodiester, o
actuar indirectament generant radicals d’oxigen altament reactius al impactar

contra les molécules d’aigua [93].

Llum ultraviolada (UV): és una radiacié6 corpuscular que genera dimers de
pirimidina. Es pot dividir en UV-A o llum negra, de longitud d’ona de 315 a 400
nm; UV-B o llum eritral, de 280 a 315 nm; i UV-C o llum germicida, de 200 a 280
nm. Es aquesta ultima la més penetrant, arribant inclis a presentar activitat
clastogenica; si a aquest fet se li afegeix, a més, que el maxim d’absorbancia de la
molécula de DNA es doéna als 260 nm, s’entén el seu gran potencial mutagenic

[93].

Per altra banda, els agents quimics es poden classificar com a [93, 251]:

Agents genotoxics directes: actuen directament sobre la molecula de DNA. Per

exemple, els agents alquilants directes, mostasses nitrogenades, epoxids; etc.

Agents genotoxics indirectes: requereixen ser processats pel metabolisme, ja que
son els seus metabolits els que causen lactivitat lesiva sobre el DNA. Com a
exemples hi ha les N-nitrosamines; els carbamats dels pesticides, que causen
alquilacions al formar adductes units covalentment al DNA; hidrocarburs

aromatics policiclics de la combustié organica; micotoxines; etc.

Agents mutagenics no genotoxics: modifiquen indirectament el DNA, ja que
actuen sobre altres molecules, com per exemple enzims, proteines importants per
a la segregacié cromosomica, etc. Per exemple, la hidroxiurea, que inhibeix el

mecanisme de reparacid; mutagens oxidatius; etc.

Agents que sén activats per la llum, com ara les furocumarines, que s’intercalen

en el DNA 1 amb la llum causen encreuaments.

Agents intercalants: sén molecules cicliques planars molt semblants a les bases
nitrogenades que poden intercalar-se entre dos parells de bases consecutius,
augmentant la separacié habitual de 34 nm i produint eventualment el trencament
de la cadena de DNA.
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* Analegs de bases: poden ser incorporats a la cadena de DNA i donar lloc a canvis
de base. Per exemple, la bromodesoxiuridina, que es pot incorporar en lloc de la

timina i que presenta un grau elevat de tautomeria.

Per fer front a tots aquests agents, els bacteris posseeixen diversos mecanismes de
reparacié que tenen com a funcié superar les lesions al material genetic i garantir la
supervivencia cel'lular [93]. Aquelles lesions que no puguin ser eliminades abans de la
duplicacié cel‘lular seran fixades i passaran a anomenar-se mutacions i, els agents que les

provoquen, agents mutagenics [251].

1.3. Mecanismes de reparacio

Els mecanismes de reparaci6 es podrien dividir en lliures d’error i tendents a 'error
[70, 117, 194, 251]. En el cas dels primers, la seva actuacié permet eliminar les lesions
sense introduir mutacions. Es classifiquen, al seu torn, en mecanismes de reversié directa
del dany, on es retorna a 'estat previ a la formaci6 de la lesié sense necessitat de nova
sintesi; d’escissi6 del dany, en que les bases danyades son eliminades i reemplacades per
acci6 d’'una DNA polimerasa; i en recombinacié homologa, un tipus de reparacid

postreplicativa que utilitza la cadena complementaria generada durant el procés replicatiu.

Els mecanismes tendents a I'error actuen quan, a causa de lesions que no poden ser
reparades per les seves caracteristiques o per la saturacié d’altres sistemes de reparacio, es
pot arribar a donar la mort cellular [24]. El seu paper és el de tolerar el dany,

normalment a costa d’introduir mutacions, permetent finalitzar la divisié cel-lular.

1.3.1. Reversio directa del dany

Els mecanismes de reparacié que en formen part son 3:

*= Fotoactivacié6 enzimatica: la produccié6 de dimers de pirimidina és un fet
freqiient produit per la incidencia de rajos UV en la molecula de DNA. Aquest tipus
de lesi6 interfereix en la replicacié i en la transcripcid, causant mutagenest i letalitat
[383]. L’enzim fotoliasa monomeritza els dimers de pirimidina que s’hagin produit
gracies a laportacié energetica de llum visible de 310 a 400 nm de longitud d’ona
[211, 237], revertint aix{ la lesié sense necessitat d’escindir i substituir els nucleotids
afectats. En abséncia de llum per activar la fotoliasa, els dimers de pirimidina també
poden ser reconeguts pel mecanisme de reparacié d’escissié de nucleotids (Apartat
1.3.2) [70].

* Lligament de trencaments de doble cadena: la lligacié del DNA s’utilitza en
replicacié, en recombinacié i en totes les variants de reparacié per escissié. A més,

quan es donen trencaments de doble cadena serveix com a mecanisme de reversid
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directa [70]. En aquest ultim cas, les ruptures en la molécula de DNA sén reparades
rapidament per una DNA lligasa especifica, la qual torna a formar I'enlla¢ fosfodiester
[237]. En el cas dels bacteris, aquest enzim pertany a la familia de lligases-I NAD-
dependents, mentre que en arqueas i eucariotes forma part de la familia de lligases-II
ATP-dependents [70].

* Reversi6 d’alquilacions: en el cas de la lesi6 O°-alquilguanina, la reversi6 directa
es realitza mitjangant proteines de reparacié amb activitat alquiltransferasa, les quals
transfereixen el grup alquil unit a la base nitrogenada des del DNA fins a un
aminoacid de la seva propia cadena polipeptidica (veure els Apartats 1.5.4 1 1.7.1)
[237, 253]. Altres alquilacions, en canvi, poden ser reconegudes per la proteina AlkB
(Apartat 1.5.2), d’activitat dioxigenasa, que elimina el grup alquil utilitzant una reaccié
d’oxidaci6.[93].

1.3.2. Escissi6 del dany

Es pot dividir alhora en 3 categories segons la maquinaria utilitzada i les lesions

reconegudes:

*= Reparacio6 per escissié de bases (BER): actua sobre bases individuals que han
estat alterades per oxidacid, alquilacié, hidrolisi o desaminacié [154, 237]. En el
primer pas actua una DNA N-glicosilasa, que eliminara la base danyada gracies a la
hidrolisi de 'enllag B-N-glicosidic que la unia amb la pentosa, creant un lloc abasic
(anomenat lloc AP) en la cadena de DNA (Figura 1.3) [60, 205]. De fet, aquest és un
segon tipus de lesié que també pot ser generat espontaniament per despurinacié o
despirimidinacio6 i és reparat per activitat AP endonucleasa [31]. Aquesta altra classe
d’enzims produeix la hidrolisi de I'enlla¢ fosfodiester immediatament 5 o 3’ del lloc
abasic, depenent del tipus d’endonucleasa. Com a conseqiicncia d’aquesta accid resta
un fragment de desoxiribosa que impedeix Iactivitat de la polimerasa, de manera que
cal el processament per wuna exonucleasa coneguda com a DNA
desoxiribofosfodiesterasa [175]. Finalment, la DNA polimerasa I (codificada pel gen
polA) reemplagara el nucleotid danyat i se segellara el nou DNA amb una DNA lligasa
(lg) 1303].

La cellula posseeix un gran numero de DNA N-glicosilases, les quals confereixen
Iespecificitat del sistema BER, ja que cadascuna és capag de reconeixer un espectre
diferent de bases lesionades. Algunes sén molt especifiques, com la uracil DNA N-
glicosilasa, que tan sols reconeix els residus d’uracil produits per desaminacié de la
citosina [237]. Altres, com I'endonucleasa III (codificada per ##h) o MutM, tenen un
espectre molt més ampli. A més, les DNA N-glicosilases també es diferencien segons
si només tenen activitat glicosilasa (monofuncionals), com la uracil DNA N-

glicosilasa; o si porten associada una activitat endonucleasa (liasa), com I'exonucleasa
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IIT o MutM, de manera que elles mateixes poden degradar la pentosa per B-eliminacié
de Penllag éster fosfat situat entre el grup fosfat i el C’ [158, 175]. Mentre que les
primeres necessitaran de Dactivitat posterior d’'una AP endonucleasa, generalment
I'exonucleasa III (codificada per x#h.4) o 'endonucleasa IV (#f0); les segones duran a

terme per si soles les dues accions [237].

Yoo eoo?
S’M?)’

DNA N-glicosilasa

Yoo oo ¥
S’M:y

AP endonucleasa DNA N-glicosilasa/liasa
(ex: exonucleasa I1T) (ex: endonucleasa III)

5 P 5 > \ 5
o0 oO0°F Yoo o0
5 3 5 3

DNA desoxiribofosfodiesterasa

Yoo vo?
50 0 O O O 5

DNA polimerasa i DNA lligasa

Yoo ooo ¥
50 0 O O O 5

Figura 1.3. Reparacié per escissié6 de bases. La via comeng¢a amb l'acci6 d'una DNA N-
glicosilasa. Algunes porten associada una activitat AP endonucleasa (liasa), mentre que d’altres
requereixen una AP endonucleasa com 'exonucleasa I11. Adaptat de Neidbardt [237].

= Reparaciéo de falsos aparellaments (MMR): corregeix bases mal aparellades
introduides al DNA després de processos com la replicacié o la recombinacié [8,
219]. La proteina MutS reconeixera el desaparellament 1 reclutara a MutL. [250]. Les 2
juntes reclutaran al seu torn I'endonucleasa MutH, la qual reconeix la sequéncia

GATC que es repeteix al cromosoma cada 200 pb aproximadament i que es troba
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hemimetilada just després de la replicacio. S’escindira llavors la cadena de nova sintesi
(la qual contindra la seqiiencia GATC sense I'adenina metilada) compresa entre dues
sequencies GATC i se sintetitzara de nou [219, 320].

Aquesta via s’encarregaria de desaparellaments dun sol pb [329] i petits
heteroduplexs [249], mentre que desaparellaments G:T podrien ser reparats
directament per MutS i MutL. en el que es coneix com la via curta de reparacio (vsp:
very short patch) [219].

= Reparacié per escissiéo de nucleotids (NER): repara dany sobre cadenes més
llargues, de 2 fins a 30 bases [188], enlloc de lesions puntuals, com ho fa el BER.
Reconeix distorsions en la doble hélix, com per exemple dimers de pirimidina,
trencaments de cadena senzilla i alquilacions de més d’un carboni (etilacions,
propilacions, etc). Gracies a I'ds d’endonucleases més genériques que en el sistema
BER, el NER treballa sobre un espectre més ampli de bases modificades [237]. De
fet, aquestes endonucleases no actuen sobre un tipus concret de dany, com en el
BER, sin6 que identifiquen estructures o determinants en el DNA que sén comuns a
diverses bases alterades [93]. Segons quines proteines intervinguin en el

reconeixement del dany es pot dividir en dues vies:

e ILa més coneguda és la via GGR (global genome repair), que actua sobre tot el
genoma i és duta a terme pel complex enzimatic UvrtABC [305, 352]. El trimer
(UvtA), — UvrB va resseguint tot el DNA, amb la proteina UvrA cercant
distorsions en la doble helix. Un cop es troba la lesié UrvA, se separa del complex
1 queda UvrB unida al lloc danyat [353]. UvtB recluta I'endonucleasa UvtC, que fa
un tall 8 nucleotids davant la lesié 1 4 després d’aquesta i, amb P'ajut de la DNA
helicasa II (també coneguda en aquest complex com a UvrD), escindira aquest
fragment de 12 nucleotids. El buit resultant sera reomplert per la DNA

polimerasa I 1 els extrems units per la DNA lligasa.

Posteriorment s’ha descobert la proteina Cho, homologa a UvtC pero d’expressio
induible per dany, que també pot ser reclutada per UvrB per actuar com a
endonucleasa. En aquest cas, perd, només es produeix un tall 8 nucleotids darrera
la lesié (en direccié 3’), de manera que és necessari que UvrC produeixi el tall
davant de la lesio, alliberant un fragment de 16 nucleotids; o bé que actui una

exonucleasa 3’—5’, que degradi un fragment de mida indeterminada [355].

e [altra via, descrita recentment, és la TCR (#ranscription-coupled repair), 1 que
prioritza les zones del DNA que estan sent transcrites [305, 333]. Quan la cadena
de DNA que fa de motlle per la transcripcid presenta un trencament de cadena
senzilla o bé una lesié voluminosa, tal com adductes o dimers de pirimidina [352],
RNA polimerasa queda encallada damunt de la lesié [296, 350], impedint que
sobre aquell punt puguin accedir tant la maquinaria de replicacié com la de

reparaci6 [61, 304, 306, 309]. En aquest cas sera la proteina Mfd (mzutation frequency
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decline) [290, 352], 1 no UvrA, la que reconegui la distorsié i s’uneixi a la subunitat
B de 'RNA polimerasa [97, 308]. A continuacié s’'uneix al DNA uns 25 pb
upstreamr de PRNA polimerasa [248, 323] i, gracies a la seva activitat translocadora
[300], estira de TRNA polimerasa en el sentit de la transcripcié fins que aquesta es
desacobla del DNA o s’aconsegueix reactivar la transcripcié. Un cop desacoblada,
es creu que la proteina Mfd podria captar la proteina UvrA [290] gracies a una
regi6 homologa que comparteix amb UvrB [51, 300]. A partir d’aqui la proteina
Mifd es desacoblaria [307] i se seguiria la reparacié pel complex UvrABC com en
la via GGR [116]. En aquest procés la presencia d’Mfd és imprescindible [310], i
aconsegueix prioritzar les zones transcripcionalment actives de manera que es

reparen més de pressa que si actués la via GGR |21, 208, 333].

També s’ha descrit que la via TCR podria interactuar amb el sistema MMR [15]:
¢és possible que la proteina MutS pogués reconeixer la bombolla de transcripcio
formada per una RNA polimerasa encallada com si d’un heteroduplex es tractés,
reclutant després la proteina MutL i estabilitzant la conformacié. En aquest
moment arribaria la proteina Mfd, la qual alliberaria PTRNA polimerasa i reclutaria
el complex UvrABC [209].

1.3.3. Reparaci6 per recombinacié homologa

Forma part de la reparacié postreplicativa, un mecanisme de tolerancia al dany que
permet sobreviure quan les lesions al DNA estan sense reparar o no son reparables [25].
Enlloc de reparar les lesions, la reparacié postreplicativa les eludeix utilitzant la sintesi per
translesié6 (mecanisme tendent a lerror: veure lapartat segiient) o la recombinacid
homologa (lliure d’error) [24].

Aquesta ultima actua en reparacié de trencaments de doble cadena, buits (gaps)
postreplicatius en cadena senzilla, etc [242]. Intervenen en la reparacié els complexos
RecBCD o RecFOR, els quals recluten la proteina RecA [223, 254]. La reparacié es dona
per recombinacié homologa aprofitant que el creixement bacteria sol permetre varies

copies equivalents del cromosoma [45].

En el cas dels trencaments de doble cadena, en gram negatius actua principalment la
via RecBCD (exonucleasa V) [50], que s’uneix a la zona propera del trencament (Figura
1.4). Les subunitats RecB i RecD actuen com a helicases obrint la fibra de DNA alhora
que realitzen activitat nucleasa sobre les dues cadenes. En el moment en que la subunitat
RecC reconeix la sequencia y (5-GCTGGTGG-3’) el complex passa a hidrolitzar tan sols
la cadena 5, deixant intacta la 3’, que sera recoberta per RecA [69]. Finalment, es
promoura la invasié d’aquesta cadena dins d’una de germana, formant una estructura de
Holliday que sera resolta per les proteines RuvA, RuvB i RuvC [45, 62]. El complex

RecFOR, per la seva banda, repara trencaments de cadena senzilla, si bé també pot actuar

13
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en trencaments de doble cadena quan la via RecBCD no és funcional (en gram positius
és, de fet, la via majoritaria [118]). El seu mecanisme és molt complex i encara esta sent
estudiat, si bé sembla que comparteix amb RecBCD el reclutament de la proteina RecA,
la formacié de Pestructura de Holliday i la resolucié per les proteines RuvA, RuvB i RuvC
[119]. En primer lloc utilitzaria Rec], una exonucleasa 5> — 3’, per hidrolitzar la cadena 5’
1 deixar la 3’ intacta, igual que feia RecBCD (Figura 1.4, pas 5). A aquesta ultima s’hi
unirien proteines SSB (single-strand binding protein) per estabilitzar el DNA de cadena
senzilla (ssDNA). Posteriorment, el complex RecFOR desplagaria les proteines SSB
mentre afavoriria la unié de la proteina RecA fins que la cadena 3’ estigués tota recoberta,

passant a la formaci6 de Pestructura de Holliday [279].

RecBCD

X
ATP S'-GCTGGTGG-3!
ADP + pl RecC RecD
RecB

Filament de RecA

Figura 1.4. Inici de la via RecBCD. El complex RecBCD s’uneix al DNA (pas 1) i comenca a
separar les dues cadenes (pas 2). La subunitat RecD hidrolitza la cadena 5’ amb menys freqiiéncia
que RecB, que alhora estara produint nombrosos talls en la cadena 3’ (pas 3). Un cop trobada la
sequencia y (pas 4), RecD segueix hidrolitzant la cadena 5’ mentre que la cadena 3’ es deixa
intacte (pas 5), de manera que sera recoberta per la proteina RecA.
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El regulé SOS és un mecanisme de reparacié tendent a Perror per la utilitzacid de

DNA polimerases capaces d’eludir la lesié per sintesi per translesio, si bé també és capag

de promoure la reparacié per recombinacié [24]. Es un sistema multigénic format per

més de 40 gens i regulat negativament per la proteina LexA i positivament per RecA

(Figura 1.5) [76, 373].
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Figura 1.5. Regulacié del sistema SOS. En estat basal, la proteina LexA s’uneix a les caixes
SOS dels gens del regulé, inhibint-ne 'expressio. En presencia de lesions en el DNA s’indueix la
seva autohidrolisi, permetent I’activacié del sistema. Un cop reparat el dany es permet de nou
P’acumulaci6 de la proteina LexA, retornant als nivells basals. .Adaptat de Serment et al [312)].
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En situacié normal el repressor del sistema (LexA) esta en forma de dimer unit a una
sequencia concreta, coneguda com a caixa SOS, present en els promotors dels gens del
regulé [292]. El bloqueig de les forques de replicacié per la preséncia de lesions no
reparades, o a 'acumulacié de moltes d’elles en el material genetic, produeix I'aparicié de
zones d’ssDNA [44, 83, 2064|. Aquests fragments d’ssDNA seran recoberts per
monomers de la proteina RecA, 'activador del sistema. Aquesta unié es déna de manera
cooperativa 1 donara lloc a un nucleofilament proteic, el qual es considera la forma
activada de la proteina RecA [312]. En aquest estat actuara com a coproteasa, induint
I'autohidrolisi de la proteina LexA, que perdra la seva capacitat d’unir-se a la caixa SOS
[131], permetent I'increment dels nivells d’expressi6 del reguld i la reparacié de les lesions

[76], ja que molts dels gens induits formen part de sistemes de reparacio.
Aixi, entre les proteines del sistema SOS que se sintetitzaran hi haura:
® RecAiSSB, que estabilitzaran els fragments d’ssDNA.

= UvrA, UvrB, RuvAB, RecN, etc, les quals permetran la reparacié de lesions

per escissio, recombinacié homologa, etc [373].

®= Les DNA polimerases II, IV i V (codificades pels gens po/B, dinB 1 umnDC,
respectivament), que desencallaran les forques de replicacié realitzant sintesi
per translesio [94, 206, 234, 340, 372].

= SulA, que mitjangant la inhibicié de la divisi6 cellular impedira la fixaci6 de les
lesions [354].

Un cop reparat el dany disminuira el nimero de zones de ssDNA, de manera que la
proteina RecA retornara a la forma inactiva, permetent de nou 'acumulacié de la proteina

LexA ila repressio del sistema, retornant a estat basal.

1.4. Agents alquilants

Els agents alquilants sén substancies quimiques genotoxiques amb potencialitat
mutagenica i carcinogenica. Produeixen alquilacions transferint un grup alquil (cadena
hidrocarbonada aciclica i saturada, la qual ha perdut un hidrogen per poder actuar de
substituent en un compost quimic) a posicions nucleofiliques de la molécula de DNA
[148]. Els seus efectes poden ser tant citotoxics com mutagenics, depenent del tipus
d’agent alquilant, el mecanisme de transferéncia del grup alquil i de la posicié del DNA
on s’incorpora [239]. Els agents alquilants més importants son els metilants, en primer
lloc perque els seus efectes son més perjudicials que els causats per adductes més grans
com etils, propils, etc; 1 en segon lloc perque representen un dels majors grups de

components nocius pel DNA.
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1.4.1. Mecanisme alquilant

Els agents alquilants duen a terme un mecanisme de substitucié nucleofilica, el qual es

coneix com a Sy. Es poden classificar en dos tipus, S1 1 Sy 2 (Figura 1.6) [251].

Els agents alquilants S 1 s’anomenen monomoleculars ja que en el pas que
determina la cinética de la reaccid intervé una sola molecula. S’acostuma a donar en
halurs d’alquil secundatis o terciaris i presenta com a intermediati un carbocatié (C*).
Primerament es forma el carbocatié per dissociacié d’'un grup sortint, per exemple, d’'un
proté. En segon lloc es produeix I'atac nucleofilic per part del grup entrant, en aquest cas,
el grup alquil. La seva cinetica només depen del primer pas, la formacié del carbocatid, i
no de la nucleofilitat del nucleofil. Es a dir, dependra de la concentraci6 del substrat i no
de la del nucleofil.

Els agents alquilants S\2 s’anomenen bimoleculars perque en el pas que determina
la cinetica de la reaccié hi ha involucrades dues especies reactives. En aquest cas, el grup
entrant fara un atac nucleofilic sobre la molécula diana, desplagant el grup sortint i restant
transitoriament el carboni que ha rebut I'atac en forma pentacoordinada, per finalment
alliberar el grup sortint. A diferéncia del cas anterior, la seva cinética dependra tant de la

concentracié de nucleofil com de substrat.

Mecanisme monomolecular (Sy;1)

Il-I A I|—I B: I|—I
H—(IZ—A é H—(|3+ é H—?—B
H H H
Mecanisme bimolecular (Sy2)
1|{ B: 1|{ A: TI
H—C—A é B---C--- A é H—C—B
| /N |
H H H H

Figura 1.6. Substitucié nucleofilica. Les alquilacions es poden donar per substitucio
nucleofilica monomolecular (part superior), on el grup sortint (A) es desprén abans de I’arribada
del grup entrant (B); o per mecanisme bimolecular (part inferior), en que els grups entrant i

sortint estan units transitoriament al mateix atom. Adaptat de Nieminuszezy [239).
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Les diferéncies en els seus mecanismes d’actuacié comporten diferéncies en el tipus
d’alquilacions que generen (Figura 1.7). Els agents alquilants Sy 1 poden formar adductes
en les bases nitrogenades del DNA tant en els atoms de nitrogen (N-alquilacions) [239,
298] com en els exociclics d’oxigen (O-alquilacions, sobre oxigens que es troben units a
I'anell de purines o pirimidines pero que no formen part de I'anell propiament dit) [239]; a
més de poder actuar sobre oxigens del grup fosfat de I'esquelet del DNA, produint
metilfosfotriesters [299]. Els agents S\ 2, en canvi, practicament es limiten només als
nitrogens de I'anell tant de purines com de pirimidines [239, 298]. Es per aquesta raé que
es diu que els agents S1 son altament mutagenics, ja que les O-alquilacions solen ser

mutageniques; mentre que les N-alquilacions tenen efectes citotoxics [386].

En qualsevol cas, aquests sén dos extrems dins d’un espectre, ja que existeixen molts
agents que poden actuar tant com a Syl com a S 2. Es a dir, es pot donar que un agent
majoritariament S\ 2 dugui a terme un atac nucleofilic sobre un carbocatié (mecanisme

Sy1); o que un agent majoritariament Sy 1 realitzi un atac nucleofilic amb el mecanisme
S\2.

DNA

Figura 1.7. Dianes de metilaci6 dels agents alquilants Sn1 i Sn2. Les fletxes grises indiquen
els atoms que poden ser metilats per la majoria d’agents alquilants. Les fletxes blanques i negres
indiquen les possibles dianes alquilables tan sols per agents alquilants Sx1 1 Sx2, respectivament.
Adaptat de Nieminuszezy [239].
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Per citar alguns exemples d’agents alquilants, ’'N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNG) 1 I'N-metil-N-nitrosourea (MNU) sén agents metilants de tipus Sy1 [359];
mentre que el metil metanosulfonat (MMS), el iodur de metil (Mel), el dimetil sulfat
(DMS) i la S-adenosilmetionina (SAM) sén de tipus S 2. Com a agents etilants es podrien
citar 'N-etil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (ENNG) com a S1 i el dietil sulfat (DES) com
a S 2.

1.4.2. Lesions causades pels agents alquilants
1.4.2.1. Lesions en DNA de doble cadena

Les posicions N de la guanina i N” de I'adenina sén les més reactives en el DNA [93].
La lesié més frequent en DNA de doble cadena (dsDNA) és, precisament, la metilacié en
la posicié N’ de la guanina (7-meG) (Figura 1.7), encara que biologicament no és la més
important, ja que no afecta en el reconeixement de la base per part de les polimerases
[184, 298, 321]. Si que és important la formacié de la N’-metiladenina (3-meA), generada
per la majoria d’agents alquilants, i que provoca citotoxicitat, ja que bloca la forca de
replicaci6 [142, 220].

La metilaci6 en la posici6 O° de la guanina (O°-meG) és considerada P'alquilacié més
important pels seus efectes mutagenics [182, 203, 252, 277, 299, 359], essent la mutacid
majoritaria produida per agents metilants. El grup metil interfereix de manera que la
polimerasa afegeix preferentment timina davant la guanina, donant lloc a transicions
G:C—AT [10, 179, 2706, 324]. La seva acumulacié pot arribar a ser letal. Juntament amb
la 3-meA, ’O*meG produiria la majoria d’efectes biologics ocasionats per agents
alquilants [320].

A més de 'O®-meG, la metilaci6 en la posicié O de la timina (O*-meT) també indueix
falsos aparellaments [299]. El fet de que els agents alquilants S\1 siguin altament
mutagenics es deu, en part, a qué reaccionen facilment amb els oxigens del DNA,
generant el principal adducte formador de falsos aparellaments, ’'O°-meG, i també O™
meT [63, 298].

Finalment, també hi ha altres lesions minoritaries en dsDNA, com sén I'N’-
metiladenina, 'N’-metilcitosina (3-meC), I'N'-metiladenina (1-meA), etc (Figura 1.7)
[239].

1.4.2.2. Lesions en DNA de cadena senzilla

Les metilacions més freqiients en ssDNA son I'l-meA i la 3-meC, generades sobretot
per agents alquilants S 2 [299], encara que ocasionalment poden ser generades per agents

Syl 19, 321]. Aquestes mutacions també es generen en RNA, pero gairebé mai en
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dsDNA, ja que afecten a posicions que intervenen en l'aparellament de bases [19, 80].
Soén lesions molt citotoxiques, ja que el grup alquil sobresurt de tal manera que bloqueja
la. DNA o 'RNA polimerasa i, per tant, la forca de replicaci6 o la bombolla de
transcripcid, respectivament [59]. En canvi, sén poc mutageniques per la seva escassa
capacitat de produir falsos aparellaments durant la replicacié [299]. La mutagenesi
observada normalment sera dependent de la DNA polimerasa V (codificada per #nuDC)
del sistema SOS (Apartat 1.3.4) [94, 105], que s’induira per 'aparicié de zones d’ssDNA,
donant lloc a transversions A:T—T:A [330] i canvis de pauta de lectura -1 G 1 -2 CG [59,
240, 241].

Els agents alquilants sén, doncs, molt variats, i produeixen un ampli espectre
d’alquilacions, des de les més innocues a les més perjudicials; 1 des de mutageniques, com
'O%meG i ’O*meT; fins a citotoxiques, com la 3-meA, l’N3—metilguanina (3-meG), I'1-

meA ila 3-meC, que interfereixen en la forca de replicacié [298].

1.4.3. Origen

Els agents alquilants poden ser tant endogens (fruit del metabolisme cel‘lular) com

exogens (d’origen ambiental).

Els agents alquilants exogens més abundants sén els halurs organics, i dins
d’aquests halurs d’alquil com el clorur de metil (MeCl) (Sy2) [239]. E1 MeCl és alliberat
per plantes i fongs com a producte de la destoxicacié del clorur [301], a més de ser
generat en la combustié 1 la descomposicié de la materia organica [115]. Altres
compostos alquilants sén antibiotics generats per algunes especies d’Streptomyces del sol
[299]; productes de la nitrosacié d’amides, d’amines, d’aminoacids i de peptids sintetitzats
quimicament en sols acids [297]; hidrocarburs halogenats provinents de fonts
antropogeniques [106]; bromur de metil produit de manera natural a ocea per alguns
tipus d’algues [239]; NO alliberat per macrofags [67]; etc.

Els agents alquilants endogens no sé6n menys importants. De manera analoga a la
formaci6é endogena de ROI, que poden provocar dany en el DNA, els agents alquilants
so6n produits pel metabolisme cel-lular, especialment durant la fase estacionaria [298],
requerint sistemes de reparacié que els contrarestin. En un inici es va postular que el
SAM, el principal donador de metils a nivell cel'lular, podia ser responsable de la
generacié del dany alquilant endogen [183, 274]. No obstant, aquesta possibilitat es va
acabar descartant, puix que és un agent S2 de baixa reactivitat (unes 2.000 vegades
menys que P'MMS [257, 274]) amb poca capacitat per produir lesions detrimentals [239,
274, 298]. Actualment es consideren com a fonts d’alquilacions endogenes la peroxidacid
lipidica i, en especial, la nitrosacié d’amines [100, 185]. Aquesta ultima es produeix per la

reacci6 entre el nitrit 1 aminoacids, peptids 1 poliamines [120, 186, 297, 344], resultant-ne
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compostos N-alquil-N-nitrosos com MNU [239] o MNNG [344], els quals, al ser de tipus

Sx1 [299], s6n potencials inductors de lesions mutagéniques com ’O°-meG.

1.4.3.1. Nitrosacio de les amines

Les amines s6n molecules que contenen un atom de nitrogen i deriven de 'amoniac
(NH;) per substitucié dels hidrogens per grups substituents (R) (Figura 1.8). Segons el
niamero d’hidrogens substituits es classifiquen en amines primaries, secundaries o
terciaries. A més, poden ser alquil amines, si els grups son alquil; aril amines, si el nitrogen
esta unit a un grup aromatic; o cicliques, quan el nitrogen esta inclos en un hidrocarbur
ciclic, com en la purina. La nitrosacié de les amines consisteix en la substitucié d’un dels

seus atoms d’hidrogen per un radical nitrosil (-NO).

La formaci6é de les N-nitrosamines, les quals comprenen un gran nombre de
compostos mutagénics, es déna per la reaccié del i6 nitrosil (NO™) amb una amina
secundaria en la reaccié R,-NH + NO" — R,-N-NO + H". El procés haura comengat
amb la formacié del i6 nitrosil en la reacci6 NO, + 2 H* — NO™ + H,O, on una
molécula de nitrit (NO,) haura reaccionat amb dos protons per alliberar el i6 nitrosil

(NO"). Les amines ptrimaries i tercidties no solen donar com a productes agents

mutagens.
S’ha demostrat 7z wvitro que la R, R,
reacci6 de nitrosacié és possible en R-NH, Rz/NH R s N—R,
2

condicions fisiologiques a pH baix o o ) . ) .
. . . Amina primaria Amina secundaria Amina terciaria
mitjangant diferents enzims cel-lulars, ... C ]

1 que #n vivo estaria potenciada en NH,

condicions d’anaerobiosi o en cel-lules HC O

estacionaries [32, 33, 67, 156, 265]. HC/NH N

Entre aquests enzims es trobaria la ’ H

nitrat reductasa, la qual permet la Dimetilamina Anilina Amina ciclica
(alquil amina) (aril amina)

reduccié del nitrat a nitrit, pas previ

imprescindible per a que es doni la
reaccié de nitrosacié [33]. En aquests
experiments, realitzats amb metabolits

endogens, s’ha vist que és possible la

Figura 1.8. Principals amines. A la part superior
s’esquematitza els diferents tipus d’amines segons el
numero de substituents. A la part inferior, els tipus

segons la naturalesa dels substituents.

condensaci6 de la metilamina (MA) amb carbamil fosfat (precursor de les pirimidines) per
formar metilurea (MU) [149]. Aquesta, al seu torn, pot donar MNU per nitrosacié [360].
Un altre exemple de nitrosacié seria la formacié de dimetilnitrosamina a partir de la
dimetilamina incubada en Escherichia coli en fase estacionaria. D’aquesta manera s’han
presentat diversos candidats per a la generacié d’agents mutagens per nitrosacid, com la

MA, la MU, petits peptids i aminoacids i els seus productes de degradacié [37, 207, 360].
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1.5. Proteines de reparacié de dany alquilant

Existeixen diversos mecanismes de reparacié que permeten superar el dany alquilant,

els quals es troben conservats en gairebé tots els microorganismes i també en eucariotes
[6, 70, 239]. Entre ells cal destacar:

= Sistema NER (Apartat 1.3.2).

= Sistema MMR (Apartat 1.3.2).

= Sistema SOS (Apartat 1.3.4).

* Recombinacié homologa (Apartat 1.3.3) [243].
® Proteines de proteccio al dany alquilant.

= Sistema BER (Apartat 1.3.2).

= Activitat desmetilasa oxidativa.

®  Activitat alquiltransferasa.

St bé els quatre primers soén generics, existeixen diverses proteines de reparacié
especifiques de dany alquilant. I.a majoria de bibliografia relacionada amb la reparacid
d’alquilacions esta basada en estudis en E. w/, rad per la qual en els segiients apartats

s’utilitzara aquest microorganisme com a model.

1.5.1. La proteina AidB

El substrat exacte sobre el que actua i el seu mecanisme de reparaci6 segueixen sense
estar definits malgrat tots els esforcos realitzats per obtenir informacié sobre la seva

funcié 1 estructura.
Des del punt de vista funcional, fins al moment es coneix que:

= El gen aidB presenta una expressié induible per I'agent metilant MNNG (tipus
S\1), d’aqui el seu nom aid, d’alkylation inducible gene [368, 369]. A més, la seva
sobreexpressié permet reduir els efectes mutagenics causats per aquest agent

[164].

=  Curiosament, un mutant deficient en AidB també és sensiblement més resistent
als efectes de TMNNG [164]; pero no comporta cap canvi al ser exposat ni a
MNU (també agent metilant S 1) ni a MMS (agent metilant S\ 2) [370].

Sembla, doncs, que la seva funcié deu estar relacionada amb agents N-metil-N-
nitrosos (com 'MNNG), pero no esta clar quin és el seu substrat concret perque aquest
agent metilant produeix els seus efectes mutagenics i citotoxics quan és activat pel propi

metabolisme cel'lular durant la seva via de destoxicaci6é [171]. Tenint en compte que la
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deficiencia en #idB augmenta la resistencia a MNNG, el més probable és que la proteina

AidB intervingui en algun pas de la via de destoxicaci6 [164].
Pel que fa a la seva estructura:

* La seva seqiiéncia és similar a la de varies isovaleril-coenzim A deshidrogenases
de mamifers [164], les quals intervenen en el metabolisme de la leucina [134].
Aquest fet 1 la preséncia d’un cofactor dinucleotid d’adenina flavina (FAD) en la
seva estructura [272], del qual probablement depengui la seva activitat reparadora,
han permes la seva classificacié6 dins de la superfamilia de flavoproteines
d’activitat acil-coenzim A deshidrogenasa [164, 272]. Tot 1 aix0, no presenta

gaire capacitat per desenvolupar activitat isovaleril-coenzim A deshidrogenasa.

* La proteina AidB té un pes molecular aproximat de 235 KDa 1 esta formada per
quatre monomers identics. Cada monomer, de 60.500 Da, conté la seva propia
molécula de FAD 1 esta format al seu torn per quatre dominis, tres dels quals sén
tipics del nucli de les acil-coenzim A deshidrogenases. El quart domini, situat a
I'extrem C-ter i d’estructura a-helicoidal, no es troba en altres membres d’aquesta

superfamilia [23].

* EI quart domini de cada monomer queda exposat a la cara externa del tetramer i
forma una zona d’'unié a dsDNA [23]. Aquesta uni6é no requereix una sequicencia
nucleotidica especifica, no depén de P'estat de metilacié6 del DNA i es pot donar
també amb DNA nu (sense cap proteina unida) [272], patré que recorda a la

proteina Dps, la qual protegeix el DNA del dany oxidatiu [3, 193].

® Per formar lestructura quaternaria homotetramerica de la proteina AidB els
monomers sagrupen en dos dimers, quedant exposades dues superficies
identiques de contacte amb el DNA, una a cada banda de la proteina [23]. Com es
pot apreciar a la Figura 1.9, la molécula de DNA no envolta la proteina AidB,
sin6 que queda atrapada en una cavitat formada per un complex proteic, de manera
que cada molécula de DNA pot estar envoltada de varies proteines AidB i cada

una d’aquestes unir diverses zones del DNA [272].

Tot aquest complex propiciaria la proteccié del DNA. La proteina AidB podria
interceptar agents alquilants del tipus de les nitrosoguanidines [164, 171] (com 'MNNG o
algun dels seus metabolits) abans de que arribessin al DNA i els introduiria a la butxaca
que conté el FAD, la qual esta situada prop de la boca de la proteina i de la zona d’uni6 al
DNA. Dins d’aquesta cavitat, el substrat quedaria unit a les cadenes mobils de residus
com I’Asn-421, Trp-424 1 Glu-425 [23]. La butxaca també és rica en grups tiol i
metilsulfur de residus Cys i Met, els quals podtien intervenir en la destoxicacié del
substrat, tot i que encara no es coneix exactament ni el substrat ni les reaccions que

patiria.
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- Domini C-ter
[] Subunitat de la
proteina AidB

Estructura quaternaria
de la proteina AidB

O Fibra de DNA vista

transversalment

Figura 1.9. Distribucié hipotética de la proteina AidB al voltant del DNA. Atés que la
proteina AidB s’uneix al DNA pel domini C-ter situat a la cara superficial de la proteina, diverses
molécules d’AidB se situarien simétricament amb els dominis d’unié encarats al DNA, formant
porus de 25 A que envoltarien la fibra de DNA, protegint-la dels agents alquilants. A 'esquema es
representen 9 proteines AidB de diversos colors per a major claredat. Adaptat de Bowles et al [23].

1.5.2. La proteina AlkB

Es una proteina de 23.900 Da codificada en el gen a/&B, el qual forma part de 'operd
ada — alkB [152]. Desenvolupa la funcié d’1-meA/3-meC DNA dioxigenasa i pertany a
la superfamilia de les dioxigenases oc—cetoglutarat—Fez+ dependents, una superfamilia que
es caracteritza per requerir un atom de Fe*' (ferrés) com a cofactor i d’a-cetoglutarat i
oxigen molecular (O,) com a cosubstrats [7, 79, 351]. En el cas de la proteina AlkB,
Idnica dioxigenasa descrita capag d’actuar sobre DNA [298], Patom de Fe®' es troba unit
per dues histidines (H) i un grup carboxilat en el motiu HX[D/E]X;,,,,HXNR, on X
representa qualsevol aminoacid. El residu d’Arg (R) més carboxi-terminal d’aquest mateix
motiu sera 'encarregat d’interaccionar amb l'a-cetoglutarat [260, 275, 295] en el moment

de la reparacid, la qual es realitza per la reaccié de desmetilacié oxidativa [7, 299].

La proteina AlkB repara principalment les lesions 1-meA i 3-meC, les quals solen
produir-se en ssDNA per P'accié d’agents alquilants S 2 [58, 376]. De fet, les soques
defectives en AlkB sén especialment sensibles a agents alquilants S 2 com 'MMS [144,
145], mentre que la seva sensibilitat a agents alquilants Sy1 és moderada [59, 321].
Aquestes lesions s6n molt citotoxiques per la seva capacitat d’interferir en 'avang tant de
forques de replicacié com de bombolles de transcripcié (Apartat 1.4.2.2) [59], de manera
que aquests seran basicament els llocs d’actuacié de la proteina AlkB, la qual sera
essencial durant la fase exponencial, quan hi ha les taxes de replicacio i transcripcié més
elevades [58, 59].
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A més d’1-meA 1 3-meC presents en ssSDNA, la proteina AlkB també és capa¢ d’actuar

sobre els diferents tipus d’'RNA, encara que la seva activitat és unes 10 vegades menor [1,

351]. Aixo planteja certs problemes, ja que tant tRNAs com rRNAs necessiten d’algunes

bases en la forma 1-meA i 3-meC per a empaquetar-se i actuar correctament [273]. Es

desconeix si existeix algun mecanisme per distingir les bases metilades necessaries de les

aberrants, o si es podria tolerar nivells baixos de desmetilaci6é si fossin restaurats per

RNA metiltransferases [2406]. Per altra banda, sembla que la proteina AlkB practicament

no actua sobre dsDNA, on es pot arribar a trobar aquestes lesions si s’aconsegueix la
rehibridacié de les cadenes [59].

A més de les anteriors també s’han descrit altres dianes sobre les quals podria actuar la
proteina AlkB:

Pot revertir bases alquilades amb radicals més llargs, com etils, hidroxietils,
propils 1 hidroxipropils [150]. Aixi doncs, per exemple, és capa¢ d’actuar sobre

I’N'-etiladenina, 'N’-hidroxietilcitosina, etc.

Es capag¢ de protegir contra epoxids (compostos ciclics que contenen un anell

format per dos atoms de carboni i un d’oxigen) que generen hidroxialquils [298].
Pot reconcixer lesions no produides per agents alquilants:

e Adductes exociclics com "1 N‘-etenoadenina (eA), la 3,N*-etenocitosina (eC)
o I'1,N*-etenoguanina (G), els quals s6n productes de la peroxidacié lipidica
generats en condicions d’estres oxidatiu (Figura 1.10). Tal com es pot
apreciar en la Figura 1.12, aquests adductes afecten precisament els nitrogens
que participen en la formacié dels ponts d’hidrogen, d’aqui el seu gran
potencial citotoxic. A més, s’ha comprovat que I’eC pot aparellar-se amb A, T
o C; 1 'eA déna predominantment a transicions A:T—G:C [217]. La seva
reparaci6 s’ha vinculat a les DNA N-glicosilases, tot 1 que diversos autors han
demostrat que AlkB també es capa¢ de restaurar eA i eC a adenina 1 citosina,

respectivament [52, 217].

e Igualment s’ha demostrat la seva funcié reparant etanoadenina (Figura 1.10)

[92].

In  witro sha vist que podria actuar sobre trinucleotids lliures,
metildesoxiribonucledsid monofosfat (me-dAMP) [150], N'-metilguanina i N’-
metiltimina [217]. Totes aquestes activitats, pero, han resultat ser ineficients 7z vivo

[239].
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Figura 1.10. Lesions no alquilants reparades per la proteina AlkB. A la part superior de la
figura es representa I’adenina en la seva forma nativa. Al centre, 'l,N¢-etanoadenina, deriva de
I’adenina per la incorporacié d’'un grup eta. A la part inferior les diferents etenobases, les quals es
generen per la unié d’un grup ete, formant un anell addicional. Adaptat de Frick et al [92] i Mishina
etal [217].

El mecanisme de reparacié de la proteina AlkB (Figura 1.11) es basa en acoblar la
hidroxilacié de la lesié (grup alquil) amb la descarboxilacié oxidativa d’una molécula d’a-
cetoglutarat [260, 275, 295]. En el cas de I'l-meA i la 3-meC, primer 'a-cetoglutarat es
descarboxila en preséncia d’'una molécula d’oxigen amb Iajuda del grup Fe®* present al
centre catalitic de la dioxigenasa AlkB [298], donant lloc a succinat més un grup carboxil
transitori. Un atom d’oxigen s’unira al grup carboxil per formar CO,, mentre que Ialtre
atom s’incorporara en forma d’hidroxil en el metil de la base danyada. D’aquesta manera
s’haura obtingut com a productes CO, i succinat per una banda [260, 295], i com a
conseqiiencia de la hidroxilacié del metil es generaran els productes intermedis 1-
hidroximetiladenina o 3-hidroximetilcitosina, segons el cas. El nou grup -CH,OH
obtingut és inestable 1 s’escindira espontaniament de la base nitrogenada, generant una
molécula de formaldehid (HCHO) i quedant restaurada la base nitrogenada [351].

En el cas de les bases amb grups alquil més llargs, la reversié de la lesié segueix el
mateix mecanisme, amb Poxidacié del grup alquil corresponent. Per exemple, I'N'-
etiladenina patiria hidroxilacié del grup etil, alliberant acetaldehid (H;CCHO) enlloc de
formaldehid.
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Pel que respecte a les etenobases i etanobases, el mecanisme segueix sent de reversio
directa tot 1 que el procés és diferent: la proteina AlkB produeix epoxidacié sobre els dos
enllagos de I'adducte ete, alliberant-lo en forma de glioxal (OCHCHO) i deixant la base

nitrogenada restaurada.
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Figura 1.11. Mecanisme de reparaci6 de la proteina AlkB. La descarboxilacié d’una molecula
d’a-cetoglutarat en preseéncia d’oxigen permet a la proteina AlkB la hidroxilacié de diferents
substrats alquilats. L’alliberacié espontania del grup oxidat restaurara la base nitrogenada al seu
estat natural. Adaptat de Sedgwick [298] i Delaney et al [52].

1.5.3. La proteina AlkA

La proteina AlkA té un pes molecular aproximat de 31,5 KDa [231] i es coneix també
com a 3-meA-DNA glicosilasa IT [229]. La seva funci6 principal és la d’eliminar la 3-
meA (Apartat 1.4.2.1), una lesié6 molt freqient i citotoxica que pot ser generada tant per

agents metilants S 1 com S 2 (Figura 1.12).

Es una DNA N-glicosilasa monofuncional del sistema BER (Apartat 1.3.2) [194]
considerada membre de la familia HhH de les DNA N-glicosilases, i a la qual també
pertanyen N-glicosilases com I’endonucleasa III (##5) 1 MutY, si bé aquestes presenten a
més activat liasa [235]. Totes elles es caracteritzen per unir-se al DNA gracies a un motiu
HTH (belix-turn-helix), altrament conegut com a HhH (belix-hairpin-helix) [158]. Un cop
sobre el DNA, AlkA obligara al nucleotid danyat a girar sobre si mateix per quedar
encarat al centre actiu [129], alhora que un residu de leucina s’intercalara en el DNA per

reomplir D'espai generat [298]. Seguidament el residu Asp-238 del centre actiu

27



28

INTRODUCCIO

desprotonara una molecula d’aigua, la qual al seu torn realitzara 'atac nucleofilic que
trencara I'enllag 3-N-glicosidic [158].

C-Ada C-Ada AlkA
’ O8t %% 70% __— AlkA Ot \og% H\z%
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Figura 1.12. Dianes de metilaci6é en les diferents bases nitrogenades i en el grup fosfat.
Les fletxes blaves indiquen els atoms de carboni que solen ser metilats per agents Sx1. Les fletxes
vermelles assenyalen atoms que poden ser metilats en ssDNA per agents Sn2. Les fletxes verdes
mostren les dianes que poden ser metilades per la majoria d’agents alquilants. La fletxa porpra
assenyala una posicié que pot ser metilada per radicals de metil. Es mostra amb percentatge la
freqiiéncia amb que es metilada cada posicié. Finalment, esta indicada quina és la proteina
encarregada de corregir cada cas. Adaptat de Sedgwick [298].

Si bé el seu paper en la reparacié de la 3-meA és biologicament dels més importants, la
proteina AlkA és capa¢ de reconeixer un espectre molt ampli de lesions (Figura 1.12) [13,
154, 200, 262]. Es desconeix, pero, quin pot ser el tret comu que reconeix en les bases
aberrants, ja que aquestes difereixen en el solc que ocupen, en les seves caracteristiques

esteriques, etc [170, 176]:

* Repara N’-metilpurines (generades tant per Syl com per S2) i O*
metilpirimidines (produides practicament només per Syl al ser O-alquilacions)
[203, 229, 231].

* FEs capac de reparar 7-meG. Aquesta lesié és caracteritza per tenir el grup metil
aberrant situat al solc major del DNA, mentre que les lesions del punt anterior

tenen el grup metil situat en el solc menor [238, 298]

* Escindeix C’-metilguanina, una lesié poc estudiada induida per radicals metil [102,
127].

= Pot reconeixer diverses lesions que no sén produides per agents alquilants:
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e Pot actuar sobre etenobases com I'eA (Figura 1.10) i 'N®3-etenoguanina,
generades com a conseqiiencia de la peroxidacié de lipids en situacions
d’estres oxidatiu [72, 192, 199, 287], aixi com reparar etanobases [113].

e També sobre altres derivats de I'adenina, com la hipoxantina [141], que és un
derivat natural de les purines consistent en una adenina desaminada [93]. La
hipoxantina és tipica del metabolisme de les purines 1 esta present en alguns
tRNA en la forma de nucleosid d’inosina (dIMP: hipoxantina unida a ribosa)
[288]. En el DNA, aquesta lesié es pot generar espontaniament o per efecte
d’un radical lliure d’oxid nitric [382]. Habitualment és reconeguda per una
hipoxantina-DNA glicosilasa especifica, pero també pot ser escindida per
AlkA. En cas de no ser reparada és una lesié mutagenica que dona lloc a
transicions A:T—G:C [126, 142].

e Reconeix 5-formiluracil [18, 262], una de les lesions majoritaries generades
per radiaci6 ionitzant i que és producte de I'oxidacié de la timina. Si no és

reparada dona lloc a transicions A:T—G:C [143].

e Es capag de reparar un producte de la timina amb l'anell fragmentat generat

per oxigen actiu [262].

e Dot eliminar les formes no modificades de guanina i adenina, encara que amb

una frequiencia molt baixa [13].

1.5.4. La proteina Ada

La proteina Ada, de 39.351 Da de pes molecular [228], és coneguda com a O°-meG-
DNA metiltransferasa tipus I. Presenta 2 dominis funcionals units per una zona
flexible sense estructura definida anomenada frontissa [53]. Aquesta zona posseeix una
diana susceptible a P'activitat d’una proteasa endogena, cosa que permet I'obtencié dels
dos dominis: el domini carboxi-terminal (C-Ada) i 'amino-terminal (N-Ada) [190]. Els
dos desenvolupen activitats alquiltransferases, si bé actuen sobre substrats diferents, i sén
capagos de conservar la seva funcié després del trencament de la proteina (Figura 1.12)
[300]. En ambdos casos es dona la transferéncia a la cadena polipeptidica del grup alquil,
el qual habitualment és un metil, de manera que freqientment es fa referéncia a la

proteina Ada com a metiltransferasa (MTasa).

El domini C-Ada, de 19 KDa, desenvolupa una funcié O®-meG MTasa i té com a
dianes tant ’O°-meG com 'O*-meT, les quals, si no sén reparades, indueixen la formacié
de transicions G:C—A:T i A:T—G:C, respectivament [138, 186, 293]. La proteina Ada
reconeix la base danyada 1 transfereix de manera irreversible el grup metil des de la base
nitrogenada a la Cys-321, situada en el domini C-Ada, revertint totalment la lesié [54, 55,
245]. Aquesta Cys-321 es troba en una sequéncia altament conservada (VIPCHRVI) que
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permet crear un ambient adequat per a la transferéncia [55, 133, 283]. D’igual forma
també es troba conservada una seqiencia RAV[A/G] pertanyent a un dit d’arginina situat
a la segona helix d'un motiu HTH present a C-Ada [46, 47, 378].

Es creu que aquest domini localitzaria la lesi6 al reconcixer una determinada
pertorbacié estructural en el DNA i que la seva uni6é al DNA es donaria només sobre la
cadena metilada i sense implicar un canvi conformacional important en la proteina. De
fet, C-Ada pot reparar O°meG tant en ssDNA com en dsDNA amb una eficiéncia
semblant, tot i que la reparacié de la lesi6 en ssDNA seria més lenta, probablement
perque la pertorbacié sera menor 1 més dificil de reconcixer [17]. La reparacié no es
podria donar immediatament després de localitzar la lesié ja que la Cys-321, que fa
d’acceptor final del metil, queda parcialment amagada dins de I'estructura terciaria de la
proteina Ada, de manera que inicialment no té accés al grup metil [221]. Per aquesta rad,
en primer lloc cal que el motiu HTH d’unié al DNA situat a C-Ada acobli la proteina a la
zona de la lesié per a que, seguidament, el dit d’arginina present a la segona helix d’aquest
motiu s’introdueixi entre els nucleotids i promogui el gir del nucleotid danyat [47, 221,
371], obligant-lo a introduir-se dins la proteina a través d’una obertura de la superficie i
quedant aixi alineat amb la Cys-321 [371]. En aquest ambient hidrofobic tindra lloc la
transferéncia de 'alquil a la Cys-321, la qual es produeix gracies a I'atac nucleofilic del seu
grup tiol (R-SH), que és activat a anié tiolat just en el moment de I’atac per una tetrada
catalitica d’atoms d’hidrogen present en el domini C-Ada que recorda lleugerament a la
trfada catalitica de les serin proteases [363]. La reaccid de transferéncia ¢és
estequiometricament irreversible i segurament segueix un mecanisme S\ 2 [177, 178, 325,
363]. No es coneix cap mecanisme per revertir la transferéncia i recuperar lactivitat O°-
meG MTasa, rad per la qual no es considera la proteina Ada com un enzim siné com una

proteina de reparaci6 suicida [148, 176, 177].

El domini N-ter, de 20 KDa, presenta activitat metilfosfotriester-DNNA MTasa 1 té
com a diana enllagos fosfodie¢ster que han estat metilats en un dels seus atoms d’oxigen,
formant un metilfosfotriester (mePTE) [255]. Aquesta metilacid, encara que no
infreqiient, és bastant innocua per la cel-lula. Per tant, no és d’estranyar que el domini N-
Ada reconegui només I'S-diastereoisomer de mePTE de DNA pero, en canvi, no I'R-
diastereoisomer [202, 204, 377]. Un cop reconegut, el domini N-Ada realitzara la
transferéncia irreversible del metil, aquest cop a la Cys-38, quedant inactivat. Aquesta
transferéncia produeix un canvi conformacional en la proteina Ada, la qual es converteix
en activador transcripcional [230, 365] i guanya la capacitat d’unir-se especificament a
tres promotors: els dels gens aidB i alkA, i el de 'operd ada — alkB (Figura 1.13) [152,
299]. La induccié dels quatre gens es coneix com a resposta adaptativa a agents alquilants

(resposta Ada).
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Figura 1.13. Representacié esquematica de la resposta Ada. La metilacié del residu Cys-38

de la proteina Ada provoca la induccié de la transcripcié dels gens de la resposta Ada. L’activacié
de la proteina Ada es pot donar tant per agents Sx1 com Sn2. Adaptat de Sedgwick et al [299].

Cal aclarir que en estudis previs a 'any 2002 es considerava la Cys-69 [300] enlloc de la
Cys-38 [123] com a acceptor final del grup metil. Estudis estructurals posteriors han
demostrat que, de fet, intervé un dit de zinc format per quatre cisteines: les Cys-38, -42, -
69 1 -72 121, 122, 220], totes elles essencials i altament conservades en molts
microorganismes [299]. Fortament unit a les quatre Cys hi hauria un catié de Zn*", el qual
es requereix pel correcte empaquetament de la proteina, i que metaloactiva 'atom de
sofre (R-SH) de la Cys-38, aportant-li la nucleofilitat necessaria per a la transferencia del
metil [227]. El metil incorporat no participa en el reconeixement dels promotors, sind que

tan sols indueix un canvi en la conformacié que creara un nou lloc d’alta afinitat pel
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DNA [174]. Aquest lloc d’'unié als promotors estaria format per un motiu HTH d’uni6 al
DNA situat a N-Ada i una regio basica de la proteina [280, 299].

1.6. La resposta adaptativa a agents alquilants

La conservaci6 de proteines de reparacié d’alquilacions en gairebé tots els
microorganismes denota la importancia d’aquest tipus de lesions [70, 297]. No obstant,
tot 1 que poden contrarestar la majoria d’efectes causats per agents alquilants, només son
capacos d’actuar a dosis subletals d’aquests, ja que a concentracions més altes els sistemes
se saturen. Per poder respondre a dosis superiors els organismes disposen de la resposta
Ada [299, 365, 360], la qual s’activa tan bon punt es detecta la presencia de lesions
alquilants en el DNA. La seva completa inducci6 requereix aproximadament una hora
[93], pero 'augment de proteines de reparacié d’alquilacions conferira a la c¢llula una

major resisténcia als efectes mutagenics 1 toxics a dosis letals [82, 178, 359].

La importancia de la resposta Ada no recau només en I'augment de proteines de
reparacio, siné també en la varietat de les seves funcions, ja que s’obtindra (Figura 1.13)
[64, 299]:

*  Un augment de Pactivitat O°-meG i O*-meT MTasa gracies a la proteina Ada.
* L’increment de reparacions sobre 1-meA i 3-meC degut a la proteina AlkB.

* Una major eficiencia de reparacié de metilacions per part del sistema BER com a
conseqiiencia de la induccié d’AlkA [389].

* Un increment de la destoxicacié de nitrosoguanidines per part d’AidB.

La suma de totes les seves activitats permetria fer front a dotze de les catorze lesions
per metilacié que es poden donar en el DNA [298], incloses les quatre més importants
(O°-meG, 3-meA, 1-meA i 3-meC) [299].

La proteina Ada deu el seu nom a la resposta adaptativa a agents alquilants, on hi té un

paper clau desenvolupant fins a quatre funcions diferents (Figura 1.14) [93, 178]:

* Actua com a quimiosensor, reconeixent i reparant lesions alquilants gracies a
Pactivitat mePTE-DNA MTasa del domini N-Ada [123, 178]. Es remarcable que
I'evolucié hagi seleccionat I'S-diastereoisomer de mePTE com a marcador de la
presencia d’agents alquilants per induir la resposta Ada tot i ser un tipus de lesio
bastant innocua, ja que no té efecte ni en l'aparellament de bases ni en la
replicacié i la transcripcid. De fet, els R-diastereoisomers de mePTE no sén

reparats i resten al DNA sense consequencies deletéries [169, 215].
® Desenvolupa el paper d’activador transcripcional de la resposta Ada [2].

* Presenta l'activitat reparadora O°-meG MTasa del domini C-Ada.
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* Fs el repressor de la resposta Ada. Durant anys va ser discutit quin era el
mecanisme repressor de la resposta, tenint en compte que el pas a activador
transcripcional de la proteina Ada es dona per la transferéncia del metil, la qual és
irreversible, és a dir, que un cop reparat tot el dany la concentracié de I'activador
transcripcional no disminueix. Shan anat proposant diverses hipotesis (un efecte
de dilucié de les proteines Ada activades al llarg dels cicles de divisi6 [53, 278]; o
la inactivacié per proteolisi de la proteina Ada [2, 54|, la qual generaria dominis
N-Ada metilats, que continuarien unint-se als promotors perd que serien
incapagos d’actuar com a activadors transcripcionals en ada-alkB 1 aidB [346]) les
quals s’han acabat descartant pel seu baix efecte repressor. Actualment, diversos
estudis recolzen que la propia proteina Ada actua com a repressor del sistema: a
mesura que disminueix el dany alquilant es donara 'acumulacié de proteines Ada
no metilades. A partir d’una determinada concentracio, que podria estar al voltant
de les 200 moleécules, comengara a inhibir-se I’accié inductora de la forma
metilada d’Ada [278]. La regié responsable d’aquesta inhibicié resideix en els
ultims 67 aminoacids de la regié C-Ada, ja que si manca la proteina Ada perd la

capacitat de produir la inhibici6 de la resposta Ada [278].

5 A
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AN 1
1
J

! ! !

N (A

ada alkB alkA aidB
Figura 1.14. Regulacié de la resposta Ada. L’activacié de la proteina Ada provoca la
inducci6 de la resposta. L’acumulacié de proteina Ada no metilada o del domini amino-terminal

poden provocar la repressié de la via. Adaptat de Nieminuszegy et al [239].
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En abséncia de lesions alquilants hi ha aproximadament 2 — 4 proteines Ada a la
cel-lula [268]. Al produir-se exposicié a dosis subletals d’agent alquilant, alguna de les
molecules d’Ada es convertira en activador transcripcional, induint 'expressié dels gens
de la resposta Ada, inclosa la seva propia [178]. Si el creixement bacteria se segueix
produint sota condicions subletals d’agents alquilants s’aniran acumulant proteines Ada
en la forma d’activador transcripcional, enfortint la induccié de la resposta Ada 1 arribant
a acumular fins a 3.000 molecules d’Ada per cel-lula [239]. La proteina Ada haura
incrementat, doncs, unes 1.000 vegades el seu nivell basal [122, 271]. La proteina AlkB, al
formar part del mateix oper6 (ada — alkB), presentara uns nivells gairebé iguals als d’Ada
[299]; mentre que la proteina AlkA augmentara en 10 cops els seus nivells [148]. S’entén
aixi que la resistencia cel-lular als efectes mutagenics 1 toxics en dosis més altes d’agent

alquilant es vegi incrementada al estar activada la resposta Ada.

La capacitat per induir la resposta Ada és major en els agents alquilants S\1,
especialment en aquells preferentment O-alquiladors, que en els de tipus S 2 [298], ja que
generaran facilment S-diastereoisomers de mePTE, que seran reconeguts pel domini N-
Ada i permetran el pas a activador transcripcional de la proteina Ada (Figura 1.13). Els
agents de tipus Sy2, per contra, alquilen gairebé exclusivament atoms de nitrogen i sén
bastant ineficagos produint mePTE. Es creu que en un inici es podria activar debilment la
resposta per lactivacié d’algunes moleécules d’Ada que haguessin reconegut aquests
mePTE i, a mesura que s’anessin incrementant els nivells d’Ada, els agents S 2 podrien
metilar directament la proteina Ada a la Cys-38 [334-3306, 358]. Tot i aixo, la metilacid
directa tampoc és molt eficient, ra6 per la qual no sén tan bons inductors de la resposta
Ada com els de tipus Syl [299]. Tot aixo fa pensar que la resposta Ada podria haver

evolucionat en primer lloc per fer front a agents alquilants de tipus S\ 1 de I'entorn [298].

Els agents metilants indueixen la resposta Ada de manera més efica¢ que agents
alquilants formadors d’adductes més grans [366]. Se sap que els gens de la resposta Ada
també son capagos de reparar etilacions, encara que competeixen en la reparacié amb el
sistema NER (Apartat 1.3.2), el qual no pot reparar metilacions [201]. Alquils més grans
com propils 1 butils serien reparats gairebé exclusivament pel sistema NER [356, 375]. El
gen ybaZ A’E. coli (stm0466 en S. Typhimurium) augmenta I'eficiencia del sistema NER en
el reconeixement d’alquilacions de cadena llarga, ja que codifica una proteina similar a les
alquiltransferases, la qual reconeix adductes O®-alquilguanina, per a continuacié facilitar

que la proteina UvrA del sistema NER la reconegui [201].

1.6.1. Activaci6 transcripcional de la resposta Ada

En primer lloc caldria deixar clara la nomenclatura que s’emprara:

= Es referira a la proteina Ada metilada en la Cys-38 com a "™Ada. Quan es vulgui

remarcar que la proteina Ada no esta metilada, s’usara "Ada.
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Els abreujaments N-Ada 1 C-Ada que s’han usat fins ara es referiran
exclusivament als dominis amino-terminal i carboxi-terminal quan aquests encara
formen part de la proteina. Si aquesta té algun dels dominis metilats se’ls

nombrara com a "*N-Ada o ™C-Ada.

La proteina Ada pot patir proteolisi i dividir-se en el domini amino-terminal de 20
KDa i el carboxi-terminal de 19 KDa, ambdéds totalment funcionals. En aquest
cas s’usara els abreujaments N-Ada20 i C-Adal9, respectivament, per recalcar que

el domini ha estat escindit de la proteina. Si estan metilats, llavors s’anomenaran
"N-Ada20 o ™C-Adal9.

La resposta Ada sera necessaria basicament en dues situacions:

Davant I'exposicié a dosis elevades d’agents alquilants exogens. Aquest fet és
inesperat i es pot donar en qualsevol fase de creixement, si bé la maxima
importancia sera en fase exponencial, quan l'alta taxa de replicacié augmentara la

probabilitat de fixacié de mutacions.

A causa de lincrement d’agents alquilants endogens degut al metabolisme
cel-lular, especialment durant la fase estacionaria [297, 344]. Al contrari que en el

cas anterior, I'aparici6 del dany estara relativament prevista.

La regulacié en aquestes dues situacions sera similar, si bé hi haura certes diferencies

en els nivells d’expressio dels gens de la resposta. En ambdés casos, "*Ada reconeix en els
promotors la seqiiencia consens 5-AAANNAAAGCGCA-3’, anomenada la caixa Ada

[345], on N representa qualsevol nucleotid. Tanmateix, la posicié de la caixa en relacié a

lorigen de transcripci6 i la regié de la sequiencia més rellevant per al reconeixement varia

lleugerament entre cada un dels tres promototrs, permetent la modulacié de ’expressid
g p > P p

dels gens de la resposta. Aixi:

El promotor dels gens ada-alkB requereix la seqiencia AAAGCGCA [167, 281].
AlkA posseeix la caixa AAANNAA [167].

AidB, per la seva banda, presenta poca similitud amb la seqliencia consens:
AAT(N)GCAA. De fet, aquesta caixa mostra més similitud amb altres d’especies
com S. Typhimurium i Bacillus subtilis que no pas amb la propia E. coli [114, 167,
224].

La diferencia més gran radica en el gen a/kA, on la seqliencia i posicié de la caixa Ada

provoca que aquesta tingui uns nivells d’expressié basals lleugerament més alts en

cel'lules no induides, mentre que en cel-lules induides s’expressi només en fase

exponencial 1 no en estacionaria [165, 278].
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1.6.1.1. Activaci6 durant la fase exponencial

El nucli de FRNA polimerasa esta compost per cinc subunitats («,38’°w), de les quals
cal destacar les dues subunitats o, encarregades de reconeixer els elements del promotor.
Cada una d’elles esta formada per dos dominis, el domini C-ter (xCTD), el qual s’uneix
als elements de regulacié del promotor; i el domini N-ter («NTD), que s’acobla a la resta
de 'RNA polimerasa (Figura 1.15).

o-NTD RNA polimerasa

Figura 1.15. Model de regulacié transcripcional de la proteina Ada. A la part superior es
representa la unié6 en els promotors ada i aidB. I’RNA polimerasa s’ancora al promotor
mitjancant la formacié d’un complex ternari entre «CTD, el DNA i mN-Ada. L’inici de la
transcripcié es dona gracies a la interaccié de la subunitat 6 amb C-Ada. En el promotor
d’alkA, esquematitzat a la part inferior, la interaccié de mN-Ada amb «CTD i o és capac
d’iniciar la transcripcié. Adaptat de Landini et al [165].

Cada situacié fisiologica i/o ambiental requereix I'actuacié d’un determinat conjunt de
gens. L’augment de lexpressié de determinats gens i la inhibicié d’altres de manera
gairebé simultania permet una millor adaptacié6 de la ce¢l'lula a cada situacié. Per
aconseguir-ho, el nucli de PRNA polimerasa necessita acoblar-se a la subunitat o, que
s’uneix especificament a una determinada regié de certs promotors. Cada subunitat o
reconeix un conjunt de promotors, aixi que el canvi d’aquesta subunitat permet modular

rapidament els gens que PRNA polimerasa esta transcrivint en aquell moment. Durant la
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. . . . , 70
fase exponencial, la subunitat ¢ principal és o

, mentre que la subunitat ¢ codificada pel
gen 7poS, anomenada o, o, RpoS o KatF [136, 180], controla 'expressié en fase
estacionaria i en condicions d’estrés com 'anaerobiosi, el dany per peroxidacié o el xoc
osmotic [22, 125, 213, 291]. En aquestes situacions els nivells de o° arriben

aproximadament fins al 30 — 40% dels de 6™ [136, 168, 180].

En el cas dels gens de la resposta Ada, aCTD és capa¢ d’unir-se a les regions
promototes d’ada i aidB gracies a unes regions riques en A/T situades fora de la caixa Ada
1 a 40-60 pb per sobre del lloc d’inici de transcripcid, pero la unié és tan debil que
Pexpressié basal dels gens és practicament inexistent [1606]. Per altra banda, I'activacié per
metilacié de la proteina Ada permet que el domini "N-Ada guanyi la capacitat d’unir-se a
la caixa Ada, la qual esta situada a la mateixa regi6 del promotor on s’uneix «CTD (Figura
1.15, part superior). La formacié d’un complex ternari entre «CTD, ™N-Ada i la propia
molecula de DNA és la que permet iniciar la transcripcié dels gens ada 1 aidB [160].
Aquest complex s’estableix de manera no cooperativa, tant "N-Ada com oCTD

s’uneixen a les seves regions de manera independent.

S’ha vist que "N-Ada 1 "N-Ada20 poden unir-se al promotor a una velocitat similar
[165]. Tot i aixo, per activar la transcripcié d’ada i aidB no n’hi ha prou amb que ™N-Ada
hagi format el complex ternari amb a«CTD i el DNA. També es requereix la interaccid
entre el domini C-Ada i la subunitat 6" per acabar d’estabilitzar la unié de I'RNA
polimerasa al promotor [159, 160]. Aquesta interaccié és una interaccié directa proteina —
proteina [137], i es dona gracies a certs determinants situats a C-Ada [317]. Per aquesta
ra6 la proteolisi de la proteina Ada desactiva la seva funcié6 com a activador
transcripcional dels gens ada — alkB 1 aidB, ja que la manca del domini C-Ada no permet

que el domini ™N-Ada20 sol pugui iniciar la transcripcio.

Per a una optima activaci6 transcripcional d’ada i aidB és necessari que el domini C-
Ada es trobi també en la seva forma metilada [337, 345], tot i que sembla ser que es pot
aconseguir certs nivells transcripcionals si no ho esta [281, 345]. La Cys-321 1 els
aminoacids que la flanquegen (PCHR) es troben amagats dins de I’estructura terciaria de
la proteina (Apartat 1.5.4), pero la metilacié de la Cys provoca que quedin exposats a la
superficie [221]. Malgrat aixo, no és aquesta la regié que participa en la interaccié amb ¢,
ja que la seva delecié no impedeix la induccié dels gens, siné que el canvi conformacional
que provoca la metilacié de la Cys-321 exposa la veritable regié d’interaccid, permetent la

funci6 activadora de la proteina Ada [172, 318].

La regulacié d’a/kA presenta variacions importants. La més important és que no es
requereix la interaccié del domini C-Ada amb 6™ [161, 165]. Tal com es pot apreciar a la
part inferior de la Figura 1.15, "N-Ada és capac d’interaccionar alhora amb «CTD i ¢™
[160]. Per tant, la metilacié del domini N-Ada és suficient per a 'activacié d’a/kA [2]. De

fet, es pot aconseguir transcripcié del gen a/kA tan sols amb el domini "N-Ada20 o, fins
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1 tot, amb "Ada, encara que en ambdds casos amb una eficiencia menor que amb "“Ada

(Figura

1.16) [2, 232].
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Sense dany alquilant
(abséncia d’activador

transcripcional)

Certs nivells
d’expressio basal

Nivells d’expressi6
practicament inexistents

Dany alquilant
(formaci6 de ™Ada)

Eo™ + m™Ada Ec® + ™Ada

Eo® + ™N-Ada20
Eo®+ "Ada

Eo™ + ™N-Ada20
Eo" + "Ada

Figura 1.16. Regulaci6 transcripcional de la resposta Ada. Es marca amb fletxes vermelles les

situacions en que es dona repressié de I'expressio, amb fletxes blaves quan existeix una induccié

no gaire marcada i amb fletxes verdes quan la inducci6 és completa.

Aquesta regulacié diferencial entre a/kA per una banda i ada i aidB per Taltra

s’aconsegueix de la segiient forma:

"“Ada és capa¢ d’interaccionar d’'una manera totalment especifica amb dos grups
de determinants diferents en la subunitat ¢ de 'RNA polimerasa. Més
concretament, ™C-Ada interacciona amb un conjunt d’aminoacids de o'’ carregats
negativament en el cas d’ada 1 aidB [159], mentre que és un grup d’aminoacids
carregats positivament de ¢ el que interacciona amb ™N-Ada quan la uni6 es
produeix en el promotor d’a/kA [160]. Ada va ser la primera proteina descrita

. . . 7
capa¢ d’interaccionar en dos llocs diferents en 6.

El domini C-ter de 6" és molt poc flexible, de manera que es requereix que
'activador transcripcional estigui molt ben posicionat per poder interaccionar-hi.
En canvi, les subunitats o« sén molt més flexibles i poden flexionar-se per
interaccionar amb l'activador encara que aquest estigui emplacat diferent [103,
212].

La caixa Ada esta situada en una o altra posicié segons el promotor. En el

promotor d’ada, "™N-Ada es col-loca entre les posicions -57 i -45. En @B la
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localitzacié és molt semblant, la unié es déna entre -55 i -43. En canvi, en el
promotor d’alkA, ™N-Ada suneix entre -47 i -35, el que significa
aproximadament una volta d’helix més en direccié 3’ [165]. Com es pot apreciar a
la Figura 1.15, tant el nucli de "RNA polimerasa com la subunitat 6" no varien la
seva posicié en el promotor de manera que, al desplagar la caixa Ada en el
promotor d’a/kA en direccié a I'inici de transcripcié, s’aconsegueix que "N-Ada
interaccioni amb «CTD i 6" alhora. Aquest fet es relaciona amb els punts acabats
de comentar, ja que per una banda implica que Ada interaccioni amb un grup

d’aminoacids diferents en o', i per Taltra que les subunitats o« de 'RNA

b
polimerasa siguin prou flexibles per seguir contactant amb "N-Ada. "N-Ada és
la portadora, en alkA, dels determinants per interaccionar tant amb «CTD com

amb o,

1.6.1.2. Activacio durant la fase estacionaria

La generacié d’agents alquilants endogens per processos metabolics com la nitrosacio
de les amines o la peroxidacié dels lipids durant la fase estacionaria produeix lesions en el
DNA [297]. El nivell de dany és prou important com per suposar un augment de la taxa
de mutagenesi espontania en soques deficients en MTases [186, 267]. Com aquest fet és
independent de la presencia d’agents alquilants a 'ambient, és necessari que la resposta

Ada tingui una altra regulacié durant aquesta fase, la qual és dependent de 6° [165].

* En una situacié on encara no hi ha dany totes les molécules d’Ada estaran en la
forma "Ada. En aquestes condicions, Ec® (RNA polimerasa que conté la
subunitat 6> de fase estacionaria) és capac de realitzar certa transcripcié des dels
promotors d’ada, aidB i alkA, ja que afinitat de la subunitat ¢° per aquests tres
promotors és major que la de o (Figura 1.16) [161, 163, 344]. Per tant, els nivells
basals dels gens de la resposta Ada durant la fase estacionaria seran lleugerament
més alts que en fase exponencial en absencia d’induccié (per citar un exemple,
durant fase estacionaria els nivells d’Ada sén unes 20 vegades superiors [344]).
Aquest fet permetra fer front als agents alquilants endogens tan bon punt
apareguin, moment en el qual s’activara la resposta Ada de fase estacionaria [165].
La regulaci6 és tan fina que permet un augment paral-lel dels nivells d’expressi6

tant de la resposta Ada com dels gens causants de I’aparicié d’agents alquilants.

* En el moment que aparegui el dany alquilant endogen durant la fase estacionaria
hi haura reparaci6 de lesions i aparicié de I'activador transcripcional ™Ada. En el
cas dels promotors d’ada i d’aidB, les interaccions que estableix ™Ada amb Ec®
s6n les mateixes que feia amb Eo” (RNA polimerasa que conté la subunitat 6" de
fase exponencial), ja que els aminoacids que sén importants per la interaccié amb

C-Ada estan conservats entre ¢ i 6" (Figura 1.15, part superior) [159]. En el cas
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del promotor d’ada, els nivells de transcripcié en presencia de "Ada seran iguals
tant per Eo”’ com per Ec® [165]. En el cas d’aidB, pero, la seva expressié és

. . . . N . S 70
significativament superior en preséncia d’Eo® que d'Eo”

tant en fase exponencial
com en estacionaria [161, 162, 367]. De fet, els nivells d’expressidé es veuen
reduits en mutants defectius en RpoS; mentre que un lleuger increment d’Eo®
durant la fase exponencial ja pot ser suficient per I'activacié6 completa d’azdB,

gracies a qué ¢° presenta una gran afinitat pel promotor d’aquest [161, 163].

La regulaci6 d’a/kA durant fase estacionaria, per contra, és radicalment diferent.
™Ada no tan sols és incapa¢ d’activar la transcripcié d’a/kA en preséncia d’Eo’,
sin6é que a més la inhibeix [161]. S’ha vist que, a diferéncia del que passava amb
els promotors d’ada i d’aidB, els determinants responsables de la interaccié entre
N-Ada i 6" en el promotor d’a/kA no estan conservats en ¢° [160]. Es a dir, que
en aquest cas "Ada no és capag d’interactuar amb ¢° com ho feia amb 6" (Figura
1.15, part inferior). A més, s’ha descrit que les interaccions d’Ec® o ’Ec’ amb el
promotor no soén iguals entre si, sind que existeixen diferéncies que podrien venir
donades per la localitzaci6 d’«CTD dins del complex binari DNA-Eoc o de les
proteines accessories [43, 151]. El fet és que "“Ada probablement s’uneix en una
zona del promotor d’a/kA que és important per a la interaccié d’Ec’, establint-se
una competencia entre elles per la regid; o bé la unié de "*Ada produeix un canvi

en la topologia del DNA que sera menys favorable per Ec® [165].

1.6.1.3. Regulaci6 del gen a/kA

El cas del gen a/kA afegeix un grau de complexitat en la regulacié de la resposta Ada.
Tal com s’ha explicat a I'inici de "Apartat 1.6, la repressié de la resposta es podria donar
gracies a "Ada 1 "™N-Ada20, que competirien amb "“Ada pel promotor [278]. Aixo, pero,
només seria aplicable a ada 1 alkB ja que, com ha quedat reflectit a I’Apartat 1.6.1.1, "Ada i
"N-Ada20 sén capaces d’activar fins a un cert nivell la transcripcié d’alkA, i nivells alts
de "Ada no reprimeixen la seva expressié [278]. En el cas d’a/kA, la repressié dependria
de Pestat de creixement (Figura 1.16). Durant la fase exponencial, un cop desaparegut
I'agent alquilant la recuperacié dels nivells basals es donaria per la disminucié de la
concentracié cel'lular de la proteina Ada (activador transcripcional), la qual si es veu
afectada per la regulacié [161]. Durant la fase estacionaria 1 en situacié de dany alquilant,
tan bon punt ¢° comencés a substituir a 6" seria la propia "Ada la que actuaria com a
regulador negatiu d’Eo’ en el promotor del gen a/kA. Dit d’'una altra manera, "Ada pot
actuar tant com a modulador positiu com negatiu de la transcripcié del gen alkA,
depenent de Pestat fisiologic cel'lular. A més, també cal destacar que el gen a/kA presenta

uns nivells basals d’expressié superiors als dels altres gens.
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Aquests fets es podrien explicar tenint en compte la naturalesa de les dianes de la
proteina AlkA. Per una banda, AlkA és responsable, principalment, de la reparacié de 3-
meA, una lesié6 que bloqueja la replicacié [178]. Durant la fase estacionaria, quan els
nivells de replicacié sén baixos, els efectes citotoxics d’aquesta lesié podrien ser tolerats
per la cel'lula, inclas durant Pexposicié a agents alquilants, gracies a altres N-glicosilases
del sistema BER (Apartat 1.7.2) 1 al sistema NER [161, 165]. Per altra banda, AlkA
reconeix un seguit de lesions que no sén generades per alquilacions (Apartat 1.5.3), les
quals podrien ser reparades en condicions no induides gracies als nivells basals
d’expressié d’AlkA (superiors als dels altres). Entre les dianes d’AlkA també es troben
nucleotids d’adenina i guanina no danyats, als quals pot escindir a un ritme similar a la
freqiiencia espontania de despurinacié. En aquest cas, 'augment dels nivells d’AlkA
durant la resposta Ada podria tenir un cert detriment al generar masses llocs abasics [13,
250], aixi que aquest podria ser un dels motius pel qual la seva regulacié és diferent. De

fet, en una cel-lula induida i en creixement exponencial podria haver 10 vegades menys de
proteina AlkA que d’Ada.
1.6.1.4. Regulaci6 del gen azdB

La proteina AidB t¢ un paper  Dany alquilant Concentracié d’oxigen

important en la  destoxicaci6 de  Regulador Ada Reguladors anaerobiosi

nitrosoguanidines, les quals es generen
endogenament durant la fase
70 ]

estacionaria [344]. Es probablement per

o o
aquesta rad que a/idB presenta una doble

regulacié (Figura 1.17): una dependent \/
de la proteina Ada (Apartat 1.6.1.2), 1 AidB

una altra independent d’Ada que es goy00 117, Regulacié del gen aidB.

doéna en anaerobiosi i on RpoS tindria

un paper important [367, 369]. Aquest segon control no depen en absolut de I'aparicié de
dany alquilant sindé de la concentracié d’oxigen. Estudis en diferents condicions de
creixement demostren que els nivells d’AidB no augmenten en cultius airejats sigui quina
sigui la seva fase de creixement [367]. Per tant, a més d’RpoS, azdB respon a altres tipus de
senyals que afegeixen un altre control addicional relacionat amb I’anaerobiosi. Aquesta
regulaci6 podria ser, fins i tot, suficient per induir lleument @/dB en cél-lules deficients en

RposS [367].
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1.7. Les proteines Ogt i Tag

A més de les proteines de reparacié d’alquilacions descrites a I’Apartat 1.5, existeixen

dues proteines que no formen part de la resposta Ada.

1.7.1. La proteina Ogt

La proteina Ogt, coneguda també com a O°-meG MTasa tipus I, esta codificada pel
gen gz 1 és independent de la resposta Ada [89, 359]. Presenta un pes molecular de 19
KDa i és homologa al domini C-Ada, realitzant la mateixa activitat que aquest [259, 268,
316]. Tot i aixo, li manca un domini equivalent a N-Ada, de manera que no és capag de
reparar mePTE ni d’actuar com a activador transcripcional [289]. De fet, aquesta lesio,
que s’utilitza com a senyal desencadenant de la resposta Ada, no és reparada per cap

activitat constitutiva [299].

L’eficiéncia de la proteina Ogt en la reparacié de la lesié O°-meG és lleugerament
inferior a la de la proteina Ada [191]; mentre que resol més eficagment O*-meT, ja que
presenta fins a 3 vegades més d’afinitat per aquest tipus de lesié (Figura 1.12) [289, 380].
A més, també és més eficient que Ada en la reparacié d’adductes d’alquils més grans, com
PO-etilguanina [114, 380)].

L’expressio de la proteina Ogt es considerava constitutiva al no variar en situacions de
dany alquilant [258]. Tot i aix0, s’ha demostrat que og7 forma part del reguld RpoS i, per
tant, els seus nivells es veuen augmentats en fase estacionaria o en situacions d’estrés
[132], probablement per fer front al dany endogen. Durant el creixement exponencial els
seus nivells cel-lulars sén baixos, aproximadament de 30 — 40 molécules per cel-lula [218,
258, 259, 360], pero ates que sén unes 16 vegades més que de proteina Ada representa el
94% de lactivitat MTasa cel-lular [259, 266, 268]. L’altre 6% seria degut a la proteina
Ada, ja que sén les dues uniques MTases de reparacio cel-lulars [388]. Igual que en la
proteina Ada, la transferéncia del metil a la propia Cys és irreversible, de manera que
sinactiva per autometilacié després d’una sola reparacié. Es per aquesta raé que, en
situacions on no actua RpoS, només pot contrarestar nivells baixos de dany per
alquilaci6, d’aqui la importancia de la resposta Ada, que permet la sobreexpressié de 'O°-
meG MTasa tipus 1.

Tal com s’ha comentat a linici de I'Apartat 1.6, la resposta Ada requereix
aproximadament una hora per estar totalment activada [284]. Durant aquest temps és
logic pensar que la cel-lula hagi pogut replicar el seu genoma com a minim un cop. Per
tant, la proteina Ogt, com a MTasa majoritaria en aquest interval, és imprescindible per

evitar la fixacié d’alquilacions durant aquest periode.
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1.7.2. La proteina Tag

La proteina Tag esta codificada pel gen Zag 1 és també coneguda com a 3-meA-DNA
glicosilasa I [282, 348]. T¢ un pes molecular d’uns 21,5 KDa 1 no pertany a la resposta

Ada sin6 que és d’expressié constitutiva [78].

Igual que la proteina AlkA, Tag és una glicosilasa monofuncional del sistema BER
capa¢ de reconcixer 3-meA (Figura 1.12). A diferencia d’AlkA, pero, la proteina Tag és
molt especifica i 2 més d’aquesta lesié tan sols pot reparar Ialtra N’-metilpurina, la 3-
meG, tot i que amb poca eficiencia [140, 178, 270, 299].

La proteina Tag té poca identitat en la seva seqiéncia primaria amb la familia HhH de
les DNA N-glicosilases, a la qual pertanyen altres N-glicosilases com AlkA,
I'endonucleasa I i MutY (Apartat 1.5.3). Tot i aix0, s’ha acabat incloent dins d’aquesta
familia quan estudis estructurals usant ressonancia magnetica nuclear van demostrar que
posseeix un motiu HTH estabilitzat per un i6 de zinc [65, 157]. L’alta especificitat de la
proteina Tag per la 3-meA vindria donada per I'abséncia d’un residu Asp en el seu centre

catalitic que si és present en les altres DNA N-glicosilases d’aquesta familia [65].

Les lesions que poden ser reconegudes per les proteines descrites fins ara es

resumeixen a la Taula 1.1:

Taula 1.1. Substrats més importants per les diferents proteines de reparacié de lesions alquilants.

Sni Sn2 Radicals de metil | Altres
N-Ada | mePTE

C-Ada 06-meG i O*-meT
Ogt 06-meG i O*-meT
AlkA N3-metilpurina: 3-meA 1 3-meG | N3-metilpurina C8-metilguanina | Etanobases

O2-metilpirimidina: O?-meC i N7-metilpurina Etenobases
O2-meT Hipoxantina
N7-metilpurina: 7-meA i 7-meG 5-formiluracil
Tag 3-meA 3-meA
AlkB 1-meA i 3-meC Etanobases
(Hidroxi)etils Etenobases
(Hidroxi)propils Hidroxialquils

AidB Destoxicacié de

nitrosoguanidines
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1.8. Reparacié d’alquilacions en S. Typhimurium

1.8.1. Diferencies respecte a E. coli

Els Apartats 1.5, 1.6 i 1.7 s’han basat en la bibliografia centrada en E. co/ al ser el

microorganisme sobre el qual s’han realitzat més estudis. En aquest apartat es

comentaran les diferéncies que existeixen pel que fa a §. Typhimurium, Pespécie de treball

de la present Tesi Doctoral:

La proteina Ada de S. Typhimurium (AdaS?) presenta 2 aminoacids menys que la
d’E. coli (AdaEc). Concretament li manquen I'altim aminoacid de C-ter i un dels 6
primers de N-ter (els quals no estan ben conservats). L’inica conseqiiéncia que té
aquest fet és en la posicié de les Cys: al parlar de §. Typhimurium cal recordar
sempre que les Cys que conformen el dit de zinc no sén les Cys-38, -42, -69 1 -72;
sino les Cys-37, -41, -68 1 -71. D’igual forma, la Cys-321 passa a ser la Cys-320.
L’entorn de Cys-320 esta molt conservat 1 és el mateix tant en Ada com en Ogt

per a les dues espécies [114].

La proteina Ada de §. Typhimurium comparteix un 75% de similitud amb la

proteina d’E. /i a nivell aminoacidic 1 70% a nivell nucleotidic [114].

La seqiiencia de la caixa Ada en el gen ada de S. Typhimurium és 5-
GAATTAAAACGCA-3’, 1 es diferencia de la del gen ada d’E. coli (5-
AAATTAAAGCGCA-3’) en només dos nucleotids [114].

A E. coli, els gens ada i alkB estan superposats en 1 parell de bases (pb). En .
Typhimurium, en canvi, aquests dos gens estan separats per 2 pb [114, 152].

A diferencia d’E. coli, es discuteix si hi ha resposta adaptativa a agents alquilants
en S. Typhimurium [111, 112, 178, 359].

1.8.2. Caracteritzacié de la resposta Ada a §. Typhimurium

S’han descrit els nivells d’induccié de la resposta Ada per diversos microorganismes,

observant que latenuacié o no de la resposta és relativament independent del grup

filogenetic. Per exemple, s’ha demostrat que tenen una resposta totalment funcional

especies de generes com Acinetobacter, Bacillus, Psendomonas, Rhodobacter, Shigella, Kilebsiella,

etc [35]; mentre que és nul'la o practicament en especies com Haemophilus influenzae,

Neisseria gonorrboeae, S. enteritidis, Staphylococcus anrens, etc [82, 146]. En el cas de S.

Typhimurium, la seva capacitat per induir la resposta és molt menor a la ’E. co/i malgrat

la seva proximitat filogenetica [82].

Hi ha diversos estudis que han intentat caracteritzar la resposta Ada en .

Typhimurium:
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Es va observar com cel-lules d’E. co/i tractades previament amb dosis subletals
d’MNNG presentaven una freqiéncia mutagenica menor que cel-lules no
adaptades al ser sotmeses a dosis letals del mateix mutagen. En canvi, al fer el
mateix experiment amb . Typhimurium, tant cél'lules adaptades com no
adaptades tenien la mateixa freqiiéncia de mutagenesi. Per tant, a diferencia d’E.

coli, no hi havia hagut adaptacio6 a agents alquilants [114].

La clonaci6 del gen ada de §. Typhimurium (adaS7) mitjancant un plasmidi en una
soca d’E. cwli Aada::lacZ va permetre observar com després d’un tractament amb
MNNG els nivells d’Ada haurien augmentat 13 vegades, tres cops menys que al
introduir el gen ada A’E. cli (adalc) en la mateixa soca. Per tant, la proteina Ada
de S. Typhimurium és un activador transcripcional poc eficient, ja que la
seva capacitat per activar I'expressié del gen ada és molt menor que la de la
proteina AdaEr [114].

Aquest fet no es pot explicar per la funcié com a quimiosensor de la proteina
AdaS? ja que el seu domini N-Ada repara mePTE tan eficientment com en E. co/i
[359]. Aixi mateix, tampoc és un problema de la conservacié de la caixa Ada, ja
que entre les dues espécies aquesta només difereix en la primera i la novena base
(veure lapartat anterior). Encara més, la introduccié de mutacions en la caixa d’E.
coli per assimilar-la a la de §. Typhimurium tampoc afecta gaire en I'expressio del
gen adalZe [233]. Ara bé, si podria ser conseqiiencia de certs canvis aminoacidics
en AdaS7respecte a AdaEr en zones del domini HTH que podrien ser importants
per la unié al DNA [114].

Les dades d’estudis d’immunoassaig per mesurar l'activitat O°meG-DNA MTasa
i mePTE-DNA MTasa en diferents especies abans i després de tractar amb
MNNG demostren que gairebé tots els enterobacteris analitzats presenten un clar
increment de varies vegades en les dues activitats després del tractament [359]. §.
Typhimurium, en canvi, no va mostrar activitat mePTE-DNA MTasa en cap
moment i la minima activitat O°meG-DNA MTasa observada abans del
tractament no va variar. L.Gs posterior d’anticossos monoclonals anti-Ada va
permetre observar que Ada estava 10-20 vegades menys induida que en els altres

enterobacteris estudiats [359].

Aquest lleuger augment dels nivells de la proteina Ada no es correlacionen
amb un increment de Pactivitat MTasa. Segurament AdaS7 és tan mal
activador transcripcional que les noves proteines Ada sintetitzades son
rapidament inactivades per autometilacié, de manera que no es pot detectar
lincrement d’activitat MTasa. En FE. /i, en canvi, la taxa d’activacio
transcripcional és molt més alta que la d’inactivacié de la proteina, cosa que
permet la seva acumulacié. De fet, la introduccié del gen adaEic en un plasmidi de

baix numero de copies tant en §. Typhimurium com en E. ¢/ va permetre
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augmentar en 50 vegades l'activitat MTasa. La introducci6 del gen adaSt en un

plasmidi d’alt numero de copies en la mateixa soca d’E. co/i produeix, per contra,
2-3 vegades d’inducci6 [359].

Ates que la proteina AdaS7 té la mateixa eficiéncia 1 cinetica que AdaE¢ en la reparaciod

d’alquilacions [359, 388], es corrobora que la causa resideix en la relacié entre

cinética de metilacié — inactivacié de la proteina AdaSti el nivell d’induccié, és a

dir, que la proteina AdaS? és un mal activador transcripcional.

Alguns autors han assenyalat que la proteina AdaS? podria tenir un paper més

important en la tolerancia a 'estres per acids organics [11], 1 que el rol de la proteina Ogt

en la proteccid a agents alquilants podria ser més important en S. Typhimurium que en E.

colz:

La deficiencia en la proteina Ada comporta una disminucié en la viabilitat
cel-lular en presencia d’agents alquilants exogens com 'MNNG, mentre que no
¢és aix{ per mutants defectius en Ogt. Per tant, o bé Ada desenvolupa un paper
front a dany metilant toxic, o bé és consequencia indirecta per la lleugera
disminuci6 en els nivells d’AlkA. En qualsevol cas, semblaria que Ogt col-labora
quan Ada s’esgota 0 manca, ja que el defecte en les dues proteines encara és més
deleteri [388].

Per contra, només el defecte en Ogt causa un augment de la taxa de mutagenesi
induida per un agent metilant com PMNNG. En aquest cas Ada no juga cap
paper, ja que la deficiéncia en les dues proteines no es tradueix en una major
mutagenesi [387, 388]. La funcié de les dues proteines esta invertida en E. co/, on
és Ada la que proporciona la proteccié davant dels efectes mutagenics dels agents
alquilants [388].

Aixi mateix, la taxa de mutagénesi espontania s’incrementa només quan manca la
» g

proteina Ogt. Tanmateix, a diferéncia de I'anterior, el defecte en Ada i en Ogt si

suposa encara un lleuger increment més de la taxa, aixi és que Ada deu contribuir

quan Ogt és absent [388].

1.9. Reparacié d’alquilacions en altres espécies

Els mecanismes per fer front al dany alquilant estan bastant conservats en la majoria

d’organismes [70, 93]:

S’han trobat homolegs de les MTases Ada i Ogt en gairebé tots els éssers vius i el

seu grau de conservacio és considerablement alt [70, 224, 322].

També les dues 3-meA glicosilases estan presents en gairebé totes les especies

donada la importancia de la lesié 3-meA. Curiosament, la seva estructura no esta
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tan conservada, sobretot en el cas d’AlkA [210]. De fet, no existeix homologia

entre alkA i tag, ni amb altres N-glicosilases d’altres organismes [299)].

* Diferents cerques utilitzant el programa BLAST han assenyalat possibles
homolegs en diferents especies bacterianes per al gen a/&B [80, 299]. També se
n’ha pogut trobar homolegs en eucariotes (en humans hi ha dos homolegs a
AlkB, coneguts com a ABH2 1 ABH3). En canvi, no s’ha trobat cap homoleg ni
d’AlkB ni de cap membre de la superfamilia de les dioxigenases a-cetoglutarat-
Fe*" dependents en arqueobacteris. Per aquesta raé s’ha suggerit una transferéncia
horitzontal posterior des d’eubacteris a eucariotes [7]. Per altra banda, cap estudi
ha pogut trobar un homoleg constitutiu al gen a/£B. Alguns treballs han assenyalat
la generacié d’intermediaris ferro-oxo, necessaris per a la hidroxilacié d’1-meA 1
3-meC [298], com a una amenaga per la propia cel-lula a causa del seu potencial
oxidatiu sobre DNA i proteines [299].

* Finalment, AidB sembla ser la proteina de la resposta Ada amb menys nimero
d’homolegs en altres especies. De fet, no es detecten homolegs d’AidB en

especies emparentades amb E. coli 1 8. enterica com Klebsiella, 1/ibrio, Shewanella o
Photorbabdus.

L’estructura en dos dominis de la proteina Ada és també un tret diferencial entre
diferents especies. Sembla ser que aquesta proteina esta formada per la fusié de dominis
proteics [189, 299]. Per exemple, en E. /i 1 en S. Typhimurium, la proteina Ada esta
formada per dos dominis, un codificant per una mePTE-DNA MTasa encarregada de la
deteccié del dany alquilant i la induccié del sistema, i un altre codificant d’una O°-meG-
DNA MTasa homologa a la proteina Ogt. En canvi, B. subtilis presenta aquests dos
dominis en proteines separades, AdaA (mePTE-DNA MTasa) i AdaB (O°-meG-DNA
MTasa) [301]. Per donar un altre exemple, en Mycobacterium tuberculosis sén els dominis
AdaA (mePTE-DNA MTasa) i AlkA els que estan fusionats en una proteina [70, 302].
Aquesta fusié és tan comu en les diferents especies com la fusié d’AdaA 1 AdaB en E. w/i

[299].

1.10. Sistemes de reparaci6 que intervenen en la viruléncia

Els organismes hostes posseeixen un seguit de mecanismes, des de barreres fisiques a
agents quimics, per defensar-se de la invasié per microorganismes. Molts d’aquests
mecanismes actuen sobre el DNA del patogen, afectant seriosament a la seva
supervivencia. Per aquest motiu, la presencia de mecanismes de reparacié del DNA és
essencial pel desenvolupament del procés infectiu de molts agents patogens. En el cas
concret de S. Typhimurium, alguns dels factors de viruléncia més coneguts sén factors
d’adheréncia, invasines, toxines, etc. Tots ells no solen ser importants per a la

supervivéncia o manteniment de Pestructura fora de Phoste [237]. Es per aixo que
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Pexpressié dels gens de virulencia s’ha de modular, generant un mosaic de respostes que
permet Padaptacié del bacteri als canvis en factors ambientals com la temperatura,
losmolaritat, la concentracié d’oxigen, el pH, la manca de nutrients, etc [214]. Entre
aquestes respostes s’inclouen diversos mecanismes de reparacié 1 nombrosos gens, sovint
d’activitats variades, de manera que la seva cooperacié permet incrementar notablement
la probabilitat d’exit.

Una de les respostes més importants associades a la virulencia és la que fa front a
Pestres oxidatiu [81], especialment durant el procés infectiu al ser un dels principals
mecanismes antibacterians de macrofags i leucocits polimorfonuclears [237]. Conegut
com a esclat oxidatiu, consisteix en Ialliberament rapid de ROI com superoxids,
peroxids, radicals hidroxil i acid hipoclorés per eliminar els elements fagocitats [374]. Per
neutralitzar els compostos oxidants generats, S. Typhimurium presenta enzims que estan
englobats principalment en els regulons SoxRS i OxyR, els quals responen a anions
superoxid (O,) i peroxid (H,O,), respectivament [81].

En el cas de la resposta SoxRS, el canvi en el potencial redox de linterior de la cel-lula
provocara 'activacié de la proteina SoxR gracies a 'oxidacié del seu centre [2Fe — 28].
Aleshores SoxR induira el gen soxS, que codifica per un activador transcripcional de més
de 15 gens involucrats en resisténcia a dany oxidatiu [81, 108]. Un cop finalitzat Pestres
oxidatiu, el grup [2Fe — 2§] de SoxR retornara al seu estat reduit, finalitzant la induccio
d’aquest regul6d [57]. Alguns dels gens que hauran estat induits codificaran superoxids
dismutases, com sodA; altres serviran pel manteniment del metabolisme central davant
dany oxidatiu, com fumC, que codifica per una fumarasa estable en aerobiosi; etc. De tots
ells, I"anic que esta directament involucrat en la reparacié del DNA sera el gen #fo, que
codifica per I'endonucleasa IV del sistema BER (Apartat 1.3.2) [104, 237], el qual
s’encarrega de reparar les bases oxidades. Per altra banda, també s’ha vist que SoxR pot

ser activada per NO [104], compost utilitzat per macrofags com a bactericida [187, 339].

La reaccié que realitzen les superoxids dismutases per neutralitzar els anions superoxid
allibera peroxids, els quals també son ROI. Tant aquests peroxids com aquells provinents
del metabolisme intern o dels mecanismes de defensa de I’hoste seran els inductors del
regul6 OxyR, que també inclou un gran nombre de gens [81, 222]. El regulador
transcripcional d’aquest sistema és OxyR, que presenta un control posttraduccional
dependent dels nivells de peroxid existents. El nivell transcripcional del gen oxyR no es
veu augmentat després de laparicié de compostos peroxid [341], ni tampoc es veu
incrementada la seva sintesi proteica [327], siné6 que OxyR s’activa al oxidar-se en
presencia de peroxids. Entre els gens induits per OxyR es troben varies catalases, com
katG, que catalitzen la reaccié de destoxicacié del peroxid d’hidrogen [88]; gorA, que
codifica per una glutatié reductasa; dps, el producte del qual presenta similituds amb AidB
al unir-se inespecificament al DNA 1 protegir-lo de la toxicitat del peroxid d’hidrogen
(Apartat 1.5.1) [3, 193] ; etc.
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A més d’aquests dos regulons hi ha altres mecanismes per fer front al dany oxidatiu.
El sistema BER realitza una tasca important en la supervivencia reparant lesions oxidants
al DNA [331, 374], especialment durant la infeccié. La induccié per part de RecA del
sistema SOS com a consequencia de I'acumulacié de lesions i Paparicié de regions
d’ssDNA al cromosoma bacteria permetra la sintesi de factors antioxidants [81], si bé el
paper de RecA imprescindible per la viruléncia sembla ser com a recombinasa [28, 29,
81]. A més, un cop a linterior de macrofags i leucocits polimorfonuclears hi haura
'activacié de I'SPI2 per fer front a 'esclat oxidatiu [332]. Finalment, altres proteines de
reparaci6é importants durant I'estrés oxidatiu, com la catalasa KatE [181] o exonucleasa
III [81] codificada per x7hA del BER (Apartat 1.3.2), estan regulades per RpoS durant

fase estacionaria i en anaerobiosi [20, 168, 291].

A part del dany oxidatiu també existeixen mecanismes de defensa no oxidants, com les
defensines alliberades per macrofags i leucocits polimorfonuclears [347], on és important
el sistema de dos components PhoP/Q [216], el qual intervé en altres processos com
impedir la fusié dels lisosomes amb I'SCV [101] (Apartat 1.1.4). Un altre mecanisme
contra dany no oxidatiu és el de supervivencia a pH extrem. El pH pot disminuir fins a 5
a l'interior de I'SCV [9] i el pH estomacal pot estar entre 2 1 3 [237], de manera que caldra
activar gens de viruléncia que permetin el manteniment de ’homeostasi a I'interior de la
cel-lula [4]. La majoria estan regulats conjuntament en la resposta de tolerancia a I'acid
(ATR), a més d’intervenir de nou el regulé PhoP/Q (induible per pH), el qual controla

cinc gens pag imprescindibles per la supervivencia a fagosomes [4].

Per ultim, §. Typhimurium també podra veure’s sotmesa a dany alquilant (Apartat 1.4).
Com a resposta existeixen diverses proteines de reparacié amb diferents activitats
(Apartats 1.5 1 1.7), algunes de les quals s’agrupen formant una resposta adaptativa
(Apartat 1.6). Aquesta resposta, aixi com els gens, tant induibles com independents de la
resposta, capagos de fer front a dany alquilant, han estat ampliament estudiats en E. co/, si
bé no tant en S. Typhimurium, especialment pel que fa al seu impacte en la viruléncia. Fs
per aquesta raé que en la present Tesi Doctoral es pretén aprofundir més en aquest

coneixement.
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S. Typhimurium disposa de diversos mecanismes de reparacié que li permeten fer
front a un ventall ampli de lesions en el seu material genctic [93]. Entre ells es troba la
maquinaria de reparacié de lesions alquilants, les quals, com ja s’ha comentat, poden tenir
un origen tant exogen com endogen [239]. Part d’aquesta maquinaria es troba englobada
dins de la resposta adaptativa a agents alquilants, que es troba conservada en diverses
especies d’enterobacteris [82], si bé en la soca LT2 de S. Typhimurium esta atenuada i no
pot induir-se en el mateix grau que en altres espécies com E. co/i [114]. Aix{ mateix,
encara no ha estat definida la implicaci6 dels gens vinculats a la reparacié d’alquilacions

durant el procés infectiu ni els nivells de dany alquilant que es generen.

Per aquestes raons, 'objectiu principal de la present Tesi Doctoral ha estat definir la
importancia de la maquinaria de reparacié de lesions alquilants de §. Typhimurium durant

el procés infectiu d’aquest patogen enteric.
Amb aquesta finalitat van plantejar-se una serie d’objectius parcials:

1. Determinar per RT-PCR quantitativa si el grau d’inducci6 de la resposta Ada en la
soca de treball ATCC14028 de S. Typhimurium és equivalent o menor al d’E. co/i.

2. Estudiar I'aportacié individual o conjunta de diferents proteines de reparacio6 a la
supervivencia de S. Typhimurium davant d’agents alquilants, la qual cosa es
portara a terme mitjancant la construccié d’una bateria de mutants defectius en
gens de la resposta Ada, en ogf i 7ag, i en les vies de reparaci6 GGR i TCR del
sistema NER.

3. Definir si la presencia dels diferents mecanismes de reparacié d’alquilacions és
essencial per al desenvolupament del procés infectiu de §. Typhimurium. Per
assolir aquest objectiu s’utilitzara la bateria de soques mutants per a realitzar un
seguit d’assajos de competitivitat 7z vzvo junt amb la soca salvatge emprant com a

animal d’experimentacié ratolins BALB/c.

4. Delimitar Porigen del dany alquilant present a linterior del model animal. Per a
aquesta fi, en funcié dels resultats obtinguts en el punt 3 es realitzaran
experiments suplementaris, tals com assajos de supervivéncia a sals biliars,

d’anaerobiosi, experiments 7 vivo per altres vies d’infeccid, etc.
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3.1. Material

3.1.1. Soques bacterianes, plasmidis, bacteriofag i oligonucleotids

Per al seu us diari, les soques bacterianes van ser mantingudes fresques mitjangant
resembres en plaques de medi Luria-Bertani (LB). Partint d’un d’aquests cultius frescs
crescut en medi solid es va resuspendre un inocul en vials de crioconservacié (Protect)

per a la seva conservacié a -75°C.

Les soques bacterianes utilitzades en la present Tesi Doctoral es detallen a la Taula 3.1.

Taula 3.1. Soques bacterianes utilitzades en el present estudi.

Soca bacteriana Caracteristiques Font
S. Typhimurium
ATCC14028 wt Soca salvatge de referencia ATCC®!1

UA1826 ATCC14028 que conté el plasmidi pKOBEGA Aquest laboratori

UA1827 LB5000 que conté el plasmidi pCP20 Aquest estudi

UA1871 ArecA::Kn? Aquest laboratori

UA1872 Delecié i inserci6 de la casset Cm a la regié Aquest laboratori
16.088 — 17.026 del cromosoma

UA1779 Afur:Cm Aquest laboratori

Soques ATCC14028 defectives en un gen de reparacié d’alquilacions

UA1828 Aada::Cm? Aquest estudi
UA1829 Aada Aquest estudi
UA1830 AalkA::Cm Aquest estudi
UA1831 AalkB::Cm Aquest estudi
UA1832 AaidB::Cm Aquest estudi
UA1833 Nogt:Cm Aquest estudi
UA1834 Ntag:Cm Aquest estudi
UA1835 Atag Aquest estudi

Soques ATCC14028 defectives en dos gens de reparacié d’alquilacions

UA1837 Aada AalkA::Cm. Deriva per transduccié ’'UA1829  Aquest estudi
UA1838 Aada AalkA::Cm. Conté el plasmidi pPKOBEGA Aquest estudi
UA1839 Aada Aogt::Cm. Deriva per transduccié d’UA1829 Aquest estudi
UA1840 Aada Aogt Aquest estudi
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Taula 3.1. Continuacié

Font

Soca bacteriana  Caracteristiques
UA1841 Aada::Cm Atag. Deriva per transduccié d’'UA1835
UA1842 AalkA::Cm Atag. Deriva per transduccié d’'UA1835
UA1843 AalkA Atag
UA1844 Aogt::Cm Atag. Deriva per transduccié ’'UA1835
UA1845 Aada Atag

Soques ATCC14028 defectives en tres gens de reparacié d’alquilacions

UA1846 Aada AalkA::Cm AalkB:Km. Construida pel metode
d’inactivacié genica en un pas a partir d’UA1838

UA1847 Aada NalkA NalkB

UA1848 Aada Aogt::Cm Atag. Deriva per transduccid
d’UA1845

UA1849 Aada Nogt Atag

Soques ATCC14028 defectives en quatre gens de reparacié d’alquilacions

UA1850 Aada AalkA AalkB AaidB::Cm. Detiva per
transduccié d’UA1847
58
UA1851 Aada AalkA ANalkB AaidB
UA1852 Aada Nogt Atag AalkA::Cm. Deriva per transduccid
d’UA1849
UA1853 Aada Nogt Atag AalkA

Soques ATCC14028 defectives en cinc gens de reparacié d’alquilacions

UA1854 Aada AalkA AalkB AaidB Aogt::Cm. Detiva per
transduccié ’'UA1851

UA1855 Aada AalkA AalkB AaidB Atag::Cm. Deriva per
transduccio d’UA1851

UA1856 Aada AalkA NalkB AaidB Atag

Soques ATCC14028 defectives en sis gens de reparacio d’alquilacions

UA1857 Aada AalkA NalkB AaidB Atag Aogt::Cm. Detiva per
transduccié d’'UA1856
UA1858 Aada AalkA NalkB AaidB Atag Aogt

Soques ATCC14028 AwuvrA

UA1836 AuvrA::Cmr

Aquest estudi
Aquest estudi
Aquest estudi
Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest estudi

Aquest laboratori
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Taula 3.1. Continuacié

Soca bacteriana  Caracteristiques Font
UA1866 AnprA Aquest estudi
UA1859 Aada Aogt AuprA::Cm. Deriva per transduccio Aquest estudi
d’UA1840

UA1860 AalkA Atag AuprA::Cm. Deriva per transduccié Aquest estudi
d’'UA1843

UA1861 Aada Nogt Atag AuprA::Cm. Deriva per transduccid Aquest estudi
d’'UA1849

UA1862 Aada Aogt Atag AuvrA Aquest estudi

UA1863 Aada AalkA AalkB AaidB AuyrA::Cm. Detiva per Aquest estudi
transduccié d’UA1851

UA18064 Aada Nogt Atag AalkA AuprA::Cm. Deriva per Aquest estudi
transduccié ’'UA1853

UA1873 Aada Nogt Atag AalkA AuprA Aquest estudi

UA1865 Aada AalkA AalkB AaidB Atag Nogt AuvrA:Cn. Aquest estudi
Deriva per transduccié d’UA1858
Soques ATCC14028 Amfd
UA1870 Amfd:Cm Aquest laboratori
UA1867 AnvrA Amfd:Cm. Detiva per transduccié ’'UA1866  Aquest estudi
UA1868 Aada Aogt Atag Amfd-Cm. Deriva per transducci6 Aquest estudi
d’'UA1849

UA1869 Aada Nogt Atag AuvrA Amfd:Cm. Deriva per Aquest estudi
transduccié ’'UA1862

UA1874 Aada Nogt Atag AalkA AuvrA Amfd:Cm. Detiva per Aquest estudi
transduccié d’UA1873

E. coli
BL21 pKOBEGA [38]
BW25113 pKD3 [48]
BW25113 pKD4 (48]
BW25113 pCP20 [39]

1

2

American Type Culture Collection

Cm i Km fan referéncia a cassets de resisténcia a cloramfenicol i kanamicina, respectivament.
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Els plasmidis van ser mantinguts dins de soques bacterianes i extrets en el moment del

seu Gs. Una aliquota del DNA obtingut va ser conservada a -20°C.

Els bacteriofags van ser conservats en medi liquid LB amb un 5 — 10% de cloroform a

una temperatura de 4°C. Els plasmidis i bacteriofag usats estan detallats a la Taula 3.2.

Taula 3.2. Plasmidis i bacteriofag utilitzats en el present estudi.

Plasmidi o bacteriofag Caracteristiques Font
Plasmidi

pKOBEGA AmpR! Ts? [38]

pKD3 AmpR CmR [48]

pKD4 AmpR KmR [48]

pCP20 AmpR CmR T's [39]
Bacteriofag

P22HT int7 Int, alta eficiencia de transduccié  J. L. Ingraham

1 Amp fa referencia a una casset de resisténcia a ampicil-lina.

2 Tsindica que el plasmidi és termosensible.

Per a diferents tecniques de manipulacié del DNA es van usar els oligonucleotids
llistats a la Taula 3.3. La casa comercial (Invitrogen o Roche) els serveix liofilitzats. Previ
al seu Gs van ser rehidratats en aigua Milli-Q (MQ) per a obtenir una concentracié final
de 100 pmols/ul i conservats a -20°C. La seva sequéncia i aplicacié també esta descrita a
la Taula 3.3.

3.1.2. Medis de cultiu, suplements i solucions

Com a medis de cultiu es van usar medis solids, semisolids i liquids. Per a la seva
preparacio es va usar per tots aigua ultrapura MQ obtinguda mitjancant 'aparell Ultra-pure
water system Milli-Q,,,185 (Millipore). Un cop preparats es van esterilitzar per calor humit a
121°C durant 15 min en un autoclau. En el cas dels medis solids, es van deixar refredar
fins a una temperatura aproximada de 50°C, quan corresponia se’ls va addicionar
suplements (antibiotics, glucosa, etc) i es van dispensar en volums de 20 ml en plaques de
Petri de plastic esterils (Sterilin). Aquells suplements o solucions que no podien ser
esterilitzats, com antibiotics o lisats fagics, eren filtrats mitjancant I'as de filtres esterils de

25 mm de diametre amb porus de 45 pm de diametre (Whatman).

Tot el material que havia de ser usat en condicions esteérils va ser preéviament

esterilitzat per calor humit a 135°C durant 15 min.



Taula 3.3. Oligonucleotids usats en el present estudi.

Aplicacié

Oligonucleotid

Seqiiéncia (5— 3’)

Oligonucleotids per a la inactivacié génica en un pas'

Amplificaci6 de la casset Cm (pKD3)

0 Km (pKD4)

Inactivacié en un pas del gen ada

Inactivacié en un pas del gen a/kA

Inactivacié en un pas del gen a/kB

Inactivaci6 en un pas del gen azdB

Inactivaci6 en un pas del gen gz

P14 (directe)
P24 (revers)
adalpasD
adalpasR
alkAlpasD
alkAlpasR
alkB1pasD
alkBlpasR
aidB1pasD
aidB1pasR
ogtlpasD

ogtlpasR

GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

CATATGAATATCCTCCTTAGT
CTTATCGATGATGAATGCTGGCTGCGGGTGCAGGCGCGCGATGCCAGCGC
GGATGGGCGTTTCGTTTTTGCGGTGCGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
CTTTTTGCGCTTCTCGCTTTAATAGCTGCGCTTTTCGACGCACGCCCCAACG
ATAACCGGAGAGCGCGCCATCGCGACATATGAATATCCTCCTTAGT
TACCCTGAGCTGGCAGCCGCCTTACGACTGGTCGTGGATGTTGGGCTTTCT
TGCCGCGCGTGCGGTGGACGGCGTGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
ACTGAATACCAGCTATTTCGCTATCCATTGACGGTTGCCAGCCGTGGGTAT
ACCAGATATGCAGTAGCGCGTAGGAACATATGAATATCCTCCTTAGT
ATCTATTTGCTGATGAAGCGCCCTGGCAAGAGCCCCTGGCGCCTGGCGCG
GTGGTGTTGCGCCGCTTTGCGTTTCGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
ATTCTTTTTCAGCTGCCTGACGGAAGGTGAGATTGTAACGAAATTCACCGG
TCATGGGATGAAAGCCCGCTTTAAGCCATATGAATATCCTCCTTAGT
ATGTCCTGGCAAACACATACCGTCTTTAATCAACCTGCTCCGCTCAATAACA
GTAACTTATTCCTGTCTGATGGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
TTACCGCAGTCCCCCGGTCGCCCTTAACAGTAAATCATTTTGCACCTGGGC
AGGCAGCGGCATTTCGCCGCGTGTCATATGAATATCCTCCTTAGT
GATTACTTGAAGAGAAGATAGCCACGCCATTAGGACCGTTATGGGTGGTT
TGCGATGAGCAGTTTCGACTGCGGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
ATAATAAAAGATAGCCTTCATGGCGTAATAGCCACTCTTTTCGCTGCACGC
CGCCTGCGTATCCGGTCAGAGTGCCATATGAATATCCTCCTTAGT

19
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Aplicacié Oligonucleotid  Seqiiencia (5°— 3°)
Inactivaci6 en un pas del gen Zag taglpasD AGCCAGGACCCCCTTTATATTGCCTATCATGATAACGAGTGGGGCGTACCG
GAAACTGACAGCAGAAAGCTGTTTGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
taglpasR GAATCATGTTTTTCTCCCGGATGGCAAAAACAGCCGGTAATATGGTCATTG
ACCAGTCCGCACGCCTGCATAAAGGCATATGAATATCCTCCTTAGT
Inactivacié en un pas del gen wmrA uvrAlpasD ACCTGCGCCTGCTGTTTGCCCGCGTGGGCGAGCCGCGTTGTCCGGATCAT
GACGTGCCGCTGGCGGCGCAAACCGTTAGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
uvrAlpasR GGGTGCGCCCGATTGGGCTCTGGTCGATATCGATCACTTTATCGAAATGTT
CCAGCCCCTGAATATCCCGATACGGCGCCCATATGAATATCCTCCTTAGT
Inactivacié en un pas del gen zfd mfd1pasD TCCCGCCGCACGATCAACCCGGATACGTTGATTCGTAACCTGGCGGAGCTC
CACGTCGGTCAGCCGGTAGTGCATCTGGAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
mfdlpasR TTCAAACGGGAAGCTGTCGCAGAATAACTGATACTGCTCACGATCATGCTT
AAAGGCAAAACCCTCTTTTGCCGCCCGTCATATGAATATCCTCCTTAGT
Inserci6 de la casset en la regié 16088IR1pasD TTGGGCGGCGGATTAAAAAAATTATCGAAGGTAATAATTCAGATTAATTAT
intergenica 16.088 — 17.026 CATTTGCAGTATCAGGCTCATCCGTGAGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
17026IR1pasR TAAACGTTGCTGAGAAAAACCACAATAACGAACAATTTATTTATGGCTGGA

TCAAGAATAGAGTGACCTAGACCAGGCTGCATATGAATATCCTCCTTAGT

Oligonucleotids per a la comprovacié de la insercié de la casset?

Comprovacié de la insercié de la casset
de resistencia a Cm junt amb ’encebador
directe situat en el gen diana

Comprovacié de la insercié de la casset
de resistencia a Cm junt amb 'encebador

revers situat en el gen diana

clA (revers)

c2A (directe)

TTATACGCAAGGCGACAAGG

GATCTTCCGTCACAGGTAGG
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Aplicacié

Oligonucleotid

Seqiiencia (5°— 3%)

Comprovacié de la insercié de la casset
de resistencia a Km junt amb I’encebador
directe situat en el gen diana
Comprovacié de la insercié de la casset
de resistencia a Km junt amb I'encebador
revers situat en el gen diana
Comprovaci6 de la insercié en el gen

ada

Comprovacié de la insercié en el gen
alkA

Comprovacié de la insercié en el gen
alkB

Comprovacié de la insercié en el gen
aidB

Comprovaci6 de la inserci6 en el gen

0gt

Comprovaci6 de la inserci6 en el gen

tag

Comprovacié de la insercié en el gen
uvrA

Comprovaci6 de la insercié en el gen

mfd

Comprovacié de la inserci6 en la regié

intergenica

k14 (revers)

k2A (directe)

adaD
adaR
alkAD
alkAR
alkBD
alkBR
aidBD
aidBR
ogtD
ogtR
tagD
tagR
uvtAD
uvtAR
mfdD
mfdR
IRD
IRR

CAGTCATAGCCGAATAGCCT

CGGTGCCCTGAATGAACTGC

CTGCATGTAAGCAAGCAC
GATCCAGCATTGCTACTC
GTGCGATTAGCGTTTATGC
TTATGGCGACACTATCGC
AGAGGAGTAGCAATGCTG
AACTAACTCCACCTGCAC
ATTGAAGGAGGGAGACACC
GGATGGCATGTACTACAGG
ATGTGAGAGAACGGATGC
GTGTGACCGATAAGGCAC
AAGTCTATGCAGCGTTGC
TAGACGCCATGTCTTCAC
ACCGGATGTCGACCATATTG
GTTATAGCGCTTGCCTTTGC
GAGAGCTCCTGGCTCGCATA
CAGCGTAGTCGGCACCAGTA
GTGTTTTCGCGAGTCCGATC
GTGTTTTCGCGAGTCCGATC

€9
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Taula 3.3. Continuacio

¥9

Aplicacio

Oligonucleotid

Seqiiéncia (5>3)

Oligonucleotids per a RT-PCR quantitativa’

Comprovacié dels nivells d’expressié del adaRTsqD GCAAAGGCGGCGATAATGT

gen ada adaRTsqR TGATAGCCGCGACAACCTG
Comprovacié dels nivells d’expressio del  alkARTsqD GGATGCGCCCGATTATGT

gen alkA alkARTsqR ATGCAGTAGCGCGTAGGAAC
Comprovacié dels nivells d’expressié del  yiaCRTsqD TCGCAAATCCCAGAGTGAAGA
gen yiaC yiaCRTsqR GAAGTTTACGGCGGATTGATTT
Oligonucleotids per a RT-PCR3

Comprovacié de la unitat transcripcional  tagRTD TACTCCTTTATGCAGGCG

tag — yiaC yiaCRTR ACAATTGCTTCGCTCTCG
Oligonucleotids per a altres usos

Comprovaci6 de la presencia de DNA en  fhuAD TCAGGCGGAATGGAATAAGTGG
una mostra ’'RNA thuAR GTAAGAAACGCGTGGGGTGCTC

A~ Per a més detalls sobre la seva localitzacié consultar la Figura 3.2.

! Oligonucleotids usats en el primer pas del protocol de la inactivacié genica en un pas (Apartat 3.2.2.10 1 Figura 3.3). Contenen una cua d’homologia al

gen diana a la regi6é 5’ 1 una seqiiencia a l'extrem 3’ capa¢ d’hibridar amb els plasmidis pKID3 o pKD4. Tots ells van ser construits per la casa comercial

Invitrogen.

2 Utilitzats un cop aconseguida la insercié de la casset per comprovar la correcta localitzacié d’aquesta en el gen diana. c1 i ¢2 hibriden en la casset Cm, k1

1k2 en la casset Km (Figura 3.2). Tots ells foren encarregats a Invitrogen.

3 Dissenyats especificament per a 'amplificacié de petits fragments de DNA a partir ’RNA mitjancant "ds d’una retrotranscriptasa. Van ser sintetitzats

per la casa comercial Roche.
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MATERIAL I METODES

3.1.2.1. Medis de cultiu

LLa majoria dels metodes requereixen partir d’un cultiu de nit fresc (ON: over-night), el
qual es preparara el dia anterior a I'assaig per resuspensié d’un petit inocul de la soca
bacteriana en 5 — 10 ml de medi I.B liquid i estéril en una ampolla (Pyrex®). Es deixara
incubant tota la nit i al dia segiient es fara una dilucié de ’ON en la quantitat requerida de
medi nou esteril. La incubacié dels cultius sol ser en agitacio, la qual es va fer a 140 rpm
en una agitador Excella 5 Platform Shaker (New Brunswick Scientific). Si no es diu el
contrari, per a les incubacions en medi LB liquid sempre es va utilitzar la variacié de
Miller (veure ’Apartat 3.1.2.1.1).

En els casos en que es va requerir la lectura d’absorbancia (DO: densitat optica) es va
utilitzar un espectrofotometre (Uvikon 810 Kontron, Microbean). Per a llegir les lectures
d’emissié es va emprar cubetes d’espectrofotometria de metacrilat (Hellma) carregades
amb un mil-lilitre de cultiu. La longitud d’ona a la qual es van fer les lectures depenia del
medi de cultiu usat: 420 nm en el cas de medi minim AB, 550 nm pel medi ric LB i 600
nm pel medi SOB.

Per a les centrifugacions es van utilitzar diferents tipus de centrifuga, depenent del

volum de la mostra:

*  Per a volums menors a 1,5 ml es va utilitzar la centrifuga MiniSpin” (Eppendorf),
amb una velocitat maxima de 13.400 rpm (12.100 x g).

" Per a volums menors de 10 ml es va centrifugar els cultius en tubs de polipropile
de 10 ml en una centrifuga Beckman J2-21 amb rotor JA-20. Aquest rotor també
admet tubs Corex” II (Corning) de 30 ml utilitzats durant la macroextraccid
plasmidica. En aquest rotor, la mostra esta sotmesa en el radi maxim (180 mm) a

7.740 x g quan se centrifuga a 8.000 rpm, o a 12.100 x g per a 10.000 rpm.

*  Per volums majors es van emprar tubs de 85 ml de policarbonat (Nalgene®) en el
model de centrifuga Centrifuge 5810R d’Eppendorf, la qual permet a més la
centrifugacié refrigerada. Es va centrifugar a una velocitat de 8.000 rpm (6.797 x
9 ode 6.000 rpm (3.824 x g).

3.1.2.1.1. Medi LB liquid

Descrit inicialment per Bertani el 1951 [14], existeixen actualment tres formulacions
que varien en la concentracié de clorur sodic (NaCl): Miller (10 g/L), Lennox (5 g/L) i
Luria (0,5 g/1). Es un medi ric usat en la majoria d’assajos per al creixement d’E. co/i i S.
Typhimurium. Normalment es va utilitzar la variacié descrita per Miller, excepte en la
preparacié de cél'lules competents per a electroporacié (Apartat 3.2.2.4.1), on es va

utilitzar la variacié de Lennox.
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LB-Miller LB-Lennox
NaCl (Panreac) 10¢g NaCl (Panreac) 5¢g
Triptona bacto (Difco) 10¢g Triptona bacto (Difco) 10¢g
Extracte de llevat (Difco) 5¢g Extracte de llevat (Difco) 5g
Aigua MQ Ajustar a 1L | Aigua MQ Ajustar a 1L
pH final: 7,2 pH final: 7,2

3.1.2.1.2. Medi LB solid

La seva preparaci6 és igual que pel medi LB-Miller liquid pero amb I’addici6 de 16 g

d’agar (Difco) per cada litre de medi preparat.

3.1

.2.1.3. Medi LB semisolid o LB agar tou

LB semisolid

66
3.1

Medi liquid
1 B, que s’han

Triptona bacto (Difco) lg
Extracte de llevat (Difco) 0,5 ¢

Agar (Difco) 0,7¢
Aigua MQ Ajustar a 100 ml
.2.1.4. Medi AB

minim descrit per Clark i Maaloe [41]. Esta compost per dues solucions, A

de preparar i guardar per separat. Per a la realitzacié de les corbes de

creixement es va suplementar amb un 0,2% de glucosa com a font de carboni (Apartat

3.2.1.1).

La preparaci6 de les solucions A 1 B es realitza com segueix:

Solucio A

(NH,),SO, (Panreac) 20g
Na,HPO, (Merck) 55,99 ¢
KH,PO, (Panreac) 30g

NaCl (Panreac) 30¢g
Na,SO, (Panreac) 0,11 ¢
Aigua MQ Ajustar a 1L

Dissoldre totalment les sals i1 dispensar en volums de

100 ml en ampolles abans d’esterilitzar.
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Solucié B: previament cal preparar 3 solucions

Solucié MgCl,

= MgCl, 6 H,O (Merck) 16¢g

»  Aigua MQ Ajustar a 500 ml
Solucié CaCl,

*  CaCl, 2 H,O (Merck) 0,58 ¢

= Aigua MQ Ajustar a 250 ml
Solucié FeCl,

= FeCly;- 6 H,0O 0,032 ¢

= Aigua MQ Ajustar a 250 ml

Esterilitzar les 3 solucions per separat. Un cop

refredades ajuntar en esterilitat.

Un cop esterils, les solucions A i B es guardaran per
separat fins al moment de necessitar del medi AB. En
aquest moment s’escalfaran lleugerament (maxim a 50°C)
1 es mesclaran en esterilitat. La suplementacié amb
glucosa per obtenir una concentracié final al 0,2% es
realitzara amb glucosa al 20% (Apartat 3.1.2.2.2).

3.1.2.1.5. Medi BHI (Brain-Heart Infusion)

AB

Solucié A 100 ml
Solucié B 25 ml
Glucosa al 20% 10 ml
Aigua MQ 875 ml

Utilitzat durant el perfode d’expressié fenotipica just després de Delectroporacié

(Apartat 3.2.2.4.2).

BHI

BHI (Oxoid). Composicio: 37¢g

= 12,5 g d’extracte de cervell
= 5 g d’extracte de cor

® 10 g de proteosa peptona
= 2 gdeglucosa

= 5gdeNaCl

= 25gdeNa,HPO,

Aigua MQ Ajustar a 1L

3.1.2.1.6. Medi TB (Terrific-broth)

Descrit per Tartof i Hobbs [342], és un medi optim per al creixement de c¢l-lules

transformants com a pas previ a extraccio plasmidica (Apartat 3.2.2.3).

67



68

MATERIAL I METODES

Es requereix la preparacié de dues solucions, les quals s’esterilitzaran per separat en
I'autoclau. Es deixaran refredar fins a una temperatura inferior a 50°C abans de mesclar-
les en esterilitat, en cas contrari es donaria la precipitaci6 de les sals. Un cop barrejades es

pot dispensar el medi en volums de 100 ml.

Solucio A

Triptona bacto (Difco) 12¢
Extracte de llevat (Difco) 24 ¢

Glicerol (Panreac) 4 ml

Aigua MQ Ajustar a 900 ml
Soluci6é B

KH,PO, (Panreac) 2312 ¢
K,HPO, (Merck) 16,432 ¢

Aigua MQ Ajustar a 100 ml

3.1.2.1.7. Medi SOB

Utilitzat durant la preparaci6 de cél-lules competents per a transformacié en el métode

d’inactivaci6 genica en un pas (Apartat 3.2.2.10.3) [48].

SOB

NaCl (Panreac) 0,5¢
Triptona bacto (Difco) 20¢g
Extracte de llevat (Difco) 5¢

KCl 2,5M 0,5 ml
Aigua MQ Ajustar a 1L

pH final 7. Si escau corregir amb NaOH 10N

3.1.2.1.8. Medi SOC

Emprat durant Pexpressié fenotipica de cel-lules transformants en el metode
d’inactivacié genica en un pas. Per a la seva preparacié tan sols cal afegir al medi SOB

glucosa 1M esteril fins a una concentracio final de 20 mM.

3.1.2.1.9. Plaques verdes

Usades durant el meétode de transduccid per a seleccionar transductants no lisogens
(Apartat 3.2.1.7).
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Plaques verdes

NaCl (Panreac) 5¢

Triptona bacto (Difco) 8¢g

Extracte de llevat (Difco) lg

Agar (Difco) 15¢g

Groc d’alizarin R (Panreac) 833 mg

Blau d’anilina (Panreac) 132 mg

Aigua MQ Ajustar a 966 ml

Esterilitzar. Un cop temperat afegir 34 ml de glucosa
al 40% en esterilitat 1 dispensar en plaques de Petri

3.1.2.2. Suplements
3.1.2.2.1. Antibiotics

En diferents metodes va caldre un pas de seleccié per antibiotic, tant en medi liquid
com en medi solid. Es va preparar solucions estoc 1.000 x de cada antibiotic, les quals es

van consetrvar a -20°C.

En el cas de 'ampicil‘lina i la kanamicina es va dissoldre la quantitat corresponent
d’antibiotic en 10 ml d’aigua MQ 1 es va filtrar amb filtres Whatman amb porus de 45 um
de diametre. En el cas del cloramfenicol, en canvi, la dissolucié es va portar a terme en 10

ml d’etanol absolut (Panreac), sense necessitat posterior de filtratge.

Per a la preparacié de medis solids amb antibiotic es va afegir 1 ml de la solucié estoc
1.000 x corresponent per cada litre de medi preparat. Per als medis liquids, considerant
que els seus volums solien ser aproximadament de 10 ml, es van preparar solucions 100 x

a partir de les solucions inicials 1.000 x 1 es van conservar a 4°C.

Les concentracions finals de treball per a cada antibiotic estan descrites a la Taula 3.4.

Taula 3.4. Concentracions de treball dels antibiotics usats en el present estudi.

Antibiotic Concentraci6 final (pg/ml)
Ampicil‘lina (Roche) 100"
Cloramfenicol (Sigma) 34
Kanamicina (Sigma) 100

* En el cas de la soca d’E. co/i BRW25113 pCP20 la concentracié final és 50 pg/ml.
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3.1.2.2.2. Glucosa

Es van utilitzar tres solucions de glucosa segons el métode. Per a la suplementaci6 del
medi AB es va preparar glucosa al 20% (equivalent a 1,11M), per a la preparacié de
plaques verdes es va emprar glucosa al 40% (2,22M) 1 per al métode de la inactivacid

genica en un pas es va utilitzar glucosa 1M (equivalent a 18,016%).

Glucosa 20% Glucosa 40% Glucosa 1M

Glucosa monohidratada 220 g 440 ¢ 198,17 g
(Merck)
Aigua MQ En els tres casos ajustar a 1L

Esterilitzar i conservar a 4°C

3.1.2.2.3. Arabinosa 0,4M

Per a obtenir una molaritat de 0,4M cal preparar una solucié a 0,06 g/ml de DL-
arabinosa (Sigma). Tipicament s’afegiran 0,6 g en un tub amb 10 ml d’aigua MQ 1 es
dissoldra totalment amb l'ajut d’un agitador orbital o per inversié. Seguidament
s’esterilitzara passant la soluci6 a través d’un filtre amb porus de 45 um ajudant-se d’una

xeringa. Conservar a 4°C.

3.1.2.2.4. KCI 2,5M

Aquesta soluci6 es va utilitzar per a la preparacié del medi SOB. Com que aquest medi
s’esterilitzara en I'autoclau, no és necessari haver autoclavat préviament aquesta solucid
de clorur potassic 2,5M. Aquesta molaritat correspon en pes a 0,1864 g/ml de KClI
(Panreac). Preparar 10 ml d’aigua MQ en un tub i afegir 1,864 g de KCl. Dissoldre

totalment i conservar a 4°C.

3.1.2.2.5. RNasa 20 mg/ml

Usada durant la macroextracci6 plasmidica (Apartat 3.2.2.3), es prepara com segueix:

RNasa 20 mg/ml

RNasa A (Roche) 20 mg
Tris-HCl 1M pH 7,5 (AppliChem) 10 pl
NaCl 5M (AppliChem) 3ul
Aigua MQ 987 pl

Incubar 15 min a 100°C. Refredar en gel,
dispensar en aliquotes de 25 pl i conservar a -20°C
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3.1.2.2.6. Agents alquilants
3.1.2.2.6.1. MNNG

Es prepara una solucié estoc a una concentracié d’1 mg/ml d’MNNG (Chem Setvice).
Aquest compost és molt poc soluble en aigua, de manera que es va preparar tampo citrat

0,1M a pH 5,5 per a la seva dissolucié.

Tamp6 citrat 0,1M pH 5,5
Citrat trisodic dihidrat (Merck) 14,705 g (0,1M)

Acid citric (Panreac) 10,5 g
NaOH pastilles (Panreac) 44 ¢
Aigua MQ Ajustar a 500 ml

Ajustar el pH a 5,5 amb NaOH

Segons el métode s’usara una concentracié de treball ’'MNNG de 5, 7,5 6 10 pg/ml
(equivalent a 34, 51 1 68 uM, respectivament).

3.1.2.2.6.2. MMS

I’MMS (Sigma) és subministrat en forma liquida per la casa comercial i presenta una
densitat d’1,3 g/ml. La concentracié de treball és del 0,1% (9,08 mM). Per 10 ml de medi,
per exemple, caldran 7,692 ul.

3.1.2.2.6.3. DES

El DES (Sigma) artiba en format liquid i presenta una densitat de 1,177 g/ml i un pes
molecular de 154,18 g/mol. La concentracié de treball és 30 mM (4,6254 mg/ml). Per 10
ml de cultiu caldrien 39,271 ul.

3.1.2.3. Altres solucions
3.1.2.3.1. Solucié salina NaCl 0,9%

Per a la seva preparaci6 tan sols cal afegir 0,9 g de NaCl (Panreac) en 100 ml d’aigua

MQ), mesclar breument i esterilitzar.
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3.1.2.3.2. Solucié de sulfat magnesic (MgSO,) 10 mM

MgSO, 10 mM
MgSO, (Panreac) 1,56 ¢
Aigua MQ Ajustar a 1L

Cal agitar bé la soluci6 fins a la dissoluci6
de les sals. Repartir en ampolles en

volums de 100 ml abans d’esterilitzar.

3.1.2.3.3. Glicerol al 10%

El glicerol es prepara en una ampolla de 100 ml, on s’afegeixen 10 ml de glicerol
(Panreac) 1 90 ml d’aigua MQ. Cal esterilitzar-lo.

3.1.2.3.4. EDTA 0,5M pH 8

EDTA 0,5M pH 8
EDTA 0,5M (Sigma) 186,12 ¢
Ajustar a 1L amb aigua MQ

3.1.2.3.5. Solucio 1

Solucié I (2 x)

Tris-HCl 1M pH 8 (AppliChem) 50 ml
EDTA 0,5M pH 8 40 ml
Ajustar a 1L amb aigua MQ

Un cop preparada cal esterilitzar-la. La

solucid de treball és 1 x i es conserva a 4°C

3.1.2.3.6. Soluci6 11

Solucio IT

SDS’ 5ml
NaOH 10N~ 1 ml
Aigua MQ 44 ml

Ajustar el pH a 7,2 amb NaOH 1N
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*SDS

SDS (Merck) 10¢g
Ajustar el volum a 100 ml amb aigua MQ

* NaOH 10N

NaOH (Panreac) 40 ¢
Ajustar el volum a 100 ml amb aigua MQ

3.1.2.3.7. Solucié 111

Solucio IIT

Acetat potassic 5M’ 600 ml
Acid acétic glacial (Panreac) 115 ml
Aigua MQ Ajustar a 1L

Portar el pH a 4,8 amb HCI
Conservar a 4°C

* Acetat potassic 5M

Acetat potassic (Panreac) 2944 ¢
Aigua MQ Ajustar a 100 ml

3.1.2.3.8. Terra de diatomees

En primer lloc dissoldre 3,5 g de terra de diatomees (Sigma) en 50 ml d’aigua MQ.
Deixar que precipiti durant minim 3 hores. Passat aquest temps eliminar tot el

sobrenedant. Paral-lelament es prepara la segiient solucio:

Hidroclorur de guanidina (Sigma) 100 g
Tris-HCI 1M pH 7,4 (AppliChem) 8,75 ml
EDTA 0,5M pH 8 14 ml
Dissoldre en 50 ml d’aigua MQ. Un cop

dissolt acabar d’ajustar a 175 ml amb aigua MQ

Afegir aquesta solucié a la terra de diatomees préeviament preparada i mesclar

totalment.
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3.1.239. TE
TE
EDTA 0,5M pH 8 2ml
Tris-HCl 1M pH 7,4 (AppliChem) 1 ml
Aigua MQ 97 ml

3.1.2.3.10. TAE 50 x

TAE 50 x
Trizma Base (Sigma) 242 ¢
EDTA 0,5M pH 8 100 ml

Acid acétic glacial (Panreac) 57 ml
Ajustar el volum a 1L amb aigua MQ

3.1.2.3.11. Soluci6 transportadora 6 x

Solucié transportadora 6 x

Glicerol (Panreac) 30g
Xilencianol (Clontech) 0,25 ¢
Blau de bromofenol (Panreac) 0,25 ¢
EDTA 0,5M pH 8 2ml

Ajustar el volum a 100 ml amb aigua MQ

Un cop preparada cal esterilitzar-la
* Afegir un cop la resta de productes

ja estiguin dissolts

3.1.2.3.12. Aigua MQ amb dietil pirocarbonat (DEPC)

El DEPC (Sigma) es prepara de la seglient manera:
I. Preparar una ampolla lliure de RNases deixant-la 3 hores a 120°C. A partir d’aqui

es manipulara seguint les precaucions adequades per treballar amb RNAs.

II.  Un cop refredada 'ampolla s’omplira amb aigua MQ i es portara a una cambra de
protecci6 biologica, on s’afegira 1 ml de DEPC per cada litre d’aigua MQ. Abans

de tancar bé 'ampolla s’hi posara també a dins un agitador magnetic o mosca.
III.  Deixar agitant entre 11 2 hores.
IV. Esterilitzar a 'autoclau a 120°C durant 45 min per a evaporar el DEPC.

V. Alhora d’obrir I'autoclau esperar que s’hagi refredat per sota dels 60°C.
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3.2. Meétodes

3.2.1. Metodes microbiologics
3.2.1.1. Cortba de creixement

Es van realitzar corbes de creixement utilitzant medi minim AB suplementat amb
0,2% de glucosa. Per cada soca es va preparar un cultiu a partir d’'un ON, es va posar a
incubar a 37°C i es van anar prenent mostres cada 30 minuts per a la mesura de
I'absorbancia fins que es va observar entrada a la fase estacionaria. La representacié de
les dades es va fer en una grafica semilogaritmica de dispersié on es va representar el

temps a les abscisses i les absorbancies en escala logaritmica a les ordenades.

3.2.1.2. Corba de supervivencia a MNNG

Aquest tipus de corba requereix que s’acompanyi d’una titulacié exacte de viables amb
motiu de la mortalitat causada per Pagent mutagen. Segueix el mateix protocol que

I’Apartat 3.2.1.1 pero amb certes variacions:
I. A partir d’un cultiu ON realitzar una dilucié 1:100 en 10 ml d’LB esteril.
II. Incubar en agitaci6 a 37°C fins que arribi a una DO, aproximada de 0,2.
II. Prendre la mostra t, i posar-la en gel .
IV. Afegir MNNG al cultiu a la concentraci6 final requerida.
V. Posar immediatament en agitacié a 37°C durant 20 min.
VI. Agafar la segient mostra. Tornar al punt V.

*  Prendre 100 pl de mostra, afegir en 900 pl de soluci6 salina NaCl al 0,9% 1 deixar en gel. Un
cop retornada 'ampolla a 'incubador es realitzara el banc de dilucions i la sembra en placa per a

la titulacio exacte per a impedir que ’agent mutagen segueixi actuant.
p q g g gu

En total es prendran mostres en els temps 0, 20, 40 i 60 min. En cas de no conéixer
Iefecte de P'MNNG sobre la soca analitzada caldra fer una proba previa utilitzant

diferents concentracions i sembrant prou dilucions de cada mostra.

En cas de voler comparar la sensibilitat de diverses soques portar 2 6 3 cultius en
paral-lel. Considerant que en la present Tesi Doctoral es van comparar més de 3 soques,

cada vegada que es feia Iassaig s’inclofa la soca salvatge (w4 com a control.
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3.2.1.3. Corba de supervivencia a MMS

Basicament igual al protocol de I'apartat anterior, tan sols varia el punt IV, on s’afegeix
MMS a una concentracié final de 0,1% enlloc FMNNG.

3.2.1.4. Corba de supervivencia a DES

El protocol és el mateix que en I’Apartat 3.2.1.2 pero afegint DES a una concentracié
final de 30 mM enlloc 'MNNG.

3.2.1.5. Corba de supervivencia a pH acid

Aquest tipus de corba va ser utilitzada per emular els efectes del pH estomacal en una
soca inoculada oralment. El procediment és similar al de les corbes de supervivencia
descrites anteriorment. Com a control negatiu es va realitzar paral-lelament una corba per
a la soca wt. Com a control positiu es duia a terme a més una tercera corba utilitzant un

mutant defectiu en el gen fur, el qual esta descrit que és més sensible al pH [90, 91].
I. Preparar resembres afegint 100 pl dels cultius ON en ampolles amb 10 ml d’LB.
II. Incubar en agitaci6 a 37°C fins a arribar a una DOs;, de 0,4 — 0,5.

III. Abocar cada cultiu en un tub de polipropile de 10 ml i centrifugar 10 min a 8.000
rpm.
IV. Eliminar totalment el sobrenedant.

V. Resuspendre les cel'lules amb 100 pl de medi LB. Recollir tot el contingut del tub

amb una micropipeta i afegir a una ampolla amb 10 ml de medi LB a pH 3.

VI. Immediatament agitar 'ampolla per a homogeneitzar el contingut, prendre la

mostra t, i deixar-la en gel’,
VIIL. Incubar les ampolles en agitacié a 37°C durant 1 hora.
VIII. Agafar la segient mostra. Tornar al punt VIL

1 El pH estomacal es troba al voltant de 3 [237]. Per aquesta rad, préviament a la realitzacié de
Iassaig es preparara medi LB-Miller liquid, el qual s’ajustara a pH 3 amb HCI abans de

Pesterilitzacié. Un cop autoclavat es confirmara el pH prenent una aliquota.

2 Prendre 100 pl de cultiu i afegir en 900 pl de solucié salina NaCl al 0,9% i deixar en gel. Per
neutralitzar el pH acid es realitzara el banc de dilucions i la sembra en placa per a la titulaci6

exacte abans de recollir la mostra del segiient temps

Es prendran mostres en els temps 0, 60, 120, 180, 240, 300 i 360 min.
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3.2.1.6. Corba de supervivencia a sals biliars

De manera semblant a I'apartat anterior, la corba de supervivencia a sals biliars permet
veure si la delecié d’un determinat gen provoca un augment de la sensibilitat de la nova
soca a aquests compostos. El procediment sera exactament el mateix que en I'apartat
anterior, excepte el punt V, on s’utilitzara medi amb sals biliars enlloc I’LB a pH 3,2. El
medi amb sals biliars consisteix en un medi liquid LB-Miller, al qual se li afegeix un 30%

(pes/volum) de colat sodic (Sigma) previ a la seva esterilitzacié [261, 357].

3.2.1.7. Transducci6 generalitzada

Per a la transducci6 generalitzada es va escollir el bacteriofag P22HTn¢7, el qual té una
alta eficiencia de transducci6 a S. Typhimurium. A més, aquest bacteriofag és un mutant
HT (bigh transduction) que presenta una freqiiéncia de transduccié més elevada que el fag
P22 gracies a un reconeixement menys especific de la seqiiencia pac [294]. La transduccid
generalitzada es va utilitzar per a la construccié de mutants defectius en multiples gens a

partir de mutants defectius en un sol gen.

3.2.1.7.1. Obtenci6 d’un lisat fagic

En primer lloc cal infectar la soca que conté el gen o el fragment de DNA d’intercs
(soca donadora) amb el bacteriofag P22HTint7. Per a aquesta infeccié caldra tenir
previament un lisat fagic, idealment a 10° — 10" pfu/ ml'. A continuacié s’obté el lisat
fagic, el qual contindra una poblacié de particules viriques, algunes de les quals hauran

encapsidat part del cromosoma bacteria.

En tots els passos en que s’agafin volums del lisat fagic es recomana utilitzar puntes
estérils per micropipeta amb filtre (MSP®) per evitar el pas de particules viriques a

Iinterior de la micropipeta i la subsegtient contaminacié de cultius d’altres assajos.

I. Fer una resembra des d’un cultiu de nit de la soca donadora en una ampolla amb
10 ml I’LB esteril mitjancant una diluci6 1/50.

II. Incubar en agitacié a 37°C fins que aquest arribi a una DO, de 0,4 — 0,5, que

correspondra a unes 2.10° — 4.10° cfu/ml.

III.  Afegir la quantitat suficient d’un lisat de P22HT/n#7 per a obtenir una MOT?

aproximada de 5 — 10 i deixar 20 min a 37°C sense agitacio.
IV. Incubar a 37°C en agitaci6é durant 4 — 5 hores.

V. Traspassar el cultiu a tubs de polipropile 1 centrifugar 10 min a 10.000 rpm.

77



78

MATERIAL I METODES

VI. Recuperar el sobrenedant i filtrar amb I'ajut d’una xeringa de 5 — 10 ml usant un

filtre esteril amb porus de 45 um de diametre.

VII. Afegir cloroform al 5 — 10% del volum per assegurar I’eliminacié de qualsevol

cel-lula bacteriana del lisat fagic.
VIII. Passar a titular el lisat fagic.

1 pfu és el nimero d’unitats formadores de calbes 1 indica el numero de fags capacos de generar

un cicle infectiu.

2 El valor MOI (multiplicitat d’infeccid) correspon a la relacié entre el nimero d’agents infectius

acteriofag) i la quantitat de dianes d’infeccié (bacteri), i es calcula com a pfu/cfu.
g q p

3.2.1.7.2. Titulacié d’un lisat fagic

La titulacié fagica es fa mitjancant sembra en doble capa. Préeviament a I'assaig cal
liquar completament LB agar tou i dispensar-lo en tubs de polipropile de 5 ml en volums
de 2,5 ml. Els tubs es mantindran a 45 — 50°C en un bloc térmic fins al moment del seu
us.

Per a la titulaci es va escollir la soca w7 de S. Typhimurium, encara que s’hauria pogut

usar la mateixa soca donadora.

I. Preparar una suspensié cel-lular en LB de la soca a infectar a una DO, = 0,2 —
0,3.

II. Preparar també un banc de dilucions del lisat fagic utilitzant MgSO, 10 mM.

III.  Per a cada dilucié de lisat fagic que es vulgui sembrar afegir 100 pl de suspensio
cel-lular 1 100 pl de la dilucié. Mesclar rapidament, abocar immediatament en una

placa I’LB i repartir homogeniament.

IV. Esperar 10 — 20 min a que I'agar se solidifiqui i1 deixar incubant a 37°C durant 16
— 20 hores.

V. Fer el recompte de calbes i calcular el valor de pfu/ml mitjancant la férmula:
NUmero de calbes
Factor de dilucio xVolum sembrat

pfu/ml =

3.2.1.7.3. Augment de titol d’un lisat fagic

En cas d’obtenir un titol baix (inferior a 10” pfu/ml), normalment degut a qué el lisat
fagic original provingués d’'una soca amb un patré de metilacié diferent al de la soca

donadora, caldra fer un augment de titol. El protocol és similar al de I’apartat anterior:



II.

I11.
IV.

VI
VIL
VIIL
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Preparar una suspensié cellular en LB esteril de la soca a infectar (soca
donadora) a una DO, de 0,2 — 0,3.

Afegir 100 pl de suspensié cel-lular i 100 ul del lisat fagic. Mesclar rapidament,
abocar immediatament en una placa d’LB i repartir homogeniament. Sembrar

varies plaques.
Esperar 10 — 20 min a qué 'agar se solidifiqui 1 incubar 16 — 20 hores a 37°C.

Afegir 2 - 3 ml de MgSO, 10 mM a les plaques i deixar en agitacié6 moderada a
4°C.

Recollir tot el MgSO, en un tub de 10 ml de polipropile. Recollir també la capa

d’agar tou de sobre les plaques i abocar-la en el mateix tub.
Centrifugar 10 min a 8000 rpm.
Recuperar i filtrar el sobrenedant amb un filtre esteril de 45 um de porus.

Afegir cloroform al 5 — 10% del volum i titular el lisat fagic.

3.2.1.7.4. Infecci6 de la soca receptora

Amb el lisat fagic obtingut a IApartat 3.2.1.7.1 s’infecta la soca que volem que

incorpori la mutacié (soca receptora).

L

II.

I1I.

IV.

VI
VIL.

Fer una resembra d’un cultiu de nit de la soca receptora en una ampolla amb 5 —
10 ml d’LB esteéril mitjancant una dilucié 1/50.

Incubar en agitacié a 37°C fins que aquest arribi a una DO, de 0,4 — 0,5, que

correspondra a unes 2.10° — 4.10° cfu/ml.
En aquest moment caldra preparar 4 tubs:

a. Soca receptora infectada a MOI 1: ajuntar en un tub 500 pl de cultiu
cel lular amb 500 pl de lisat fagic 10° pfu/ml.

b. Soca receptora infectada a MOI 10: ajuntar 500 pl de cultiu cel-lular amb
500 wl de lisat fagic 10” pfu/ml.

c. Control soca receptora: posar només 500 pl de cultiu cel-lular en un tub.
d. Control lisat fagic: posar tan sols 500 pl de lisat en un tub.

Deixar 25 min a 37°C sense agitacio.

Incubar a 37°C en agitacié durant 3 hores.

Sembrar en plaques selectives .

Deixar créixer a 37°C durant 24 — 48 hores fins a 'aparicié de colonies.
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*  Considerant que en la present Tesi Doctoral es van utilitzar les cassets de resistencia a Cm 1
Km, les sembres es van realitzar en plaques LB suplementades amb 34 pg/ml de Cm o 100
pg/ml de Km, respectivament.

3.2.1.7.5. Selecci6 de clons no lisogens

Com a conseqiiencia del procés, part de les cel-lules presents en les plaques selectives
contindran el bacteriofag P22HT7n#7 integrat al seu cromosoma. Per a seleccionar aquells
clons lliures de fag cal fer sembres seriades en plaques verdes [49]. En aquest tipus de
medi, els bacteris lisogens expressaran certes proteines fagiques a membrana que en
presencia dels colorants del medi es tenyiran d’una tonalitat verd fosca, mentre que les

cel-lules lliures de fag tindran un color verd clar o marronds.

I. Picar clons des de les plaques selectives de I'apartat anterior i sembrar-los per

esgotament o en escoces en plaques verdes 1 incubar a 37°C durant tota la nit.

II.  Escollir aquells clons de tonalitat més clara i sembrar-los de nou en escoces en

plaques verdes.
III.  Repetir aquest procés fins que no es vegi cap clon infectat amb el bacteriofag.

Finalment, abans d’assignar un nom amb el codi del laboratori i crioconservar la nova
soca mutant (Apartat 3.1.1) només caldra comprovar la incorporacié de la mutacié per
PCR (Apartat 3.2.2.5).

3.2.1.7.6. Acumulacié de mutacions en una mateixa soca

Per tal de fer la transducci6 és important poder seleccionar aquelles cel-lules
bacterianes que hagin incorporat el fragment de DNA d’interes. En aquest cas, aquesta
selecci6 era possible per la resisténcia antibiotica incorporada. Per tant, la soca receptora
ha de ser sempre sensible a aquest antibiotic. Quan es va voler construir mutants

defectius en més d’un gen a partir de mutants previs es va seguir Pordre segiient:

I. En primer lloc, calia obtenir una soca receptora sensible a I'antibiotic (Cm o Km).
Quan la soca no ho era, abans calia fer saltar la casset de resisténcia (Apartat
3.2.2.10.6).

II. Un cop obtinguda la soca receptora sensible a 'antibiotic s’hi passava la mutacié

per transducci6 des de la soca donadora.

III. En el cas de voler afegir una mutacié més, calia tornar al primer punt. En el cas
dels mutants Azag i Aada calia perdre la casset sempre per no afectar Pexpressio

dels gens yiaC'1 alfB, respectivament.
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Cada transducci6 permetia Obviament la incorporacié d’una sola nova mutacio.
I’obtencio, per exemple, d’'un mutant defectiu en quatre gens implicaria, doncs, de tres

transduccions.

3.2.2. Métodes de manipulacié del DNA
3.2.2.1. Extracci6é de DNA cromosomic

Per a Pextraccié del DNA cromosomic es va utilitzar el kit comercial Easy DNA™ Kit
(Invitrogen) seguint les instruccions del fabricant. I’extraccié es va realitzar sempre a
partir d’un cultiu fresc sembrat en placa. Un cop finalitzada 'extraccié es va comprovar la

integritat del DNA mitjan¢ant una electroforesi en gel d’agarosa al 0,4% (Apartat 3.2.2.6).

3.2.2.2. Extracci6 plasmidica

L’extraccié plasmidica es va realitzar amb el kit Genefet™"

Plasmid Miniprep Kit
(Fermentas) 1 es va seguir les indicacions del fabricant. Un cop extret es va carregar el
DNA en un gel d’electroforesi al 0,7% d’agarosa (Apartat 3.2.2.6) per a comprovar la seva

integritat 1 patro.

3.2.2.3. Macroextracci6 plasmidica
En els casos en que es requeria una quantitat major de plasmidi, el protocol
d’extraccio va ser el seglient:

I. A partir de la soca que conté el plasmidi preparar un cultiu en una ampolla amb
10 ml de medi TB. Incubar a 37°C en agitaci6 durant tot el dia.

II. A final del dia abocar directament els 10 ml de cultiu en un matras de 250 ml amb

90 ml de medi TB esteril. Incubar tota la nit en agitacié a 37°C.

III. Repartir la mostra en 2 tubs de policarbonat i centrifugar a 4°C durant 10 min a
6.000 rpm.

IV. Eliminar totalment el sobrenedant i resuspendre en 4 ml de soluci6 I freda (2 ml

per tub).
V. Traspassar el contingut dels dos tubs a un tub Corex"” II de vidre de 30 ml.

VI. Afegir 8 ml de soluci6 11, segellar el tub amb Parafilm® M i agitar per inversio.

Deixar reposar en gel durant 10 min.

VII. Retirar el Parafilm® M i afegir 6 ml de soluci6 III. Tornar a segellar amb Parafilm®

M 1 agitar per inversié. Deixar reposar en gel durant 10 min.
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VIIL.

IX.
X.

XI.
XI1I.

XIIT.

XIV.
XV.

XVIL.

XVIL

XVIIL
82

XIX.

XXI.

XXII
XXIII.
XXIV.

XXV.

XXVL

Centrifugar 10 min a 8.000 rpm i recuperar el sobrenedant en un tub nou de vidre

Corex” I de 30 ml amb compte de no tocar el sediment.
Afegir 0,6 volums (12 ml) d’isopropanol absolut (Panreac).

Segellar el tub amb Parafilm® M i mesclar per inversi6. Deixar reposar durant 15

min.
Centrifugar 10 min a 8.000 rpm.

Decantar el sobrenedant. Sense donar la volta al tub, deixar boca avall sobre

paper absorbent durant aproximadament una hora.

Un cop tot I'isopropanol s’hagi evaporat, afegir 1 ml d’aigua MQ i 10 pl de RNasa
A 20 mg/ml.

Deixar resuspenent a 37°C durant 1 hora.

Repartir en dos tubs d’1,5 ml, afegir 1 ml de terra de diatomees a cada 1 barrejar.

Deixar reposar durant 5 min.

Transferir el contingut dels dos tubs en una xeringa de 5 ml, la qual s’haura

col'locat sobre una columna de purificacié Wizard Minicolumn (Promega).
Passar tota la soluci6 a través de la columna pressionant ’émbol de la xeringa.

Extreure la xeringa de la columna, retirar 'émbol i tornar a col-locar la xeringa en

la columna.

Afegir 3 ml d’etanol al 70% (dissolt en aigua MQ)) en la xeringa i passar a través

de la columna pressionant de nou I’embol.
Retirar la xeringa de la columna i posar aquesta en un tub d’1,5 ml.

Centrifugar el tub amb la columna durant 2 min a 13.400 rpm per eliminar

totalment I’etanol.

Descartar el tub i col-locar la columna sobre un nou tub d’1,5 ml.
Afegir 100 pl d’aigua MQ previament temperada a 50°C en la columna.
Deixar reposar 5 min 1 centrifugar 2 min a 13.400 rpm.

El volum eluit contindra el DNA plasmidic. Per recuperar més quantitat es pot

tornar al pas XXIIL.

Carregar les mostres en un gel d’electroforesi de DNA al 0,7% d’agarosa (Apartat

3.2.2.6) per veure la seva integritat.
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3.2.2.4. Transformaci6 per electroporacid
3.2.2.4.1. Preparacio6 de cel-lules competents per a transformacié

La incorporaci6 de DNA en Salmonella 1 Escherichia es pot realitzar mitjangant
transformacié induida per electroporacio, metode que requereix préviament 'obtencié de

cel-lules competents.

Per a aquest metode s’utilitzara com a medi de cultiu LB-Lennox. Els tubs de
centrifuga de 85 ml de policarbonat, 'aigua MQ i el glicerol al 10% s’hauran de refredar

previament a 4°C. El metode és el segtient:
I. Preparar una resembra abocant 10 ml d’'un ON en 1L d’LB-Lennox.

II. Incubar a 37°C en agitaci6 fins que el cultiu arribi a una DO;, de 0,5 — 0,6 (per
soques ArecA) 6 0,2 — 0,3 (per soques recA").

III.  Repartir el cultiu en tubs de 85 ml de policarbonat i deixar refredar a 4°C durant

15 min.
IV. Centrifugar a 4°C durant 10 min a 8.000 rpm.
V. Eliminar el sobrenedant per decantacio.
VI. Resuspendre en 1 volum d’aigua MQ) freda (primer rentat).
VII. Centrifugar a 4°C durant 10 min a 8.000 rpm.
VIII. Eliminar el sobrenedant per decantacio.
IX. Resuspendre en 1 volum d’aigua MQ freda (segon rentat).
X. Centrifugar a 4°C durant 10 min a 8.000 rpm.
XI. Eliminar el sobrenedant per decantacio.
XII. Resuspendre en 20 ml de glicerol fred al 10%.
XIII.  Centrifugar a 4°C durant 10 min a 8.000 rpm.
XIV. Eliminar el sobrenedant per decantacio.
XV. Afegir 1 ml de glicerol fred al 10% i resuspendre bé.

XVI. Repartir en volums de 50 pl en tubs d’1.5 ml i posar en gel sec fins acabar
d’aliquotar. Conservar a -75°C.

3.2.2.4.2. Electroporaci6

Es va aplicar un pols electric mitjancant els aparells Gene Pulser I i Pulse Controller

Electroporation System de Biorad. Pels casos d’Escherichia 1 Salmonella s’ajusta I'aparell per a
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qué confereixi un corrent de 25 pF' de capacitancia i 200 Q° de resisténcia en paral-lel.
En el cas d’Escherichia cal aplicar un pols eléctric de 2 kV/cm®, mentre que per Salmonella
és necessari arribar als 2,5 kV/cm®. Per a lelectroporacié s’ha de seguir els passos

seguents:

I. Descongelar en gel un vial de cel-lules competents en cas de qué estigués

conservat a -75°C.

1. Afegir uns 200 ng de DNA plasmidic’. Si es tracta de DNA lineal (métode
d’inactivacié genica en un pas, Apartat 3.2.2.10) afegir entre 500 ng 1 1 pg de
DNA.

III.  Deixar reposar 10 — 15 minuts en gel.

IV. Transferir les cé¢l'lules competents a una cubeta d’electroporacié (2 mm electrode
gap, de Biolabs; tenen una superficie d’1 cm” i deixen 2 mm d’espai entre les dues

plaques que transmeten el corrent electric) esteril 1 freda.
V. Posicionar correctament (segons les especificacions de I'aparell) en el Ge/ Pulser.

VI. Aplicar el pols electric i immediatament després afegir 1 ml de BHI fred dins de la
cubeta d’electroporacié. En el cas de la inactivacié genica afegir 1 ml de SOB
enlloc de medi BHI.

VII. Transferir tot el liquid en un tub esteril de vidre, el qual s’incubara a 37°C durant
60 — 90 min per a permetre 'expressié fenotipica del material genetic incorporat.
En les transformacions dels plasmidis pKOBEGA 1 pCP20 (Apartats 3..2.2.10.1 1

3.2.2.10.0), ates que son termosensibles, incubar a 30°C.

VIIL. Sembrar tot el contingut en plaques selectives® i incubar a la temperatura

adequada.

! La capacitancia es mesura en farads (F) i representa la capacitat d'un cos per emmagatzemar
energia electrica, normalment entre dues plaques. En aquest cas, és la capacitat de laparell
d’acumular transitoriament energia entre les dues plaques de la cubeta d’electroporacié, és a dir,

I’espai on es troben les cel-lules.

2 La resistencia es mesura en ohms (€2) i significa la resistencia d’un determinat cos al pas d’un
corrent eléctric. La resisténcia és caracterfstica de cada cos 1 és independent de la diferéncia de

potencial aplicada.
3 En alguns casos caldra realitzar préviament una dialisi (veure Papartat seglient).

4 Plaques LB Cm o Km en el cas de la inactivacié genica en un pas. Plaques LB Amp 100
ng/ml en el cas de transformants amb pKOBEGA o pCP20.



MATERIAL I METODES

3.2.2.4.3. Dialisi

Durant la transformaci6 per electroporacié és important que el DNA afegit al pas 11

(veure l'apartat anterior) estigui en una solucié lliure de sals. En cas contrari és possible

que la presencia d’aquestes sals provoqui una forta descarrega dins de la cubeta

d’electroporacié al aplicar el pols eléctric, fet que provocaria la mort de gran part de les

cel-lules competents 1 una baixada dramatica de I'eficiencia de la transformacio.

Si la mostra de DNA ha estat previament purificada (Apartat 3.2.3.1.5) és improbable

que aixo succeeixi. Si, per contra, el DNA prové d’una reaccié previa on sha usat un

tampo, és possible que aquesta descarrega es doni si s’utilitzen més de 1 — 2 pl de solucid

amb DNA per a electroporacié. En aquests casos sera necessari dialitzar per eliminar

restes de sals:

1.
II.

I11.
Iv.

Omplir una placa de Petri buida amb aigua MQ fins a cobrir tota la superficie.

Col‘locar adequadament (cara brillant cap amunt) un filtre de dialisi (Millipore)

amb porus de 0,05 um de diametre.
Deixar amb compte el DNA sobre el filtre amb I’ajut d’una micropipeta.

Esperar 15 — 20 minuts (si la soluci6 conté moltes sals caldra un maxim de 30

min).

Recuperar el DNA amb una micropipeta.

3.2.2.5. Reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR)

Per a evitar contaminacions per altres DNAs, alhora de preparar la barreja de reaccié
(Taula 3.5) es va utilitzar la cabina de flux vertical per a PCR FLI'60 Euro Aire, amb la

qual s’irradiava el material i la zona de treball durant 15 min abans de realitzar a mescla.

Per a aquesta mescla es va usat:

Bl kit Expand™ High Fidelity PCR System (Roche), que inclou 'enzim Taq DNA
polimerasa, un tamp6 amb clorur de magnesi (MgCl,), un tampé sense MgCl, 1
una solucié de MgCl, 25 mM. En la majoria de casos es va usar el primer tamp0,
de manera que quedava una concentraci6 final de MgCl, de 1,5 mM. Tot i aixo,
en alguns casos es va haver d’ajustar les condicions de reaccié augmentant la
concentraci6 final de MgCl, a 2,5 mM (utilitzant per a la barreja de reaccié 2,5 ul
de tampo sense MgCl, i afegint 2,5 ul de MgClL,).

Els oligonucleotids (descrits a la Taula 3.3) van ser reconstituits a 100 pmols/pl i
conservats a -20°C. Com a soluci6 de treball es va usar una dilucié 1:10 d’aquest

estoc. En la barreja de reaccio la concentracio final era de 0,5 pmols cadascun.
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* Els quatre dNTPs van ser subministrats de manera separada per Thermo
Scientific, cadascun a una concentracié de 100 mM. Per al seu us es va preparar
una barreja equimolar dels dNTPs afegint 10 pl de cada ANTP en 460 pl d’aigua
MQ), quedant a una concentraci6 final de 2 mM cadascun en la mescla de treball i

2 0,2 mM en la mescla de reaccio.

* En alguns casos va ser necessari afegir 1,25 pl de dimetil sulfoxid (DMSO)
(Merck) a la barreja de reaccid, el qual facilita la reaccié ajudant a mantenir
separades les dues cadenes de DNA [147]. En altres es va afegir 2 ul d’albiumina
serica bovina (BSA) a 1 mg/ml, la qual ajuda a estabilitzar la polimerasa [153].

" Per a la verificacié de la incorporacié duna mutacié després dels processos
d’inactivaci6 genica en un pas i de transduccid, aixi com per a la identificacié dels
mutants Aada i Atag després d’un assaig i vivo, el DNA utilitzat no va ser extret
com ha estat descrit a PApartat 3.2.2.1, siné que es va obtenir directament des de
colonia: en aquest cas es pica un clon d’interes des d’una placa i es resuspén en un
tub d’1,5 ml amb 100 ul d’aigua MQ. A continuacié es bull durant 10 min, se
centrifuga 2 min a 13.400 rpm (centrifuga MiniSpin®) i es transfereix el

sobrenedant a un tub nou. S’ha de conservar a -20°C fins al moment del seu Us.

La mescla conjunta sense DNA per a totes les mostres es preparara en un sol tub,
afegint sempre una mostra més al calcul que servira com a control negatiu. Un cop
preparada es distribuira la mescla en tubs i es tancara el tub del control negatiu abans
d’afegir el DNA a la resta de tubs per evitar contaminacions. Quan sigui possible s’haura
d’afegir també un control positiu per verificar que les condicions de la PCR sén les
adequades. Un cop preparada la reaccié s’utilitzava un termociclador 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems) programat per realitzar cicles de temperatura que permetessin

I'amplificacié del fragment per la polimerasa (Taula 3.0).

Taula 3.5. Mescla de reaccié per a PCR.
Mescla de reaccid (25pl)

Tamp6 (10 x) 2,5pl
dNTPs 2,5ul
Oligonucleotid directe 1,25 pl
Oligonucleotid revers 1,25 pl

Taq Expand (3 U/ul) 0,2 pl
DNA 200 ng’
Aigua MQ Fins a 25 pl

* En cas dels cromosomics extrets des de
colonia s’afegira 2 ul de DNA a la mescla de

reaccio.
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Taula 3.6. Programa de termociclador per a PCR.

Fase Temperatura Temps
Desnaturalitzacio inicial ~ 94°C 4 min
Desnaturalitzacio 94°C 30s

Hibridacio Tm' 30s 30 cicles
Elongacio 72°C t”

Elongaci6 final 72°C 7 min

Refredament 4°C Indefinit

U T'm (melting temperature), és la temperatura de fusié de DNA, és a dir, la temperatura a la qual la
meitat de les cadenes estan dissociades [286]. La Tm de la reaccié depeén de les caracteristiques

dels encebadors i condiciona Iespecificitat de 'amplificacio.

2t es refereix al temps d’elongaci6 o extensié. Caldra consultar les especificacions del fabricant
sobre el temps necessari per amplificar una determinada mida de banda. En el cas de la Taq
polimerasa usada en aquest estudi es recomana 45 s per amplificar 0,75 kpb, 1 min per 1,5 kpb,

etc.

3.2.2.6. Electroforesi de gels de DNA o RNA

El percentatge d’agarosa utilitzat per als gels d’electroforesi de DNA es va ajustar en
funcié de la mida del fragment d’estudi. En la Taula 3.7 es faciliten alguns percentatges
orientatius. En el cas dels RNAs, els gels d’electroforesi sempre contenien un 1%

d’agarosa.

Taula 3.7. Percentatges d’agarosa segons la mida dels fragments de DNA.

Percentatge d’agarosa | Mida del fragment de DNA
0,3 5 — 60 kpb
0,6 1-20 kpb
0,7 800 pb — 10 kpb
0,9 500 pb — 7 kpb
1,2 400 pb — 6 kpb
1,5 200 pb — 3 kpb
2 100 pb — 2 kpb

Per a la preparacié dels gels es va utilitzar agarosa LWO EEO (Pronadisa), la qual es
va diluir en tamp6 TAE 1 x (preparat a partir de TAE 50 x). Quan calia recuperar una
banda del gel es va utilitzar 'agarosa LM Sieve (Pronadisa), la qual t¢ un punt de fusié
més baix. A més, es va afegir 2,5 pl de bromur d’etidi a 10 mg/ml (Amresco) per cada 50

ml de gel per obtenir una concentracié final de 0,5 pg/ml. Aquest agent mutagen
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s’'intercala entre les molécules de I'acid nucleic, permetent visualitzar els fragments al
irradiar-se el gel amb llum UV. L’observacié del gel es va fer amb el sistema de
transil-luminacié i captacié d’imatge E-box-71000/20 M (Vilber Lourmat).

En el moment de carregar el gel es va afegir solucié transportadora 6 x a les solucions
de DNA o RNA en una relacié 1:6 respecte al volum final de mostra. A més, sempre es
va reservar un pou del gel per ser carregat amb un dels segiients marcadors de pes
molecular: DNA del fag A (Promega) digerit amb I'enzim de restriccié BszEII (New
England Biolabs® Inc.) o amb HindIIl (Roche); o bé DNA ¢X174 digerit amb Hinfl
(Biotools) (Figura 3.1). Per a I’electroforesi es va utilitzar una cubeta Mini-Sub Cell GT Cell
(Bio-Rad).

. % yX174
EstEIl HindlII Hin

— 23,130

ey 9418

4,361

— 2,322 3
—_— 07 R

— 5564 "0

—1.2m 140
—1,264 i

]

Figura 3.1. Marcadors de pes molecular.

3.2.2.7. Purificaci6 de fragments de DNA

Per a la recuperacié de fragments especifics des de gels d’electroforesi es va utilitzar el
kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare) seguint les
instruccions del fabricant. També es va usar per recuperar DNA des de solucié després
de determinats metodes quan les sals dels tampons de la reaccié podien interferir en els

procediments que es realitzarien a continuacio.
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3.2.2.8. Digesti6 amb enzims de restriccio

Els enzims de restriccié usats van ser subministrats per Roche o per New England
Biolabs® Inc, i les reaccions es van realitzar segons les especificacions del fabricant i les
unitats per microlitre (U/pl) de 'enzim. Les incubacions de les reaccions normalment van
ser de 16 — 20 hores (ON) a la temperatura indicada. Segons el cas la reaccié es va
inactivar seguint el protocol del fabricant o per purificacié del DNA des de solucio
(Apartat 3.2.2.7).

3.2.2.9. Quantificacié6 de DNA o RNA

La concentraci6 de DNA o RNA present a una mostra es va mesurar amb Iaparell
GeneQuant™ (Amersham Biosciences). Per a la lectura de la puresa dels RNA es va tenir
en compte les raons entre absorbancies 260/230 i 260/280, les quals haurien de ser

majors o iguals a 1,8 1 2, respectivament.

3.2.2.10. Inactivacié genica en un pas

La construccié de mutants defectius en determinats gens es va dur a terme seguint el
protocol descrit en larticle de Datsenko i Wanner [48] amb la incorporacié d’algunes
modificacions. En primer lloc, s’ha d’introduir en la soca que es vol mutar el plasmidi
pKOBEGA [38]. En segon lloc, cal tornar competents les cel-lules recent transformades
per a la introduccié d’un fragment lineal de DNA, sintetitzat per PCR, que conté una
casset de resistencia i sequiencies d’homologia al gen diana. Finalment, cal seleccionar els
clons transformants que hagin adquirit la mutacié per doble recombinacié amb el

fragment lineal introduit i, quan es requereixi, eliminar la casset de resisténcia.

3.2.2.10.1. Introducci6 del plasmidi pKOBEGA a la soca receptora

El plasmidi pKOBEGA va ser extret de la soca original (Apartat 3.2.2.2) i introduit
per electroporacié en la soca ATCC14028 que havia de rebre les mutacions (receptora).
Per a aquest efecte es va seguir el protocol descrit a PApartat 3.2.2.4. Considerant que el
plasmidi és termosensible i confereix resistencia a Amp, la sembra de la transformacié es
va realitzar en plaques selectives Amp 100 pg/ml, les quals es van incubar a 30°C. Al dia
segiient es va escollir algun clon, es va comprovar per extraccié plasmidica que contenia

el plasmidi i es va crioconservar la nova soca a -75°C.
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3.2.2.10.2. Obtenci6 del DNA lineal

El metode d’inactivacié genica en un pas es basa en introduir un fragment de DNA
lineal dins la soca receptora que ha incorporat el plasmidi pPKOBEGA. Aquest plasmidi
conté el sistema Red, que inclou els gens y, § 1 exo, els quals codifiquen per les proteines
Gamma, Beta i Exo, respectivament. La proteina Gamma inhibeix I'exonucleasa V,
codificada pels gens RecBCD, 1 que degrada qualsevol DNA lineal que entri a la cél*lula.
Les proteines Beta 1 Exo, per la seva part, participen en la recombinacié del DNA gracies
a la sintesi d’una recombinasa altament eficient capa¢ de recombinar amb regions
d’homologia de tan sols 60 — 70 pb. L’expressié d’aquests tres gens esta controlada pel

promotor P el qual és induible per arabinosa. Finalment, aquest plasmidi també

araB»

codifica per un gen de resistencia a ampicil-lina.

Per altra banda, les cassets de resistencia estan codificades en els plasmidis pKID3
(casset Cm) 1 pKID4 (casset Km), tal com es pot observar en la Figura 3.2. Per als dos
plasmidis hi ha dissenyats la parella d’oligonucleotids P1 i P2 (Taula 3.3, seccid
Oligonucleotids per a la inactivacid genica en un pas), els quals flanquegen la casset i permeten la
seva amplificacié per PCR. Aquests plasmidis de baix nimero de copies van ser obtinguts
des de les soques BW25113 d’E. w/i que els contenien (Taula 3.1) per extraccid
plasmidica (Apartat 3.2.2.2) o macroextraccié plasmidica (Apartat 3.2.2.3), segons la

quantitat que se’n volia obtenir.

FRT FRT
Pl cat <2, oriRy
pKD3 4' |—< — >—| —
cl P2
FRT FRT .
1 kan oriRy
pKD4 4‘ i—‘ — >—| —
k1 k2 P2

Figura 3.2. Plasmidis usats en la inactivacié génica en un pas. Es representa a la part
supetior el plasmidi pKID3, portador del gen caz de resistéencia a Cm; i a la part inferior el plasmidi
pKD4, que codifica pel gen kan de resisténcia a Km. S’esquematitza les zones on hibriden els
oligonucleotids P1 1 P2, que permeten clonar les cassets; ¢l 1 ¢2 per comprovar la correcta
introduccié de la casset Cm en el gen diana; 1 k1 1 k2, que serveixen per corroborar la clonaci6 de
la casset Km en el gen diana. Adaptat de Datsenko et al [48)].

Aixi doncs, aquest metode es basa en realitzar una PCR amb oligonucleotids que
continguin les seqiiencies P1 1 P2 per tal d’amplificar la casset Cm o Km, segons si

s’utilitza com a motlle el plasmidi pKID3 o pKD4, respectivament (primer pas Figura 3.3).
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1r pas. Amplificar per PCR la casset de resisténcia,
afegint als extrems cues d’homologia.

%FBT FRT
Casset de resisténcia

| vV 4 N

2n pas. Transformar el fragment amplificat en la soca
receptora que expressa la recombinasa Red del fag A.

FRT FRT

H1 P1 [ Casset de resisténcia JI-’-Z- H2
H2

Hi1 Gen diana
[ [

3r pas. Seleccionar per resistencia a antibiotic transformants
que hagin incorporat la casset.

FRT FRT
_H1 P1 Casset de resisténcia P2 _H2

[
% %

4t pas (optatiu). Eliminar la casset de resisténcia usant el
plasmidi pCP20 que codifica per FLP.

\%

Figura 3.3. Estrategia del métode d’inactivacié génica en un pas. H1 i H2 fan referéncia
a les regions d’homologia amb el gen diana. P1 i P2 sén els encebadors que flanquegen la
casset. Adaptat de Datsenko et al [48].

Els oligonucleotids dissenyats portaran incorporats, a més de les sequencies P1 1 P2,
sequencies homologues al gen diana on es vol incorporar la casset. D’aquesta manera el
producte de PCR sera la casset de resistencia flanquejada a cada banda per una cua
d’homologia al gen diana. La introduccié d’aquest fragment en una cel'lula competent
que contingui el plasmidi pKOBEGA 1 que expressi la recombinasa permetra la doble
recombinaci6 de les seqiiencies homologues, incorporant la casset de resisténcia en el gen
diana. Si les seqiiencies homologues seleccionades s’han dissenyat de manera que estan
allunyades una de Pl'altra dins del gen diana, al produir-se la doble recombinacié no només

s’incorporara la casset, sind que a més es delecionara un fragment del gen.
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A la Taula 3.3 (seccié Oljgonucleotids per a la inactivacio genica en un pas) estan anotats els
oligonucleotids usats per a obtenir el DNA lineal de la casset junt amb les cues
d’homologia. Aquests oligonucleotids es poden usar tant sobre el pKID3 com el pKD4.
Amb ells com a motlle es va realitzar una reaccié de PCR (Apartat 3.2.2.5) amb un volum
final de 200 pl utilitzant sempre una Tm de 56°C i un temps d’elongacié d’l min. La
reacci6é de PCR es va carregar en un gel d’electroforesi (Apartat 3.2.2.6) i la purificaci6 de
les bandes es va realitzar tal com s’ha descrit a ’Apartat 3.2.2.7, pero eluint en I’dltim pas
dues vegades amb 45 pl d’aigua MQ cadascuna. En el cas de la casset Cm el fragment
recuperat mesurava 1,1 — 1,2 kpb, mentre que per la casset Km la banda era d’1,6 — 1,7
kpb.

Un cop purificada es va digerir amb Dpnl (Apartat 3.2.2.8) per eliminar el DNA
motlle i es va tornar a purificar la solucié amb el DNA (Apartat 3.2.2.7). En I'altim pas es
va eluir en 25 — 30 pl d’aigua MQ per a obtenir una concentraci6 de DNA propera a 1
pg/ml.

3.2.2.10.3. Transformaci6 del fragment lineal en la soca receptora

Per a la transformacié del fragment de DNA obtingut a 'apartat anterior cal preparar
abans cél'lules competents de la soca receptora (obtinguda a PApartat 3.2.2.10.1). Durant
la preparacié s’afegira arabinosa a una concentraci6 final 20 mM per induir el sistema
Red.

Per a realitzar aquest metode caldra abans refredar a 4°C tubs de policarbonat i glicerol
10%. A diferencia de la preparacié de competents descrita a ’Apartat 3.2.2.4.1, aquest
cop s’utilitzara medi SOB enlloc de medi LB-Lennox 1 els rentats es faran amb glicerol
10%.

I. Realitzar una resembra 1:100 en 50 ml de medi SOB a partir d’un ON de la soca
receptora. Afegir al medi Amp i arabinosa a concentracions finals de 100 pg/ml i

20 mM, respectivament.
II. Incubar a 30°C en agitacio fins arribar a una DO, de 0,5.
III. Repartir el cultiu en tubs freds de policarbonat de 85 ml.
IV. Centrifugar a 4°C durant 15 min a 6.000 rpm.

V. Eliminar el sobrenedant i resuspendre les cel-lules en 20 ml de glicerol al 10%

fred.
VI. Centrifugar a 4°C durant 15 min a 6.000 rpm.

VII. Eliminar el sobrenedant i resuspendre les cél'lules en 10 ml de glicerol al 10%
tred.
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VIII. Centrifugar a 4°C durant 15 min a 6.000 rpm.
IX. Eliminar el sobrenedant i resuspendre les cel-lules en 5 ml de glicerol al 10% fred.
X. Centrifugar a 4°C durant 15 min a 6.000 rpm.
XI. Resuspendre en 300 ul de glicerol al 10% fred.
XII. Preparar aliquotes de 100 pl en tubs d’1,5 ml.

XIII. Per a incrementar leficiencia realitzar Pelectroporacié a continuacié. En cas de

que no sigui possible, conservar rapidament a -75°C.

Lelectroporaci6 es va realitzar tal com s’ha descrit a ’Apartat 3.2.2.4.2. Es va sembrar
en plaques de medi LB amb Cm 34 pg/ml o Km 100 pg/ml, segons la casset de

resisténcia, i es va incubar a 37°C.

3.2.2.10.4. Seleccio dels clons

L’aparicié dels clons resistents pot requerit de 24 a 48 hores d’incubaci6. Per a
distingir els clons que hagin incorporat la casset dels inespecifics caldra realitzar una PCR
obtenint el DNA des de colonia (Apartat 3.2.2.5) i utilitzant les combinacions
d’oligonucleotids (Taula 3.3, seccid Oligonucleotids per a la comprovacid de la insercid de la casse?)

seguents:
*  c1/kl — directe gen diana (situat al gen i prop de 'extrem 5’ de la casset).
*  c2/k2 — revers gen diana (localitzat al gen i prop de extrem 3’ de la casset).
= directe gen diana — revers gen diana.

Per a les dues primeres combinacions, els dos primers fragments amplificats tindran
una mida inferior a 400 pb en el cas de la casset Cm (Figura 3.2), mentre que en el cas de
la casset Km el fragment sera menor de 400 pb per la combinacié amb el k1 i superior a 1

kpb per la combinacié amb el k2.

3.2.2.10.5. Perdua del plasmidi pKOBEGA
Un cop trobat un clon que hagi incorporat la casset de resisténcia sera necessari curar
la soca del plasmidi pKOBEGA aprofitant que aquest és termosensible.

I.  Picar el clon escollit i incubar a 42°C durant tota la nit en agitacié en una ampolla

amb 5 ml de medi LB sense Amp.

II. Fer una resembra 1:100 en 5 ml d’LB liquid i incubar de nou a 42°C en agitacio
durant tot el dia.
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III. Al final del dia fer un banc de dilucions en solucié salina NaCl al 0,9% i sembrar

la dilucié 10° en medi LB solid sense Amp. Incubar tota la nit a 42°C.

IV. A partir dels clons crescuts a la placa, fer repliques en plaques LB Cm o Km
(segons correspongui) i LB Amp. Incubar tota la nit a 30°C. Les repliques que
hagin perdut el plasmidi creixeran en medi LB Cm o Km pero no en plaques LB
Amp.

Per a la conservaci6 de la nova soca es va triar una replica positiva, es va sembrar en
placa LB Cm o Km i un cop crescuda a 37°C es va crioconservar (Apartat 3.1.1) 1 es va

anotar el seu nom amb el codi del laboratori en un registre de soques.

3.2.2.10.6. Perdua de la casset de resisténcia

En alguns casos va ser necessaria 'eliminaci6 de la casset de resistencia. Per a tal efecte
es va haver d’introduir el plasmidi pCP20, que codifica per una recombinasa FLP induible
per calor i que reconeix les sequéncies FRT. Aquestes seqiiencies estan situades en
repeticié directa flanquejant la casset de resistencia (Figura 3.3), de manera que l'accié de
la FLLP provocara I'escissié de la casset, deixant només una petita regié que conté entre
d’altres les sequencies P1, FRT 1 P2.

Si s’observa la sequéncia complementaria reversa de loligonucleotid P2 (5’-
ACTAAGGAGGATATTCATATG-3’) es pot veure com conté una seqiiencia d’unié a
ribosoma (seqiiencia Shine-Dalgarno) i un codé metionina, de manera que és possible la
recuperacio de 'expressiéo d’un possible gen situat downstream a aquesta regié i que formés

una unitat transcripcional amb el gen delecionat.

Abans de seguir el protocol de perdua de la casset propiament dit es va haver de
realitzar un seguit de passos. Totes les incubacions realitzades en aquests passos es van

fer a 30°C donada la termosensibilitat del plasmidi.

a. En primer lloc es va extreure el plasmidi pCP20 per macroextraccié plasmidica
(Apartat 3.2.2.3) des de la soca original BW25113 d’E. co/i (Taula 3.1).

b. Per evitar la baixada d’eficiencia deguda a la diferéncia en els patrons de metilacié
entre . co/f i S. Typhimurium, el plasmidi va ser previament transformat per
electroporacié (Apartat 3.2.2.4) en la soca LB5000 de §. Typhimurium (restriccio
metilaci6”) [30], des de la qual va ser posteriorment recuperat de nou per
extracci6 plasmidica (Apartat 3.2.2.2) o macroextraccié plasmidica (Apartat
3.2.2.3).

c. Es va preparar cél'lules competents (Apartat 3.2.2.4.1) de la soca mutant de la

qual es volia perdre la casset de resisténcia.
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d. Finalment, el plasmidi pCP20 va ser introduit per electroporacié (Apartat
3.2.2.4.2) en les competents recent preparades en el punt anterior. Al final del

procés es va sembrar la transformaci6 en plaques LB amb Amp.

A partir de les plaques sembrades en la transformacié es va escollir alguns clons per a
portar a terme la perdua de la casset. Aquesta es realitza a 42°C, ja que el promotor que

regula Pexpressio de la FLP és termoinduible alhora que el plasmidi és termosensible.

I. Picar el clon escollit i incubar en una ampolla amb 5 ml de medi LB sense

antibiotic a 42°C en agitaci6é durant tot el dia.

I1. Al final del dia realitzar una resembra 1:100 en 5 ml d’LB liquid esteril i incubar

de nou a 42°C en agitacié durant tota la nit.

III. Al dia segtient fer un banc de dilucions en soluci6 salina NaCl al 0,9% a partir de
PON i sembrar 100 ul de les dilucions 10° i 107 en plaques LB sense antibiotic.
Incubar a 42°C.

IV. A partir dels clons crescuts a les plaques, fer repliques en plaques LB, LB Cm o
Km (segons correspongui) i LB Amp. Incubar tota la nit a 30°C.

V. Les répliques que hagin perdut tant la casset de resistencia com el plasmidi
creixeran en medi LB pero no en LB Cm o Km ni en LB Amp.

VI. Seleccionar alguna replica positiva i comprovar la pérdua de la casset per PCR
(Apartat 3.2.2.5) utilitzant els oligonucleotids directe 1 revers situats en el gen
diana (Taula 3.3, seccid Oligonucleotids per a la comprovacid de la insercid de la casset).
Tenint en compte la perdua de la casset més la mida del fragment delecionat, els

fragments amplificats en la present Tesi Doctoral solien ser d’uns 300 pb.

D’igual forma que en 'Apartat 3.2.2.10.5, es va seleccionar alguna replica positiva, es
va sembrar 1 es va incubar a 37°C en una placa LB sense antibiotic, se li va assignar un
nom segons el codi del laboratori per la seva anotacié en un registre de soques i es va

crioconservar tal com s’ha explicat a I'inici de ’Apartat 3.1.1.

3.2.2.11. Seqiienciacio

Es va utilitzar el servei de seqiienciacié de Macrogen (http://dna.macrogen.com) pet a

la comprovacio de totes les mutacions introduides.

3.2.3. Metodes de manipulacié de TRNA

Alhora de treballar amb RNA seguir les recomanacions dels fabricants per a evitar-ne

la degradacié. En tots els metodes es va utilitzar aigua MQ tractada amb DEPC (Apartat
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3.1.2.3.12). Les superficies de treball van ser préviament tractades amb RNase Zap
(Ambion®).

3.2.3.1. Extracci6 de P'RNA total
3.2.3.1.1. Cultiu per a extraccié ’'RNAs

Per a tots els assajos realitzats es va escollir la fase de creixement exponencial com a
moment optim per a Pestudi de I'expressié dels diferents gens. En aquest moment hi
haura un gran nombre de c¢l-lules bacterianes amb quantitat suficient ’RNA per a poder
fer una extraccié eficient, mentre que el nivell d’RNases acumulades dins les cel-lules
encara no sera excessiu. Cal tenir en compte que els estudis d’expressié genica sempre es
fan comparant diversos cultius, ja sigui de diferents soques, o bé la mateixa soca amb
diferents tractaments. Per a que I'estudi sigui el més significatiu possible tots els cultius
s’hauran de portar en paral-lel. Els passos posteriors també s’hauran de seguir alhora per

a totes les mostres que vulguin ser comparades entre si.
La preparaci6 del cultiu és com segueix:

I. A partir d’una placa fresca preparar una suspensié cel'lular en 1 ml de medi LB.
Afegir la quantitat necessaria d’aquesta suspensié cel-lular en una ampolla amb 14
ml de medi LB esteril per tal d’obtenir una DO,;, el més propera possible a 0,05
(rang 0,04 — 0,00).

II. Incubar el cultiu en agitacié moderada a 37°C i controlar-ne el creixement fins

que aquest arribi a una DO, de 0,8 — 1.
III.  Dividir cada un dels cultius en dos tubs de polipropilé¢ amb 5 ml cadascun.
IV. Centrifugar els tubs a 8.000 rpm durant 10 min.

. escartar el sobrenedant per decantacid. Acabar d’eliminar totalment les restes
V. D tar el sob dant decant Acabar d’eli total t 1 t

del medi amb I’ajut d’una micropipeta.

Deixar els tubs en gel fins al moment del seu ds. En cas de necessitat es poden
conservar els sediments o pellets a -75°C, encara que no es recomana fer-ho. Les mostres

haurien d’estar el menor temps possible en gel abans de passar al segiient apartat.

3.2.3.1.2. Extraccié d’RNA

Els dos sediments cel-lulars obtinguts a partir de cada cultiu es mantindran per separat

en tots els passos fins arribar a ’Apartat 3.2.3.1.5.

Per a l'extraccié de PRNA s’utilitzara el kit ST Total RIN.A Isolation System (Promega).

Se seguira les instruccions del fabricant per a lextracci6 d’RNA des de bacteris
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gramnegatius (apartat 8.C del manual). El tractament inicial amb lisozim indicat al pas 4

es va fer utilitzant lisozim de clara d’ou de gallina (Sigma) dissolt en Tris-EDTA (Sigma)

petd a una concentracié de 50 mg/ml enlloc dels 0,4 mg/ml indicats al manual, i la

incubaci6 amb el lisozim va ser de 10 min. Un cop extret PRNA:

a.

Carregar una mostra en un gel d’electroforesi (Apartat 3.2.2.6) per veure la
integritat de 'RNA. En el cas de Sa/monella shauria de poder distingir dues bandes

(Figura 3.4). Ocasionalment es pot apreciar una tercera banda molt tenue.

Prendre una mostra per a quantificar la concentracié de FRNA (Apartat 3.2.2.9).

Figura 3.4. Gel d’clectroforesi per RNA. Es pot observar tres mostres ’'RNA, cadascuna amb

dues bandes ben diferenciades. En cas de degradacié les bandes desapareixerien i només

s’observaria una llapisada continua.

3.2.3.1.3. Tractament amb DNasa

Per climinar les restes de DNA s’utilitzara el kit Turbo DNA-free™™ (Ambion). Se

seguira basicament les instruccions del fabricant amb lleugeres modificacions:

L

II.
I1I.

IV.

VL

Per cada mostra (volum d’uns 90 pl) 'RNA obtinguda després de Pextraccié
afegir 10 pl de tampd TURBO DNase 10X Reaction Buffer 1 4 ul de 'enzim TURBO
DNase™.

Incubar a 37°C durant 30 min, afegir de nou 3 ul d’enzim i incubar 30 min més.

Per a inactivar la reaccié afegir 10 wl de DNase Inactivation Reagent 1 deixar a
temperatura ambient durant 2 min. En aquest temps resuspendre el contingut del

tub minim dues vegades.
Centrifugar 4 min a les maximes revolucions (13.400 rpm).

Transferir el sobrenedant a un nou tub d’1,5 ml amb cura de no emportar-se el

sediment format per I'inactivador.

Tornar a centrifugar 4 min a les maximes revolucions.
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VII. Transferir el sobrenedant a un tub nou d’1,5 ml".

*  En cas de que el sediment format per I'inactivador en el pas IX encara fos important repetir
una centrifugacié més. Fis important que no quedin restes de DNase Inactivation Reagent, ja que

podrien interferir amb la retrotranscriptasa en passos posteriors.
En aquest moment caldra prendre 3 mostres d’RNA:

a. Una sutilitzara per carregar un gel d’electroforesi (Apartat 3.2.2.6) i veure la
integritat de 'RNA (Figura 3.4).

b. Una segona per a quantificar la concentracié de PRNA (Apartat 3.2.2.9).

c. Una dltima mostra de 2 pl s’utilitzara per a fer una PCR (apartat segiient).

3.2.3.1.4. PCR de comprovacié de restes cromosomiques en 'RNA

Es important comprovar que no quedin restes de DNA a les mostres d'RNA, ja que la
presencia de DNA en una de les mostres podria donar un resultat enganyos alhora de
realitzar una RT-PCR o una RT-PCR quantitativa.

La PCR es realitzara tal com s’ha descrit en I'Apartat 3.2.2.5. S’utilitzara com a
encebadors 'thuAD i I'thuAR (Taula 3.3, seccié Oligonucleotids per a altres usos), els quals
amplifiquen un petit fragment de 247 pb del gen fhunA. La Tm sera de 60°C 1 el temps
d’elongacié de 30 s. Com a control positiu s’utilitzara DNA cromosomic de .

Typhimurium.

Un cop finalitzada la PCR es carregara les reaccions en un gel d’electroforesi de DNA
(Apartat 3.2.2.0) al 2% d’agarosa. Per a passar al segtient pas és imprescindible que no hi
hagi amplificacié en cap de les mostres d’RNA. En cas d’observar I'aparicié d’una banda

caldra tornar a I'apartat anterior de tractament amb DNasa.

3.2.3.1.5. Purificacié i concentracié de PRNA

Per tal d’eliminar qualsevol possible resta de DNase Inactivation Reagent 1 per concentrar
les mostres d’RNA s’utilitzara el protocol &’RNA Cleanup del kit RNeasy Mini Kit (Qiagen)
seguint les instruccions del fabricant. Es just abans de comengar amb el primer pas del
protocol quan s’ajuntara les 2 mostres d’RNA derivades del mateix cultiu, les quals

s’havien tractat per separat fins al moment.

Totes les mostres ’RINA que s’hagin d’estudiar conjuntament s’hauran d’ajustar a una

concentracié similar, la qual mai sera inferior a 500 ng/pl.
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3.2.3.2. RT-PCR

RT-PCR s6n les sigles de reverse transcription — polimerase chain reaction i és un metode en
el qual, partint d'una mostra d’RNA, s’aconsegueix I'amplificacié d’una determinada
banda de DNA. Per aconseguir-ho es realitzen dues reaccions seguides: un primer pas on
una transcriptasa reversa sintetitza una molécula de ssSDNA a partir ’'RNA; 1 una segona
reacci6é en que una DNA polimerasa realitza una reaccié normal de PCR sobre el DNA
acabat de sintetitzar. Partint d’'una mostra I’RNA total extreta d’un determinat cultiu es
pot realitzar una RT-PCR, per a continuaci6 carregar la reaccié en un gel d’electroforesi

(Apartat 3.2.2.6) 1 comprovar I'aparicié o no d’una banda.

Taula 3.8. Batreja de reacci6 per a RT-PCR.

Mescla I (volum per a una reaccid) Mescla II (per a una reaccid)
dNTPs (2 mM cada dNTP) 5ul Tamp6 5 x 10 ul
Oligonucleotid directe (10 pmols/ul) 2 pl Enzims 1l
Oligonucleotid revers (10 pmols/ul) 2 pl Aigua MQ amb DEPC 14 ul
DTT (100 mM) 2,5ul

Aigua MQ amb DEPC Fins a 25 pl

Per a cada reaccié barrejar 25 pl de cada mescla en un sol tub i afegir 200 ng I’RNA.

En el present treball es va utilitzar aquest metode per a la comprovacié de la unitat
transcripcional entre el gen 7ag 1 el seglient gen, yiaC. Es va dissenyar un oligonucleotid
directe situat al gen g i un oligonucleotid revers al gen yiaC (Taula 3.3, seccid
Oligonucleotids per a RT-PCK). A continuacié es va realitzar una RT-PCR utilitzant el kit
Titan One Tube RT-PCR Systemz (Roche), el qual presenta la barreja d’enzims AMI” Reverse
Transcriptase 1 Expand High Fidelity PCR System, fet que permet la retrotranscripcié (RT) 1 la
PCR en un pas. Tal com especifica el fabricant es va preparar la mescla de reacci6 (Taula
3.8), per a continuacié programar el termociclador com si d’'una PCR es tractés perd
afegint un pas previ d’incubacié (Taula 3.9). Els oligonucleotids i els dNTPs es van
preparar a les mateixes concentracions que per a una PCR pero utilitzant aigua MQ amb
DEPC.

Taula 3.9. Programa de termociclador per a RT-PCR.

Fase Temperatura  Temps

Incubaci6 inicial 50°C 30 min
Desnaturalitzacié inicial 94°C 4 min

Desnaturalitzacié 94°C 1 min

Hibridacié Tm 1 min 35 cicles
Elongacié 72°C 1 min

Elongacié final 72°C 7 min

Refredament 4°C Indefinit
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3.2.3.3. RT-PCR quantitativa

El metode d’'RT-PCR quantitativa és utilitzat per a I'estudi, a partir de I'analisi de
I’RNA total, de variacions en els nivells d’expressié genica entre parelles de mostres. La
tecnica utilitzada no permet saber exactament la concentraci6 d’'un RNA, sindé que
quantifica de manera indirecte (d’aqui que també es coneix com a semiquantitativa)
mitjangant la relativitzacié de la senyal obtinguda en una suspensi6 problema en funci6 de

la mostra control.

Per aquesta técnica s’aprofita els avantatges del fluorocrom SYBR Green 1. Es un
agent intercalant que s’introdueix en I'estructura secundaria del DNA de doble cadena,
incrementant considerablement la seva capacitat per emetre fluorescencia. El complex
DNA — SYBR Green I presenta el seu pic d’absorcié a una longitud d’ona de 498 nm
(lum blava) i el pic d’emissié a 552 nm (llum verda). D’aquesta manera, la sintesi de
noves molécules de dsDNA al llarg dels cicles permetra un augment del nimero de
complexos DNA — SYBR Green I i, per tant, I'increment de la fluorescencia. Aquest
increment es detectara en primer lloc en aquelles mostres on la concentracié de PmRNA

problema sigui més gran (Figura 3.5).

RFU
E

Cicle llindar

Numero de cicle

Figura 3.5. Amplificacié per RT-PCR quantitativa. Resultat per RT-PCR de diferents motlles
que varien de 100 ng a 1 pg. Totes provenen de la mateixa mostra a la qual s’ha realitzat una
diluci6 seriada en magnituds de 10. RFU és I'acronim de Relative Fluorescence Unit 1 és la unitat de

mesura dels nivells de fluorescéncia.
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Un dels inconvenients d’aquesta técnica és el fet que el SYBR Green I és capag
d’incorporar-se en qualsevol dsDNA, incloent els dimers d’oligonucleotids o productes
inespecifics. Per aquesta rad i pel propi aparell de mesura hi ha un soroll de fons en els
nivells I’RFU (unitat de mesura de la fluorescéncia). Aixi doncs, cal marcar per a totes les
mostres el nivell ’RFU a partir del qual es considera que la reaccid esta entrant en fase

exponencial. El cicle en que aixo succeeix rep el nom de cicle llindar.

A partir del cicle llindar es pot calcular el factor d’induccié (FI) entre dues mostres.
Prenent una mostra com a referéncia dels nivells d’expressié del gen s’estima si els nivells
d’expressié en la mostra problema no han variat o son significativament diferents, és a
dir, si hi ha hagut inducci6 (FI = 2) o repressié (FI = 0,5) del gen.

Per a aquest estudi es va utilitzar el kit LightCycler RN.A Master SYBR Green 1 (Roche)
amb el suport de laparell LightCycler Instrument (Roche). Aquest kit utilitza la Tth
polimerasa, una polimerasa termoestable que va ser aillada originariament de Thermus
thermophilus. En aquest kit es presenta combinada amb aptamers, petits oligonucleotids
que s’uneixen amb alta afinitat al centre actiu de la polimerasa, impedint la uni6é d’altres
acids nucleics. A la temperatura optima per a la Tth polimerasa (uns 74°C) els aptamers es
dissocien, permetent la seva activitat enzimatica. Aquesta consisteix en activitat
retrotranscriptasa dependent d’RNA i DNA polimerasa dependent de DNA, ra6 per la

qual I'ts d’aquest enzim permet realitzar una RT i una PCR en una sola reaccié.

A cada cicle es donara la desnaturalitzacio, hibridacio i sintesi de nou dsDNA. Gracies
a lespecificitat del SYBR Green I pel dsDNA s’unira als productes de PCR a cada cicle,
fet que pot ser monitorat per I'equip LightCycler, el qual mesura la fluorescéncia a 521 nm.
Amb les dades recollides es pot realitzar al moment un analisi dels nivells d’amplificacio
per cada mostra, permetent dibuixar una grafica semblant a la de la Figura 3.5. El
processament de les dades pel LightCycler Software (Roche) permet, a més, estimar els
punts de fusié dels fragments amplificats, descartant les amplificacions inespecifiques i

marcant el cicle llindar.

Taula 3.10. Mescla de reacci6 per a RT-PCR quantitativa.

Mescla de reacci6 (18pl)

Mn(OAc)2 1,3 pl
LightCycler RNA Master SYBR GreenI 7,5 pl
Oligonucleotid directe (10 pmols/pul) 0,6 pl
Oligonucleotid revers (10 pmols/ul) 0,6 pl
Mostra ’RNA 2l

Aigua MQ amb DEPC Fins a 20 pl

*  La quantitat I’RINA dependra dels nivells d’expressié de cada gen. Caldra provar diferents

concentracions d’RINA per a optimitzar la reaccio.
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Seguint les especificacions del fabricant preparar una mescla de reaccié com es detalla
en la Taula 3.10, per seguidament transferir-la en un capil-lar fred i segellar-lo amb I'ajut
del rotor de I'aparell. A continuaci6 es posa en marxa 'aparell amb el programa descrit a
la Taula 3.11.

Els oligonucleotids usats estan descrits a la Taula 3.3 (seccié Oligonucleotids per a R1-
PCR guantitativa) 1 van ser resuspesos i diluits en aigua MQ amb DEPC. Van ser
dissenyats amb el programa Primer Select (DNA Star Inc.), el qual permet escollir
oligonucleotids amb menys probabilitat de formar dimers inespecifics. Es va utilitzar una
Tm de 57°C. Abans de realitzar la reaccié6 d’RT-PCR quantitativa es va preparar una PCR
(Apartat 3.2.2.5) amb els oligonucleotids i DNA cromosomic com a motlle per

comprovar que a una T'm de 57°C hi havia amplificacié d’una sola banda.

Taula 3.11. Programaci6 de Paparell LightCycler.

Programa Temperatura (°C) Temps (s) Pendent (°C/s) Numero de cicles
Retrotranscripcio 61 1200 20 1
Desnaturalitzacié 95 30 20 1

95 1 20

Amplificacié >7 10 20 45
72 15 20
76 5 20
95 5 20

Corba de fusié 68 18 20 1
95 0 0,1

Refredament 40 30 20 1

3.2.4. Métodes bioinformatics

Part del treball de la present Tesi Doctoral es va realitzar iz silico amb 1'as tant d’eines

ofertes en diferents pagines d’Internet com de programes:

a. Per ala sintesi dels oligonucleotids necessaris per a la mutacié dels diferents gens
va ser necessari 'accés a les seves seqiiencies nucleotidiques. Aquestes es van
aconseguir des de V'eina Comprebensive Microbial Resource (CMR) del J. Craig Venter™
Institute  (JCVI)  (http://cmr.jevi.org/tigr-scripts/ CMR/CmrHomePage.cgi), la
qual permet accés a tots els genomes procariotes complerts publicats. Aquesta
mateixa eina va ser util per comprovar la presencia de possibles unitats

transcripcionals.

b. La base de dades nucleotidica Genbank del National Center for Biotechnology
Information  site. (NCBI)  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html)
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forma part del projecte de col‘laboracié International Nucleotide Sequence Database
Collaboration, en la qual participen també el DN.A DataBank of Japan (DDBJ) i
UEuropean Molecular Biology Laboratory (EMBL). A través d’aquesta pagina es pot
tenir accés a un gran nombre de seqiiencies, entre elles el genoma complet de .

Typhimurium, cosa que va permetre 'obtenci6 de les regions intergeniques.

c. El paquet de programes DN.AS7ar IDNAStar Inc.) va facilitar la manipulacié de
les dades. Dins d’aquest programa es va utilitzar el programa PrimerSelect per al
disseny d’oligonucleotids per a RT-PCR i1 RT-PCR quantitativa, el programa
EditSeq per a ledicié de les seqiiencies nucleotidiques i aminoacidiques 1 el

SeqgMan per a 'acoblament de diferents seqiiéncies amb regions d’homologia.

d. Per a concixer a quins gens o regions pertanyien les seqiiencies rebudes des de
Macrogen (Apartat 3.2.2.11) es va utilitzar 'eina anomenada Baszc Local Alignment
Search Tool (BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), oferta per 'NCBI i
usada per comparar regions locals de similitud entre seqiencies nucleotidiques o

proteiques problema i les bases de dades.

e. Per a l'alineament de mdltiples seqiiencies es va utilitzar el programa ClustallV’2
(http:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) de UEwrgpean Bioinformatics
Institute (EBI), el qual forma part de PTEMBL.

3.2.5. Index de competitivitat (IC)

La soca ATCC14028 de S. Typhimurium és una soca virulenta de la qual es coneix la
seva dost letal 50 (LDs), és a dir, la dosi minima necessaria per causar la mort al 50% dels
individus d’assaig. En el cas de ratolins BALB/c femelles de 3 setmanes d’edat, les LDy,
son les segiients: per via intraperitoneal (ip) és menor de 10 cfu per animal, mentre que

per via oral és d’aproximadament 10° — 10° cfu/animal.

Treballant sobre aquesta base, diversos autors van usar un tipus d’assaig que permet
comparar dues soques entre si [16]. Aquest assaig consisteix en inocular en un mateix
animal dues soques diferents en proporcié 1:1. La dosi administrada sol ser igual o
superior a la LDy, de manera que gairebé tots els ratolins desenvoluparan tots els estadis
de la infecci6. A partir d’aqui es fa un seguiment de 'animal fins que aquest presenta clars
simptomes de septicemia, moment en que és eutanasiat. S’obté una mostra de sang del

cor de I'animal, des de la qual es calculara la proporcio final entre les dues soques.

Ates que experimentalment sempre es cometen errors, la relacié inicial entre les dues
soques no sera mai exactament 1:1. Per tant, es calculara 'IC, que corregeix la proporcié
final obtinguda en funcié de la relaci6 inicial calculada per titulacié exacte dels inoculs de

partida.

103



MATERIAL I METODES

3.2.5.1. Preparaci6 dels inoculs

Les mostres que s’inocularan en els ratolins es prepararan just abans de "'administracio.
Es partira sempre d’una placa fresca sembrada el dia anterior. Per a inoculacions orals es

preparara una mostra a 2.10” cfu/ml, mentre que per inoculacions ip sera de 2.10* cfu/ml

(Figura 3.6).
Soca salvatge Soca mutant
. l Estimacio de la l .
Confirmacio de la concentracié Confirmacio de la
concentracio . concentracio
Recompte de Recompte de
cél-lules viables ., Mesur::s i . cél-lules viables
Suspensi6 soca  d’absorbancia Suspensié soca
salvatge mutant
Confirmacio6 de la
concentracio
o
104 —ec

Recompte de

Suspensio6 a inoculat  s].14les viables

3 ;A
o N8
o N

X6

Figura 3.6. Inoculaci6 d’un assaig de competitivitat. Es preparen separadament les
suspensions de les soques a inocular. Seguidament es mesclen en un tub i s’inoculen en 6 ratolins
BALB/c. Es realitzara un recompte de viables tant de les suspensions de cada soca com de la

barreja a inocular.

3.2.5.1.1. Inoculacions intraperitoneals
I. Resuspendre una petita quantitat de la soca »# en un volum suficient d’LB fins a
obtenir una DO, aproximada de 0,2.

II.  Ajustar la resta d’inoculs de les altres soques a una DOs;, el més similar possible

al valor obtingut per la wz.

III. Fer un banc de dilucions i sembrar les dilucions 10° i 10° per a una titulacié

exacte.
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IV. Barrejar en un mateix tub 700 pl de la dilucié 10 de les soques »#i mutant.

V. Procedir a la inoculacié dels ratolins (Apartat 3.2.5.2.3).

3.2.5.1.2. Inoculacions orals

El metode és molt similar al descrit a I'apartat anterior. En aquest cas, pero, es vol
obtenir un inocul a 2.10” cfu/ml. Atés que la lectura de absorbancia se satura a partir de

certa densitat del cultiu, aquest cop caldra:

I. Resuspendre una quantitat moderada de la soca w7 en una quantitat suficient
d’LB.

II. Fer una dilucié 1:10 de la suspensié6 en medi LB i llegir I'absorbancia des

d’aquesta dltima. I.’absorbancia hauria d’estar a 0,2.

III.  En cas de no estar-ho, modificar la suspensio inicial i preparar de nou una dilucié
1:10, des de la qual es tornara a llegir la DO.;,. Repetir aquesta sequiencia fins a

aconseguir-ho.

IV. Per a la resta de soques ajustar de la mateixa manera la DO, a un valor

d’absorbancia el més similar possible a la .

V. Fer un banc de dilucions i sembrar les dilucions 10° i 107 per a una titulacié

exacte.
VI. Barrejar 700 ul de la suspensio inicial de les soques »7#1 mutant.

VII. Procedir a la inoculacié dels ratolins (Apartat 3.2.5.2.3).

3.2.5.2. Experimentacié animal

Per a la investigaci6é amb animals de laboratori és necessari realitzar cursos de
manipulaci6é d’animals, tal com recull el decret 214/1997 del 30 de juliol de la Generalitat
de Catalunya (DOGC nam. 2450 del 7 d’agost). Eis per aquesta ra6 que es donaran tan
sols unes poques directrius, partint de la base de qué ja s’han de tenir uns coneixements

previs.

Aquest mateix decret estableix a més I'obligatorietat d’establir comites étics que vetllin
pel benestar dels animals d’experimentacié. El procés experimental que s’explica a
continuacié va ser sotmes al comite d’ctica, rebent la referéncia 700 en el registre del
Departament d’Agricultura i Pesca de la Generalitat de Catalunya (DARP).
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3.2.5.2.1. Model animal

Per a 'experimentacié amb animals es van usar ratolins femella BALB/cAnNHsd de 3
setmanes d’edat subministrats per Hatlan Interfauna Iberica. Els ratolins BALB/c sén
una soca albina de ratolins adquitrida el 1913 per H. Bagg. La soca BALB/cAnNHsd en
concret deriva d’un nucli de cria obtingut pel National Institute of Health (Bethesda, EUA) 1

es caracteritza per presentar un alt grau d’homozigosi aconseguit per endogamia.

3.2.5.2.2. Estabulacio i dieta

Els ratolins van ser entregats en el Servei d’Estabulari de la Universitat Autonoma de
Barcelona (nimero de registre B9900001), on van ser estabulats en grups de 6 per gabia.
Les gabies permetien un ambient lliure de patogens gracies a I'ts de filtres HEPA. La sala
va ser mantinguda a una temperatura de 20 — 24°C i a una humitat relativa del 50 — 60%.
La il-luminacid, de tipus artificial, presentava un fotoperiode constant amb cicles de 12 h
de llum i 12 h de foscor.

La sala contava amb una cabina de flux laminar vertical, la qual es va utilitzar per a les

inoculacions dels ratolins, la seva supervisio i la realitzacié de les necropsies.

L’alimentacid, consistent en una dieta natural pel-letejada lliure d’antibiotics, va ser
subministrada ad /ibitum. 17aigua, aportada de manera esteril en bevedors, era d’accés lliure

1 il-limitat per als ratolins.

3.2.5.2.3. Inoculacié i supervisio

Un cop estabulats es va deixar un periode de quarantena de 7 dies per permetre
I'adaptacié dels ratolins al nou ambient. Transcorregut aquest temps es va passar
finalment a la inoculaci6 dels ratolins amb els cultius preparats préviament al laboratori
(veure ’Apartat 3.2.5.1). Per cada inocul diferent, format d’un 50% de soca w# 1 un 50%
d’una soca mutant, van set inoculats 6 ratolins. El nimero de ratolins usats era el nimero

minim de ratolins per a que els resultats fossin estadisticament significatius.

Per a les inoculacions es van utilitzar xeringues estérils d’1 ml (Icogamma® plus). Per a
les inoculacions ip es va utilitzar 'agulla 25G 0,5 mm x 16 mm subministrada junt amb
les xeringues, inoculant 100 ul de preparat a 10* cfu/ml; mentre que per les inoculacions
orals es van utilitzar canules de dosificacié rectes model 7.7.1 de 38 mm i 22G (Harvard

Apparatus), inoculant 100 pl de cultiu a 10” cfu/ml.

Per a realitzar qualsevol inoculaci6 en primer lloc és necessari immobilitzar 'animal de
manera adequada (Figura 3.7). Les inoculacions ip es realitzen inclinant lleugerament

I’animal cap a baix, de manera que els organs cazguin cap al cap, 1 introduint ’agulla en un
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angle d’'uns 30 — 45° en un o altre costat de la zona abdominal, preferentment el costat
dret de 'animal. En el cas de les inoculacions orals, I’animal es disposara verticalment
amb el cap mirant amunt i s’introduira la sonda per la boca fins a tocar la part superior
del paladar. Seguidament, amb I’ajuda de la sonda, s’inclinara el cap totalment endarrere
per alinear-lo amb l'esofag i es deixara caure la sonda fins 'entrada de I'estomac sense

forcar mai la introduccié d’aquesta.

IMMOBILITZACIO

”

Sostenint el ratolf per la cua, immobilitzar el ratolf per les orelles amb el polze i I'index.
Seguidament aixecar I’animal i situar la cua entre els dits anular i menovell.

INOCULACIO IP INOCULACIO ORAL

Introduir I'agulla al costat dret de Alinear tot aparell digestiu superior i
I’animal de la zona abdominal. sense forcar introduir la sonda.

Figura 3.7. Immobilitzacié i inoculacié de ratolins. Les imatges de la immobilitzaci6 i la
inoculaci6 intraperitoneal han estat extretes de la guia tutorial per a la manipulacié d’animals de la
British  Veterinary  Association  Animal Welfare Foundation (Bl”A AWEF) des de la pagina
http:/ /www.bva-awf.org.uk/resources/tutorials/BVAO5-Mouse/Mouse. La soca de ratolins
utilitzada en I'exemple no és BALB/c. L’dltima imatge, cotresponent a la inoculacié oral, va ser
obtinguda de la pagina http://www.theodora.com/rodent_laboratory/injections.html.
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Un cop realitzada la inoculacié dels ratolins es va seguir un protocol de supervisio

diari (Taula 3.12) utilitzant una taula de seguiment (Taula 3.13). Els animals que

sobrepassaven el criteri de punt final van ser eutanasiats per dislocacié cervical. Aquells

animals que van sobreviure als 30 dies de durada de I'experiment van ser sacrificats de la

mateixa manera.

Taula 3.12. Protocol de supervisié per a Pexperimentacié amb animals.

Parametre

Situaci6

Puntuaci6

Pes

No hi ha pérdua de pes o 'animal creix amb normalitat
Peérdua de pes inferior al 10%

Peérdua de pes del 10 — 20%

Peérdua de pes superior al 20%

Aspecte

Normal

Pelatge en mal estat

Pelatge en mal estat, secrecions oculars i/0 nasals

Pelatge en mal estat, secrecions oculats i/o nasals, postura anormal,

automutilacions o vocalitzacions indicadores de dolor

LD N = O NN = O

Conducta

Normal
Lleuger encorbament al caminar
Encorbament, certa inactivitat

Inactivitat, pobra resposta als estimuls o aspecte comatds

Respiraci6

Normal
Dispnea lleu
Dispnea moderada

Dispnea severa

N = O NN = O

Quan un animal presenti una puntuacié de 3 en dos o més parametres, tots els 3 es

comptabilitzaran com a 4.

El criteri de punt final s’estableix en una puntuacié igual o superior a 8 (la meitat de la maxima

puntuaci6 possible, 16).

3.2.5.2.4. Necropsia

Un cop morts, es va practicar la necropsia dels animals utilitzant pinces i tisores de

disseccié d’acer inoxidable (Selecta). En primer lloc, es va utilitzar un joc de pinces

dentades i tisores romes per a obrir i apartar la pell que cobreix el torax. En segon lloc, es

va utilitzar un segon joc de pinces més fines i tisores punxegudes per a obrir la cavitat

toracica. Utilitzant el mateix joc es va extreure el cor i es van prendre mostres de sang en

plaques LB. Els cossos dels ratolins van ser incinerats pel Servei d’Estabulari, mentre que

el material utilitzat per a la necropsia va ser esterilitzat per a nou us.
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Taula 3.13. Taula de seguiment dels ratolins. Per a cada gabia, composta de 6 ratolins,

s’utilitza una taula de seguiment de 30 dies.

Identificador del ratoli
112134156

Pes
Aspecte

Dia 1

INFECCIO Conducta

Puntuacio

Respiracio

Pes
Aspecte

Dia 2 Conducta

Puntuacio

Respiracio6

Pes
Aspecte

Conducta

Dia 3

Puntuacio

Respiracié

Pes
Aspecte

Dia 30 Conducta

Puntuacio

Respiracio | | | | | | . 109

3.2.5.2.5. Processat de les mostres de sang i calcul de I'IC

Les plaques de medi LB amb les mostres de sang van ser dutes al laboratori, on es va
realitzar una sembra en esgotament i es van incubar a 37°C. En el cas dels IC on la soca
mutant contenia una casset de resisténcia es van realitzar repliques en plaques LB i LB
amb Cm 34 ng/ml a partir de les colonies aillades. Pels mutants on s’havia perdut la
casset es va realitzar PCRs (Apartat 3.2.2.5) per comprovar si el gen estava delecionat.

Amb aquestes dades i els resultats de les titulacions dels inoculs inicials es pot passar a fer

el calcul de I'IC:
numero de clons mutants
numero de clons w? finals

cfu/ml soca mutant
cfu/ml soca wt|. . .
inicials

IC =
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Per cada mutant a estudiar es van inocular 6 ratolins, obtenint 6 valors d’IC. Per
obtenir el valor central de la tendeéncia es va utilitzar la mitjana geometrica o
proporcional. I’avantatge d’aquest tipus de mitjana és que té en compte tots els valors de
la distribuci6é, sent menys sensible als valors extrems que la mitja aritmética. La

desavantatge és que no es pot calcular si algun valor és 0:

x|

3.2.5.2.6. Estadistica

Per al tractament estadistic de les dades de I'assaig 7z vivo es va utilitzar una prova de t
d’Student. La probabilitat d’aquest estadistic es calcula tenint en compte la mida de la
mostra (7), la qual marca els graus de llibertat (¢ = #-7) de la distribucié. Com a nivell de

significaci6 (x 6 p) es va establir un o = 0,05.
Es va plantejar un test bilateral amb les seglients hipotesis:
* Hipotesi nul'la (Hy): u =1
* Hipotesi alternativa (H,): p # 1
u representa la mitjana aritmetica mostral calculada a partir dels valors d’IC obtinguts
per cada ratoli. 1 és el valor que hauria de tenir I'IC si les dues soques es recuperessin al
final de Dassaig 7z vivo en la mateixa proporcié que a Iinici, és a dir, si la mutacid
) prop q ) >
introduida no afectés en la virulencia de la soca mutant. Aixi doncs, la hipotesi nul-la és la

que defensa que al final de I’assaig es recuperara la mateixa proporcié de soca mutant que

de soca wt1, per tant, 'IC sera aproximadament d’1.

Com a estadistic es va utilitzar la formula t = K=
O
/ VN

Amb les dades es va calcular el valor de 74 per seguidament utilitzar el programa

, on o és la desviacio estandard.

Mz'ﬁ’oxoﬁ® Office Excel per a calcular el valor de p. Aquest valor representa 'error de tipus I
i expressa la probabilitat de rebutjar la hipotesi nul-la quan aquesta en realitat si és certa.
Es a dir, si s’obté un valor de p = 0,04 i es rebutja que les dues soques siguin iguals entre

si, hi ha una probabilitat de 0,04 d’equivocar-se.

Per al calcul es va crear una taula en el programa on s’anotava el valor de 71 els graus
de llibertat. A continuacié es va seleccionar el menu Insercid 1 després Funcid. En el panell
que s’obria es va escollir 'opcié DISTR.T de la categoria Estadistiques. En la finestra que
apareixia es marcava com a X el valor de 7 obtingut, s’indicava els graus de llibertat i es
posava un 2 (test bilateral) en ces. El valor que retornava el programa era el de p.

S’acceptava H, quan p = 0,05.
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3.2.5.3. 1C in vitro
3.2.5.3.1. Aerobiosi
Aquest assaig pretén emular un IC iz zivo. Es per aixd que se segueix un métode

semblant al descrit a ’Apartat 3.2.5.1.2. La variacié comenga a partir del punt VI:

VI. En una ampolla amb 10 ml d’LB esteril afegir 100 pl de cada una de les dues

suspensions.
VII. Incubar en agitaci6 a 37°C.

VIII. Prendre una mostra de 100 ul a les dues, vuit i vint-i-quatre hores. Utilitzar

aquestes mostres per fer un banc de dilucions.

IX. Sembrar les dilucions indicades en la Taula 3.14 en plaques amb medi LB.

Incubar les plaques a 37°C durant tota la nit.

X. A partir de clons aillats crescuts a les plaques fer répliques en plaques LB i LB
Cm’. Incubar tota la nit a 37°C.

XI. El calcul de I'IC és el mateix que en I’Apartat 3.2.5.2.5.
* Els mutants utilitzats eren CmR, 1a soca w7 és CmS.
Taula 3.14. Dilucions sembrades durant PIC in vitro. 111

| 2 hores 8 hores 24 hores
Dilucions 10 10-¢ 10-¢
10-¢ 107 107

3.2.5.3.2. Anaerobiosi

També se segueix el metode descrit a I’Apartat 3.2.5.1.2 variant des del punt VI:

VI. En un tub de polipropile de 10 ml amb 10 ml de LB liquid afegir 100 pl de cada

una de les dues suspensions. Segellar el tub amb Parafilm® M.

VIL. Col'locar el tub i les plaques amb les titulacions en una gerra d’anaerobiosi
(GasPak100, Afora). Posar-hi també un sobre d’anaerobiosi BD GasPak™ EZ
Anaerobe Container Systew i un indicador d’anaerobiosi BD BBL™ Dry Anaerobic

Indicator System 1 tancar la gerra. Incubar a 37°C.

XII. Obrir la gerra a les 24 h i prendre una mostra per fer un banc de dilucions, des del
qual sembrar les dilucions 10, 10-¢ i 107 en medi LB. Incubar a 37°C durant tota la

nit.
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XIII. A partir de clons aillats crescuts a les plaques fer répliques en plaques LB i LB
Cm’. Incubar durant tota la nit a 37°C.

XIV. El calcul de I'IC és el mateix que en ’Apartat 3.2.5.2.5.

*  Els mutants utilitzats eren CmR, la soca w# és CmS.
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4.1. Inducci6 de la resposta Ada a S. Typhimurium

La preseéncia de proteines vinculades a la reparacié de lesions alquilants ha estat
descrita en els tres dominis taxonomics (bacteria, archaea i eukaryota) [70, 239,
demostrant que els mecanismes per fer front a aquest tipus de dany es van originar aviat
en el procés evolutiu. Tot i aix0, actualment sén diversos els géneres que han perdut part

d’aquests sistemes de reparacio [0].

Varis dels gens que codifiquen per aquestes proteines es troben agrupats en alguns
microorganismes, tant de grampositius com de gramnegatius, formant la resposta Ada
(Apartat 1.6). Hi ha certa variacié en el nombre de proteines que s’induiran, depenent del
grau de conservaci6 de la resposta en cada espécie. En E. o/, on la resposta Ada ha estat
ampliament caracteritzada, s’ha descrit 'augment de la concentracié cel-lular de les
proteines Ada, AlkA, AlkB i AidB (Apartat 1.5). Aquestes quatre proteines també estan
codificades en el genoma de §. Typhimurium, si bé els nivells d’induccié sén molt
menors que els descrits en E. co/i [114, 237] ja que, encara que la proteina Ada hauria de
reconeixer correctament els promotors [233], no és bon activador transcripcional. Aquest
fet pot dependre tant de la capacitat de la proteina Ada per interaccionar amb la regié
promotora, com de les unions que ha d’establir amb 'RNA polimerasa (Apartat 1.6.1).
Aquestes varien segons el gen, pero també en funcié de la subunitat o utilitzada. La
bibliografia relacionada amb I’activacié de la resposta Ada esta basada en la induccié dels
gens ada [114, 359] 1 alkA [82] en la soca LT2 de . Typhimurium, la qual és deficient en

la subunitat ¢° a causa d’una mutacié en el gen que la codifica, 7paS [381].

En la present Tesi Doctoral es va utilitzar la soca ATCC14028 de . Typhimurium,
que presenta una copia salvatge del gen 7poS. Per aquest motiu, el primer objectiu
d’aquest treball va ser determinar si el grau d’induccié de la resposta Ada en la soca
ATCC14028 variava respecte a la descrita en L'T2 com a conseqliencia de la preseéncia

d’una subunitat ¢° funcional.

Per a acomplir aquest objectiu es va utilitzar el metode d’RT-PCR quantitativa, que
permetria la comparacié dels nivells transcripcionals dels gens ada i alkA (estudiats
previament en LT2) en un cultiu I’ATCC14028 salvatge (w4 en una situacié de dany
alquilant respecte a condicions de creixement no lesives. Per a la induccié de lesions
alquilants es va realitzar un tractament amb 5 pg/ml 'MNNG, un agent metilant Sy 1
utilitzat freqientment en aquest tipus d’assaigs per la seva capacitat d’induccié de la

resposta Ada.

A partir de les dades obtingudes (Figura 4.1) es va determinar que el gen ada
incrementa els seus nivells transcripcionals unes 6,5 vegades (contra les 40 vegades
descrites en E. co/i [114]) en una situacié de dany metilant causada per MNNG respecte a
una situacié de creixement sense lesions alquilants, mentre que a/&A no presenta una

variaci6é significativa en relacié a condicions no lesives. Els resultats obtinguts van
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confirmar assajos anteriors d’RT-PCR quantitativa realitzats sobre la soca LT2 i la
bibliografica abans esmentada [82, 114, 359].

o ||
7
41
3_
N
N i =
0

ada alkA

Figura 4.1. Analisis per RT-PCR quantitativa dels nivells d’induccié6 dels gens ada i alkA
en la soca ATCC14028 wr en preséncia d’MINNG. Els valors d’FI calculats (mitja de 3
experiments independents) s’obtenen per comparacié de Pexpressié de cada gen en la soca
ATCC14028 wt tractada amb 5 pg/ml I'MNNG respecte a la mateixa soca sense tractament. Els
oligonucleotids usats (adaRTsqD, adaRTsqR, alkARTsqD i alkARTsqR) estan descrits a la Taula
3.3.

4.2. Soques defectives en un gen de reparaci6 d’alquilacions
4.2.1. Obtenci6é de mutants defectius en un gen de reparaci6 d’alquilacions

Per a acomplir 'objectiu de concixer en més detall el paper dels mecanismes de
reparacié d’alquilacions de S. Typhimurium durant el procés infectiu es va dissenyar un
seguit de mutants defectius en algun gen de reparacié d’alquilacions utilitzant com a base
una soca tipus per a la realitzacié6 d’assaigs de viruléncia, PATCC14028 ¢ de S.
Typhimurium.

4.2.1.1. Disseny #n stlico

Els gens seleccionats per a la construccié dels mutants es descriuen a la Taula 4.1. ada,
alkA, alkB 1 aidB corresponen als gens que integren la resposta Ada, mentre que els gens
ogt 1 tag en son independents. En conjunt formen tots els gens descrits que reparen

especificament lesions alquilants (Apartats 1.51 1.7).



RESULTATS

Com es pot observar, els gens ada i alkB estan separats per tan sols 2 parells de bases,
formant una mateixa unitat transcripcional [299]; aixi mateix, el gen 74g esta superposat en
23 pb amb el gen posterior, yiaC, que esta localitzat en la posicié 3.829.911 — 3.830.351
del genoma. Pel que fa a la resta de gens de la Taula 4.1, 'absencia d’altres gens proxims i

d’igual orientaci6 en el seu entorn indica que formen unitats monocistroniques.

Taula 4.1. Gens de reparacié d’alquilacions delecionats per inactivaci6 génica.

Gen Funcié

Coordenades

cromosomiques

Coordenades

d’insercié/delecié *

ada O6-meG MTasa I

alkA  3-meA-DNA glicosilasa 11

alkB  1-meA/3-meC DNA dioxigenasa

2.364.195 — 2.363.134
2.212.357 — 2.211.488
2.363.131 — 2.362.481
4.619.614 — 4.621.236

2.364.100 — 2.363.219
2.212.275 - 2.211.567
2.363.047 — 2.362.560
4.619.689 — 4.621.161

aidB  superfamilia de les
acil-coA deshidrogenases

ogt 0O%-meG MTasa 11

tag 3-meA-DNA glicosilasa 1

1.753.663 — 1.754.178  1.753.759 — 1.754.101
3.829.352 - 3.829.933  3.829.449 — 3.829.841

* Regi6 delecionada en el moment de la inserci6 de la casset de resistencia.

4.2.1.2. Comprovaci6 per RT-PCR de la unitat transcripcional zzg — yiaC

La proximitat entre els gens ada i alfkB i la seva condicié d’unitat transcripcional
descrita previament [299] suposava un inconvenient alhora d’inserir una casset de
resisténcia antibiotica en el gen ada, ja que s’alteraria el patré d’expressio del gen a/&B. Els
possibles efectes sobre el fenotip degudes a aquesta alteracié podrien interferir en els

estudis posteriors realitzats amb la soca deficient en el gen ada.

La superposicié observada entre els gens 7zg 1 yiaC feia molt probable que ambdds
constituissin també una unitat transcripcional, de manera que en aquest cas es podia
aplicar el mateix raonament que en els gens ada 1 alkB. Atés que no hi ha cap descripcio
referent a una unitat transcripcional Zag — yiaC calia verificar si realment era aix{ abans de

construir una soca deficient en el gen Zag.

tagRTD

— . > ) o >

yiaCRTR

Figura 4.2. Localitzacié cromosomica dels gens tagi yiaC. Ambdos gens se superposen en
23 pb. Amb fletxes negres es representa la posicié dels oligonucleotids usats per a la RT-PCR.
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En el cas de formar part d’'una mateixa unitat transcripcional hi hauria sintesi d’un
mRNA policistronic que contingués els dos gens, de manera que 1'as dels oligonucleotids
indicats a la Figura 4.2 (descrits a la Taula 3.3) en una RT-PCR utilitzant com a motlle
I'RNA total de la soca ATCC14028 w# crescuda en condicions no lesives amplificaria un
fragment de DNA visible en un gel d’electroforesi. En canvi, si els gens fag 1 yiaC

formessin unitats monocistroniques individuals no seria possible 'obtencié de cap banda.

Com es pot observar a la Figura 4.3 es va corroborar la presencia d’RNA policistronic
amb I'obtenci6é d’una banda de la mida corresponent i d’intensitat similar a la del control
positiu, que consistia en una reaccié d’RT-PCR idéntica a anterior pero utilitzant com a
motlle DNA cromosomic de la soca ATCC14028 .

Figura 4.3. RT-PCR de la unitat transcripcional tag —
yiaC. Les tres mostres es diferencien en el motlle utilitzat: en

el control positiu (rotulat com a “DNA”) va emprar-se DNA

DNA
RNA

cromosomic de la soca ATCC14028 w# en la mostra

C-

problema (“RNA”) es va usar RNA total extret de la mateixa

' " , Marcador

soca i en el control negatiu (“c-”) no es va afegir cap acid
nucleic. El marcador de pes molecular correspon a X174

— - digerit amb Hinfl.

4.2.1.3. Construcci6 de soques defectives en un gen de reparacié d’alquilacions

Després d’escollir els gens a delecionar (Taula 4.1) 1 estudiar el seu entorn es va decidir
construir soques amb els segiients genotips: Aada, AalkA::Cm, NalkB::Cm, AaidB::Com,
Aogt:Cm 1 Atag. 1’obtencié dels mutants es va realitzar seguint el protocol d’inactivacid
genica en un pas utilitzant la soca ATCC14028 »t pKOBEGA (Taula 3.1). En tots els
gens delecionats es va inserir la casset de resistencia a cloramfenicol codificada en el
plasmidi pKID3. Com es pot observar en I'iltima columna de la Taula 4.1, les regions
d’homologia necessaries per a la recombinaci6 i introduccié de la casset es van dissenyar
de manera que es delecionés gran part de cada gen, de manera que si calia escindir la

casset de resisténcia no es revertis al genotip salvatge.
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Figura 4.4. Comprovacié de la inactivacié en un

A G pas del gen ada utilitzant oligonucleotids interns

de la casset. Com s’indica a la part superior es va usar

413 pb\= com a motlle el DNA del mutant Aada::Cm. Per a les
g}é EE; W caccions van emprar-se els oligonucleotids interns de la

casset (cl i ¢2) junt amb adaD i adaR (pertanyents al
gen diana), emparellant-los com es mostra a la part

inferior de la figura. El marcador de pes molecular

cl - adaD
c2 - adaR

correspon a X174 digerit amb Hinfl.

Un cop introduit el fragment lineal en la soca receptora es va seleccionar els clons que
haguessin incorporat la casset de resisténcia a cloramfenicol, que van ser confirmats per
PCR. A la Figura 4.4 es posa com a exemple la comprovaci6 de la insercié de la casset en
el gen ada utilitzant les combinacions ¢l — adaD i c2 — adaR, que permeten verificar si el
fragment esta orientat correctament en el gen mitjangant I’as dels oligonucleotids interns
de la casset (cl i c2). Per a la resta de soques mutants es mostra tan sols la comprovacié

de la mutacié utilitzant els oligonucleotids directe i revers del gen diana (Figura 4.5).

[ -
N ]
vt N O S S X S
 — b & 3 O O
I3 .3 .98, 5,8, F¥
“wwe 3 A 949 3 4 3 9 3 4 3 4 ¥ 494 4
1,9 kpb—«
1,4 kpb— -
1,3 kpb— e— - -
p - — (5= S—
- -
726 pb — —
553 pb — -
311 pb —
ada alkB alkA aidB ogt tag

Figura 4.5. Comprovaciéo per PCR de les soques defectives en un gen de reparacio
d’alquilacions. La PCR es va realitzar amb els oligonucleotids corresponents en funcié del gen
diana i es va visualitzar en un gel d’electroforesi a I'1% d’agarosa. A les parts superior i inferior de
la figura s’indica la procedencia del DNA motlle utilitzat i el gen analitzat, respectivament. El
primer carril correspon al marcador de pes molecular compost d’una mescla dels DNAs del fag A
digerit amb Bs#EIl i del X174 digerit amb Hinfl. Els controls negatius de la reaccié de PCR per
cada parella d’oligonucleotids no es mostren a la figura vist que cap d’ells presentava bandes

d’amplificacio.
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Com que la casset de resistencia a Cm esta codificada a la cadena complementaria 1 el
seu sentit de transcripcié és contrari al del gen on s’insereix (Figura 3.2), en el cas de les
soques Aada::Cm 1 Atag::Cm es podien donar efectes polars en els gens situats a 3’ del gen
mutant. Bs per aquest motiu que en ambdues soques es va realitzar un pas addicional
(Apartat 3.2.2.10.6) per escindir la casset introduida. I’escissié va ser confirmada de nou
per PCR utilitzant els oligonucleotids directe 1 revers del gen diana (Figura 4.5). En tots

els casos les mutacions van ser comprovades per seqiienciacio.

4.2.1.4. Comprovacié per RT-PCR quantitativa de la unitat transcripcional zag -
yiaC

Per confirmar que I'escissié de la casset de cloramfenicol de la soca Afag:Cm evitava
que es donessin efectes polars gracies a la recuperacié dels nivells transcripcionals
habituals del gen yizC (situat a 3’ de 7ag) es va utilitzar la tecnica d’'RT-PCR quantitativa
per comparar la seva expressio entre les soques wt, Atag:Cm 1 Afag en condicions de

creixement no lesives.

Va fer-se Pextraccié de 'RNA de cada una de les soques i es va realitzar 'RT-PCR
quantitativa utilitzant els oligonucleotids adients (descrits a la Taula 3.3, seccid
Oligonucleotids per a RT-PCR guantitativa). Els factors d’induccié es van calcular comparant

els valors obtinguts per les parelles Atag:Cnz — wt 1 Atag — wt (Figura 4.06).

) Atag:Cm /wt Atag /wt

Figura 4.6. Analisis per RT-PCR quantitativa dels nivells d’induccié del gen y7aC en les
soques Atrag::Cm i Atag respecte a la soca wt. En els tres casos es van utilitzar els
oligonucleotids yiaCRTsqD 1 yiaCRTsqR. Els valors d’FI calculats corresponen a la mitja de 3
experiments independents.

Com es pot observar, la insercié de la casset de resistencia a cloramfenicol en el gen
tag (soca Atag::Cpi) va comportar una disminucié de Pexpressié del gen yzaC; d’altra banda,

I'escissié de la casset (soca Azzg) va suposar la recuperacié de la seva expressio. Per
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conseguent, es va decidir utilitzar la soca Azzg com a soca de treball i descartar el mutant
Atag::Con.

4.2.2. Caracteritzacio de les soques defectives en un gen de reparacié d’alquilacions

Un cop obtingudes les soques de treball i abans d’efectuar assajos zz vivo es va
determinar les seves cinctiques de creixement en abseéncia i en presencia de diferents tipus

de dany alquilant.

4.2.2.1. Cotbes de creixement en absencia de dany alquilant

En primer lloc es van realitzar corbes de creixement en medi AB suplementat amb
0,2% de glucosa i en abséncia d’agents alquilants per comprovar si alguna de les
mutacions introduides suposava una alteraci6 en la cinctica de creixement de les diferents
soques que serien utilitzades posteriorment en els assajos 7 vivo. Com s’observa a la
Figura 4.7, en aquestes condicions tots els mutants presentaven un creixement similar al
de la wr.

Absorbancia

0’01 T T T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360 420 480

Temps (minuts)

—+—wt —%— Nada —=— NalkA::Cm AalkB::Cm —o— AaidB::Cm —<— Nogt:Cm —*— Atag

Figura 4.7. Corba de creixement de les soques mutants defectives en un gen de reparacio
d’alquilacions. Com a medi de cultiu es va utilitzar medi AB suplementat amb 0,2% de glucosa.
Es va ajustar ’absorbancia inicial de totes les soques a una DOy aproximada de 0,07 i es van
anar prenent mesures d’absorbancia cada 30 min. Les dades corresponen a la mitja de 3

experiments independents i presenten una desviacié tipica maxima de 0,25 unitats d’absorbancia.
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4.2.2.2. Assaig de supervivencia a MNNG en soques defectives en un gen de

reparacié d’alquilacions

En diversos apartats de la introduccié s’ha descrit com I'exposicié a MNNG té una
clara accié6 mutagenica i citotoxica sobre la cél'lula, especialment per la seva capacitat
d’induir O-metilacions com 'O°meG. Aix{ doncs, aquelles soques defectives en algun
gen involucrat en la reparacié de lesions causades per aquest agent metilant haurien de

presentar una disminucié de la viabilitat cel-lular respecte a la soca wz.

A fi de comprovar el fenotip dels diferents mutants (Taula 4.1) es van realitzar assajos
de superviveéncia en presencia d’aquest agent metilant Sy 1. Els resultats corresponen a la

sembra de viables en diferents temps i es representen a la Figura 4.8.
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Figura 4.8. Sensibilitat de les soques defectives en un gen de reparacié d’alquilacions als
efectes letals de PMNNG. Es mostra la supervivencia de les diferents soques en presencia de
10 pg/ml 'MNNG. El percentatge de supervivéncia (corresponent a la mitja de 3 experiments
independents) es calcula segons el recompte de viables en cada temps en relacié a la concentracié
cel'lular en el moment inicial. Com a control es va utilitzar la soca ATCC14028 »z. La desviacio
tipica maxima és del 15%.

La soca Aada va presentar la major sensibilitat a MNNG. En canvi, el mutant deficient
en laltra O®-meG MTasa codificada en el gen gg es va comportar de manera similar a la
soca wt, ates que el paper d’Ogt en §. Typhimurium esta més relacionat amb la

mutagenesi que no pas amb la supervivencia cel-lular (veure ’Apartat 1.8.2) [388].
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Malgrat el seu paper en la destoxicacié de nitroguanidines com P'MNNG (Apartat
1.5.1), en el mutant AaidB::Cm tampoc es van observar diferéncies significatives respecte a
la soca w7, ja fos perque la seva absencia va ser suplerta per Pactivitat reparadora de la
proteina Ada, o bé per una disminucié en la formacié de productes intermedis
mutagenics de la degradacié de TMNNG.

Les soques defectives AalkA:Cm 1 Atag:Cm van mostrar una susceptibilitat
lleugerament inferior a la de la soca Aada. El fet de qué ambdues presentessin una
susceptibilitat a MNNG gairebé idéntica entre si malgrat que la proteina AlkA posseeixi
un espectre d’actuacié més ampli que Tag (la qual només repara N*-metilpurines, veure la
Taula 1.1) podria indicar que aquest agent metilant només genera les lesions reconegudes
tant per AlkA com per Tag. Per acabar, el mutant Aa/kB::Cmz va presentar una sensibilitat
moderada als efectes de TMNNG [321], pero no tanta com les soques AalkA:Com,
Atag:Cm o Aada.

4.2.2.3. Assaig de supervivencia a MMS en soques defectives en un gen de

reparaci6 d’alquilacions

Seguint amb la caracteritzacié fenotipica de les diferents soques mutants (Taula 4.1) es
va comprovar la seva viabilitat al ser exposades a dosis letals ’'MMS, el qual té efectes

essencialment citotoxics donada la seva naturalesa N-metiladora (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Sensibilitat de les soques defectives en un gen de reparacié d’alquilacions als
efectes letals de PMMS. A la figura s’indica la supervivéncia de les diferents soques al ser
exposades a MMS 0,1%. El percentatge de supervivencia es calcula segons el recompte de viables
en cada temps en relacié a la concentracié cel-lular inicial. Com a control es va utilitzar la soca
ATCC14028 wr. Les dades corresponen a la mitja de 3 experiments independents 1 presenten una

desviaci6 tipica maxima del 10%.

123



124

RESULTATS

Ates que aquest agent metilant S, 2 indueix lesions 1-meA 1 3-meC en ssDNA, que sén
reparades per la proteina AlkB, el defecte d’aquesta va comportar un increment important
de la sensibilitat a MMS. Els mutants Aada, Aogt:Cm i AaidB::Cm, per contra, van
presentar tan sols una lleugera disminucié de la viabilitat respecte a la soca wz Aquest
resultat era previsible en els mutants deficients en reparacié d’O°-meG ja que 'MMS, al
ser un agent S\ 2, gairebé no és capag¢ de produir O-metilacions. En el cas de la soca Azag
es va observar una sensibilitat major que en les tres anteriors, ja que la seva diana de
reparacié (la N’-A) és una posici6 molt reactiva metilada per la majoria d’agents
alquilants. La soca Aa/kA:Cm va mostrar la major sensibilitat a MMS, com havia estat
descrit anteriorment en la bibliografia [110, 243], i la diferéncia de mortalitat observada
respecte a la soca deficient en Tag podria explicar-se si aquest agent metilant generés

eficientment altres lesions també reconegudes per la proteina AlkA pero no per Tag.

4.2.3. Assaig in vivo dels mutants defectius en un gen de reparacié d’alquilacions

A partir dels resultats observats en els dos apartats anteriors (4.2.2.2 1 4.2.2.3) es va
concloure que, encara que S. Typhimurium no posseeixi una resposta Ada com la present
en altres microorganismes, els quatre gens que la formen segueixen sent funcionals 1 la
seva manca comporta una baixada en la viabilitat cel-lular davant d’agents alquilants. Pel
que respecte a la importancia de les proteines independents de la resposta Ada, la
presencia de Tag també va demostrar ser important per a la supervivencia cel-lular;
mentre que la importancia d’Ogt radicaria en la proteccié contra la fixacié de mutacions

[388].

Tots aquests assajos z vitro havien permes estudiar en cada soca 'impacte de la manca
d’una proteina de reparaci6 a I'exposicié a un determinat agent alquilant. Per a acomplir
els objectius de la present Tesi Doctoral i definir la importancia del dany alquilant durant
el cicle infectiu de §. Typhimurium era necessari també portar a terme assajos de
competitivitat iz vivo per analitzar la capacitat infectiva de les diferents soques. L aplicacio
d’aquests assaigs és possible gracies a les observacions realitzades per alguns autors sobre
les caracteristiques de la infeccié de S. Typhimurium en animals [109, 196]. Sembla ser
que, durant el procés infectiu, cada clon es comporta de manera independent: una c¢l-lula
bacteriana que infecti un macrofag, o una cel-lula hepatica, etc, sera independent d’altres
cel'lules bacterianes que estiguin infectant altres cel-lules de 'hoste [314]. Encara més,
rarament es troba dues cel'lules bacterianes diferents infectant la mateixa cel-lula de
I’hoste [26]. L’actuacié del sistema immune sobre un focus d’infeccié determinat no
augmenta la probabilitat d’actuar sobre un altre excepte en casos molt concrets [314]. De
fet, la infeccié es podria comparar amb una cursa entre els focus d’infeccio i el sistema
immune, en que la infeccié continua sempre que hi hagi céllules bacterianes que escapin
de la zona on esta actuant el sistema immune i que aconsegueixin colonitzar i formar

nous focus d’infeccié. Dit d’una altra manera, seran aquelles c¢l-lules que tinguin major
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eficiéencia dividint-se i escapant per generar focus d’infeccié llunyans a la zona on es troba
actuant el sistema immune les que sobreviuran i prosseguiran amb la infecci6é [198]. Per
tant, en cas de que un hoste fos infectat per dues soques bacterianes diferents, les dues
infeccions serien totalment independents entre si, ates que el creixement de les cel-lules
bacterianes també ho és. No es produira el desplagament d’una infeccié per altra, ni el
sistema immune reconeixera més una soca per culpa de laltra, ni hi haura competencia
directa per ’espai ni els nutrients [195]. Es a dir, que el valor de I'index de competitivitat
no implica que una soca hagi desplacat a I'altra durant la infeccid, siné només que la seva
capacitat infectiva ha estat superior i, per tant, la seva preséncia en les etapes finals de la

infecci6 ha estat també major.

4.2.3.1. Index de competitivitat de les soques UA1871 1 UA1872

En tots els assajos zz vivo que es van realitzar, tant en aquest apartat com en els

posteriors, es va calcular 'IC de les soques mutants d’alquilacions en relacié a la soca wz.

Abans de comengar amb aquests assajos zz vivo es van realitzar proves pilot amb dues
soques control pertanyents a la col-leccié del laboratori (Taula 3.1): la soca UA1872, a la
qual se li havia introduit la casset de resistencia a cloramfenicol en una regi6 intergenica i,
per tant, no hauria de presentar canvis en la seva capacitat infectiva; i la soca UA1871

(ArecA::Km), que havia estat descrita previament en la bibliografia com a avirulenta [29].

L’assaig de competitivitat 7 vivo s’inicia des d’una suspensié composta teoricament
d’un 50% de soca w1 un 50% de la soca problema. Partint d’aquesta premissa, durant el
disseny de l'experiment es va calcular que la mida mostral necessaria per a obtenir
resultats estadisticament significatius era de 6 ratolins si s’establia que, inoculant aquesta
suspensio, només una recuperacié menor del 20% o major del 80% de la soca mutant
respecte a la w7 podria indicar un canvi significatiu en la seva capacitat virulenta (sempre
sotmes a I'aplicaci6 del test estadistic). Qualsevol resultat comprés entre el 20% i el 80%
seria considerat directament no significatiu, ja que en cas de voler disminuir aquest rang
s’hauria d’augmentar la mida mostral per donar potencia estadistica al test. Aquests valors
equivaldrien a un IC menor de 0,25 o major de 4, respectivament. Naturalment, aquests
valors, que no tenen en compte la dispersi6é de les dades, es van establir tan sols com a

otientacio i es van supeditar a 'estadistic usat, el qual es va aplicar posteriorment.

Els resultats obtinguts de la inoculacié per via oral dels mutants UA1872 1 UA1871 es
mostren a la Figura 4.10. La soca UA1872 va presentar clarament una dispersio al voltant
d’l amb Pexcepcidé de dos punts. Respecte a la soca atenuada UA1871, no es va recuperar
cap clon mutant en cinc de les sis mostres, obtenint un valor d’IC per cada una d’elles
menor de 0,01. La mitja geometrica de I'IC de la soca UA1871 es va calcular suposant un

valor de 0,01 per aquestes cinc mostres, per conseglient, el seu veritable valor sera menor
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que lindicat a la Figura 4.10. Obviament, la soca UA1871 presentava diferencies

significatives respecte a la soca w# amb un valor p molt inferior a 0,01.
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Figura 4.10. Assaig de competitivitat entre la soca ATCC14028 wr i els mutants UA1872
(casset de resistencia a regié intergenica) i UA1871 (ArecA:Km). En cada cas es van inocular 6
ratolins oralment amb la mateixa proporcié de soca w# que de mutant. A Peix d’abscisses es
mostra la soca mutant utilitzada en cada assaig. Cada punt representa el valor d’IC obtingut en un
ratoli, i les barres horitzontals indiquen la mitja geometrica de I'lC per cada experiment, el valor
de la qual esta anotat al costat. Com a orientaci6 es delimita amb dues linies discontinues la zona

on els valors d’IC no sén considerats significativament diferents.

4.2.3.2. Index de competitivitat dels mutants defectius en un gen de reparacié

d’alquilacions

A continuacié van realitzar-se assajos de competitivitat amb les soques mutants
caracteritzades a I’Apartat 4.2.2 per determinar la contribuci6 a la viruléncia de cada un
dels gens de reparacié d’alquilacions delecionats. Tots els mutants van ser inoculats
juntament amb la soca w7 tant per via oral com ip. La via oral simula el procés infectiu
natural de S. Typhimurium, ja que el patogen travessa I'aparell digestiu, de manera que
haura de fer front al pH estomacal, envair D'epiteli intestinal, sobreviure al procés
inflamatori i a la fagocitosi per cél'lules del sistema immune, etc (veure ’Apartat 1.1.3).
Finalment . Typhimurium accedira al torrent sanguini, des d’on es dispersara fins a
diferents organs. La inoculacié ip, en canvi, introdueix I'inocul directament en la cavitat
intraperitoneal, on el sistema immune innat detectara el patogen i induira una resposta
inflamatoria gracies a l’alliberacié de citocines com linterleucina-8 [379]. En el procés
seran atretes cel'lules immunes, com macrofags i leucocits polimorfonuclears [196], que
fagocitaran cel-lules bacterianes, les quals aprofitaran el transit cel-lular sistemic del

sistema immune per a disseminar-se per 'organisme i arribar als organs. Aixi doncs, el
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procés infectiu per la via ip és de més curta durada que per la via oral ja que evita els
primers estadis de la infeccié.

Per cada un dels IC a realitzar es va preparar una suspensié composta d’un 50% de la
soca w¢ 1 un 50% del mutant a estudiar a la concentraci6 cel'lular adient segons la via

d’inoculacio6 a seguir (Apartat 3.2.5.1).

La Figura 4.11 mostra els valors d’IC obtinguts per cada un dels 6 ratolins
corresponents a la inoculacié ip de cada soca mutant amb la w7 Els resultats de les
inoculacions orals no es representen a la figura per presentar un patré similar, si bé amb
major dispersié, a l'observat en la via ip. Cap de les soques va presentar diferéncies
estadisticament significatives amb referéncia a la soca wz Les soques Aada, Aogt:Com,
AalkA::Cm 1 Atag van presentar una mitja geometrica dels valors d’IC compresa en la
zona de resultats estadisticament no significatius. Els mutants Aa/&B::Cw 1 AaidB::Cm, en
canvi, van obtenir una mitja superior a 4 per la presencia d’alguns valors molt desviats, tot

1 que cap dels dos era significativament diferent a la soca wz.
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Figura 4.11. Assaig de competitivitat entre la soca ATCC14028 wr i els mutants defectius
en un gen de reparacié d’alquilacions. En cada cas es van inocular 6 ratolins per via ip amb la
mateixa proporcié de soca wr que de mutant. A Peix d’abscisses es mostra la soca mutant
utilitzada en cada assaig. Cada punt representa el valor d’IC obtingut en un ratol, i les barres
horitzontals indiquen la mitja geomeétrica de I'IC per cada experiment, el valor de la qual esta
anotat al costat. Com a orientacié es delimita amb dues linies discontinues la zona on els valors

d’IC no sén considerats significativament diferents.
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4.3. Mutants defectius en dos gens de reparaci6 d’alquilacions
4.3.1. Obtenci6é de mutants defectius en dos gens de reparacié d’alquilacions

Malgrat que les proves realitzades 7z vitro demostraven que la deficiéncia en alguns dels
gens de reparacié d’alquilacions augmentava la sensibilitat a diferents agents alquilants, els
resultats dels assajos zz vivo no van revelar una atenuacié de la capacitat virulenta respecte
a la soca wt. Atés que algunes de les lesions alquilants poden ser reconegudes per més
d’una proteina de reparacié, especialment en el cas de les parelles de proteines
homologues Ada/Ogt i AlkA/Tag, es va tenir en compte la possibilitat de qué la manca
d’una d’elles fos suplerta per alguna altra proteina de reparacid. Per aquest motiu es va
procedir a la construccié de soques mutants defectives en dos gens vinculats de reparacio,

les quals es detallen a I'apartat segtient.

4.3.1.1. Disseny de soques mutants defectives en dos gens de reparacio

d’alquilacions

Amb la intenci6 d’augmentar la probabilitat d’obtenir soques amb una capacitat
d’infecci6 reduida es va plantejar el disseny de les parelles de gens a delecionar en funcid
de les caracteristiques de cada proteina de reparacié (Taula 4.1). Finalment es va

construir:

* Una soca deficient en Dactivitat O%alquilguanina alquiltransferasa (AGT):
UA1839 (Aada Aogt::Cri).

* Un mutant deficient en Pactivitat 3-meA-DNA glicosilasa: UA1842 (AalkA::Cm
Atag).

* Una soca mutant deficient en els gens de reparacié d’alquilacions independents de
la resposta Ada: UA1844 (Aggt::Crm Atayg).

= Ates que a la Figura 4.11 els mutants defectius en ada i fag van presentar la menor
mitja geometrica es va dissenyar el mutant UA1841 (Aada::Cmr Atag), similar a més
a la soca UA1844 al ser deficient en una AGT i en una 3-meA-DNA glicosilasa.

4.3.1.2. Transducci6 de les mutacions a noves soques

L’obtenci6 de les soques defectives en dos gens es va realitzar mitjancant el metode de
transduccié utilitzant el bacteriofag P22HT7n#7, que va permetre la transferéncia de les
mutacions de les soques Aggt:Cr, AalkA::Cm 1 Aada::Crr als mutants Aada 1 Atag (Figura
4.12).
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Figura 4.12. Diagrama de construcci6 de les soques deficients en dos gens de reparacio
d’alquilacions. Amb fletxes s’uneixen les soques parentals amb les soques que en deriven,

indicant en cada cas la mutaci6 introduida per transduccio.

La incorporacié de les noves mutacions va ser comprovada per PCR (Figura 4.13)

utilitzant els oligonucleotids adients (Taula 3.3) i mitjangant sequenciacié. Si bé no es
mostra a la figura, la insercié6 de la casset també va ser visualitzada utilitzant els

oligonucleotids c1 i c2 tal com es va fer a ’Apartat 4.2.1.3.
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Figura 4.13. Comprovacié per PCR de les soques defectives en dos gens vinculats amb la
reparacié d’alquilacions. La PCR es va realitzar amb els oligonucleotids corresponents en
funcié del gen diana i es va visualitzar en un gel d’electroforesi a 1'l% d’agarosa. A les parts
superior i inferior de la figura s’indica la procedencia del DNA motlle utilitzat i el gen analitzat,
respectivament. El primer carril correspon al marcador de pes molecular compost d’una mescla
dels DNAs del fag A digerit amb BszEIl 1 del X174 digerit amb Hinfl. Els controls negatius de la
reaccié de PCR per cada parella d’oligonucleotids no es mostren a la figura vist que cap d’ells

presentava bandes d’amplificacié.
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4.3.2. Caracteritzacié de les soques mutants defectives en dos gens de reparacié

d’alquilacions

Les noves soques construides a I'apartat anterior van ser caracteritzades 7 vitro
mitjangant assajos de supervivencia cel-lular en preséncia dels agents alquilants MNNG o
MMS.

A la Figura 4.14 es mostra la sensibilitat de les diferents soques al ser tractades amb 10
pg/ml 'MNNG. La soca AalkA:Cm Atag, amb una diferéncia de fins a tres ordres de
magnitud respecte a la soca w# va presentar la major sensibilitat a aquest agent metilant
com a consequencia de I'absencia de les dues DNA glicosilases capaces de reconeixer la
lesi6 a la posicid N’ de I'adenina, una de les dues posicions més reactives del DNA 1

reconeguda per la majoria d’agents alquilants.
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Figura 4.14. Sensibilitat de les soques defectives en dos gens vinculats amb la reparacio
d’alquilacions als efectes letals de PMNNG. Es mostra la supervivencia de les diferents
soques al ser tractades amb 10 pg/ml ’'MNNG, a més, s’inclouen les corbes dels mutants Aada i
Atag de la Figura 4.8 com a referéncia. El percentatge de supervivencia (corresponent a la mitja de
3 experiments independents) es calcula segons el recompte de viables en cada temps en relacié a
la concentracié cel-lular en el moment inicial. Com a control es va utilitzar la soca ATCC14028

wt. La desviacié tipica maxima és del 15%.

Les combinacions del gen ada amb cada un dels gens independents de la resposta Ada
(Aada Aogt::Cm 1 Aada::Cm Atfag) van donar un resultat similar entre si, presentant una

supervivencia gairebé un ordre de magnitud menor que la soca »z En el cas de la soca
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Aada Aogt::Cm, el mutant defectiu només en g7 no havia presentat diferéncies amb la soca
wt (Figura 4.8), perd leliminacié de les dues O°meG MTases va resultar en una
disminuci6 de la viabilitat major que en el mutant deficient només en el gen ada, tal com
s’havia descrit anteriorment [388]. Per altra banda, la soca Aggr::Cm Atag va comportar-se
igual que la soca Azag (Figura 4.14), ja que ens els dos casos no era Ogt siné Ada la O’
meG MTasa rellevant.

La Figura 4.15 representa els resultats de supervivencia de les mateixes soques a
Iexposiciéo a 0,1% d’MMS. De nou, la soca AalkA:Cm Atag va presentar la major
disminucié de la supervivencia (més dun ordre de magnitud menys que Aa/kA:Cm),
arribant al 100% de mortalitat en I'dltim temps mostrejat. Les soques Aada Aogt::Cmr 1
Aogt:Cm Atag van presentar una sensibilitat major que qualsevol de les soques defectives

en ada, 0gt o fag; perod encara menor que la que havia mostrat la soca Aa/kB:Cr.
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Figura 4.15. Sensibilitat de les soques defectives en dos gens vinculats amb la reparacio
d’alquilacions als efectes letals de PMMS. A la figura s’indica la supervivencia de les diferents
soques en presencia d’MMS 0,1%, incloent a més les corbes dels mutants Aada, Atag, AalkB::Cm 1
AalkA::Cm de 1a Figura 4.9 com a referéncia. El percentatge de supervivéncia es calcula segons el
recompte de viables en cada temps en relacié a la concentracié cel-lular inicial. Com a control es
va utilitzar la soca ATCC14028 wt. Les dades corresponen a la mitja de 3 experiments

independents i presenten una desviacio tipica maxima del 10%.
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Malgrat que la mortalitat en la soca Aoggr:Cm Atag corresponia aproximadament al
producte dels efectes detrimentals de cada delecid, la sensibilitat del mutant deficient en
ada 1 fag va ser molt superior que la combinacié dels efectes deleteris de cada una de les
delecions (Figura 4.15), segurament a causa d’una disminucié en els nivells cellulars de
les proteines AlkA 1 AlkB, ambdues importants en la reparacié de lesions causades per
MMS (Figura 4.9).

4.3.3. Index de competitivitat dels mutants defectius en dos gens de reparacié

d’alquilacions

Un cop caracteritzades les soques defectives en dos gens descrites a ’Apartat 4.3.1.1 1
demostrada Dexistencia d’activitats redundants en la reparacié de lesions alquilants
(especialment entre les proteina AlkA 1 Tag) es va procedir a la determinacié de la seva
capacitat infectiva. Es va optar per realitzar totes les inoculacions per la via oral ja que el
procés infectiu és més complet que per la via ip i permet distingir millor les possibles

diferéncies entre les soques mutants i la w7
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Figura 4.16. Assaig de competitivitat entre la soca ATCC14028 wr i diversos mutants
defectius en dos gens vinculats amb la reparacié d’alquilacions. En cada cas es van inocular
6 ratolins per via oral amb la mateixa proporcié de soca w# que de mutant. A Peix d’abscisses es
mostra la soca mutant utilitzada en cada assaig. Cada punt representa el valor d’IC obtingut en un
ratoli, i les barres horitzontals indiquen la mitja geometrica de I'IC per cada experiment, el valor
de la qual esta anotat al costat. Com a orientacié es delimita amb dues linies discontinues la zona

on els valors d’IC no sén considerats significativament diferents.
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Com es pot observar a la Figura 4.10, els valors d’IC obtinguts en I’assaig de les soques
defectives en dos gens de reparaci6 d’alquilacions van presentar una gran dispersio,
tanmateix, les mitges geomeétriques calculades per totes quatres soques van quedar

compreses dins de la regié de resultats considerats no significatius.

4.4. Soques defectives en multiples gens de reparaci6 d’alquilacions
4.4.1. Obtenci6é de mutants defectius en multiples gens de reparacié d’alquilacions

Els resultats obtinguts en els assajos zz vivo van revelar que cap de les soques defectives
en dos gens de reparacié d’alquilacions presentava una disminucié de la capacitat
infectiva. Per aquest motiu es va optar per la construccié de noves soques defectives en
un nimero major de gens, augmentant aix{ la sensibilitat del bacteri tant per ’eliminacid
d’altres possibles activitats redundants com per I'acumulacié de lesions en el material

genetic. Concretament es va obtenir (Figura 4.17):

Aada Nogt Atag AalkA::Cm

AalkA:: C”;\

Aada Nogt::Cm Atag

I _________ A I _________ A
LAﬂda Aogt::Cm : LAogk:Cm Atag : Aogl‘.:CmI
S ___ S 2 B
Bogt: \“/C{ Do 2|
L Ag, | At
| Dada Aada AalkA AalkB
AaidB Atag Nogt::Cm
AalkA::Cm t Aogt:Cm
Aada NalkA::Cm : AalkA::Cm Atag | Aada NalkA NalkB
b ! AaidB Atag:Cm
AalkB:Km
v .
AaidB::Cm Az‘ag:.Cﬁ/

Aada AalkA::Cm AalkB::Km

Aada AalkA NalkB AaidB::Cm

Figura 4.17. Diagrama del disseny de les soques mutants. Emmarcades amb linia
discontinua s’indica les soques construides anteriorment i amb linia continua els mutants
obtinguts a ’Apartat 4.4.1. A través de fletxes s’uneix les soques parentals amb aquelles que en
deriven, sent Aada i Atfag els mutants de partida. Al costat de cada fletxa es mostra la mutacié que
s’ha inserit per donar lloc a la nova soca mutant. Els marcadors transduits provenen en tots els

casos de les soques defectives en un tnic gen.
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* Un mutant defectiu en els gens vinculats a la resposta Ada: UA1850 (Aada AalkA
AalkB AaidB::Cri). Per a la seva construccid va ser necessari obtenir préviament
les soques UA1837 (Aada AalkA:Cm) 1 després UA1846 (Aada AalkA:Cm
AalkB::Knm).

® Una soca deficient en tots els gens especifics de reparacié d’alquilacions (Taula
4.1): UA1857 (Aada AalkA AalkB AaidB Atag Aogt::Cm).

* Un mutant deficient en els gens de reparacié d’alquilacions independents de la
resposta Ada (ggz 1 fag) 1 en Dlactivador transcripcional d’aquesta resposta (ada):
UA1848 (Aada Aogt::Cm Atag).

* Una soca defectiva en les activitats O°-meG MTasa i 3-meA-DNA glicosilasa:
UA1852 (Aada Aogt Atag AalkA::Cm).

L’acumulacié de mutacions en la majoria d’aquestes soques va realitzar-se pel metode
de transduccié utilitzant el bacteriofag P22HTi7n#7. Abans de cada una de les
transduccions va ser necessaria 1’escissié de la casset de resisténcia antibiotica de la soca
receptora, de manera que posteriorment pogués seleccionar-se la nova soca per la
resisténcia incorporada en el nou marcador transduit. Els lisats fagics utilitzats per les
transduccions van ser obtinguts de les soques defectives en un tnic gen. La introduccié

de les mutacions va seguir 'esquema que es mostra a la Figura 4.17.

L*anica soca on no es va aplicar la transduccié generalitzada va ser en la Aada
AalkA::Cm DalkB::Km, que es va construir pel meétode d’inactivacié genica en un pas (usat
anteriorment per a la construccié dels mutants deficients en un gen de reparacid
d’alquilacions) sobre la soca Aada AalkA::Cm amb la introduccié de la mutaci6 en el gen
alkB. El motiu és que els gens ada i alkB estan separats per tan sols 2 pb, de manera que
els dos gens rarament no cotransdueixen junts, reduint extremadament la possibilitat
d’obtenir la soca Aada AalkA::Cm AalkB:Km a partir d’'una soca receptora amb genotip
Aada alkB" AalkA:Cm i una donadora ada” AalkB:Cm. Per a la inactivacié génica es va
dissenyar oligonucleotids codificants per cues d’homologia situades fora de la regié del
gen ada. En aquest cas es va utilitzar la casset de resistencia a kanamicina codificada en el
plasmidi pKID4 per ser introduida directament en la soca Aada AalkA:Cm sense

necessitat de perdre la casset de resistencia del gen a/kA.

Totes les soques van ser verificades per PCR utilitzant els oligonucleotids adients
(Taula 3.3), aixi com per sequenciacié. La Figura 4.18 mostra la comprovacié per PCR
dels mutants que van ser utilitzats a continuacié en els assajos de sensibilitat a agents
metilants i d’IC, mentre que no s’inclouen les soques intermedies del procés de

transduccio a les quals s’havia escindit la casset de resistencia.
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Figura 4.18. Comprovacié per PCR de les soques defectives en multiples gens de
reparacié d’alquilacions. La PCR es va realitzar amb els oligonucleotids corresponents en
funcié del gen diana i es va visualitzar en dos gels d’electroforesi a 1'1% d’agarosa. A les parts
superior i inferior de cada porcié de gel s’indica la procedencia del DNA motlle utilitzat i el gen
analitzat, respectivament. El primer carril correspon al marcador de pes molecular compost d’'una
mescla dels DNAs del fag A digerit amb BsEIl 1 del X174 digerit amb Hinfl. Els controls
negatius de la reaccié de PCR per cada parella d’oligonucleotids no es mostren a la figura vist que

cap d’ells presentava bandes d’amplificacio.

4.4.2. Caracteritzacié de les soques mutants defectives en multiples gens de reparacié

d’alquilacions

La caracteritzacié i vitro de les soques construides a apartat anterior es va realitzar
mitjangant assajos de supervivencia en presencia dels agents metilants MNNG i MMS. A
més, es va portar a terme un assaig de competitivitat 7z vitro per verificar que la
introducci6 de més de dues delecions no estava afectant la viabilitat cel-lular en

condicions de creixement sense dany alquilant.
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4.4.2.1. Index de competitivitat iz vitro de soques defectives en multiples gens de

reparacié d’alquilacions

L’assaig de competitivitat 7z vitro és un estudi similar a una corba de creixement, on la
soca wf1un mutant sén incubats conjuntament en abséncia de dany alquilant 1 en que es
calcula el valor d’IC a diferents temps. L’objectiu és determinar si I'acumulacié de
mutacions en una determinada soca pot causar algun tipus de defecte en la seva capacitat

de creixement.

A diferéncia de I'lC 7n vivo, on cada valor correspon a un resultat obtingut en un ratoli,
I'IC in wvitro es calcula com la proporcié de soca mutant en un determinat temps
d’incubaci6 respecte al moment inicial. La presa de mostres es va realitzar concretament a
les 2 hores de I'inici de Pexperiment (fase exponencial de creixement), a les 8 hores (fase

estacionaria) 1 a les 24 hores (cultiu saturat).
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Figura 4.19. Assaig de competitivitat in vitro entre la soca ATCC14028 wr i els mutants
Aada AalkA AalkB AaidB::Cm i Aada Aogt Atag AalkA::Cm. En cada cas es va inocular en
medi LB una mescla amb la mateixa propozcié de la soca w7 que de mutant, es va incubar i es va
calcular el valor d’IC a les 2, 8 i 24 h. A I’eix d’abscisses s’indica la soca mutant utilitzada en cada
experiment. Com a otientacié es delimita amb dues linies discontinues la zona on els valors d’IC
no sén considerats significativament diferents. Els assaigs es van realitzar 3 vegades de manera

independent i sense obtenir variacions en el resultat.

Cap de les soques assajades va presentar diferéncies significatives respecte a la soca w#
en cap dels temps estudiats. La Figura 4.19 mostra els valors d’IC obtinguts per les
soques UA1850 (Aada AalkA AalkB AaidB::Cm), deficient en la resposta Ada, 1 UA1852
(Aada Aogt Atag AalkA::Cmi), deficient en les activitats O°-meG MTasa i 3-meA-DNA

glicosilasa i en I'activador transcripcional de la resposta Ada.
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4.4.2.2. Assajos de supervivencia a agents metilants

El creixement en preseéncia d’agents alquilants de les soques deficients en multiples
gens vinculats amb la reparacié d’alquilacions (Apartat 4.4.1) va ser caracteritzat en
presencia de 10 pg/ml 'MNNG i 0,1% &’MMS (Figures 4.20 i 4.21, respectivament).
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Figura 4.20. Sensibilitat de les soques defectives en multiples gens de reparacio
d’alquilacions als efectes letals de PMNNG. Es mostra la supervivencia de les diferents
soques al ser exposades a 10 pg/ml 'MNNG, a més, s’inclouen les cotbes dels mutants Aada
Dogt:Cm, DNada:Cm ANtag, 1 AalkA::Cm Atag de la Figura 4.14 com a referencia. Se subratlla les
soques defectives en gens de la resposta Ada per destacar "'augment de la sensibilitat en relacié al
numero de mutacions. El percentatge de supervivencia (corresponent a la mitja de 3 experiments
independents) es calcula segons el recompte de viables en cada temps en relacié a la concentracié
cel'lular en el moment inicial. Com a control es va utilitzar la soca ATCC14028 »z. La desviacio

tipica maxima és del 15%.

En tots dos casos es pot apreciar com I'acumulacié de mutacions va acompanyada
d’un augment en la sensibilitat als agents alquilants, especialment en el cas de les soques

mutants deficients en gens de la resposta Ada.

La sensibilitat de la soca Aada AalkA::Cmr va ser molt similar a la de la soca Aada:Cw
Atag en presencia 'MNNG (Figura 4.20), com s’havia observat anteriorment entre els
mutants Aa/kA:Cm 1 Atag (Figura 4.8). En canvi, la supervivéncia de Aada AalkA::Cm
enfront 'MMS va ser un ordre de magnitud inferior a 'obtinguda per Aada:Cm Atag
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(Figura 4.21), diferéncies que ja s’havien observat entre els mutants Aa/kA:Cm i Atag
(Figura 4.9).

Pel que fa a la soca Aada Aoggr::Cm Atag, en preséncia 'MNNG la seva viabilitat va
disminuir un ordre respecte a les soques Aada Aogt::Cm, Nada::Cm Atag 1 prop de dos
ordres en el cas de Aggr:Cm Atag (Figures 4.14 1 4.20). En MMS, la disminuci6 va ser de
dos ordres en relacié a Aada Aogt::Cm 1 Aogt::Cmr Atag, perd de només un ordre respecte a
Aada::Cm Atag.

En els dos assajos, cap de les soques analitzades va presentar una supervivéncia menor
a la de la soca AalkA::Cm Atag, on el sistema BER, del qual AlkA i Tag en sén DNA N-
glicosilases, és incapa¢ d’actuar sobre les alquilacions, especialment sobre la més
citotoxica, la 3-meA. Tan sols la soca defectiva en tots els gens de la resposta Ada va
comportar-se de manera similar en presencia ’MMS, on ambdues soques van arribar al

100% de mortalitat abans dels 60 minuts d’exposicio.
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Figura 4.21. Sensibilitat de les soques defectives en maultiples gens de reparacid
d’alquilacions als efectes letals de ’MMS. A la figura s’indica la supervivencia de les diferents
soques al ser exposades a MMS 0,1%, s’inclouen a més les corbes dels mutants Aogr:Cm Atag i
AalkA::Cm Atag de la Figura 4.15 com a referéncia. Se subratlla les soques defectives en gens de la
resposta Ada per destacar 'augment de la sensibilitat en relacié al numero de mutacions. El
percentatge de supervivencia es calcula segons el recompte de viables en cada temps en relacié a
la concentracié cellular inicial. Com a control es va utilitzar la soca ATCC14028 »z. Les dades
corresponen a la mitja de 3 experiments independents 1 presenten una desviacié tipica maxima del
10%.
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4.4.3. Index de competitivitat iz vivo dels mutants defectius en multiples gens de

reparaci6 d’alquilacions

La caracteritzacié de les soques indicava que, encara que la introduccié de diverses
mutacions en gens de reparacié d’alquilacions no afectava a la viabilitat cel-lular (Figura
4.19), 1a seva sensibilitat a agents alquilants era cada cop major i superior a 'observada en
els mutants deficients en un unic gen (Figures 4.20 i 4.21). A continuaci6 es van dur a
terme els assajos de competitivitat iz vivo, els quals es representen a la Figura 4.22. Els
animals van ser inoculats per via oral, on el procés infectiu és més complet, amb les
soques UA1848 (Aada Nogt::Cm Atag), UA1852 (Aada Aogt Atag AalkA:Crmi), UA1850
(Aada AalkA AalkB AaidB::Cm) 1 UA1857 (Aada AalkA AalkB AaidB Atag Aogt::Cm). Els
mutants amb els genotips Aada AalkA::Cmr 1 Aada AalkA::Cm AalkB::Km inicialment no
van ser inoculats en espera dels resultats de la soca UA1850 per motius etics 1 d’acord

amb el concepte de reducci6 de I'ds d’animals en experimentacio.
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Figura 4.22. Assaig de competitivitat entre la soca ATCC14028 wr i els mutants defectius
UAI1848 (Aada Aogr::Cmr Atag), UA1852 (Aada Nogt Atag AalkA::Cni), UA1850 (Aada AalkA AalkB
AaidB::Crmi) i UA1857 (Aada AalkA AalkB AaidB Atag Aogr:Cm). En cada cas es van inocular 6
ratolins per via oral amb la mateixa proporcié de soca w# que de mutant. A I'eix d’abscisses es
mostra la soca mutant utilitzada en cada assaig. Cada punt representa el valor d’IC obtingut en un
ratoli, i les barres horitzontals indiquen la mitja geometrica de I'IC per cada experiment, el valor
de la qual esta anotat al costat. Com a orientaci6 es delimita amb dues linies discontinues la zona

on els valors d’IC no sén considerats significativament diferents.

Com s’havia observat en assajos de competitivitat previs, les dades obtingudes per les
quatre soques van presentar una gran dispersio, sense que cap de les mitges geometriques
dels valors I’IC quedés compresa fora de la regi6é de resultats considerats estadisticament
no significatius.
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4.5. Soques defectives en gens vinculats a la reparacié d’alquilacions i
al sistema NER

Fins al moment, cap de les soques construides va presentar una disminucié
significativa de la competitivitat. Totes elles eren defectives en gens especifics de
reparacié d’alquilacions: ada, alkA, alkB, aidB, ogt 1 fag. Com s’havia assajat fins 1 tot un
mutant defectiu en tots ells, '"inica manera de dissenyar nous mutants amb una menor
redundancia en la reparacié d’alquilacions era eliminar gens pertanyents a altres sistemes
capagos d’actuar davant d’aquest tipus de lesions (Apartat 1.5) [64, 110, 239]. Entre
aquests, el sistema NER, implicat en la reparacié de lesions alquilants de cadena llarga
(Apartat 1.3.2), és probablement el més especific i el més implicat en la reparacié
d’alquilacions, ja que fins i tot s’hi ha descrit la preséncia d’un gen (s#20466) codificant
per una proteina similar a les alquiltransferases i que ajuda en el reconeixement d’O°-

alquilguanines (Apartat 1.6) [201].

El sistema NER presenta dos mecanismes de reparacié, els quals es diferencien
basicament en el reconeixement de la lesié (Apartat 1.3.2). La via GGR repara les bases
alterades en qualsevol part del genoma i utilitza la proteina UvrA per a identificar la lesio.
La via TCR, en canvi, actua sobre les zones transcripcionalment actives i empra la
proteina Mfd per al reconeixement. La mutacié d’una d’aquestes proteines ja és suficient

per inactivar tota la via de la qual formen part.

4.5.1. Obtencié de mutants defectius en gens vinculats a la reparacié d’alquilacions i
al sistema NER

Tenint en compte tota la informacié recollida fins al moment es va optar per la
construccié d’un mutant deficient en les principals proteines vinculades a la reparacio
d’alquilacions: Ada, 1’06—alquilguanina alquiltransferasa I 1 activador transcripcional de la
resposta Ada; Ogt i Tag, proteines independents de la resposta Ada amb funcié O°-
alquilguanina alquiltransferasa II 1 3-meA-DNA glicosilasa I, respectivament; UvrA, com
a proteina imprescindible per al funcionament de la via GGR [42, 352]; i Mfd, essencial
en aquest cas pel sistema TCR [310].

Com a punt de partida es va utilitzar la soca Aada Aogt::Cmr Atag sobre la qual, després
d’escindir la casset de resisténcia antibiotica, es va utilitzar el meétode de transduccié per
transferir les mutacions en els gens #vrA 1 mfd. 1’obtencid dels lisats fagics es va realitzar a
partir de les soques UA1836 (AwvrA::Cm) 1 UA1870 (Amfd::Cm), les quals formaven part
de la col'leccié de soques del laboratori i que havien estat construides pel meétode
d’inactivacié geénica en un pas. En primer lloc es va obtenir les soques intermedies
UA1861 (Aada Aogt Atag AwuvrA:Cm) 1 UA1868 (Aada Aogt Atag Amfd:Cm) 1,
posteriorment, el mutant UA1869 (Aada Aogt Atag AuvrA Nmfd::Cm).
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Paral-lelament, i com a control dels assajos que es realitzarien sobre la soca UA1869,
es va construir el mutant UA1867 (AuvrA Amfd::Cm) defectiu en les dues vies del sistema
NER per escissio de la casset de la soca UA1836 i transduccié de la mutacié Awmfd::Com
des de la UA1870.

La verificacié de les soques es va realitzar per sequenciacio de les regions modificades,
aixi com per PCR emprant els oligonucleotids adients (Taula 3.3). A la Figura 4.23 es
mostra la comprovacié per PCR mitjangant els oligonucleotids directe i revers del gen

diana per les soques UA1867 1 UA1869, mentre que no s’inclouen els mutants intermedis.
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Figura 4.23. Comprovacié per PCR de les soques defectives en gens vinculats a la
reparacio d’alquilacions i al sistema NER. La PCR es va realitzar amb els oligonucleotids
corresponents en funcié del gen diana i es va visualitzar en un gel d’electroforesi a '1% d’agarosa.
A les parts superior i inferior de la figura s’indica la procedéncia del DNA motlle utilitzat i el gen
analitzat, respectivament. El primer carril correspon al marcador de pes molecular compost d’'una
mescla dels DNAs del fag A digerit amb BszEIl i del ¢X174 digerit amb Hinfl. Els controls
negatius de la reaccié de PCR per cada parella d’oligonucleotids no es mostren a la figura vist que

cap d’ells presentava bandes d’amplificacio.
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4.5.2. Caracteritzacié de les soques defectives en gens vinculats a la reparacié

d’alquilacions i al sistema NER
4.5.2.1. Index de competitivitat i vitro de la soca UA1869

En primer lloc es va determinar mitjancant un IC 7z vitro si les mutacions acumulades a
la soca UA1869 podien causar una disminuci6 en la seva capacitat de creixement. Es van
obtenir mostres a diferents temps 1 en cada un es va calcular la proporcié de soca mutant
en aquell moment respecte al moment inicial. Les mostres es van prendre a les 2, 8, 24
hores i als 7 dies, sense que el cultiu on es va realitzar ’assaig fos renovat en cap moment.
Com es pot observar a la Figura 4.24, la capacitat de creixement de la soca UA1869 no va
presentar cap diferéncia en relacié a la soca w# en les condicions no lesives en que es va

portar a terme.
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Figura 4.24. Assaig de competitivitat in vitro entre les soques ATCC14028 wri Aada Aogt
Atag AuvrA Amfd:Cm. En cada cas es va inocular en medi LB una mescla amb la mateixa
proportci6 de la soca wf que de mutant, es va incubar i es va calcular el valor d’IC en els temps 2 h,
8 h, 24 h i 7 dies. Com a orientacio es delimita amb dues linies discontinues la zona on els valors
d’IC no sén considerats significativament diferents. Els assaigs es van realitzar 3 vegades de

manera independent i sense obtenir variacions en el resultat.

4.5.2.2. Assaig de supervivencia a MNNG en soques defectives en gens vinculats

a la reparaci6 d’alquilacions 1 al sistema NER

A continuacio es va determinar la sensibilitat de la soca UA1869 (Aada Aogt Atag AuvrA
Amfd:Cm) a Pagent metilant Sg1 MNNG. Com a referéncia es van incloure en 'assaig
soques estretament relacionades amb ella: el mutant parental UA1848 (Aada Aogt::Cm Atag)
1 les soques intermedies UA1861 (Aada Aogt Atag AuvrA::Cm) 1 UA1868 (Aada Aogt Atag
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Amfd:Cm). Aixi mateix, es va determinar la sensibilitat a MNNG dels mutants UA1836
(AuvrA::Cm), UA1870 (Amfd::Crmi) 1 UA1867 (AuvrA Amfd::Cm) a fi de controlar els efectes

deleteris que aquestes mutacions podien aportar a la soca UA1869.

Per aconseguir la maxima resoluci6 entre les corbes de supervivéncia de les diferents
soques es va realitzar I'assaig a les concentracions 5, 7,5 i 10 pg/ml I’'MNNG, aixd no
obstant, el patré observat en tots els casos va ser molt similar. La Figura 4.25 mostra els
resultats obtinguts en preséncia de 7,5 pg/ml 'MNNG. Les cotbes de les soques Aada
Nogt:Cm Atag, Aada Nogt Atag AuvrA::Cm 1 Aada Nogt Atag Amfd::Cm van ser similars,
presentant una sensibilitat aproximadament un ordre i mig superior a la de la soca w#,
mentre que en el mutant Aada Aogt Atag AuvrA Amfd::Cm la mortalitat va ser dos ordres de
magnitud major que en la soca wz El patré que es va poder observar en els controls va
ser semblant, ja que les soques AwvrA:Cm i Amfd:Cm no van presentar diferencies
respecte a la wf, mentre que la AuvrA Amfd::Crmr va mostrar aproximadament el doble de

mortalitat.
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Figura 4.25. Sensibilitat de les soques AuvrA::Cm, Amfd::Cm, AuvrA Amfd::Cm, Aada
Aogt:Cm Atag, Aada Aogt Atag AuvrA::Cm, Aada Aogt Atag Amfd::Cm i Aada Aogt
Atag AuvrA Amfd::Cm als efectes letals de PMNNG. Es mostra la supervivéncia de les
diferents soques al ser exposades a 7,5 pg/ml 'MNNG. El percentatge de supetrvivéncia
(corresponent a la mitja de 3 experiments independents) es calcula segons el recompte de viables
en cada temps en relacié a la concentracié cel'lular en el moment inicial. Com a control es va
utilitzar la soca ATCC14028 wz. La desviaci6 tipica maxima és del 15%.

4.5.2.3. Assaig de supervivencia a DES en soques defectives en gens vinculats a la

reparaci6 d’alquilacions 1 al sistema NER

Mentre que els gens especifics de reparacié d’alquilacions actuen principalment sobre

metilacions, el sistema NER repara majoritariament alquilacions de més d’un carboni
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(Apartats 1.3.21 1.6) [201]. Ates que la soca UA1869 (Aada Aogt Atag AuvrA Amfd::Crm) és
defectiva en les dues vies del sistema NER era necessari caracteritzar-la també utilitzant
un agent alquilant que introdufs grups alquil de cadena llarga, escollint per aquest cas un
compost etilant. A la bibliografia es descriuen diversos agents etilants ampliament
utilitzats, com ara TENNG o el dietil sulfat (EMS). Ara bé, com que aquests son les
formes etiladores dels agents metilants MNNG 1 MMS, ambdés utilitzats en apartats
anteriors, es va escollir un compost amb unes caracteristiques totalment diferents, el

DES, el qual realitza un mecanisme preferentment de tipus S 2.
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Figura 4.26. Sensibilitat de les soques AuvrA:Cm, Amfd:Cm, AuvrA Amfd::Cm,
AalkB::Cm, Aada Aogt:Cm Atag, Aada Aogt Atag AuvrA::Cm, Aada Aogt Atag
Amfd::Cm i Aada Aogt Atag AuvrA Amfd::Cm als efectes letals del DES. Es mostra la
supervivencia de les diferents soques al ser exposades a 30 mM de DES. El percentatge de
supervivencia (corresponent a la mitja de 3 experiments independents) es calcula segons el
recompte de viables en cada temps en relacié a la concentracié cel'lular en el moment inicial.

Com a control es va utilitzar la soca ATCC14028 wz. La desviacié tipica maxima és del 17%.

A Tassaig de supervivencia es van incloure també les soques analitzades en I'apartat
anterior: UA1848 (Aada Aogt::Cm Atag), UA1861 (Aada Aogt Atag AuvrA::Cm) 1 UA1868
(Aada Aogt Atag Amfd::Cm) per la seva similitud genotipica amb UA1869; UA1836
(AuvrA::Cm), UAL870 (Amfd-:Cm) 1 UA1867 (AuvrA Amfd::Cm) com a control de efecte
deleteri causat per la inactivacié d’'una o ambdues vies del sistema NER. A més, es va
estudiar el mutant Aa/kB:Cm per ser la soca tipus utilitzada en assajos amb agents
alquilants S\ 2. A la Figura 4.26 es pot observar com les soques problema Aada Aogt::Crn
Atag i Aada Nogt Atag Amfd::Cm, portadores d’'una copia salvatge d’wwrA, presentaven una
sensibilitat significativament menor a la de les soques Aada Aoggt Atag AwvrA:Cm i
UA1869, deficients en la via GGR. Els controls van mostrar un patré semblant, de
manera que la mortalitat dels mutants AwvrA:Cm 1 AuvrA Amfd::Cm (deficients en uvrA)
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en presencia de DES era significativament major a la de les soques w# i Amfd::Cm. La soca
deficient en la proteina AlkB també va presentar una disminucié significativa de la seva
viabilitat en relacié a la soca w7, puix que el seu espectre d’actuacié no es limita només a
metilacions (Taula 1.1), si bé el percentatge de supervivéncia final va ser gairebé dos
ordres de magnitud major que en MMS (també agent S.2), ja que els agents metilants

causen adductes més nocius [165, 298].

4.5.3. Index de competitivitat de mutants defectius en gens vinculats a la reparacié

d’alquilacions i al sistema NER

Després de determinar la cineética de creixement i la sensibilitat a diferents agents
alquilants de la soca UA1869 defectiva tant en els principals gens especifics de reparacid
d’alquilacions com del sistema NER es va procedir a definir la seva capacitat infectiva
mitjangant un assaig de competitivitat. Aquest es va realitzar per via oral, utilitzant com a
control la soca UA1867 (AuvrA Amfd::Cm) deficient en el sistema NER. En la Figura 4.27
es mostra també els resultats obtinguts en estudis de laboratori anteriors pels mutants
UA1836 (AuvrA:Cm) 1 UA1870 (Amfd::Crm).
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Figura 4.27. Assaig de competitivitat entre la soca ATCC14028 wt i els mutants UA1836
(AnvrA::Crmr)y UALI8T0 (Amfd:Crz), UAL86T (AuvrA Amfd:Cm) 1 UAL1869 (Aada Aogt Atag AuvrA
Amfd:Crmi). En cada cas es van inocular 6 ratolins per via oral amb la mateixa proporcié de soca w¢
que de mutant. A 'eix d’abscisses es mostra la soca mutant utilitzada en cada assaig. Cada punt
representa el valor d’IC obtingut en un ratoli, i les barres horitzontals indiquen la mitja geometrica
de I'IC per cada experiment, el valor de la qual esta anotat al costat. Com a orientacié es delimita
amb dues linies discontinues la zona on els valors d’IC no sén considerats significativament
diferents.
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Tots els valors ’IC obtinguts dels ratolins assajats amb la soca UA1869 es van situar a
la regi6 de resultats estadisticament significatius, i I'aplicacié del test estadistic va
confirmar que la capacitat infectiva d’aquesta soca és menor a la de la w# (p = 9,55.107).
En canvi, cap dels mutants utilitzats com a control (UA1836, UA1867 i UA1870) va
resultar ser estadisticament significatiu com a consequiencia de la dispersié de les dades

per diversos valors fora de la regié de significanca.

4.5.4. Index de competitivitat de soques defectives relacionades amb UA1869

Per aprofundir en les causes de la menor competitivitat de la soca UA1869 es va

realitzar assajos de competitivitat addicionals que consistien en la inoculacié de:

* EI mutant UA1869 per via ip, on els bacteris accedeixen rapidament a I'aparell
circulatori sense haver d’envair Iaparell digestiu, de manera que es pretenia

delimitar la zona causant de la disminuci6 de la competitivitat.

= Les soques UA1861 (Aada Aogt Atag AwuvrA:Cm) 1 UA1868 (Aada Aogt Atag
Amfd::Cm), funcionals en les vies TCR i GGR, respectivament. D’aquesta manera

es volia concretar el pes en el procés infectiu del sistema NER.

* Bl mutant UA1874 (Aada Aogt Atag AalkA AumvrA Amfd:Cm), el qual es
diferenciava de la soca UA1869 en la manca de la proteina AlkA. Aixi, a més de
ser defectiu en les dues AGT i en les dues vies del sistema NER, també ho era en
les dues 3-meA-DNA glicosilases del sistema BER. Aquest mutant es va construir
pel metode de transduccié per introduccid, en primer lloc, de la mutacié en el gen
uvrA en la soca UA1853 (Aada Nogt Atag AalkA, detivada de Aada Aogt Atag NalkA::Cm
per escissio de la casset) i posterior mutaci6 del gen #fd, també per transduccié. Totes les
soques van ser verificades per seqiienciacié i per PCR (Figura 4.28) utilitzant els
oligonucleotids adients (Taula 3.3).

Malgrat que la soca UA1869 havia presentat clares diferencies respecte a la soca w# al
ser inoculada per via oral no va resultar ser menys competitiva quan va ser assajada per
via ip (Figura 4.29), on la dispersio, a més, va ser molt menor que en les inoculacions
orals. D’aquesta manera es va poder concretar que la deficiéncia d’aquesta soca devia ser

causada en algun punt anterior a Pentrada a I'aparell circulatori.

Pel que fa a les soques UA1861 (Aada Aogt Atag AuvrA::Cm) 1 UA1868 (Aada Aogt Atag
Amfd:Cm), cap d’elles va mostrar una capacitat infectiva significativament menor a la soca
wt, de manera que era necessaria la inactivacié de les dues vies del sistema NER per

obtenir I'atenuacio observada a la soca UA1869.
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Figura 4.28. Comprovacié per PCR de la soca UA1874 (Aada Aogt Atag AalkA AuvrA
Amfd:Cmi). La PCR es va realitzar amb els oligonucleotids corresponents en funci6 del gen diana i
es va visualitzar en un gel d’electroforesi a I'1% d’agarosa. A les parts superior i inferior de la
figura s’indica la procedéncia del DNA motlle utilitzat 1 el gen analitzat, respectivament. El primer
carril correspon al marcador de pes molecular compost d’una mescla dels DNAs del fag A digerit
amb BsEIL i del X174 digerit amb Hinfl. Els controls negatius de la reaccié de PCR per cada
parella d’oligonucleotids no es mostren a la figura vist que cap d’ells presentava bandes

d’amplificacié.

Finalment, el mutant UA1874 (Aada Aoggt Atag AalkA AwvrA  Amfd:Cm),
genotipicament similar a UA1869 pero defectiu a més en el gen alkA, va ser
significativament menys competitiu que la soca »#, pero els valors d’IC obtinguts no van
ser clarament diferents als de la soca UA1869 (Figura 4.27).

Paral-lelament a aquests estudis es van realitzar assajos de competitivitat amb diferents
soques defectives tant en gens especifics de reparacié d’alquilacions com en la via GGR
(Taula 4.2), responsable de la reparacié global del genoma, a fi de cercar altres
combinacions de mutacions que poguessin conduir a una disminucié en la capacitat
infectiva. Ninguna de les soques va presentar una competitivitat significativament menor
a la soca ATCC14028 wr.

147



148

RESULTATS

1000+
] 100+ L X
35 %
-5 104
B 1 . — 1 31
a. #8072 v == 0,67
& ]
o 0,1
o %
5 00 o —0,0047
§ 0,001 "
g
«S 0,000
0,00001 ‘
UA1869 UA1861 UA1868 UA1874
Inoculacié6 ip Inoculacions orals

Figura 4.29. Assaig de competitivitat entre la soca ATCC14028 wr i els mutants defectius
UA1869 (Aada Aogt Atag Auvr A Amfd::Cm), UA1861 (Aada Aogt Atag AuvrA::Cm), UA1868 (Aada
Aogt Atag Amfd-:Cm) 1 UA1874 (Aada Aogt Atag AalkA AuvrA Amfd:Cm). En cada cas es van
inocular 6 ratolins amb la mateixa proporcié de soca w# que de mutant. A leix d’abscisses es
mostra les diferents soques mutants utilitzades i la via per on van ser assajades. Cada punt
representa el valor d’IC obtingut en un ratoli, i les barres horitzontals indiquen la mitja geometrica
de I'IC per cada experiment, el valor de la qual esta anotat al costat. Com a orientacié es delimita
amb dues linies discontinues la zona on els valors d’IC no sén considerats significativament

diferents.

Taula 4.2. Soques defectives en la via GGR i en gens especifics de reparacio
d’alquilacions.

Soca Genotip
UA1863  Aada AalkA AalkB AaidB AuvrA:Crm
UA1865 Aada AalkA AalkB AaidB Aogt Atag AuvrA::Cm
UA1860 AalkA Atag AuvrA::Com
UAI1873  Aada Nogt Atag AalkA NuvrA::Cm

4.5.5. Viabilitat de la soca UA1869 en el tracte digestiu

Els assajos de competitivitat realitzats amb la soca UA1869 (Aada Aogt Atag AuvrA
Amfd:Crm) tant per via oral com ip havien demostrat que aquesta pateix una disminuci6 de
la seva competitivitat només quan el procés s’inicia en el tracte digestiu. L’atenuacié de la
seva capacitat virulenta podia venir donada per algun factor comprés en aquesta regié de
Porganisme hoste, ja fos de tipus quimic, com el pH estomacal o I'exposicié a agents
alquilants; immune, com la resposta inflamatoria; intrinsec a la cél'lula, com la seva
capacitat d’invasié de Depiteli intestinal; etc. Per a determinar la viabilitat de la soca

mutant en algunes d’aquestes situacions es van realitzar un seguit d’assajos i vitro:
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4.5.5.1. Creixement en anaerobiosi de la soca UA1869

LLa concentracié d’oxigen en el tracte gastrointestinal és menor que en altres ambients,
de manera que és necessari que la cel-lula indueixi diversos mecanismes d’adaptacid
(Apartat 1.1.3) [806], els quals podrien afavorir 'aparicié de dany alquilant endogen. Per a
determinar el comportament de la soca UA1869 en un entorn pobre en oxigen es va
realitzar un assaig de competitivitat zz vitro similar al que ja s’havia efectuat a I’Apartat
4.5.2.1, pero induint un ambient anaerobic en el cultiu. En aquestes condicions el mutant
no va presentar cap diferéncia en relacié a la soca 7 obtenint un valor I’IC de 0,93

comprés a la regié de resultats estadisticament no significatius.

4.5.5.2. Assaig de supervivencia a pH acid de la soca UA1869

Salmonel'la ha de ser capa¢ de sobreviure al pH acid estomacal abans d’accedir al
tracte intestinal i envair el teixit epitelial [237]. La sensibilitat de la soca UA1869 a
condicions acides de creixement va ser mesurada per incubacié a pH 3 i presa de mostres
a diferents temps. També es van utilitzar la soca »# com a control negatiu 1 la soca
UAI1779 (Afur:Cm) com a control positiu, ja que la seva supervivéncia davant de pH acid
és inferior a la de la soca w# [90, 91].
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Figura 4.30. Sensibilitat de la soca UA1869 als efectes letals del pH acid. Es mostra la
supervivencia de les diferents soques al ser incubades en medi LB a pH 3. El percentatge de
supervivencia (corresponent a la mitja de 3 experiments independents) es calcula segons el
recompte de viables en cada temps en relacié a la concentracié cel-lular en el moment inicial.

Com a controls es van utilitzar les soques ATCC14028 wt 1 Afur:Cm. La desviacié tipica maxima
és del 13%.

A la Figura 4.30 es pot apreciar el resultat de 'assaig, on la soca UA1869 no va

presentar una supervivencia a pH acid significativament diferent a la de la soca wz
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L’assaig es va allargar fins a les 4 hores per diferenciar bé el comportament de les tres
soques, mes el temps real d’exposici6 al pH acid estomacal abans de que el patogen arribi

al tracte intestinal és molt menor, probablement inferior a la mitja hora.

4.5.5.3. Assaig de supervivencia a sals biliars de la soca UA1869

En el seu pas pel tracte gastrointestinal, el bacteri també ha de poder sobreviure a
diverses secrecions digestives, entre elles les sals biliars. Per a determinar el grau de
mortalitat que poden generar sobre la soca UA1869 es va realitzar un assaig de
supervivencia en presencia de colat sodic, observant que tant la soca »# (utilitzada com a

control) com la soca UA1869 presentaven un comportament semblant (Figura 4.31).
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Figura 4.31. Sensibilitat de la soca UA1869 als efectes letals de les sals biliars. Es mostra la
supervivencia de les diferents soques al ser incubades en medi LB amb 30% de colat sodic. El
percentatge de supervivéncia es calcula segons el recompte de viables en cada temps en relacié a
la concentracié cel-lular en el moment inicial. Com a control es va utilitzar la soca ATCC14028
wt. Les dades corresponen a la mitja de 3 experiments independents i presenten una desviaci6

tipica maxima del 9%.
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5.1. Funcionalitat dels mecanismes de defensa contra agents
alquilants a S. Typhimurium

Cada un dels nucleotids que formen part del DNA pot ser alquilat en diverses
posicions. Algunes alquilacions sén gairebé innocues, com les que afecten als grups fosfat
[255]. Draltres, en canvi, poden tenir propietats citotoxiques o mutageéniques, ja que
afecten als atoms de nitrogen 1 oxigen de les bases nitrogenades, interferint en la formacio
de ponts d’hidrogen amb la cadena complementaria (Apartat 1.4.2). La capacitat d’un
agent alquilant per introduir un grup alquil en una o altra posicié dependra de la
reactivitat 1 accessibilitat d’aquesta, i del tipus de mecanisme de substitucié nucleofilica
(Sx1 0 S42) amb qué actui principalment agent en qiiestié (Apartat 1.4.1) [93]. Es a causa
de la varietat de lesions que es poden generar (tant en les posicions com en la naturalesa
del grup alquil) que existeixen diversos mecanismes capacos de reparar alquilacions
(resposta Ada, proteines Ogt 1 Tag, sistema NER, etc), cada un dels quals tindra activitat
sobre un o varis substrats. Com que S. Typhimurium presenta una resposta Ada atenuada
respecte a altres microorganismes com E. co/i (Apartat 4.1), és possible que les proteines
que en formen part hagin perdut parcialment la seva funcio, la qual hagi estat substituida

per algun dels altres mecanismes de reparacio.

Per a determinar la importancia de les principals proteines de reparacié d’alquilacions
en la supervivencia a agents alquilants 1 durant al procés infectiu es va dissenyar una
bateria de soques mutants, cap de les quals presentava una disminuci6 de la seva viabilitat
en abséncia de dany alquilant en relaci6 a la soca ATCC14028 w# original (Apartats
42.2.1,4.4.2.114.5.2.1). Per a estudiar la seva sensibilitat a agents alquilants es va emprar
I'MNNG, un compost metilant de tipus S 1 molt utilitzat en assajos de dany alquilant 1
conegut per la seva capacitat de produir O°-meG (Apartat 1.4.3); i '’MMS, un altre agent
metilant amb mecanisme S\ 2 també molt usat experimentalment per la seva citotoxicitat.
Per a aquelles soques deficients en gens del sistema NER es va usar 'agent etilant DES,; ja
que aquest mecanisme de reparacié actua principalment en grups alquil del tipus etil o
superior [201, 356, 375]. El panorama general que sorgeix dels resultats obtinguts és el

segient:

®= Soques defectives en un gen de reparacié d’alquilacions. Com es pot
observar a la Figura 5.1, les proteines especifiques de reparacié d’alquilacions
(Ada, AlkA, AIkB, AidB, Ogt 1 Tag) segueixen desenvolupant un paper important
en situacions de dany alquilant, ja que la seva manca comporta un augment de la
sensibilitat en les soques defectives en algun dels gens que les codifiquen. Aquesta
disminucié de la supervivencia, perd, no va comportar una disminucié de la
capacitat infectiva de cap de les soques, fossin deficients en gens independents de
la resposta Ada (ogz i 7ag) o de la propia resposta (Apartat 4.2.3.2). Ni tan sols la

manca de la proteina Ada va comportar cap diferéncia 7z vivo, malgrat que la soca
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que n’era deficient no disposava de lactivitat AGT 1 ni de Dactivador

transcripcional de la resposta.

MNNG Aada AalkA AalkB AaidB::Cm Aada Aogt::Cm Atag
126,4 170
Aada AalkA::Cm AalkB:: Km
372

1 &

|AaIkA Cm Atag‘ >> Aada AalkA::Cm = Aada:: Cm Atag > Aada Aogt::Cm > Aogt::Cm Atag
' 1104,4 | 9.5 9,6 7,3 2,125

B N

Aada > AalkA:Cm = Atag > AalkB:Cm > Aogt:Cm = AaidB::Cm

_______________.,

3,6 2,3 2,4 1,7 1 0,9
MMS ooy
'Aada AalkA AalkB AaidB:: Cm.
IS (N .
Aada AalkA::Cm AalkB:: Km Aada::Cm Aogt Atag
26.141,03 5.825,7

4 aiy

AalkA::Cm Atzg:>> Aada AalkA::Cm >>Aadza:: Cm Atag >>Aogt:: Cm Atag > Aada Aoge::Cm
> 10° i 42479 509,79 33,4 21,2

_________________ X

AalkA::Cm >> AalkB::Cm >> Atag > AaidB::Cm = Aada = Aogt::Cm
12.744 157 8,6 4 33 3,2

Figura 5.1. Diagrama de sensibilitat a la preséncia d’agents metilants de les soques
defectives en gens vinculats a la reparacié especifica de lesions alquilants. A la part
supetior i inferior es resumeixen els resultats dels assajos de supervivencia a MNNG (10 pg/ml) i
MMS (0,1%), respectivament. A sota de cada mutant s’anota el seu index de sensibilitat en relacid
a la soca w7, el qual s’ha calculat per comparaci6 dels percentatges de mortalitat en I'dltim temps
de mostreig entre les soques mutant i % Els noms dels diferents gens es representa amb un codi
de colors. Amb un marc ratllat es ressalten els mutants amb més mortalitat, mentre que la soca

Aada::Cm DAogt Atag es destaca amb un marc puntejat.
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* Soques defectives en dos o més gens de reparacié6 d’alquilacions.
L’increment en el nimero de mutacions es tradueix en un augment de la
sensibilitat de la majoria de soques (Figura 5.1). Ara bé, aquesta constatacié no es
doéna quan lefecte deleteri de varies mutacions és menor a la d’una sola. Per
exemple, la soca deficient en la proteina AlkB va presentar una mortalitat en
presencia 'MMS superior a la dels mutants Aggr:Cm Atag 1 Aada Nogt:Com, ja que
AlkB repara 1-meA i 3-meC, dues lesions altament citotoxiques generades en
ssDNA majoritariament per agents metilants S\2 com 'MMS (Apartat 1.4.2.2)
[145]; mentre que les activitats d’Ada, Ogt 1 Tag sén menys rellevants enfront
d’aquest agent metilant. Tanmateix, ni les soques amb una sensibilitat més
acusada tenien una capacitat infectiva menor a la de la soca wr (Apartats 4.3.3 1

44.3).

MNNG Aada Aogt Atag AuvrA Amfd:Cm
103

iy

Aada Aogt Atag AuvrA::Cm = Aada Aogt Atag Amfd::Cm > AuvrA Amfd::Cm
42 45 2,02

¢

Aada Aogt::Cm Atag > AuvrA:Cm = Amfd:Cm
52,7 1,3 1,1

DES Aada Aogt Atag AuvrA Amfd::Cm
1.688,2

iy

Aada Aogt Atag AuvrA::Cm >> Aada Aogt Atag Amfd::Cm > AuvrA Amfd::Cm
649,3 91,8 499

¢

Aada Aogt::Cm Atag > AuvrA::Cm > Amifd::Cm
99,9 36,5 1,9

Figura 5.2. Diagrama de sensibilitat a la presencia d’agents alquilants de les soques
defectives en gens vinculats a la reparacié d’alquilacions i al sistema NER. A la part
supetior i infetior es resumeixen els resultats dels assajos de supervivencia a MNNG (7,5 pg/ml) i
DES (30 mM), respectivament. A sota de cada mutant s’anota el seu index de sensibilitat en
relacié a la soca w# 1 que s’ha calculat per comparacié dels percentatges de mortalitat en I'altim
temps de mostreig entre les soques mutant i »# Els noms dels diferents gens es representa amb

un codi de colors.
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* Soques defectives en gens vinculats a la reparacié6 d’alquilacions i al
sistema NER. Partint de la soca Aada Aoggr::Cm Atag es va construir mutants
deficients en les vies del sistema NER per mutacié dels gens wrAd i mfd.
Mitjangant la realitzacié d’assajos de supervivencia a MNNG (Figura 5.2, part
superior) es va determinar que la sensibilitat a agents metilants de les soques Aada
Aogt:Cm ANtag, Nada Nogt Ntag AuvrA::Cmr, Nada Nogt Atag Nmfd::Comr 1 Aada Nogt Atag
AuvrA Amfd::Cm és causada principalment per la manca de les proteines
especifiques de reparacié d’alquilacions (Ada, Ogt i Tag), ja que la incorporacié de
les mutacions en els gens #vrA 1 mfd no suposa un augment important de la
mortalitat. De fet, la via GGR de la reparacié per escissié de nucleotids intervé
quan la proteina UvrA reconeix una distorsié en la doble helix [352], mentre que
la via TCR ho fa quan la proteina Mfd detecta que 'RNA polimerasa ha quedat
encallada durant la transcripcié d’una regié [305]. Les dues situacions poden ser
ocasionades per la presencia d’'un grup alquil de cadena llarga (Apartat 1.3.2). Per
aquest motiu, és en presencia de P'agent etilant DES (Figura 5.2, inferior) quan
realment es pot apreciar 'aportacié del sistema NER a la reparacié de lesions
alquilants, en especial de la via GGR. La inactivaci6 de la via TCR com a
conseqiiencia de la mutacié del gen 7fd no provoca efectes tan deleteris com la
interrupci6 de la via GGR, ja que probablement les alquilacions presents en les
zones transcripcionalment actives son reparades pel mecanisme GGR un cop la
transcripcié es desbloca. En quant a la soca UA1869 (Aada Aogt Atag AuvrA
Amfd:Cm), la sensibilitat aportada per la manca del sistema NER és
remarcablement superior a la del mutant defectiu tan sols en els gens ada, ogt 1 ag.
De fet, només la soca UA1869 wva presentar una capacitat infectiva
significativament menor a la de la soca w# (Apartats 4.5.3 1 4.5.4) malgrat ’escassa
diferéncia observada en els assajos de supervivencia entre ella i els mutants Aada
Aogt Atag Amfd=Cm 1 Aada Nogt Atag AuvrA::Cm (en especial respecte a aquesta
ultima), la competitivitat de les quals no és significativament diferent a la de la

soca wr.

Per consegiient, les proves de supervivencia realitzades demostren que tots els gens
delecionats, fins i tot aquells que conformen la resposta Ada, codifiquen proteines que

desenvolupen un paper important en la proteccié contra agents alquilants.

5.2. Caracteristiques del dany alquilant
5.2.1. Presencia d’agents alquilants a 'organisme hoste

Les diferencies observades entre els assajos realitzats 7z vitro 1 in vivo evidencien que els
nivells d’agents alquilants als quals ha de fer front el patogen durant la infeccié no séon tan

elevats com les dosis administrades en els assajos de supervivencia.
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Un dels mecanismes de defensa dels organismes superiors davant la infeccié per
microorganismes ¢és la utilitzaci6 de ROI (Apartat 1.10). Aquesta estratégia es basa en la
produccié no desitjada de productes toxics pel propi organisme, els quals han estat
reaprofitats com a mecanisme de defensa (Apartat 1.1.4). Malgrat els paral-lelismes
observats entre la reparacié d’oxidacions i la d’alquilacions (les dues disposen de regulons
que permeten la generacié6 d’una resposta adaptativa, part de les seves proteines de
reparaci6 formen part del regulé RpoS, disposen de DNA N-glicosilases especifiques del
sistema BER, etc; veure els Apartats 1.6 1 1.10), sembla ser que els organismes supetriors
no utilitzen els agents alquilants fruit del metabolisme de les cél'lules eucariotes com a

mecanisme de defensa.

5.2.2. Diversitat de lesions

La primera soca amb qué es van obtenir resultats estadisticament significatius en els
assajos in vivo va ser la UA1869. Per a comprendre les causes que havien portat a aquest

fenotip es va realitzar la inoculacié de soques similars a ella (Figura 5.3).

| Aada Nogt Mtag AalkA |
| AurA Amfd:Cm |
| |

Aada::Cm Dogt Atag - Tnoculacié oral - AuprAeCon
- Inoculaci oral - o ___Jr ______ - Inoculaci6 oral -
Aada Mgt A | Adda Aogt Mg |
ada Rogr Arag ada Nogt Ntag | ’
AuvrA::Cme AuvrA Amfd=:Com | . AzlifdlCm .
- Inoculacié oral - | - Inoculaci6 oral - ! - inocuiaclo oral -
Aada Nogt At [
AntiCrr AuvrA Amfd:Cm

Amfd::Cm

- Inoculacié oral - Aada Nogt Atag - Inoculacié oral -

AuvrA Amfd-:Cm

- Inoculacié ip -

Figura 5.3. Soques defectives similars a la UA1869 (Aada Aogt Atag AuvrA Amfd:Cm)
assajades in vivo. Al centre del diagrama se situa la soca atenuada UA1869. Al seu voltant
s’indica els diferents mutants sobre els quals es va realitzar assajos de competitivitat (representats
a les Figures 4.27 1 4.29) per a determinar l'origen de la disminucié de la competitivitat en la

UA1869. S’emmarca les soques amb capacitat infectiva significativament menor a la wz.

De totes aquestes, només la UA1874 (Aada Aogt Atag AalkA AuvrA Amfd::Cm),
deficient en les dues activitats AGT, les dues 3-meA-DNA glicosilases i les dues vies del

sistema NER va resultar ser també menys competitiva que la soca »# No obstant aixo, la
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seva capacitat infectiva aparentment no és menor que la de la soca UA1869, de 1a qual es
diferencia tan sols per ser defectiva en la proteina AlkA. Es possible, doncs, que la causa
de la menor competitivitat d’aquestes dues soques no sigui 'abséncia total d’'una o altra
activitat reparadora, sin6 la suma de les diferents mancances, la qual no aconsegueixi
contrarestar la varietat de lesions (diversitat en la llargaria de les alquilacions, en les
posicions que afecten, etc) que s’estiguin produint. Aquest raonament es veuria recolzat
pel fet que ni les soques deficients només en el sistema NER (Figura 5.3, banda dreta) ni
les similars a UA1869 (Figura 5.3, banda esquerra) presenten una capacitat infectiva

menor a la de la soca w#

5.2.3. Origen del dany alquilant

Contrariament a 'observat durant la inoculaci6 per via oral, la capacitat infectiva de la
soca UA1869 no disminueix en relacié a la soca w# quan és assajada per via ip (Figura 5.3,
part inferior), fet que delimita la regié on es deu originar principalment el dany alquilant,
ja que la via oral compren més etapes que la ip. En aquesta dltima les cél'lules bacterianes
accedeixen rapidament a laparell circulatori, per on arribaran als organs més irrigats
(Apartat 4.2.3.2); mentre que, en la via oral, el patogen ha de fer front a 'ambient del
tracte gastrointestinal i als mecanismes de defensa que en ell tenen lloc (aquells que
intenten evitar que els patogens aprofitin la ingesta per accedir al torrent sanguini per les
mucoses intestinals). Per tant, en aquestes etapes, on precisament es dona la disminucid
de la competitivitat de la soca UA1869, s’hi inclouen situacions d’estrés com les causades

per (Figura 5.4):
= [’acidesa del pH estomacal.
® La hidrolisi enzimatica produida per les sals biliars 1 altres secrecions gastriques.
* La manca d’oxigen.

* La competencia amb la microbiota intestinal, la qual estara recobrint la major part

de les cel-lules epitelials intestinals, dificultant 'adhesio i la invasié d’aquestes.
= El sistema immunologic resident a I’aparell digestiu.
= Etc.

Tant aquestes situacions com la invasié de Pepiteli i la proliferacié a la submucosa
suposen un coll d’ampolla el qual, sumat a la naturalesa estocastica dels primers estadis de
la infeccid, causatia una variacié important en la proporcié “soca mutant / soca w/’ que
accedeix a l'aparell circulatori [190] (en relacié a la raé 1:1 inoculada inicialment). La
presencia d’aquest coll d’ampolla pot explicar la diferéncia entre els valors de LDy, de les
vies oral i ip per la soca ATCC14028 w# mentre que en el primer cas el rang és de 10° —

10° cfu, en el segon cas la xifra és de 5 — 10 cfu, uns 5 ordres de magnitud menys (Apartat
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3.2.5). A més, també permet justificar perque la dispersié observada en les inoculacions
orals és molt major que en la via ip (fins i tot en el cas de la soca pilot UA1872, on la

casset estava situada en una regié intergenica; veure "Apartat 4.2.3.1).

Sistema immunologic:
enzims hidrolitics,
esclat oxidatiu, etc

Microbiota
intestinal

Alliberacid
d’enzims hidrolitics

Anaerobiosi

. pH estomacal
Secreci6 de

sals biliars

1 secrecions
gastriques

Figura 5.4. Principals fonts de dany en la inoculacié oral. S’assenyala alguns dels mecanismes
de defensa de l'organisme. La melsa es representa com a un organ blau per a diferenciar-la de
Pestémac. Imatge adaptada de: http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/cancer-

research/learning-center/carcinogen-selector/digestive-system.html.

Tanmateix, encara que aquestes situacions d’estrés afecten a la rad entre soca mutant i
wt que accedeix a I'aparell circulatori, probablement no comporten un desavantatge en
quant a la competitivitat de la soca mutant en relaci6 a la »7 (en termes de dany alquilant),
ja que la realitzacio de diferents assajos 7 vitro (Apartat 4.5.5) va permetre determinar que
la soca UA1869:

® Hs capag de desplegar els mecanismes de supervivencia a la manca d’oxigen, ja
que la seva capacitat per replicar en condicions d’anaerobiosi no disminueix en

relacio a la wr.
* No presenta una major sensibilitat al pH baix que la soca wz.
= Manté la seva integritat davant de sals biliars.

De fet, les caracteristiques genotipiques de la soca UA1869 apunten a que la
disminucié de la capacitat competitiva tingui com a causa principal Pexposicié a agents

alquilants, ja siguin d’origen exogen o endogen, a I'interior de ’hoste:
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* La microbiota intestinal podria utilitzar agents alquilants producte del seu
metabolisme (per exemple, nitrosoguanidines sintetitzades a partir de la nitrosacié

d’amines [285]) per a reduir la competencia per Pespai 1 els nutrients [299].

* La producci6 d’agents alquilants a partir de la nitrosacié d’amines secundaries per
nitrit es pot donar també espontaniament a I’estémac com a conseqtiencia del pH

baix a partir de nitrits i nitrats de la dieta [12].

® Les altes concentracions d’oxid nitric (NO) alliberats pels macrofags durant el
procés inflamatori (especialment durant la invasié de Iepiteli intestinal: Apartat

1.1.3) podria afavorir la reacci6 de nitrosacié [77].

® La peroxidaci6 de lipids causa també un augmentant dels nivells de NO [263].

5.3. Redundancia dels mecanismes de reparaci6 d’alquilacions
5.3.1. Redundancia entre gens especifics de reparacié d’alquilacions

Observant els resultats de sensibilitat de soques com AalkA::Cm Atag o Aada AalkA
AalkB AaidB::Cm, on la mortalitat era molt elevada, especialment en presencia d’MMS
(Figura 5.1), és evident que I'exposici6 a agents alquilants dins de 'hoste no és tan elevada
com en els assajos 7z vitro (Apartat 5.2.1). Tot i aix0, els resultats obtinguts iz vivo també

poden ser explicats en part pel solapament en les activitats de diferents gens.

Si es repassa la bibliografia sobre les lesions que reconeixen cada una de les proteines
de les quals s’ha construit mutants és evident com existeix cert nivell de redundancia en la
reparaci6 d’alquilacions. A partir de I'analisi dels assajos de supervivencia (Figura 5.1) es

pot definir la importancia d’aquest solapament:

* I’acumulacié de mutacions suposa en alguns casos un increment de la sensibilitat
superior a I’esperada a partir de la suma d’efectes deleteris. La soca més destacable
és AalkA::Cm Atag, on la mortalitat obtinguda en presencia ’MNNG 1 'MMS va
ser molt superior a 'observada en els mutants Aa/kA::Cw 1 Atag. Tant la proteina
AlkA com Tag reverteixen la 3-meA (Apartats 1.5.3 1 1.7.2), una lesi6é altament
citotoxica generada molt freqiientment tant per agents alquilants Sy1 com S 2
(Apartat 1.4.2.1), de manera que té associada aquestes dues proteines especifiques
de reparaci6 per si es dona el cas de qué una de les dues manqui. Un fenomen
similar es doéna en la soca Aada:Cm Aoggt Atfag, on la conjuncié de les tres
mutacions produeix una disminucié de la viabilitat molt superior a qualsevol de

les soques defectives de les quals deriva.

= Alguns dels resultats obtinguts (Figura 5.1) probablement no sén consequéencia

directa de la redundancia sin6 de la inactivacié de la resposta Ada, ja que, com es
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va demostrar a UApartat 4.1, en preséncia d’agents metilants es genera certa
inducci6 del gen ada. Aixi doncs, la diferéncia de sensibilitat a TMMS observada
entre les soques Aada::Cnmr Atag 1 Aogt::Crmr Atag (ambdues defectives en una AGT i
la proteina Tag) podria ser deguda a una disminucié en els nivells de les proteines
de la resposta Ada en el primer cas. Com els gens ada i alkB formen part d’'un
operd [152], segurament la causa és la disminuci6 de la proteina AlkB, que juga un
paper molt important en presencia d’MMS [145]. Analogament, la sensibilitat de
soques com Aada:Cm Aoggt Afag no seria causada tan sols per la perdua de
solapament sin6 també com a conseqiiencia d’'una possible disminucié en els

nivells transcripcionals dels gens de la resposta Ada.

En el cas de les proteines Ada i Ogt, ambdues encarregades de la reparacié d’O°-
alquilguanines i O*-alquiltimines, el solapament inicial de les seves funcions s’ha
aprofitat evolutivament per a obtenir una especialitzacié en la seva activitat.
Gracies als assajos de supervivencia a MNNG per les soques Aada 1 Aoggr:Crm es va
determinar que només la deficiéncia en la proteina Ada produeix una disminucié
de la viabilitat cel'lular (Figura 5.1). Sumat als resultats d’altres estudis [388] es
dedueix que la proteina Ada intervé majoritariament en supervivéncia cel-lular i
estres a acids organics, mentre que la proteina Ogt s’ha especialitzat en la
proteccié envers la fixacié de mutacions (Apartat 1.8.2). No obstant aixo, Ogt
actuaria també en supervivencia cel-lular un cop s’hagués produit la inactivacié de
totes les proteines Ada, puix que el mutant Aada Aogt:Cwm presenta una
supervivencia menor que Aada encara que en la soca deficient només en Ogt no

s’observin efectes deleteris.

5.3.2. Redundancia entre diferents sistemes de reparaciod

El fet que ni tan sols una soca com Aada AalkA AalkB AaidB Aogt::Cm Atag, defectiva

en tots els gens vinculats amb la reparacié especifica d’alquilacions, presenti una capacitat

infectiva menor que la soca w7 (Apartat 4.4.3) demostra que la redundancia genica s’estén

també a altres sistemes de reparacié (Apartat 1.5). La disminucié de competitivitat

obtinguda durant la inoculacié per via oral de la soca UA1869 (Aada Aoggt Atag AuvrA

Amfd:Cm) evidencia que el sistema NER també és capac de suplir absencia de les

proteines especifiques de reparacié d’alquilacions:

Per una banda, la inactivaci6 tan sols del sistema NER (Figura 5.3, dreta) no és
suficient per atenuar la capacitat infectiva de la soca, segurament gracies a
'activitat de les proteines vinculades especificament a la reparacié d’aquest tipus
de lesions, que revertiran les metilacions (considerades les alquilacions més
nocives [165, 298]) i algunes alquilacions de cadena més llarga (Taula 1.1). En la

situaci6 inversa, ¢és a dir, quan sén les proteines especifiques les que manquen, és
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el sistema NER (o altres mecanismes de reparacié com el SOS o TMMR: veure

I’Apartat 1.5) el que permet mantenir la competitivitat de la soca.

® Per altra banda, la mutacié dels gens ada, 9g¢1 tag, sola o conjunta amb una de les
vies del sistema NER (Figura 5.3, esquerra), tampoc provoca una disminucié de la
competitivitat del patogen. Per tant, és suficient Iactivitat d’'una fraccié del
sistema NER per a impedir arribar a una carrega lesiva tal que es produeixi una
caiguda en la capacitat infectiva (probablement per la col‘laboracié d’altres
sistemes de reparaci6), fet que destaca encara més la importancia de la

redundancia en les activitats reparadores enfront d’un mateix tipus de lesio.

Per tant, tenint en compte la diversitat en els sistemes de reparacié que intervenen en
la reparaci6 d’alquilacions (alquiltransferases, la dioxigenasa AlkB, la proteina de
destoxicacio AidB, els sistemes BER, NER, SOS i MMR, etc: veure ’Apartat 1.5), no té
sentit parlar dels sistemes de reparacié com a caixes estanques, siné com a una xarxa
interrelacionada de reparacid, la qual presenta punts de solapament que possibiliten que la
manca de diverses de proteines de reparacié puguin ser suplertes per Iactivitat d’altres de
funci6 similar. Es a dir, que es déna un fenomen de redundancia que actua com a suport i

que permet mantenir la integritat del genoma.

5.4. Conservaci6 dels diferents mecanismes de reparacio

d’alquilacions

El nimero creixent de genomes complets que han estat seqiienciats i les eines d’analisi
comparatiu han permeés determinar P'adquisicié i peérdua en diferents grups dels gens
vinculats a la reparacié d’alquilacions [6, 70]. Segons aquests estudis, molts d’aquests
mecanismes es troben presents en els tres dominis taxonomics [6], de manera que el seu
origen es troba en algun ancestre comu (Figura 5.5), a excepcié d’algunes proteines, com
Ada i Mfd, que van aparcixer dins del domini Bacteria [70]. Aixi mateix, la resposta Ada
(que segons l'especie presenta el domini regulador associat a activitat AGT o a AlkA:
veure Apartat 1.9) podria haver-se originat inicialment per fer front a agents alquilants
del tipus Sy1 [298], els quals podrien generar-se espontaniament en condicions de pH

baix [344].

5.4.1. Conservaci6 dels gens especifics de reparacié d’alquilacions

Com es pot apreciar a la Figura 5.5, diversos grups taxonomics haurien anat perdent
part dels gens de reparacié d’alquilacions, probablement en funcié de les caracteristiques
del seu ninxol ecologic [244]. En el cas dels enterobacteris, els gens especifics de
reparaci6 d’alquilacions (Taula 4.1) es troben conservats i la majoria d’espécies encara

mantenen la resposta Ada [82]. Com s’ha demostrat en els assajos de competitivitat, la
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baixa exposicié a agents alquilants a Iinterior de l'organisme i la redundancia en les
activitats reparadores permet la pérdua de varies proteines de reparaci6 sense suposar una
disminucié en la capacitat infectiva (Apartats 5.2 1 5.3). Segurament per aquests motius
I'atenuacié de la resposta a §. Typhimurium [114] no implica un desavantatge per al
procés infectiu, tot i que el fet que totes les proteines especifiques de reparacid estiguin
conservades i mantinguin la seva funcié (Apartat 5.1) pot indicar que aporten una major
capacitat d’adaptacié enfront de determinades situacions del seu cicle vital, les quals no

devien donar-se durant els assajos de competitivitat.

Tanmateix, un altre factor a tenir en compte per a la conservacié d’aquestes proteines
és la supervivencia del patogen fora de I'hoste (Apartat 1.1.2) [68, 236, 311]. Durant
aquest estadi, en que 5. Typhimurium és capa¢ de sobreviure fins a varis mesos, segons
les condicions ambientals [68], podria ser important Pexposicié a agents alquilants
exogens (alliberats per plantes i fongs, produits quimicament per nitrosacié en sols acids
o com a productes de la descomposicié de materia organica, etc: veure Apartat 1.4.3) o

endogens (especialment en situacions d’estrés com la manca de nutrients).

5.4.2. Conservacio del sistema NER

De manera analoga a les proteines especifiques de reparaci6 d’alquilacions, I’eliminaci6
només del sistema NER (Figura 5.3, banda dreta) no suposa una disminucié de la
competitivitat. A més, a partir dels assajos de sensibilitat a agents alquilants (Figura 5.2) es
podria pensar que la contribuci6 dels sistema NER a la supervivencia és molt menor que
la de proteines especifiques com Ada, Ogt o Tag. Ara bé, NER no només reconeix bases
alquilades, sin6 també altres lesions com dimers de pirimidina o trencaments de doble
cadena (via GGR) [352], aixi com I'encallament de 'RNA polimerasa com a conseqiiéncia
de diverses classes de lesions (via TCR) [305].

Es per aquest motiu que, encara que alguns dels gens de reparacié d’alquilacions
s’hagin perdut en diferents grups taxonomics (Figura 5.5), els gens que componen el
sistema NER son dels més conservats en I'evolucié (junt amb els gens principals de
replicacié 1 de reparacié per recombinacié); mentre que proteines de reparacié per
reversié directa (com Ada i AlkB) o del sistema BER (com AlkA, Tag, Nfo o XthA)
manquen en molts microorganismes [6, 70]. Tant és aixi que el sistema NER es troba
conservat fins i tot en diversos microorganismes que presenten reduccié geénica com
Buchnera aphidicola, Borrelia, Rickettsia o Chlamydia [244], mentre que aquestes mateixes

especies no contenen els gens especifics de reparacié d’alquilacions.

Aixi i tot, els resultats de la present Tesi Doctoral apunten a que, en el cas de S.
Typhimurium, totes les proteines de reparacié d’alquilacions, incloses les que formen part
de I'atenuada resposta Ada, desenvolupen un paper important en un o altre moment del

seu cicle vital. Malgrat que la redundancia genica existent permet que només una soca
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com la UA1869, deficient en una gamma amplia d’activitats de reparacid, es ressenti
durant el procés infectiu, ’'avantatge de comptar amb les diferents proteines de reparacid
ha permes la seva conservacio i, fins 1 tot en alguns casos, 'especialitzacié de les seves

funcions.
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Figura 5.5. Adquisici6 i pérdua de gens de reparacid. A través d’un arbre evolutiu d’especies
dels tres dominis taxonomics es representa 'adquisicié (en verd) i perdua (en vermell) d’alguns
dels gens que poden estar vinculats amb la reparacié d’alquilacions. La longitud de les branques

no és proporcional a Pantiguitat dels llinatges. Adaptat de Eisen et al [70)].
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CONCLUSIONS

Les principals conclusions que es poden extreure a partir dels resultats obtinguts en la

present Tesi Doctoral son les segiients:

1. El nivell d’induccié de la resposta Ada a la soca ATCC14028 de S. enterica ser.
Typhimurium és equivalent al descrit en la bibliografia per la soca L'T2 de .

enterica ser. Typhimurium i inferior a Pobservat en E. co/i.

2. La peérdua d’'un o més gens relacionats amb la reparacié d’alquilacions no
comporta una disminuci6 de la viabilitat cel-lular en condicions de creixement no

lesives, mentre que si ho fa en preséncia d’agents alquilants.

3. Tant les soques deficients en els gens ada, alkA, alkB, aidB, ogt, tag, uvrAi/o mfd
com aquelles deficients en combinacions dels 6 primers gens amb A o mfd
presenten una capacitat infectiva similar a la de la soca salvatge al realitzar estudis

de competitivitat en ratolins BALB/c tant per via oral com intraperitoneal.

4. La soca UA1869 (defectiva en els gens ada, ogt, tag, wvrA i mfd) presenta una
capacitat infectiva aproximadament 200 vegades inferior a la de la soca salvatge
quan és inoculada per via oral. La disminucié de la competitivitat seria
conseqiicncia de la manca de proteines vinculades a diferents sistemes de
reparacié6 de DNA, de manera que no es podria fer front a la varietat de lesions

generada dins de 'organisme.

5. El dany alquilant s’originaria principalment en els primers passos de la infeccié 167
per via oral. Un cop S. enterica ser. Typhimurium aconsegueix entrar en I'aparell
circulatori i accedir als organs més irrigats els nivells d’aquest tipus de dany

disminueixen i deixen de tenir importancia sobre la viruléncia del bacteri.

6. Els nivells de dany alquilant dins de I'organisme hoste sén poc significatius i no
suposen un mecanisme de defensa efectiu contra la infeccié per . enterica ser.
Typhimurium, ja que, malgrat 'elevada sensibilitat observada en els assajos z vitro
en gairebé totes les soques mutants, tan sols la soca UA1869 va presentar una

disminuci6 de la capacitat infectiva.

7. La baixa rellevancia dels mecanismes de reparacié d’alquilacions durant el procés
infectiu de . enterica ser. Typhimurium suggereix que la seva importancia podria

radicar en la supervivencia d’aquest microorganisme fora de 'hoste.

8. Els gens de reparacié d’alquilacions de Salmonella enterica ser. Typhimurium no es
troben estancats en un sol sistema de reparacid, sind que es déna una xarxa de
relacions entre diferents mecanismes. Lexistencia d’un cert solapament entre els
diferents sistemes permet que I'abséncia dun gen pugui ser suplerta total o

parcialment per un altre.
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tot. A la Irene, com sempre, una abracada que espero poder fer-te algun dia d’aquests. A
la Laura C., la millor amiga que he tingut mai malgrat que només ens veiem quan topem
pel carrer! Has estat una de les raons per seguir endavant només que per no donar-te
motius per riure’t sobre les meves zaques a l'expedient! També al Jordi i la Sefora, que
sempre s’han preocupat per com m’anava tot i m’han aguantat tot i ser tan dzferent. Que us
vagi tot bé. I a ’Eulalia, encara que sembla que sempre t’hagin preocupat més els ratolins

que jo.

Als meus pares, per estar sempre alla i donar-me la millor educacié. Per donar-me
totes les facilitats i lluitar tant per nosaltres. Al papa, per ensenyar-me tant quan era petit i
obrir-me la curiositat per la ciéncia. A la mama, per ensenyar-me com ser bona persona i
a tenir paciencia. A la Moni, que ara testas esforcant per treure’t un altre titol. Que n’és
de dificil escriure un llibre, encara que en una tesi no t’hagis d’inventar 'argument! A
I'Eloi, que sempre has estat espiant mentre escrivia, espero que hagis enteés alguna cosa.
Al Xavi, que també estas estudiant de valent, per aquesta afici6 que tens per ser
brutalment apallissat i per les més de 100 séries, nani kore? A 'avia, per preguntar sempre
com m’anava tot i per haver fet sempre I'esfor¢ de venir a veure’ns, de part de tot el
laboratori, gracies per endolcir-nos una mica més la vida. Mia, Du, die immer eine
Freundin fir meine Oma gewesen bist. Daftir, dass Du so viele Sachen erzihlt hast.
Daflir, dass Thr beide Vertrauen in mich habt. Und der Rest der deutschen Familie, die
immer nach mir gefragt haben und sich um mich gekiimmert haben. I als meus tiets,

cosins, als padrins i a tots els que heu estat sempre amb mi.

Moltes gracies.
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