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INTRODUCCIO

1. Introducciod

Les proteines bacterianes associades al nucleoide (NAPs) juguen un paper clau en
I’organitzacio, la replicacid, la segregacid, la reparacid i I’expressié del cromosoma
(revisat a Browning et al., 2010). L’estudi de nous membres de les families de proteines
associades al nucleoide, aixi com de proteines paralogues a les ja conegudes, ¢és
important per entendre millor el seu paper biologic. En aquest treball, ens vam proposar
estudiar a Escherichia coli la relacid entre la proteina associada al nucleoide Hha,
caracteritzada al grup de recerca, i altres proteines que es pensava que podien ser

paralogues de la proteina Hha: YdgT, la subunitat 6 de I’ADN polimerasa III, i YmgB.

En el primer capitol d’aquesta introduccio €s dona una visid general de les proteines

associades al nucleoide i la seva implicacio6 tant en la compactacio del material genetic
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bacteria com en la regulacid de I’expressid genica. En els dos capitols posteriors, es
detallen les caracteristiques de les families de proteines associades al nucleoide H-NS i
Hha (dins la qual s’inclou la proteina YdgT), degut a la rellevancia que tenen en aquest
treball. Finalment, els dos darrers capitols estan dedicats a les altres dues proteines

objecte d’estudi: la subunitat 6 de I’ADN polimerasa III i la proteina YmgB.
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1.1. Regulacié global i proteines associades al nucleoide

Una de les principals caracteristiques de la cel-lula bacteriana €s la seva capacitat per
adaptar-se rapidament als freqiients canvis ambientals de I’entorn en el que es
desenvolupa. Els bacteris estan constantment analitzant les condicions fisico-quimiques
extracel-lulars i I’estat metabolic intern, de tal manera que poden respondre als estimuls
modificant el seu patrd d’expressid genica. El punt on existeix una major regulacio de
I’expressio geénica €s a ’inici de la transcripcid, tot i que els nivells d’ARN missatger
(ARNm) estan també regulats durant I’elongaci6 i la terminacid. A Escherichia coli
gairebé un 8% dels gens estan involucrats en la transcripcid i la regulacié de la mateixa.
En fase de creixement, E. coli conté unes 2000 molécules del nucli de ’enzim ARN
polimerasa, encarregat de dur a terme la transcripcio, (Ishihama, 2000). Aquest nombre
¢s inferior als 4450 gens del genoma d’E. coli K12. Per tant, existeix una competéncia
pel que fa a la unié a I’ARN polimerasa, de tal manera que el patr6 de transcripcié d’un
genoma depen del control en la distribucié d’aquest enzim. Aquest control es du a terme
a través de l’accié de factors o, de factors de transcripcid i1 del grau de
superenrotllament de I’ADN, el qual depén, entre altres, de la composicié de proteines

associades al nucleoide unides a I’ADN (Ishihama, 2010).

L’organitzacié del material genétic d’un organisme ha de ser compatible amb els
processos de replicacid de I’ADN, segregacid del cromosoma i expressié genica. En els
organismes eucariotes, les proteines capaces de plegar I’ADN i mantenir-lo compactat
son conegudes com a histones, i tant la seva funcié estructural sobre la cromatina com la
seva influencia en la transcripcié de I’ADN estan molt estudiades (Avvakumov ef al.,
2011). Pel que fa al regne Bacteria, en un inici es van considerar un grup de proteines
com a histones perd més endavant, degut a diferéncies en la seva naturalesa respecte a
les histones eucariotes, van passar a anomenar-se proteines associades al nucleoide
(NAPs) o tipus histona (histone-like). Aquesta denominacid reflecteix la seva
localitzacié sense implicar necessariament una similitud estructural i funcional amb les
histones eucariotes. Els membres del grup de proteines associades al nucleoide sén
nombrosos, diversos 1 no sempre es classifiquen de la mateixa manera. En els bacteris
Gram-negatius, com Escherichia coli, s’han identificat com a minim 12 tipus diferents

de proteines associades al nucleoide, cadascuna de les quals es caracteritza per unes
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preferéncies d’unié a I’ADN determinades, pel tipus d’interaccié amb 1’ADN 1 pel seu

patr6 d’expressio (Taula 1.1).

Proteina Envolta oFll(;:I;l;b Corba Resié d’unié Massa Dimeritzacié/
PADN P PPADN g molecular multimeritzacio
PADN
referéncia per ADN ric en AT o Heterodimer (per
HU Si ND Si P P ~9 kDa ®
corbat ex., HUo—HUB)
) ) (T/C)AG(A/T/C)A(A/T)ATT(A/
Lrp Si Si ND ~18 kDa Homodimer
T)T(A/T/G)CT(A/G)
MukB ND Si ND ND ~175 kDa Homodimer
. ) ) ) Extensions de 17 pb riques en
Fis Si Si Si ~11 kDa Homodimer
AT
Homodimer o
ADN ric en AT i
H-NS ND Si ND ~15 kDa heterodimer (H-
TCGATAAATT
NS-StpA)
Heterodimer
IHF ND ND Si (A/T)ATCAANNNNTT(A/G) ~11kDa
(IHFa— THFp)
Monomer o
Dps ND ND ND ND ~19 kDa
dodecamer
Homodimer o
StpA ND Si ND ADNric en AT ~15 kDa heterodimer (H-
NS-StpA)
Homodimer o
CbpA ND ND ND ADN corbat ~33 kDa heterodimer
(CbpA—CbpM)
CbpB ND ND ND ADN corbat ~33 kDa Monomer
EbfC ND Suggerit ND GTNAC ~11 kDa Homodimer
MvaT ND Si ND ADN ric en AT ~11 kDa Homodimer

*ND, no determinat.

Taula. 1.1. Membres del grup de proteines associades al nucleoide de bacteris Gram-negatius.

Adaptat de Dillon i Dorman, 2010.

La majoria de NAPs tenen la capacitat d’unir-se a I’ADN, ja sigui envoltant-lo, corbant-
lo o formant ponts, fent variar d’aquesta manera ’estructura de la molecula d’ADN. De
fet, és ampliament conegut que les proteines associades al nucleoide poden alterar els
nivells de superenrotllament de I’ADN cromosomic (Travers i Muskhelishvili, 2005).
Aquest fet és important ja que en molts casos 1’activitat dels promotors depen del nivell
de superenrotllament, el qual facilita el contacte de factors de transcripcié amb I’ARN

polimerasa. La importancia de les proteines associades al nucleoide pel que fa a la
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regulacié de D’expressid geénica esta recolzada per estudis d’immunoprecipitacié de
cromatina “ChIP-chip” en els quals es mostra com les proteines H-NS, IHF 1 Fis d’E.
coli s’uneixen majoritariament a regions reguladores intergéniques (Grainger et al.,
20006). Per tant, es pot afirmar que les proteines associades al nucleoide contribueixen
tant a I’estructura del nucleoide bacteria com a la regulacié de I’expressid genica i son
capaces de dur a terme aquests dos rols de manera simultania. D’entre elles, les més ben
caracteritzades son la proteina Fis (“Factor for Inversion Stimulation”), H-NS
(“Histone-like Nucleoid Structuring”), HU (“Heat Unstable™) i IHF (“Integration Host
Factor”). Cadascuna d’aquestes proteines és capa¢ de proporcionar una determinada
estructura a I’ADN al qual s’uneixen. A la Fig. 1.1 es mostren les propietats de

plegament de I’ADN de les principals NAPs.

H-NS Fis IHF

/7

Fig. 1.1. Propietats de plegament de I’ADN de les
proteines associades al nucleoide (NAPs). Adaptat

de Browning et al., 2010.

A continuacid s’exposen les caracteristiques més rellevants de les principals proteines

associades al nucleoide:

La proteina Fis (“Factor for Inversion Stimulation”) és una proteina associada al
nucleoide 1’abundancia de la qual depén de la fase de creixement. S’uneix com a
homodimer a una seqiiencia consens d’ADN, generalment de 17 pb de longitud i rica en
AT, excepte en les posicions 2 1 16 en les quals trobem residus G o C (Cho et al., 2008).
Un cop unida a I’ADN, Fis provoca una curvatura d’entre 40 1 90° estabilitzant aixi el
bucle d’ADN format. D’aquesta manera, Fis promou la compactacié de I’ADN i regula
la transcripcid. Com a regulador transcripcional, Fis pot actuar com un repressor o com
un activador depenent de la posicid del seu lloc d’unid en relacio a I’ARN polimerasa.
Analisis d’expressid génica amb microarrays d’E. coli indiquen que un 21% dels gens
d’aquest bacteri estan modulats, directa o indirectament, per Fis (Cho et al., 2008).
Alguns dels gens regulats per Fis estan involucrats en la traduccido (ARN ribosomic i

ARN de transferéncia), viruléncia, formacio de biofilm, metabolisme energetic, resposta

5
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a Destres, metabolisme intermediari, biosintesi d’aminoacids, transport, estructura
cel-lular, metabolisme de compostos de carboni, metabolisme d’aminoacids, motilitat 1

quimiotaxi (Ishihama, 20010).

La proteina associada al nucleoide H-NS (“Histone-like Nucleoid Structuring”) €és una
proteina termo-estable 1 de baix pes molecular (15,4 kDa i 136 aminoacids) pero
abundant, ja que se’n troben aproximadament 20.000 copies per cel-lula (Spassky et al.,
1984; Higgins et al., 1990; Ussery et al., 1994; Sonden i Uhlin, 1996). Les regions
d’ADN a les quals s’uneix H-NS son seqiiencies d’ADN de doble cadena, corbades i
riques en AT (Bracco ef al., 1989; Yamada et al., 1990; Owen-Hughes et al., 1992).
També s’ha suggerit una possible seqiiencia consens (Taula 1.1). H-NS intervé en el
control de la transcripcié d’un elevat nombre de gens en bacteris Gram-negatius. A E.
coli, H-NS actua com a regulador negatiu de 1’expressié geénica controlant fins a un 5 %
dels gens (Hommais ef al., 2001; Schroder i Wagner, 2002). En ocasions, 1’activitat
d’H-NS ¢és modulada a través de la seva interaccido amb altres NAPs, per exemple els
membres de la familia Hha-YmoA (veure apartat 1.3.1.2). Degut a la importancia del
paper de les families de proteines H-NS 1 Hha en aquest treball, a I’apartat 1.2 1 1.3
d’aquesta introduccid s’exposen de manera més extensa les propietats i caracteristiques

de les mateixes.

La proteina HU (“Heat Unstable”) és una de les poques NAPs bacterianes que és
veritablement una proteina tipus histona tenint en compte la seva seqiiencia
d’aminoacids. De fet, la histona eucariota HMGB pot complementar els efectes d’HU
pel que fa al superenrrotllament de I’ADN en una cel-lula bacteriana d’E. coli mutant en
aquesta NAP (Becker et al., 2008). Es tracta d’una proteina formada per dues
subunitats, HUa i HUP, les quals tenen un 70% d’identitat en la seva seqiiéncia
d’aminoacids. A E. coli, HU existeix tant en forma d’homodimer com d’heterodimer de
les seves subunitats, en funcio de la fase de creixement. La interaccidé d’HU amb I’ADN
no ¢s especifica tot i que sembla tenir preferéncia per regions de I’ADN deformat o
torgat, com els encreuaments de diverses cadenes d’ADN. A baixes concentracions, HU
augmenta la flexibilitat de I’ADN. Pero, a altes concentracions d’HU, aquesta reforca
I’estructura de I’ADN proporcionant rigidesa. Es interessant remarcar que s’ha proposat
que els efectes estructurals sobre I’ADN d’HU i H-NS sén oposats dintre del nucleoide.
Mentre que H-NS té 1’habilitat de compactar I’ADN, HU no compacta sin6 que obliga a
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formar superenrotllaments provocant la formacidé de moleécules d’ADN circulars

(Dorman i Deighan, 2003) (Fig. 1.2).

\ Fig. 1.2. Propietats de plegament de I’ADN oposades de
rHuee les proteines associades al nucleoide H-NS i HU.

Adaptat de Dorman i Deighan, 2003.

A

Current Opnion in Genetics & Development

Aquests efectes oposats d’H-NS i HU sobre I’estructura de I’ADN es reflecteixen també
en els efectes sobre la regulacié geénica: HU és capag¢ d’alleujar I’activitat repressora
d’H-NS i en mutants HU la repressio de la transcripcid exercida per H-NS es veu

incrementada (Dame i Goosen, 2002).

IHF (“Integration Host Factor”) fou descrita per primera vegada com a cofactor en el
procés de recombinacio del bacteriofag A (Craig i Nash, 1984). Es tracta d’'una NAP que
pot desenvolupar diversos rols i unir-se a diferents regions d’ADN. Generalment, [HF
corba I’ADN diana formant una U, facilitant d’aquesta manera el contacte d’altres
NAPs i factors de transcripciéo amb I’ARN polimerasa (Fig. 1.1). A més de regular la
transcripcio, IHF té un paper en I’estructura del nucleoide, en la replicacid del
cromosoma (Leonard i Grimwade, 2005) i en processos de transposicié (Haniford,

2006).

L’activitat transcripcional d’una cel-lula bacteriana varia en funcié del seu estat
fisiologic, la qual cosa esta directament relacionada amb el grau de superenrotllament
de ’ADN, 1 per tant amb les NAPs. Les cel-lules en fase exponencial tenen més
dominis de superenrotllament i una major activitat transcripcional. En canvi, quan el
creixement disminueix (fase estacionaria o d’inanicid), 1’estructura del nucleoide es

relaxa 1 hi ha una reduccid en I’activitat transcripcional (Fig. 1.3).
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A. Fase exponencial de creixement B. Fase estacionaria de creixement

ARN polimerasa en Fabriques
Q els promotors d’ARN O H-NS transcripcionals i} Fis

Fig. 1.3. Les proteines associades al nucleoide tenen influéncia en el superenrotllament de I’ADN de
manera diferencial en funcié de la fase de creixement. En A (fase exponencial) els dominis del
cromosoma es troben superenrotllats negativament i H-NS i Fis es troben en abundancia associats amb
els set operons d’ARN ribosomal. En aquest esquema es mostren dos casos en qué aquests
components es troben formant “fabriques transcripcionals” o zones del nucleoide on els promotors s6n
altament transcrits. En B (fase estacionaria) els dominis d’ADN estan relaxats i poc superenrotllats.

Adaptat de Dillon i Dorman, 2010.

L’expressio de les diverses NAPs descrites varia durant el desenvolupament d’un cultiu
bacteria (Fig. 1.4) (Ali Azam et al., 1999). Es a dir, no totes les NAPs estan sempre
presents. Per exemple, Fis assoleix uns nivells molt elevats en fase exponencial pero
gairebé no es detecta en fase estacionaria. En canvi, IHF és més abundant a mesura que
el cultiu entra en fase estacionaria. H-NS es manté més o menys estable al llarg de la
corba de creixement. Aquesta situacid dinamica dins del nucleoide bacteria té
implicacions importants pel que fa al rol d’aquestes proteines com a moduladores de

I’expressio genica.
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Lag phase—log phase  Log phase—stationary
transition phase transition

Dps

H-NS

Log cell number
Protein concentration

IHF

Fis

\

Time

Fig. 1.4. Patré d’expressié de les proteines associades al nucleoide (NAPs) al llarg de la corba de

creixement. Extret de Dillon i Dorman, 2010.

Com ja s’ha esmentat, el conjunt de families de proteines associades al nucleoide esta
en constant evolucié degut a I’aparicid de nous membres els quals s’expressen només en
determinades situacions. Un exemple és la proteina Dps (“DNA Protection during
Starvation”), la qual s’expressa durant la fase estacionaria (Fig. 1.4) i té un paper
protector de ’ADN. No obstant aix0, els canvis en el els nivells relatius de NAPs al
llarg de la corba de creixement no només son deguts a canvis en I’estat fisiologic, sind
que també hi estan implicats altres mecanismes que tenen lloc simultaniament a la
cel-lula, com el pas de les forquilles de replicacid durant el cicle cel-lular. Per exemple,
recentment s’han considerat com a NAPs un grup de proteines relacionades amb la
replicacid del cromosoma: DnaA, SeqA i IciA, les quals tenen preferéncia per unir-se a
regions de ’ADN riques en AT (Azam i Ishihama, 1999). SeqA s’uneix a seqiiencies
d’ADN que sén metilades o hemi-metilades en funcié del moment del cicle de
replicacié de I’ADN, contribuint negativament al control de la iniciacié de la replicacio
del cromosoma (Prieto et al., 2007). IciA 1 DnaA actuen de manera antagonica sobre
1’OriC, on I’accio d’IciA estda encaminada a inhibir el procés d’iniciacié (Hwang i

Kornberg, 1992).

La caracteristica més important comuna per totes les NAPs ¢és la seva capacitat per unir-
se a seqiiencies d’ADN poc especifiques. Aix0, les converteix en excel-lents reguladors
transcripcionals globals ja que son capaces de modular I’expressido d’un ampli rang de

gens.
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1.2. La familia de proteines H-NS

La familia de proteines H-NS esta formada per un grup de proteines que comparteixen
una mateixa estructura i que, addicionalment a la seva capacitat d’unir-se a seqiiéncies
d’ADN 1 modificar la seva estructura, regulen 1’expressio génica en bacteris. Molts dels
gens regulats per aquest grup de proteines han estat adquirits per transferéncia
horitzontal i, en alguns casos, estan relacionats amb la viruléncia. Algunes de les soques
patogenes en les que H-NS esta implicada en la regulacié de la viruleéncia sén: E. coli
uropatogeniques (Goransson et al., 1990; White-Ziegler et al., 1998; Madrid et al.,
2002b), E. coli enterotoxigeniques (Trachman i Maas, 1998), Shigella flexneri (Maurelli
1 Sansonetti, 1988; Dorman et al., 1990; Hromockyj et al., 1992; Tobe et al., 1993;
Dorman i Porter, 1998), Salmonella typhimurium (Harrison et al., 1994), Vibrio
cholerae (Nye 1 Taylor, 2003)) i Yersinia enterocolitica (Nieto et al., 2002). A més,
s’han trobat proteines amb una seqiiéncia aminoacidica similar a la d’H-NS a
microorganismes patogens com Mycobacterium tuberculosis (Gordon et al., 2008) i

Pseudomonas aeruginosa (Castang et al., 2008).

Els membres d’aquesta familia més estudiats son les proteines H-NS d’E. coli i S.

enterica serovar typhimurium i el seu paraleg StpA.
1.2.1. La proteina H-NS
1.2.1.1. Caracteristiques generals de la proteina H-NS

La proteina H-NS esta codificada pel gen /ns, el qual es troba localitzat al minut 27,8
del cromosoma d’E. coli. Es tracta d’un gen de copia Unica, encara que el mateix
cromosoma també codifica per un gen paraleg, el gen stpA. El gen hns es transcriu
independentment dels gens que el flanquegen i és capa¢ d’autoregular negativament la
seva propia expressio (Hulton et al., 1990; Dersch et al., 1993; Ueguchi i Mizuno, 1993;
Falconi et al., 1993). Mutacions en el gen /ns (que també ha rebut el nom d’H1, osmZ,
virR, drdX, bglY, pilG) han estat descrites en diferents espécies de bacteris Gram-
negatius al llarg del temps (Falconi et al., 1991; Hinton et al., 1992; Yoshida et al.,
1993; Mojica 1 Higgins, 1997; Donato et al., 1999; Scott et al., 2003). Aquestes
mutacions van ser descrites a causa de ’alteraci6 que produeixen sobre 1’expressio de
diferents gens que estan regulats, en molts exemples, per temperatura o osmolaritat. Les

mutacions en el gen Ans son altament pleiotropiques ja que la proteina H-NS regula
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gens que intervenen en diferents processos cel-lulars. Es considera que H-NS és un
regulador global de la transcripcié que controla ’expressié d’aproximadament el 5 %

dels gens a E. coli (Hommais et al., 2001).

El mecanisme molecular a través del qual H-NS actua com a modulador de I’expressid
genica encara no es coneix en tot detall. H-NS s’uneix preferentment a regions d’ADN
de doble cadena, corbades i riques en AT (Bracco et al., 1989; Yamada et al., 1990;
Owen-Hughes et al., 1992). Com ja s’ha esmentat, H-NS ¢és basicament un repressor de
I’expressid genica ja que, un cop unit a I’ADN, forma uns complexes nucleoproteics
que impedeixen la transcripcio per I’ARN polimerasa. Degut al paper que juga en el
control de I’expressi6 de material geénic obtingut per transferéncia horitzontal
(Horizontal Gene Transfer, HGT), recentment molts autors s’han referit a H-NS com a
repressor universal i guardia del genoma (Fang i Rimsky, 2008; Dillon i Dorman,

2010).

Pel que fa referéncia a 1’estructura, H-NS presenta dos dominis proteics: el domini N-
terminal és el responsable de I’oligomeritzacid, mentre que la unié a I’ADN es produeix

en el domini C-terminal (Ueguchi et al., 1996; Shindo et al., 1999) (Fig. 1.5).

H1 H2 H3
— -y
MSEALKILNNIRTLRAQARECTLETLEEMLEKLEVVVNERREEESARAAEVEER TRKLOOYRENL IADGIDPNELLY
1 10 20 30 40 50 60 70

| Oligomerization domain

Flexible
linker

L1 B1 L1" B2 L2 H4 L3 34

SLARVESGTEKRERAQRPAKY SYVDENGETKTWTGQGRTPAVIKKAMDEQGKSLDDFLIKQ
80 a0 100 110 120 130

/\| Nucleic acid-binding domain |

TRENDS in Microbiology

Fig. 1.5. Representaci6 esquematica dels dominis funcionals de la proteina H-NS. Es mostra el domini
N-terminal, que conté tres a-helixs (H1, H2 i H3), a través del qual H-NS forma oligomers
interaccionant amb si mateix o amb altres proteines (de 1’aminoacid 1 al 64), la regio6 flexible central i
el domini C-terminal d’unié a I’ADN format pels bucles B1 i B2 i acabat en una o helix (H4) i una

helix a 3,0. Extret de Tendeng i Bertin, 2003.

Tot 1 que el domini N-terminal es defineix com el domini d’oligomeritzacid, s’ha descrit
que els 20 primers aminoacids d’aquest domini son els responsables del silenciament
genctic exercit per H-NS (mutacions en aquests aminoacids eviten la formacio
d’oligomers d’elevat ordre). A més, aquesta regid participaria també, juntament amb el
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domini C-terminal, en el reconeixement de les zones d’ADN corbades 1, per tant, en la
unié a ’ADN (Dorman, 2004). El domini N-terminal d’oligomeritzaci6é de la proteina
H-NS i permet, a més de la formacié d’oligdomers, interactuar amb altres proteines que
mostrin el mateix tipus de domini (Dorman ef al., 1999). Aquesta formacid

d’heteromers permet una modulacio diferent de I’expressid genica.

Existeix controversia pel que fa a 1’estat d’oligomeritzacié que presenta H-NS a la
cel-lula, tot i que sembla que es troba predominantment en forma de dimer o d’oligdomer
(Ueguchi et al., 1996; Smyth et al., 2000). Els dimers d’H-NS contenen dos dominis
d’uni6 a I’ADN els quals permeten la formacido de “ponts” ADN-H-NS-H-NS-ADN.
Aquesta capacitat de formar “ponts” amb I’ADN és essencial perque H-NS pugui
desenvolupar les seves funcions biologiques (Dame et al., 2005; Dame et al., 2006;

Dorman, 2007; Stoebel et al., 2008).
1.2.1.2. Unioé a ’ADN i control de la transcripcié

Com ja s’ha esmentat, H-NS s’uneix a regions no especifiques de I’ADN riques en AT i
que contenen una corbatura intrinseca. Tanmateix, un estudi recent ha identificat una
seqiiencia d’ADN, 5’-TCGATATATT-3’, a la qual H-NS s’uniria amb una gran afinitat
(Lang ef al., 2007). Un gran nombre de promotors d’E. coli contenen aquestes regions
d’ADN de doble cadena, corbades i riques en AT per les que H-NS té gran afinitat
(Bracco et al., 1989). Tot i aix0, existeixen alguns casos, com en els gens proU i bgl, en
que H-NS requereix, a més de la unié amb el promotor, la interaccido amb regions que es
troben després de I’inici de transcripcid, denominades DRE (Downstreem Regulatory

Elements) (Nagarajavel et al., 2007).

La uni6 d’H-NS a I’ADN t¢é lloc en dos passos: una interaccio inicial del dimer d’H-NS
a la cadena d’ADN, seguida de la unié cooperativa que permet la formacié de “ponts”
entre zones distals del cromosoma (Dame ef al., 2005, 2006; Dorman, 2007). Aquesta
capacitat de formar “ponts” permet a H-NS actuar tant com a compactador de

I’estructura del nucleoide com a regulador de 1’expressio génica de manera simultania.

Pel que fa al mecanisme molecular a través del qual H-NS és capa¢ de regular la

transcripcio, s’han postulat dues hipotesis: el silenciament transcripcional degut a la

formacid de complexes nucleoproteics que impedeixen la progressio de la transcripciod
per ’ARN polimerasa (Schroder 1 Wagner, 2000; Prosseda et al., 2004; Madhusudan e?
al., 2005; Shin et al., 2005) 1 la repressio via topologia de I’ADN (Hulton ef al., 1990;
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Tupper et al., 1994; Mojica 1 Higgins, 1997). En ambdos casos es produeix la unié d’H-
NS a llocs especifics, habitualment seqiliencies corbades relacionades amb algun
promotor, produint-se una nucleacio i polimeritzacié de molecules d’H-NS al llarg de la
seqiiencia d’ADN (Williams 1 Rimsky, 1997). Aquest procés condueix al cobriment de
200-500 pb (Amit et al., 2003), i és el responsable de la inhibicid de 1’activitat del

promotor en qiiestio.

El model de silenciament transcripcional proposa la formacid d’un complex

nucleoproteic H-NS-ADN que impedeix la correcta uni6 de I’ARN polimerasa i altres
factors de transcripcid al promotor. Aquest model inclou dos possibles mecanismes de
repressio en els quals el complex nuceoproteic provocaria: (i) 1’oclusié de 1’accés de
I’ARN polimerasa al promotor (Prosseda e al., 2004) (Fig. 1.6) o (ii) la captura de
I’ARN polimerasa (Schroder i Wagner, 2000; Madhusudan et al., 2005; Shin et al.,
2005) (Fig. 1.7). El silenciament transcripcional causat pel complex nucleoproteic H-
NS-ADN respon a senyals de tipus ambiental o a la unié d’altres proteines o factors de
transcripcio (Dorman i Deighan, 2003). Aquest és el cas, per exemple, del control per
temperatura dels gens Aly d’E. coli (Madrid et al., 2002b) i del promotor de virF de
Shigella flexnerii (Falconi ef al., 1998; Prosseda et al., 2004) (Fig. 1.6).

OOC

Fig. 1.6. Regulacid del gen virF de Shigella flexneri per la proteina H-NS. El promotor del gen virF’
presenta dues seqiiencies d’uni6 a la proteina H-NS (posicions -1 i -250). A baixa temperatura, es
forma un complex nucleoproteic que impedeix la uni6é de I’ARN polimerasa i, per tant, es reprimeix la
transcripci6. Un increment en la temperatura causa un canvi en I’estructura de I’ADN que provoca la
perdua de contacte entre les molécules d’H-NS, fet que condueix a una desestabilitzacid del complex i

una desrepressio de I’expressio del gen virF' (Dorman, 2004).
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En el cas dels gens rrn d’E. coli (Schréder i Wagner, 2000), la uni6 d’H-NS a I’ADN
provoca la captura de I’ARN polimerasa 1 la consegiient aturada de la transcripcio (Fig.

1.7).

Fig. 1.7. Model de repressio de la transcripcio per
H-NS en operons rrn de I’ARN ribosomic.
L’oligomeritzacid de la proteina H-NS al llarg de
determinades regions condueix a la formacié d’un
complex que evita que I’ARN polimerasa escapi
del promotor i inicii la transcripcid. La proteina
Fis (en rosa) antagonitza en aquest cas la
repressio mediada per H-NS, per disrupcié del
complex i D’alliberament de I’ARN polimerasa

atrapada (Dorman, 2004).

/Cf-rj%m Transcription blocked

+Fis
H-M5 radaasad

Aquest model de repressid de la transcripcid per H-NS descrit en operons rrn de I’ARN
ribosomic va ser recolzat per dos estudis d’immunoprecipitacié de cromatina “ChIP-
chip” en els quals es va observar la co-precipitaciéo de I’ARN polimerasa 1 d’H-NS en

m¢és de la meitat dels llocs d’unié d’H-NS (Grainger ef al., 2006; Oshima et al., 2006).

L’altre model postulat per Hulton et al. s el de repressio via topologia de ’ADN el

qual deriva de l’observacid que la proteina H-NS pot actuar directament sobre la
topologia de I’ADN 1 produir canvis conformacionals a nivell local. Les curvatures
causades a ’ADN per la uni6 d’H-NS impedirien la correcta uni6 d’altres proteines,
factors de transcripcid i sobretot de I’ARN polimerasa al promotor (Hulton ef al., 1990).

Esta descrit que molts promotors son sensibles al superenrotllament de I’ADN 1 que un
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augment de la flexibilitat pot promoure 1’activitat d’un promotor (Tupper et al., 1994).
En aquest cas, la formacid del complex nucleoproteic H-NS-ADN podria provocar una
disminuci6 de la flexibilitat d’aquest, i aquesta rigidesa del promotor impediria que es
portés a terme la transcripcié del gen. A més, aquests complexes també eviten la uni6 de
I’ARN polimerasa a la seqiiéncia de I’ADN (Spassky et al., 1984; Rimsky et al., 2001;
Schroder i Wagner, 2002).

Els canvis en les propietats fisico-quimiques de la regi6 de I’ADN on s’uneix H-NS
poden ser essencials perque es produeixi la uni6 i es formi 1’estructura de “pont” ADN-
H-NS-H-NS-ADN. A més dels efectes directes sobre I’estructura de I’ADN, la
temperatura i/o altres factors poden influir en la capacitat d’H-NS per
dimeritzar/oligomeritzar i per interaccionar amb I’ADN (Ono et al., 2005; Stella et al.,
2006). De fet i com ja s’ha indicat anteriorment, H-NS pot actuar com un sensor de
canvis ambientals com la temperatura, 1’osmolaritat o 1’anaerobiosi 1 regular aixi

I’expressio de diferents gens en resposta a aquets canvis.

De tots els gens descrits a E. coli que es troben directa o indirectament afectats per la
proteina H-NS, un 35% formen part de I’embolcall cel-lular o estan regulats en funcid
dels canvis ambientals (osmolaritat, temperatura, pH o disponibilitat d’oxigen). Un 20%
esta implicat en la fase de creixement i codifiquen per a proteines implicades en
I’aparell transcripcional o traduccional. Per altra banda, un altre 35 % dels gens afectats
per la proteina H-NS soén de funcié desconeguda, fet que indica que encara queden
molts aspectes de la regulacid d’aquesta proteina que no es coneixen (Hommais et al.,
2001). Recentment, Ono i col-laboradors han determinat quins sén els gens expressats
diferencialment com a resposta a la temperatura a S. Typhimurium, i han observat que la
termoregulacié del 77% d’aquests gens depen de la proteina H-NS (Ono et al., 2005).
S’ha proposat que canvis en la temperatura o I’osmolaritat eviten la polimeritzacié d’H-

NS al llarg de ’ADN (Dorman i Deighan, 2003).

A més de la regulacié de I’expressid genica, H-NS també participa en altres processos
cel-lulars com ho demostra el fet que els mutants Ans presenten fenotips pleiotropics.
S’ha proposat la implicaci6 d’H-NS en processos de replicaci6 de ’ADN 1 cicle
cel-lular. Estudis de citometria de flux en mutants 4ns d’E. coli han permes detectar una
disminucié de la concentracié d’origens de replicacidé o ploidia, aixi com un reduit

nombre d’origens per cel-lula respecte a una soca salvatge (Atlung i Hansen, 2002). Per
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ultim, la proteina H-NS pot actuar també a nivell post-transcripcional, jugant un paper
important en 1’estabilitat de I’ARN missatger o millorant 1’eficiéncia de traduccid

(Yamashino et al., 1995; Deighan et al., 2000; Brescia et al., 2004; Park et al., 2010).
1.2.1.3. Regulacié de gens adquirits horitzontalment

El paper de la transferéncia horitzontal de material genétic (Horizontal Gene Transfer,
HGT) en I’evoluci6 dels microorganismes ha estat extensament estudiat en els
microorganismes patogens, i se sap que molts dels factors de viruléncia d’aquests
bacteris han estat adquirits a partir de fonts externes com els fags, els plasmidis o els
transposons. L’adquisicid d’aquests elements permet un augment del repertori
funcional. Aquestes regions mobils tenen certes caracteristiques comunes que les fan
recognoscibles, com el fet que son relativament més riques en AT que el propi

cromosoma (Navarre ef al., 2007).

L’adquisicié de material genétic extern pot causar una disminucio del fitness del bacteri
receptor, ja sigui per integracié de material en determinades regions funcionals del
genoma, o per la incorporacio de gens perjudicials per a la cel-lula receptora. Fins i tot,
en el cas de 1’adquisicié de nou material que proporcioni a la cél-lula alguna funcié
d’utilitat, també es pot produir un impacte negatiu degut a que les noves adquisicions no

estan integrades en els circuits de regulacid del bacteri.

Recentment, s’ha descrit el paper d’H-NS en el silenciament de 1’expressidé genica
d’elements gendmics adquirits de manera horitzontal. Es més, el fet que H-NS s’uneixi
quasi exclusivament a regions riques en AT 1 que tot i ’absencia d’H-NS es mantingui
I’estructura del nucleoide (Brunetti et al., 2001; Zimmerman, 2006), han suggerit que
una funcié important d’H-NS ¢és silenciar I’expressié d’ADN HGT (Lucchini et al.,
2006; Navarre et al., 2006; Pflum, 20006).

Diversos estudis d’immunoprecipitacié de cromatina “ChIP-chip” duts a terme en els
genomes d’E. coli (Grainger et al., 2006; Oshima et al., 2006) i de Salmonella
Typhimurium (Lucchini et al., 2006; Navarre et al., 2006) han evidenciat la unié d’H-
NS a regions d’ADN riques en AT adquirides per transfereéncia horitzontal. En el cas de
Salmonella, aquestes regions pertanyen a gens de viruléncia, molts dels quals estan
localitzats en plasmidis (O’Byrne i Dorman, 1994) i en illes de patogenicitat (Rhen i
Dorman, 2005; Abrahams 1 Hensel, 2006; Ellermeier 1 Slauch, 2007).
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o]

La mutacid Ans en bacteris portadors de plasmidis i illes de patogenicitat dona lloc a una

disminucié en el fitness bacteria, el qual queda restablert quan es complementa amb H-

NS. Per tant, H-NS és essencial per la prevencié de la disminuci6 del fitness associat a

una descontrolada expressié dels gens codificats en aquests elements adquirits per

transferéncia horitzontal (Lucchini ef al., 2006). El mecanisme mitjangant el qual es du

a terme el control del material génic extern permetent que la c¢l-lula adquireixi noves

funcions sense cap compromis en el fitness s’anomena silenciament xenogenic (Fig.

1.8) (Navarre et al., 2007).

membrane
N
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Quan la cel-lula requereix I’expressié d’aquests elements, H-NS ha de permetre la seva

expressid alliberant el fragment d’ADN al que es troba unit. Els mecanismes mitjangant

Fig. 1.8. Adquisici6 d’ADN extern facilitat
pel silenciament xenogenic. La uni6 d’H-NS
a les seqiiéncies riques en AT silenciarien
I’expressi6 de I’ADN.  Determinades
condicions o la intervencié de proteines
especifiques  podria  alliberar  aquest
silenciament i permetre 1’expressié de I’ADN
quan es donessin les condicions adequades.

Extret de Navarre et al., 2007.

els quals H-NS desfa els complexes de repressio que impedeixen 1’expressio dels gens

adquirits horitzontalment s’anomenen mecanismes de contrasilenciament. Fins al

moment, s’han postulat 4 mecanismes de contrasilenciament (Fig. 1.9) (Navarre ef al.,

2007):
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A. El trencament dels complexes d’H-NS a causa de la multimeritzacio

d’antagonistes com per exemple H-NST (proteina H-NS truncada amb activitat
antagonista davant H-NS) (Williamson i Free, 2005) o la proteina 5.5 del fag T7
(Alietal., 2011).

. La competencia per la unio a I’ADN de proteines d’uni6 especifica amb una alta

afinitat per ’ADN, com per exemple ToxT o RovA.

. L’activacio d’alguns promotors com el promotor spv de Salmonella o el

promotor hdeAB d’E. coli pel factor sigma alternatiu ¢°. L’ARN polimerasa en
associacid amb ¢° podria activar selectivament gens xenoggnics sota certes
condicions d’estreés, condicions en les que la seva expressido podria resultar

beneficiosa.

D. Les alteracions en la geometria del promotor causades per proteines d’unié o

canvis ambientals, que trenquen la formacié del complex H-NS, com per

exemple al promotor virF de Shigella.

Aquests mecanismes no son excloents entre ells i és possible que existeixi més d’un

mecanisme que pugui estar actuant en algun d’aquests promotors (Navarre et al., 2007).

A < B
%v&é H.{}ST
S

omoter ¢ etitio
antagonism of DINROTGE COMpELTIoN

Iti izati by sequence-specific
L lmFe‘r:‘leaTlon 5 a DNA-binding proteins
(e.9. H-NST) Fiand) (e.g. ToxT, RovA)

transcription temperature-
by alternative or protein-induced
sigma-factors GENE alterations in
(e.g. RpoS at the promoter geometry
hdeAB promoter) (e.g. virF promoter)
_____________
T — ——————— =
(oo i
geometry changes
C af higher temperature D

Fig. 1.9. Mecanismes proposats de contrasilenciament de I’expressié d’ADN xenogénic. Extret de

Navarre et al., 2007.
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1.2.2. La proteina StpA, paraleg d’H-NS

El gen stpA (Supressor of td mutant phenotype A) va ser identificat I’any 1992 en base
a la seva habilitat de suprimir el fenotip mutant en el gen td del bacteriofag T4
contingut en un plasmidi (Zhang i1 Belfort, 1992). Poc després, la proteina StpA va ser
identificada per la seva capacitat, al ser sobreexpressada, de complementar la repressio
exercida per H-NS sobre el gen adi (Shi 1 Bennett, 1994). A partir d’aquest moment,
StpA va ser reconeguda com a paraleg d’H-NS a E. coli.

StpA 1 H-NS tenen gairebé el mateix tamany molecular (134 i 137 residus,
respectivament) 1 mostren un 58% d’identitat pel que fa a la seqiiencia d’aminoacids. La
identitat s major en el domini C-terminal d’uni6 a ’ADN (73% d’identitat) que en N-

terminal (51% d’identitat) (Fig. 1.10).

H-N35 M3EALKITNNIRTLEAQARECTLETLEEML.EKL.EVVVHERREEESAR A RFVEERTRFLQQ 60
Stpd MSVMLOSINNIRTLRAMAREFSIIVLEEMLEKFEVVIKERREEEEQRORELAFROEKTST &0
H-HN35 YREML.IADETIDFNELLNST.A

Stpd '.\'I_EI_I{Z‘LE;:)C-II'I?EELLC—IISS.—._ E
H-N35 FAMDEQGHSLODFLIKG 137

StpA :,ZJJE—,:‘.EI_:'J LI-- 134

e & kEkEhkEEREK

Fig. 1.10. Alineament de les seqiiencies H-NS i StpA. Els asteriscs indiquen identitat, els dos punts

forta similitud i el punt similitud.

Donada I’elevada similitud entre la seqiiencia d’StpA 1 H-NS, no sorprén el fet que
també comparteixin algunes funcions i mecanismes d’acci6. Les dues proteines poden
contenir el superenrotllament, unir-se a regions corbes de I’ADN i inhibir la
transcripcio. A més, existeix una regulacidé creuada de 1’expressido entre ambdues
proteines les quals també poden autoregular la seva propia expressio (Sonden i Uhlin,
1996; Zhang et al., 1996). En mutants /ns, I’expressio d’stpA es troba molt augmentada,
la qual cosa compensa parcialment el fenotip d’aquests mutants sns (Sonnenfield et al.,
2001; Free et al., 1998). El conjunt de gens regulats per StpA a E. coli es troba englobat
dins del regulé H-NS (Fig. 1.12). Es a dir que, en condicions estandard de creixement al
laboratori (medi LB, creixement a 37°C), no s’ha identificat cap gen que estigui regulat
unicament per StpA (sense estar-ho també per H-NS) (Dorman ef al., 1999; Doetsch et

al., 2010). De manera coherent amb aix0, mentre que la mutacid Ans provoca uns
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efectes evidents en el creixement i en I’estructura cel-lular, a E. coli el mutant szp4 no
mostra un fenotip especific. En canvi, a diferéncia d’E. coli, a Salmonella aquesta NAP

controla I’expressid d’un 5% dels gens del genoma (Lucchini ez al., 2009).

StpA 1 H-NS poden interaccionar i formar complexes H-NS-StpA, la qual cosa evita la
proteolisi d’StpA per accié de la proteasa Lon (Johansson et al., 2001). En soques
mutants sns, 1’estabilitat d’StpA in vivo es veu disminuida degut a la seva degradacié
(Johansson i1 Uhlin, 1999). A més, StpA, igual que H-NS, t¢é la capacitat d’unir-se a la
proteina Hha i al seu paraleg YdgT (Paytubi et al., 2004). La formaci6 dels complexes
amb Hha i YdgT també protegeix a StpA de la rapida degradacid in vivo per la proteasa

Lon.

S’ha evidenciat que els patrons d’expressié al llarg de la corba de creixement d’StpA i
d’H-NS so6n diferents. Sota condicions de creixement exponencial, el nombre de
molecules d’H-NS estimat €s de 20.000, mentre que el d’StpA €s només d’unes 200
(Spassky et al., 1984; Sonden i1 Uhlin, 1996; Williams i Rimsky, 1997; Free 1 Dorman,
1997). En medi ric, StpA no és abundant, trobant-se només induida la seva expressio en
un periode determinat de la fase exponencial de creixement. En canvi, sota condicions
d’estrés osmotic, a elevada temperatura o en condicions de creixement en medi minim,
I’expressio d’stpA esta induida (Free 1 Dorman, 1997). A més, StpA i H-NS es
comporten de manera diferent davant estimuls ambientals pel que fa a la formacid de
filaments amb I’ADN i a I’estabilitat d’aquests. La integritat de 1’estructura dels
filaments que forma StpA amb I’ADN ¢és insensible als canvis pel que fa a la forca
ionica (50-300mM KCl), a la temperatura (23-37°C) i al pH (6,6-8,8), a diferéncia dels
ponts ADN-H-NS els quals es trenquen a 200 mM de KCI i 37°C. Aquest diferent
comportament suggereix un possible paper d’StpA, independent d’H-NS, en la
resisténcia a I’estrés osmotic 1 al xoc térmic (Lim et al., 2011). A S. Typhimurium els
gens que depenen d’StpA corresponen a un subconjunt especific del regulo H-NS que
estd predominantment sota el control positiu de o°° (RpoS), CRP-cAMP i PhoP
(Lucchini et al., 2009). La regulacié d’aquests gens exercida per StpA varia en funcid
de la fase de creixement. Durant la fase de creixement exponencial StpA modula els
nivells de o°° per tal de prevenir ’activacié d’aquesta. En canvi, al final de la fase
exponencial StpA activa el regul6 CRP-cAMP (Fig. 1.11). StpA no té un paper
regulador ni en la fase exponencial primerenca ni en fase estacionaria. Per aixo, StpA de

Salmonella s’ha considerat recentment com a un nou regulador especific de la fase de
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creixement (fase exponencial mitja 1 tardana) que juga un paper fisiologic important

relacionant els nivells de 6 amb la disponibilitat de nutrients (Lucchini ez al., 2009).

0 |

_StpA —— - _ —=

!

CRP regulon " \ - pagC
: ; rssC xxxX?
glpF_mglA
—|:T> !
dctA
Resistance to
CAMPs
{MEP + LEP)
Nutrient Stress Degradation
acquisition response
(LEP) {MEP)

Fig. 1.11. Model del control de la transcripcié mediat per StpA a S. Typhimurium. StpA regula els
gens de resposta a canvis ambientals pertanyents als regulons ¢°°, PhoP i CRP-AMPc de manera
dependent de la fase de creixement a través de diferents mecanismes. (i) Durant la fase exponencial
mitja (Middle Exponencial Phase, MEP), StpA regula els gens dependents de ¢°* mitjancant la
modulaci6 dels nivells de la proteina o™ a través de la proteina anti-adaptadora RssC. StpA també
influeix negativament en els nivells de o™* en abséncia de RssC a través d’un mecanisme addicional
per la repressié a nivell post-traduccional d’un altre modulador de o que queda per determinar.
L’efecte negatiu d’StpA sobre els nivells de o™ en fase MEP no es produeix durant la fase de
creixement exponencial tardana (Late Exponential Phase, LEP) degut a queé el control de 1’estabilitat
de 6°® probablement és compensat a nivell de I’ARNm d’7poS. StpA és també essencial per la
modulacié dependent glucosa dels nivells de 6. (ii) La regulacié dels gens dependents de CRP-
cAMP (per exemple, glpF, dctA, mgl4) es limita a la fase exponencial tardana (LEP). (iii) StpA
reprimeix la transcripcio dels gens dependents de PhoP (per exemple, pagC) tant en MEP com en
LEP, i modula la resisténcia a péptids antimicrobandans cationics (CAMPs). L’area ombrejada en
verd indica els mecanismes que només s’observen en LEP. Les linies discontinues indiquen la

regulacio a través d’un hipotétic o desconegut mecanisme. Extret de Lucchini ef al., 2009.

1.2.3. Coexisténcia de diferents paralegs d’H-NS en una mateixa cél-lula

L’evolucié en el camp de la seqiienciacié de genomes ha permes el descobriment de
diversos gens que codifiquen per homolegs o proteines que interaccionen amb H-NS
(Bertin et al., 2001; Tendeng i Bertin, 2003). Curiosament, molts d’aquests estan
codificats en elements genomics transmissibles horitzontalment, estant molts

involucrats en virulencia. El motiu pel qual en una cel-lula coexisteixen diverses
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proteines que comparteixen una mateixa funcidé reguladora de I’expressid genica és
desconegut. Una hipotesi seria que precisament el rol d’aquests homolegs fos regular
I’expressid dels gens codificats en els mateixos plasmidis o illes en les que sén
transmesos. Diversos estudis sobre aquests homolegs d’H-NS donen suport a aquesta
hipotesi: (i) La proteina H-NSgy7, codificada pel plasmidi R27 de S. Typhimurium,
silencia predominantment gens adquirits per HGT, sense exercir cap efecte sobre gens
cromosomics regulats per H-NS propi de la cel-lula com son resd, psiF, proV i stpA
(Bafios et al., 2009), (i) La proteina Ler d’E. coli enteropatogénica, amb un domini
d’uni6 a I’ADN homoleg a H-NS, controla 1’expressioé de gens de viruléncia adquirits
per HGT competint amb H-NS propi i impedint la repressid génica que aquest exerceix
(Bustamante et al., 2001; Sanchez-SanMartin et al., 2001; Umanski et al., 2002) 1 (iii)
La proteina codificada pel plasmidi R446 (ORF4) i que té un extrem homoleg al domini
C-terminal d’H-NS, és important en el control de I’expressid dels pili requerits en la
conjugacio del mateix plasmidi (Tietze i Tschédpe, 1994). Una altra opcid, que no té
perque excloure la primera, és que aquestes proteines homologues fossin necessaries per
tal de modificar el patr6é de regulacio global de la cel-lula en benefici del nou element
mobil adquirit. Un exemple d’aix0 €s I’homoleg d’H-NS Sth, el qual esta codificat en
un plasmidi de Shigella flexneri (Beloin et al., 2003; Doyle i Dorman, 2006). Sth té una
homologia del 60% en la seqiiencia d’aminoacids amb H-NS i StpA i és capag
d’interactuar amb ambdues proteines (Deighan et al., 2003a). A més, és capac de
complementar una mutacié sns i afecta gens de viruléncia quan se sobreexpressa, a més
d’un paper addicional en la transmissié 1 el manteniment del plasmidi que la codifica
(Beloin et al., 2003; Doyle et al., 2007). En el treball dut a terme a Shigella, Deighan et
al. suggereixen interaccions a tres bandes entre la proteina H-NS i els paralegs
d’aquesta, StpA 1 Sth, presents a la cél-lula. En concret, descriuen la capacitat tant d’H-
NS, StpA com d’Sth per formar homodimers in vivo 1 heterodimers amb qualsevol dels
seus homolegs. A més, també indiquen una regulacié creuada entre Sth, H-NS i StpA
(tant la mutacié com la sobreexpressid d’sfh provoquen I’alteracid dels nivells d’H-NS 1
d’StpA). Aix0 planteja la possibilitat que Sth podria modular les activitats d’H-NS i
StpA, 1 viceversa (Deighan et al., 2003b).

Per altra banda, un altre cas en qué s’ha descrit una interacci6 entre paralegs d’H-NS,
¢s el cas d’Hfp, la qual també pot unir-se tant a H-NS com a StpA (Muller et al., 2010).

Hfp és una proteina codificada en una illa de patogenicitat present en soques d’E. coli
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uropatogeniques amb homologia amb H-NS i StpA. Igual que en el cas d’StpA, la
proteina Hfp t¢ activitat biologica i pot complementar algun dels fenotips Ans. A E. coli,
tant Hfp com StpA s’expressen poc a 37°C, mostrant uns nivells d’expressié diferents
en funcié de la fase de creixement. A més, mentre que la producci6é d’StpA augmenta a
temperatures superiors a 40°C, la d’Hfp es veu incrementada a 25°C (Muller et al.,
2010). Aquest patrd d’expressido oposat en resposta a la temperatura 1 a la fase de
creixement podria significar que StpA i1 Hfp rares vegades estan presents a la mateixa
cel-lula al mateix temps i que participen en diferents relacions amb H-NS (Fig. 1.12)

(Dorman, 2010).
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Fig. 1.12. Producci6 de les proteines H-NS, StpA 1 Hfp en una soca uropatogénica d’E. coli i la seva
influéncia en 1’expressio genica. La produccié de les tres proteines es mostra en funci6 del
creixement d’un cultiu bacteria. La concentracié intracel-lular de la proteina H-NS (rectangle verd)
és constant al llarg de la corba de creixement, mentre que la proteina StpA (en vermell) es produeix a
la primera part del creixement logaritmic, i la proteina Hfp (en blau) es produeix en una etapa
posterior. El conjunt dels gens regulats per H-NS esta representat en el cercle verd a la part superior
de la figura. Els subgrups de gens en qué ’expressid esta influenciada per StpA o Hfp estan

representats en vermell i blau, respectivament. Extret de Dorman, 2010.

En resum, els estudis més recents ens indiquen que la composicié del conjunt de les
proteines associades al nucleoide de la familia H-NS presents en una cel-lula és variable
en funcio de les condicions ambientals i1 de la fase de creixement, resultant en diferents

complexes de proteines heteromerics.
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1.3. La familia de proteines Hha-YmoA

La familia de proteines Hha-YmoA inclou un grup de proteines de baix pes molecular
(aproximadament 8 KDa) relacionades pel que fa a la seva seqiiéncia i que estan
involucrades en la regulacio geénica en bacteris Gram-negatius. Els gens que codifiquen
per aquestes proteines es troben exclusivament en els genomes de la familia
Enterobacteriaceae i en plasmidis conjugatius aillats d’aquests organismes (Madrid et

al., 2007b).

Els primers membres descrits d’aquesta familia van ser la proteina Hha d’E. coli i la
proteina YmoA de Yersinia enterocolitica (Cornelis et al., 1991; Nieto et al., 1991).
Aquestes dues proteines, que mostren un 82% d’identitat pel que fa a la seva seqiiencia,
regulen 1’expressio de gens que expressen factors de viruléncia i poden ser
funcionalment intercanviables (Mikulskis i Cornelis, 1994; Balsalobre ef al., 1996). Els
mutants en els gens hha 1 ymoA presenten propietats similars a les d’una soca amb
nivells reduits d’H-NS. Aquestes propietats inclouen alteracions en la regulacido de
I’expressio geénica (Cornelis et al., 1991; Carmona et al., 1993; Mourifio et al., 1996;
Fahlen et al., 2000; Fahlen et al., 2001), alteracions en el grau de superenrotllament dels
plasmidis (Carmona et al., 1993), o una freqiiencia incrementada pel que fa als
fenomens de transposicio de seqiiencies d’insercid (Mikulskis 1 Cornelis, 1994;

Balsalobre et al., 1996).
1.3.1. La proteina Hha

La proteina Hha (High Hemolytic Activity) va ser descrita inicialment com un
modulador de la toxina a-hemolisina (Nieto ef al., 1991). La sintesi d’aquesta toxina es
veu reprimida per Hha tant en condicions d’elevada osmolaritat com de baixa
temperatura (Mourifio ef al., 1994). En aquestes condicions ambientals, la repressio de
la toxina a-hemolisina es veu anul-lada en mutants #ha (Carmona et al., 1993; Mourifio
et al., 1996; Mourifio ef al., 1998). La modulacié de I’expressi¢ génica exercida per Hha
no esta restringida a 1’oper6 de I’a-hemolisina (4/y) ja que estudis posteriors indiquen la
implicacid d’aquesta proteina en la regulacidé de 1’expressio d’altres gens relacionats
amb viruléncia en E. coli, tots ells de manera estretament relacionada amb parametres
ambientals com I’osmolaritat i la temperatura (Mourifio et al., 1994; Mourifio et al.,
1996, Balsalobre ef al., 1999; Sharma i1 Zuerner, 2004;). Els estudis de transcriptomica a

Salmonella enterica serovar Typhimurium realitzats per Vivero ef al. van demostrar que
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Hha juga també en aquesta espécie un paper en la regulacié d’un elevat nombre de gens,
molts d’ells localitzats en seqiiencies d’ADN riques en AT adquirides per transferéncia

horitzontal (Vivero et al., 2008).
1.3.1.1. Estructura d’Hha i unié a H-NS

L’estructura tridimensional d’Hha va ser resolta per ressonancia magnetica nuclear
(RMN) a 25°C (Yee et al., 2002). Consisteix en quatre segments a-helix: helix 1
(residus 8-16), helix 2 (residus 21-34), helix 3 (residus 37-55) 1 helix 4 (residus 65-70)
(Fig. 1.13).

H2

Fig. 1.13. Estructura tridimensional de la proteina Hha. En
vermell s’indiquen les estructures a-helix. Adaptat de Yee et

al., 2002.

Les helixs 1 1 2 d’Hha estan situades a la meitat N-terminal de la proteina. L’helix 3

uneix els dominis N i C-terminal, el qual consisteix en 1’helix 4.

Es important indicar que I’estudi de la interaccié ADN-proteina mitjangant ’analisi de
retard en gel va permetre observar que la proteina Hha no és capa¢ d’unir-se
directament a seqiiencies especifiques d’ADN de I’opero6 de 1I’a-hemolisina (4ly). Enlloc
d’aix0, Hha s’uneix a la proteina H-NS, la qual interacciona amb regions especifiques
de les seqiiencies reguladores d’aquest oper6 (Nieto et al., 2000; Madrid ef al., 2002b).
Aquests resultats indiquen que el complex Hha-H-NS és necessari per reprimir de
manera eficient 1’a-hemolisina. Aquest fet és coherent amb 1’observacio que la maxima
desrepressid de 1’expressid de I’hemolisina codificada per I’operd Aly es déna en un

doble mutant hns hha (Nieto et al., 2000).

La seqiiencia d’aminoacids de la proteina Hha mostra un remarcable grau de similitud,
tenint en compte la llargada de la seqiiencia, amb el domini N-terminal

d’oligomeritzacié d’H-NS (Nieto ef al., 2002) (Fig. 1.14).
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H-NS MSEALKILNNIRTLRAQARECTLETLEEMLEK - LEVVVNERREEESRRRREVEERTR-K 57
Hha MSE--KPLTEKTDYLMRLRRCQTIDTLERVIEKNKYELSDNELAVFY SRADHRIAELTMNE S8
H-NS LOQY¥REMLIADGI DFNELLN S LA RVK SGTHAKRAQRPAKY SYVDENGETHKIWTI GRERTEL 117
Hha LY———————— L SEVHKF IR ——mm—m m e e e 72
H-NS VIKFRMDEQGESLDDFLIER 137

Hha =0 -

Fig. 1.14. Alineament de les seqliencies d’aminoacids d’H-NS i Hha. Els asteriscs indiquen identitat,

els dos punts forta similitud i el punt similitud.

La interaccié d’Hha amb la proteina H-NS va ser demostrada per estudis d’interaccio de
proteines (Nieto et al., 2000). L’analisi mutacional de la proteina Hha va indicar que
gairebé tota la seqiiencia d’aquesta proteina contribuia a la interacci6 amb H-NS (Nieto
et al., 2002). A més, la proteina quimerica obtinguda remplacant el domini N-terminal
d’H-NS (residus 1-64) pels 60 primers residus d’Hha va complementar parcialment

alguns dels fenotips observats en un mutant /sns (Rodriguez et al., 2005).

Estudis posteriors han permes determinar per ressonancia magnetica nuclear (RMN) els
canvis conformacionals d’Hha provocats per la uni6 amb H-NS (Garcia et al., 2005). La
interaccido d’Hha amb H-NSg4 (residus 1-64 d’H-NS corresponents al domini N-terminal
d’oligomeritzacid) va mostrar la pertorbacié de diversos residus d’Hha (tant de la
superficie com de la part central hidrofobica de la proteina). Aixo indica que Hha pateix
un rearranjament conformacional després d’interaccionar amb H-NS (Madrid et al.,

2007a) (Fig. 1.15.).

Fig. 1.15. Estudi de les pertorbacions induides per H-NS en I’estructura d’Hha. Els residus més
afectats estan marcats en groc. A. Estructura tridimensional d’Hha. B. Representacié de la superficie

d’Hha. Extret de Madrid ef al., 2007.

26



INTRODUCCIO

Estudis mutacionals duts a terme recentment han permes identificar el residu D48 d’Hha

com a essencial perque tingui lloc la interaccié amb H-NS (de Alba et al., 2011).
1.3.1.2. Hha com a modulador global de I’expressié génica

Els estudis sobre el mecanisme d’accié de la proteina Hha es basen en I’estudi de
I’efecte que aquesta exerceix en funcid de canvis ambientals sobre 1’operd hlyCABD
(que codifica per la toxina a-hemolisina) present en plasmidis d’E. coli (Godessart et

al., 1988; Nieto et al., 1991; Carmona et al., 1993).

La proteina Hha és forca menys abundant que H-NS, la qual cosa significa que només
una fraccido d’H-NS pot interaccionar amb Hha. Aixo estaria relacionat amb el fet que el
nombre de gens desregulats en un mutant #ha €s inferior al d’un mutant /ns (Balsalobre
et al., 1999; Hommais et al., 2001). De fet, estudis transcriptomics duts a terme a E. coli
1 Salmonella han evidenciat que els complexes Hha-H-NS modulen 1’expressio de
només una part dels gens regulats per H-NS (Vivero et al., 2008; Garcia-Contreras et

al., 2008; Bafios et al., 2009).

Com ja s’ha esmentat a I’apartat referent a H-NS, recentment s’ha indicat un important
paper d’aquesta proteina en el silenciament d’elements geénics rics en AT adquirits per
transferéncia horitzontal en bacteris entérics. L’estudi transcriptomic de mutants per les
proteines Hha i pel seu paraleg YdgT realitzat a S.Typhimurium va evidenciar que els
gens alterats en aquests mutants també¢ corresponen a seqiiencies d’ADN riques en AT
adquirides per transferéncia horitzontal (Vivero et al., 2008). Estudis posteriors van
corroborar que les proteines de la familia Hha intervenen, a través de la interaccié amb
H-NS, en el silenciament selectiu de gens adquirits de manera horitzontal: mentre que la
repressid dels gens propis de la cél-lula la duen a terme homoligomers d’H-NS, el
silenciament dels fragments d’ADN HGT implica la formacié de complexes H-NS-Hha
(Bafios et al., 2009). Una caracteristica addicional comuna per les families de NAPs H-
NS i Hha és el fet que els membres d’ambdues families estan codificats en plasmidis de
la familia de les Enterobacteriacies. Es destacable que el 55% d’aquests plasmidis
codifica simultaniament per un paraleg d’H-NS 1 per un paraleg d’Hha (Takeda et al.,
2011). Per tant, el sistema Hha-H-NS presenta unes caracteristiques evolutives uniques
pels bacteris enterics. La capacitat de discriminar selectivament entre ADN propi o
HGT estaria permetent el manteniment de I’ADN que es transmet horitzontalment de

manera silenciada, donant als bacteris entérics un avantatge competitiu a 1’hora
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d’adaptar-se a noves condicions ambientals, incloent també la invasié de I’hoste (Bafios

et al., 2009).

Per altra banda, s’ha descrit un paper addicional d’Hha com a inhibidor de la formacio
de biofilm, rol pel qual podria no requerir la unié6 amb H-NS (Garcia-Contreras et al.,
2008). Aquest efecte €s degut a la repressio exercida per Hha sobre la transcripcid dels
codons rars d’ARN de transferéncia (ARNt) argU 1 ileY. L’addicié d’aquests codons en
una soca que sobrreexpressa /#ha restaura les fimbries tipus 1 1 atenua aixi I’efecte d’Hha
en la formacid de biofilm. A més, Hha interacciona amb 15 gens o a regions
intergeniques dels profags CP4-57 1 DLPI12, incloent regions properes als llocs
d’integracio (atr). Aquests profags estan involucrats en la formaci6 de biofilm aportant
funcions relacionades amb la motilitat i el metabolisme de nutrients. L’estudi de
I’efecte de la proteina Hha un cop unida als gens de profags va permetre observar que
aquesta era capag de provocar la lisi cel-lular mitjancant la induccid de gens litics del
profag i I’activacié de toxines via proteases (Garcia-Contreras et al., 2008; Wang ef al.,

2009).

En resum, Hha en els enterobacteris probablement exerceix dues funcions diferenciades:
el co-silenciament amb H-NS de gens adquirits per transferéncia horitzontal i la

regulacié de gens relacionats amb la formaci6 de biofilms.
1.3.2. La proteina YdgT, paraleg d’Hha

La proteina YdgT ¢€s una proteina de pes molecular similar a Hha (8 KDa) que és capag,
quan se sobreexpressa en un mutant hha, de compensar parcialment alguns dels fenotips
propis d’aquesta mutacid (Paytubi et al., 2004). Per aquest motiu, YdgT va ser descrita
com a paraloga d’Hha (Paytubi et al., 2004).

YdgT, de la mateixa manera que Hha, és capa¢ d’unir-se al domini N-terminal
d’oligomeritzaci6 d’H-NS (Paytubi et al., 2004). De fet, entre les seqiieéncies
d’aminoacids d’YdgT 1 d’Hha existeix un 38% d’identitat 1 un 67% de similitud
(Paytubi et al., 2004) (Fig. 1.16).

28



INTRODUCCIO
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Fig. 1.16. Alinecament de les seqiiencies d’YdgT i Hha. Els asteriscs indiquen identitat, els dos punts

forta similitud i el punt similitud.

Considerant que Hha participa en la termo i1 osmo-regulacid de I’expressié de la toxina
a-hemolisina (Mourifio et al., 1996), es va estudiar I’expressié d’aquesta toxina en un
mutant ydgT (Paytubi ef al., 2004). Tot i que la mutacio en el gen ydgT no va resultar
tenir influéncia en I’expressid de 1’operd hly, els nivells d’aquesta toxina es veuen
significativament incrementats (més que en el mutant #ha) quan es combinen les

mutacions ydgT i hha (Fig. 1.17).

Fig. 1.17. Fenotip hemolitic en plaques d’LB agar-sang de soques d’E. coli portadores del plasmidi
hemolitic pHly152 A) soca salvatge, B) mutant sha, C) mutant ydgT i D) mutant hha ydgT. Extret de
Paytubi, 2004.

Paytubi et al. van observar també que en mutants hha es produeix un increment en la
transcripcio d’ydgT. Per tant, es va postular que la sobreexpressié d’ydgT que té lloc en
un mutant hha ¢s la responsable de I’atenuacié parcial del fenotip del mutant Aha

(Paytubi et al., 2004).

Pel que fa a la interaccié amb la familia de proteines H-NS, YdgT és capa¢ d’unir-se
tant a H-NS com al seu paraleg StpA. La unié d’YdgT amb H-NS es produeix en els

mateixos residus d’H-NS en els que s’uneix Hha, situats a I’h¢lix 3 (Bae ef al., 2008).

Posteriorment als resultats publicats per Paytubi i col-laboradors, Kim et al. van
descriure a YdgT com una nova proteina d’uni6 a 1’origen de replicacio d’E. coli, oriC.
Per aquest motiu, fou anomenada també Cnu (oriC-binding nucleoid-associated) (Kim

et al., 2005). Tot 1 aix0, en aquest treball es referira a aquesta proteina com a YdgT.
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Kim et al. van realitzar assaigs de citometria de flux amb mutants sha, ydgT 1 hns 1 van
detectar una disminuci6é en el nombre d’origens de replicacié o ploidia en el doble
mutant hha ydgT, de la mateixa manera que ja havia estat descrit pel mutant Ans (Atlung
1 Hansen, 2002). Aquests resultats suggereixen que la interaccié d’H-NS amb ’oriC a
través de les proteines Hha i/o YdgT és important per la replicacio del cromosoma

bacteria.

1.4. Possibles nous membres de la familia de proteines Hha-
YmoA

1.4.1. ADN polimerasa lll: la subunitat 6

En aquest capitol s’exposen les principals caracteristiques de la subunitat 6 de I’ADN
polimerasa IIl d’E. coli, ja que el treball presentat la relaciona estructural i

funcionalment amb la familia de proteines associades al nucleoide Hha-YmoA.

1.4.1.1. Caracteristiques generals de la subunitat 8 de ’ADN polimerasa

lll i del replisoma d’E. coli

E. coli conté cinc complexes d’ADN polimerasa diferents. L’encarregada de replicar el
cromosoma ¢s I’ADN polimerasa III, conjuntament amb I’ADN polimerasa I que
allarga la cadena retardada de I’ADN. Les ADN polimerases II, IV 1 V tenen un paper

en la reparacio.

L’holoenzim de I’ADN polimerasa III (HE) esta constituit per un complex dimeric de
17 subunitats, 10 de les quals son diferents (Fig. 1.18A). Cada monomer d’aquest
complex conté un nucli format per tres proteines: a-¢-0 unides estructuralment en aquest
ordre (Studwell-Vaughan 1 O’Donnell, 1993). Els dos nuclis estan connectats per un
dimer de la subunitat 7, establint aixi la disposici6 basica d’una polimerasa dimérica que
¢s capag de replicar simultaniament les cadenes lider i retardada. A més, cada HE conté,
per cada nucli, una pin¢a B (B2) encarregada de lligar la polimerasa a I’ADN per tal
d’assegurar una alta processivitat, i un complex DnaX (12736 yy) responsable de la unio6
1 alliberament de ’ADN de la pinga . A la Fig. 18A es mostren tots els components de
I’holoenzim de I’ADN polimerasa III, les subunitats corresponents, els gens que les

codifiquen i el seu pes molecular.
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Fig. 1.18. Estructura de I’holoenzim de I’ADN polimerasa III i del replisoma. A. Representacid
grafica dels components que formen ’holoenzim de I’ADN polimerasa III d’E. coli. B. Estructura del

replisoma. Extret de O’Donnell, 2006.

El conjunt de proteines encarregades de la replicacio del cromosoma bacteria
s’engloben dins del concepte de replisoma. El replisoma d’E. coli (Fig. 1.18B) esta
format per I’holoenzim ADN polimerasa III, una helicasa (DnaB), una primasa (DnaG) i
la proteina d’uni6 a les cadenes simples (SSB). L’helicasa DnaB s’uneix a la cadena
retardada 1 descargola el duplex d’ADN per davant de la forqueta de replicacio. A més,
aquesta helicasa també activa I’ARN primasa DnaG que sintetitza una cadena curta
d’ARN complementaria a la cadena retardada. La proteina SSB manté separades les
dues cadenes. Per ultim, el component més important del replisoma és 1’holoenzim
ADN polimerasa III, ja que és 1’encarregat d’unir els desoxiribonucleotids entre ells per

formar les dues noves cadenes d’ADN.

31



INTRODUCCIO

Les funcions de les tres subunitats que constitueixen el nucli catalitic de cada dimer de

I’holoenzim de I’ADN polimerasa Il en E. coli es descriuen a continuacio:

e o: Es la subunitat que té la capacitat de duplicar ’ADN (activitat ADN
polimerasa). Té un pes molecular de 129,9 kDa. Es el producte del gen

dnakE.

e & Es la responsable de corregir els errors que comet ’ADN polimerasa
(activitat 3°->5" exonucleasa). Té un pes molecular de 27,5 kDa. Es el

producte del gen dnaQ.

e 0: Es una subunitat de baix pes molecular (8,6 kDa) que esta codificada pel
gen holE. Encara no s’ha adjudicat cap funcid concreta a la subunitat 6 tot 1

que se sap que es troba unida a € incrementant la seva estabilitat (Taft-Benz

i Schaaper, 2004).
1.4.1.2. Estructura de la subunitat 6 de I’ADN polimerasa lll

L’estructura terciaria de la subunitat 6 de I’ADN polimerasa III va ser resolta per
primera vegada 1’any 2000 per técniques de ressonancia magnética nuclear (RMN)
(Keniry et al., 2000). Més endavant es va resoldre 1’estructura de 6 per RMN en un
tampd 60/40 (vol/vol) aigua-metanol obtenint d’aquesta manera més dades que
permetien una estructura més lliure (Mueller et al., 2005). Donat que en el nucli
enzimatic de I’holoenzim de I’ADN polimerasa III les subunitats 6 i € es troben
intimament unides, ’Gltima estructura de 0 correspon a ’estructura del complex 6-¢
donant aixi una idea més real de les estructures tridimensionals de les dues subunitats
presents al nucli de ’ADN polimerasa III (Keniry et al., 2006). L’estructura de 0
consisteix en tres dominis a-helix (Fig. 1.19). Quan esta unida a €, el domini N-terminal
de I’hélix 1 de 6 (Fig. 1.19, en blau) es disposa de manera paral-lela a una de les

lamines B d’e. La interficie entre 0 1 € és gran, plana 1 hidrofobica.
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1.4.1.3. Funcié de la subunitat 8 de ’ADN polimerasa lll

La funcié de la subunitat 6 del nucli de I’ADN polimerasa III, tot i ser objecte d’estudi

per diversos grups de recerca, no esta completament definida.

Slater et al. van construir el primer mutant deficient en 6 (AholE) en E. coli. La manca
de 6 va resultar en c¢l-lules viables, la qual cosa indicava que 0 no era indispensable pel
correcte funcionament del nucli de I’ADN polimerasa III (Slater ez al., 1994). Tot i aixo,
es va detectar un increment en ’activitat exonucleasa d’e quan aquesta estava unida a 0,
suggerint un possible rol de 0 en la fidelitat de la replicacié (Studwell-Vaughan i
O’Donnell, 1993).

La uni6 de 6 amb la subunitat € i la seva relacio funcional van ser estudiades
posteriorment amb mutants en € (AdnaQ) 1 en 0 (AholE) (Slater ef al., 1994). Donat que
€ ¢€s una proteina essencial, el mutant en el gen dnaQ no és viable. Per aquest motiu, es
va treballar amb al-lels recessius termo-sensibles com drnaQ49 (Horiuchi et al., 1978).
Els resultats obtinguts van demostrar que aixi com la manca d’e dona lloc a defectes en
el creixement, induccié de la resposta SOS 1 augment en la taxa de mutacions
espontanies, la perdua de 0 no causa cap d’aquets efectes (Slater et al., 1994). No
obstant, en aquest mateix estudi indiquen la possibilitat que 6 requereixi estar unida a ¢
per exercir la seva funcié. Per tant, suggereixen que el mutant dnaQ podria estar també

mancat de les funcions de 0.

Tot 1 que anteriorment ja s’havia determinat la freqiiencia d’aparicié de mutants de la
soca mutant #olE sense veure efectes significatius (Slater ef al., 1994), Taft-Benz 1
Schaaper van tornar a analitzar aquest fenotip utilitzant, en aquest cas, soques defectives

en la reparacid (mutL). Els resultats obtinguts en 1’assaig de freqiiencia d’aparicié de
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mutants en funcio de la temperatura, van evidenciar un increment tant en la substitucio
de bases com en la freqliencia de mutants amb un desplacament de la pauta de lectura en
el mutant dnaQ49 a elevada temperatura (37°C) (Taft-Benz i Schaaper, 2004). A més,
els estudis amb el doble mutant dnaQ49 holE van permetre detectar un paper de la
subunitat 0 en 1’estabilitzacié de 1’al-lel dnaQ49 depenent de la temperatura: a baixes
temperatures (25°C), la soca dnaQ49 mostra un modest fenotip mutador, pero en canvi,
la soca doble mutant dnaQ49 holE, a aquesta mateixa temperatura, mostra una activitat
mutadora elevada (1000 vegades més que en el mutant senzill dnaQ49) (Taft-Benz i

Schaaper, 2004) (Fig. 1.20).

1000

dnaQ49 AholE
100

104
Rif'A 06 1] dnaQ49
0.14

0.01 e—eﬂ;

0.001 , ——
20 25 30 35 40

Temperature (°C)

Fig. 1.20. Efecte de la mutacié holE sobre la soca mutant dnaQ (al-lel dnaQ49) en la freqtiéncia
d’aparicié de mutants resistents a rifampicina en funcié de la temperatura. Extret de Taft-Benz i

Schaaper, 2004.

Per altra banda, alguns autors han fet notar que 0 es troba majoritariament en
organismes amb una activitat correctora 3’ present en una subunitat separada (a
diferencia de les que formen part del polipéptid de la polimerasa). Aquest fet suggereix
que 0 podria ser només necessaria quan la subunitat € esta lliure (Taft-Benz i Schaaper,
2004; Chikova i Schaaper, 2005). Foster i Marinus van estudiar 1’estabilitat d’e en
mutants en les proteines de xoc de calor (‘“heat shock proteins”) DnaK, Dnal i GrpE. En
aquests mutants, I’estabilitat d’e es veu molt reduida, suggerint que la funcié xaperona
d’aquestes proteines €s important pel manteniment de la correcta conformacié d’e
(Foster 1 Marinus, 1992). Un estudi d’interactomica va detectar la interaccié de la
proteina DnaK amb la subunitat 6 (Arifuzzaman et al., 2006). Aquest resultat recolza el

paper de 6 com a estabilitzador de la subunitat € de I’ADN polimerasa III.
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1.4.1.4. Hot, el paraleg fagic de 0

La seqiienciacié el genoma del bacteriofag P1 va revelar que codifica per un homoleg
de la subunitat 6 de I’ADN polimerasa III, anomenat Hot (“homolog of theta”) el qual
mostra un 47% d’identitat i un 61% de similitud amb 6 (Lobocka et al., 2004; Chikova i
Schaaper, 2005) (Fig. 1.21).

A

B
E. coli (0) MLE-NLAXLDQTEMDKVNVDLAAAGVAFKERYNMPVIAEAVEREQPEHLRSWFRER 55
Phage pl (HOT) MYDWNIAAKSQEERDKVNVDLAASGVAYEERLNIFVIAEQVAREQPENLRTYFMER 56
E. colil6) LIAHRLASVNLSR-—--LPYEPK--LE- 76

Phage pl (HOT) LRHYRQLSLOLFKGSDFAYQKDDAVEE 82

Fig. 1.21. Alineaments de 1’estructura de la subunitat 6 de I’ADN polimerasa III i de I’homoleg Hot
del profag P1. A. Estructura tridimensional de la proteina 6 (en blau) alineada amb HOT (en rosa). B.
Alineament de les seqiiéncies d’aminoacids de 6 d’E. coli i Hot del fag P1. Els asteriscs indiquen

identitat, els dos punts forta similitud i el punt similitud. Adaptat de Mueller,G.A. 2005.

El bacteriofag P1 depén de la maquinaria de replicacio de 1’hoste i no codifica cap altre
component de ’ADN polimerasa III. Les Uniques altres proteines relacionades amb la
replicacié que el fag P1 codifica son una ADN helicasa (ban) i una proteina d’unid a

cadenes senzilla (ssb) (Lemonnier et al., 2003; Lobocka et al., 2004).

Els estudis genetics duts a terme per Chikova i Schaaper van demostrar que Hot pot
compensar el fenotip mutador del doble mutant dnaQ49 holE a baixes temperatures
(efecte “antimutador” de Hot) (Chikova 1 Schaaper, 2005). En aquets estudis es van
construir soques d’E. coli dnaQ49 i dnaQ49 holE a les que es va reemplagar el gen holE
per ’homoleg hot. Es va calcular la freqiiencia de mutaci6 i es va observar que la
presencia de Hot en el mutant dnaQ49 holE complementava ’efecte de la mutacid holE
descrita anteriorment (Taft-Benz i1 Schaaper, 2004). Sorprenentment, el mateix grup
d’investigadors van descriure que encara que Hot pot substituir a 6 en mutants dnaQ49

holE (efecte “antimutador”), també €s capa¢ de causar un augment en la freqiiencia de
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mutacio en diferents soques d’E coli (efecte “mutador”). Els experiments amb proteines
quimeriques que contenien diferents dominis de 6 i Hot van demostrar que tant les
regions N- com C-terminal eren importants per estabilitzar la subunitat €. En canvi,
unicament la regid N-terminal de Hot, a través de la qual es produeix la interacci6 amb
g, era responsable de I’efecte “mutador”. Aixo indica la importancia de la interaccid
entre 0 1 ¢ (o Hot-g) pel funcionament optim de [’activitat correctora (Chikova i

Schaaper, 2006).

Igual que en el cas del gen holE d’E. coli, el gen hot no és essencial ni per 1’establiment

1 manteniment del profag ni pel desenvolupament litic (Chikova 1 Schaaper, 2007).

En base a I’estructura del promotor, 4ot s’havia classificat com a un gen tarda, la qual
cosa no tenia sentit amb la presumible funcié en la replicacio. Posteriorment pero,
Chikova i1 Schaaper van demostrar que ’expressiéo de 4ot no es limitava als estadis
tardans sind que aquesta era activa també durant la fase lisogenica i els estadis

primerencs de la induccio litica (Chikova i Schaaper, 2007).

S’ha formulat la hipotesi que la funcid de Hot en el genoma del bacteriofag P1 ¢&s
segrestar la subunitat ¢ present i assegurar aixi la disponibilitat de 1’holoenzim de
I’ADN polimerasa III per poder dur a terme la replicacio (Chikova i Schaaper, 2005), ja

que el nombre de molécules d’aquest enzim a la cél-lula és limitat.
1.4.2. La proteina YmgB

Pel que fa a YmgB, a I’inici d’aquest treball ja trobem descrita a la literatura la relacid
estructural entre aquesta proteina i la proteina associada al nucleoide Hha (Lee et al.,
2007b). Aquests resultats suggerien una relacié funcional entre ambdues proteines. Un
dels objectius del present treball €s estudiar el possible paper de la proteina YmgB com
a reguladora de 1’expressid genica en col-laboracié amb les proteines de la familia Hha-

YmoA.
1.4.2.1. Caracteristiques generals de la proteina YmgB

El gen que codifica per la proteina YmgB es troba localitzat dins de I’oper6 ymgABC
d’E. coli. Aquest operd va ser identificat per estudis transcriptomics degut al seu paper
en el desenvolupament i estabilitat dels biofilms (Domka et al., 2007). Estudis
posteriors van demostrar que, a més de reprimir la formacié de biofilm, YmgB també

inhibeix la motilitat cel-lular 1 protegeix la cel-lula de 1’acid 1 de I’estrés oxidatiu. Degut
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a la importancia del paper d’YmgB pel que fa a la resisténcia a I’acid, Lee et al. van
reanomenar-la com a AriR (“regulator of acid resistance influenced by indole™) (Lee et
al., 2007b). Tot 1 aix0, en el present estudi ens referirem a aquesta proteina com a

YmgB.
1.4.2.2. Estructura de la proteina YmgB

L’estructura d’YmgB va ser resolta per cristal-lografia de raigs X (Lee ef al., 2007b).
Aquets estudis van permetre determinar que YmgB forma un dimer en solucid (Fig.
1.22). Cada subunitat d’aquest dimer consisteix en tres a-helixs: al (residus 27 a 44), a2
(residus 50 a 62) 1 a3 (residus 67 a 84). La regio de contacte per la que té lloc la

dimeritzacio esta situada predominantment en 1’helix al.

Fig. 1.22. Estructura tridimensional del dimer d”’YmgB. Adaptat de Lee et al., 2007b.

El domini C-terminal d’YmgB és molt estable. En canvi, el domini N-terminal és

sensible a proteolisi, la qual cosa indica que és també més flexible.

L’alineament de I’estructura tridimensional d’YmgB amb altres proteines va mostrar un
elevat grau de similitud amb la proteina associada al nucleoide Hha i amb el domini C-
terminal de la termolisina, una metal-loproteasa aillada de Bacillus thermoproteolyticus

ampliament estudiada pel que fa a la seva estructura 1 estabilitat (Fig. 2.23).
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A
B
-G ——— G —

C vmMGB ----LLEEESAVLGQAVTNLMLSGDNVNNKNIILSLIHSLETTS 65
HHA -MSEKPLTKTDYLMRLRRC—~~=~~~ QTIDTLERVIEKNKYELS 36
CT-THERM VVGIGRDKLGKIFYRALTQYL—TPTSNFSQLRAAAVQSATDLYG 297

— i -———
YMGB DILKADVIRKTLE IVLRY TADDM-—————======———- 88
HHA DNELAVFYSAADHRLAELTMNKLYDKIPSSVWKFIR--- 72
CT-THERM STS--QEVASVKQAFDAVGVK-————============— 316

Fig. 1.23. Superposicié de I’estructura tridimensional d’YmgB (en rosa) amb Hha (en blau) (A) i amb
el domini C-terminal de la termolisina (CT-TERM) (en taronja) (B). A I’esquerra es mostra la
superposicio del monomer d’YmgB i a la dreta la del dimer. (C) alineament pel que fa a la seqii¢éncia
d’aminoacids d’YmgB, Hha i CT-TERM. Els residus ressaltats en blau son similars. Extret de Lee e?
al., 2007b.

Tot 1 I’elevada similitud estructural, el grau d’identitat entre YmgB i la proteina Hha i el
domini C-terminal de la termolisina pel que fa a la seqii¢ncia d’aminoacids és molt baix,

d’un 5% 1 un 7% respectivament (Fig. 1.23C).

Una diferéncia important entre YmgB i Hha és que la primera forma dimers en solucio i
la segona no. A més, I’h¢lix al d’YmgB doéna dues voltes més que la d’Hha la qual té
una quarta helix (04) inexistent a YmgB. Tot 1 aix0, son les helixs al, 02 i a3 d’Hha les
que se sobreposen amb YmgB. Precisament, aquestes tres hélixs d’Hha constitueixen el

domini d’interaccié amb H-NS.

Els estudis d’interaccié amb I’ADN van demostrar que YmgB, igual que Hha, s’uneix a

I’ADN in vitro en seqliencies d’ADN no-especifiques (Lee ef al., 2007b). Aquest fet
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suggereix que probablement es tracta d’una unié a I’ADN similar a la descrita pel

complex Hha-H-NS.
1.4.2.3. Funcions de la proteina YmgB

S’han descrit diferents rols per a la proteina YmgB referents (i) a la formacié de

biofilms, (ii) la motilitat cel-lular, (ii1) la resisténcia a I’acid i (iv) I’estrés oxidatiu.
e Regulaci6 de la formacié de biofilm

Diversos estudis transcriptomics amb microarrays han identificat a ymgB com a un dels
gens alterats en resposta a la formacié de biofilm (Ren ef al., 2004; Herzberg et al.,
2006; Domka ef al., 2007; Lee et al., 2007a). A més, I’expressié d’ymgB en les cel-lules
de biofilm esta influenciada per molécules de senyalitzacid cel-lular com I’Al-2
(autoinductor-2) i I’indol (Lombardia ef al., 2006; Lee et al., 2007a). Els estudis
fenotipics de formacid de biofilm en medi ric suplementat amb glucosa en soques
mutants ymgB van corroborar els resultats obtinguts a I’analisi transcriptomica: la
delecié d’ymgB incrementa la formacidé de biofilm quatre cops, respecte a la soca
salvatge. Aquest increment es veu complementat per la sobreexpressio d’ymgB (Lee et

al., 2007b).

Per I’estudi del mecanisme a través del qual YmgB inhibeix la formacié de biofilm es
va dur a terme un assaig amb microarrays d’ADN enriquit amb niquel. Per aquest assaig
es va utilitzar la proteina YmgB amb una cua d’histidines i ADN de cel-lules de biofilm
del mutant ymgB (el qual produeix quatre vegades més biofilm que la soca salvatge).
YmgB va resultar unir-se a gens que codifiquen per proteines implicades en la formacid
de biofilm (bcsA 1 rpsV), al gen que codifica pel regulador global CRP, a gens implicats
en el catabolisme de I’Al-2 (Is7F) 1 a gens relacionats amb la divisid cel-lular (y/4jQ),
entre altres. Per tant, aquests resultats indiquen que YmgB ¢és capag d’unir-se a I’ADN i
suggereixen que podria regular 1’expressié genica de manera similar a Hha (Lee ef al.,

2007b).

Per altra banda, estudis transcriptomics dissenyats per identificar gens regulats per la
temperatura (23°C) en E. coli K12, demostren que els gens implicats en la formacid de
biofilms s’expressen més a 23°C que a 37°C. En aquests estudis detecten el gen ymgB
com a un dels gens que es troben induits a baixa temperatura. Aquesta induccid té lloc
tant en una soca salvatge com als mutants rpoS i dsrA, suggerint una regulacid

alternativa a RpoS davant I’estrés produit per les baixes temperatures. Per tant, YmgB
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podria estar implicada en un mecanisme de termoregulacio alternatiu a la resposta

general a ’estres (White-Ziegler et al., 2008).

Una altre estudi referent al mecanisme a través del qual YmgB redueix la formacio de
biofilm va evidenciar que la sobreexpressié d’YmgB a baixes temperatures és capag de
promoure la sintesi d’exopolisacarid i d’acid colanic (component de la matriu del
biofilm) 1 de reduir I’expressid dels gens que codifiquen per les fimbries tipus curli
(Tschowri et al., 2009). A més, aquestes funcions regulades per YmgB estan sota
control, directe o indirecte, del sistema de dos components RcsC/RcsD/ResB, el qual
esta implicat en la iniciacié 1 maduracidé del biofilm (Majdalani i Gottesman, 2005;

Beloin et al., 2008).

Per ultim, els estudis amb 1’analeg de 1’uracil 5-fluorouracil (5-FU) van demostrar un
efecte repressor d’aquest farmac, utilitzat actualment en la terapia contra el cancer, en la
formacid de biofilm en E. coli. Aquest efecte es veu anul-lat en una soca mutant ymgB.
Aquest resultat indica que la proteina diana a través de la qual el 5-FU reprimeix la

formacid de biofilm és YmgB (Attila ez al., 2009).
e Paper en la motilitat bacteriana

La formacié de biofilm esta relacionada amb la motilitat ja que aquesta ultima és
important tant per la interaccid inicial de les cel-lules a la superficie on es formara el
biofilm (els pili tipus I son imprescindibles per 1’adhesio a la superficie), com pel
moviment dins de la matriu del biofilm (Pratt i Kolter, 1998; Herzberg et al., 2006). En
consonancia amb aix0, a I’assaig de motilitat en placa el mutant ymgB mostra una major

motilitat respecte a la soca salvatge (Lee et al., 2007Db).
e Control de la resisteéncia a I’acid

Una altra funcié important de la proteina YmgB ¢és el seu paper pel que fa a la
resisténcia a 1’acid. A 1’assaig de resisténcia a I’acid (xoc acid a pH 2,5) el mutant ymgB
mostra una reduccid de la supervivencia de 40 vegades respecte a la soca salvatge. Tot i
aix0, aquesta reduccid no es veu complementada per la sobreexpressido d’ymgB,
probablement perque en la sobreexpressio no s’assoleixen els nivells fisiologics

d’YmgB (Lee et al., 2007b).

YmgB exerceix una regulacid inversa entre els components relacionats amb la

resisténcia a 1’acid 1 la formacio de biofilm: mentre que té un efecte repressor de la
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formacio de biofilm, proporciona una major resisténcia a 1’acid a través de ’activacio
dels gens gadABC i hdeABD. D’acord amb aix0, a I’analisi transcriptomica de cel-lules
de biofilms apareixen reprimits els gens relacionats amb la resisténcia a 1’acid gadABC i
hdeABD (Lee et al., 2007a). Aquesta regulacio creuada té lloc, en part, a través de les
molecules de senyalitzacio cel-lular AI-2 i indol que incrementen la formacio de biofilm
1 reprimeixen a la vegada els gens gadABC 1 hdeABD. Diversos estudis transcriptomics
demostren que 1’oper6 ymgABC esta regulat de manera gairebé idéntica a aquests gens
de resisténcia a 1’acid (Ren et al., 2004; Lombardia et al., 2006; Domka et al., 2007;
Lee et al., 2007a; Zhang et al., 2007). De fet, 1’addicié d’indol a cultius sotmesos a pH
acid provoca una disminucio6 de la supervivencia en una soca salvatge que no s’observa
en soques mutants ymgB. Aquest resultat demostra que I’efecte de 1’indol en la

resisténcia a 1’acid és a través de la repressié d’ymgB (Lee et al., 2007b).

Finalment, 1 pel que fa a la comparaciéo amb Hha, la regulacid de la resistencia a I’acid
exercida per YmgB i1 per Hha no esta dirigida en la mateixa direccid: mentre els gens
gadBC 1 hdeAB es veuen induits 4-5 vegades en el mutant hha, aquests estan reprimits

2-3 vegades en la delecié ymgB (resultats no publicats de Lee et al.).
e Proteccié davant I’estres oxidatiu

El perfil de gens afectats per 1’addicié de H,O; a E. coli va ser descrit per Zhang et al. a
través d’un estudi transcripcional amb microarrays d’ADN. En aquest estudi es va
detectar una induccid de 20 vegades del gen ymgB quan la cel-lula era sotmesa a estrés
oxidatiu (Zheng et al., 2001). Estudis posteriors van evidenciar aquest fenotip
mitjancant ’assaig de supervivencia a H,O, (30 mM) en soques mutants ymgB les quals
van indicar un increment en la sensibilitat a H,O, d’un 537% respecte a la soca salvatge.
A més, aquest fenotip es va veure completament complementat per la sobreexpressio

d’ymgB (Lee et al., 2007b).
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1.5. Objectius

L’objectiu central d’aquest treball fou aprofundir en la caracteritzacié de la paraloga de
la proteina associada al nucleoide Hha: YdgT i, addicionalment estudiar les proteines 0 1

YmgB per determinar la seva possible relacio funcional amb Hha.

L’estudi de noves funcions, independents de les relacionades amb Hha, de la proteina
YdgT es va dur a terme principalment mitjangant I’analisi transcriptomica dels mutants
hha, ydgT 1 del doble mutant hha ydgT. Aquesta analisi ens va permetre examinar el
conjunt de gens alterats en les tres soques analitzades i determinar diferéncies entre

elles, revelant aixi noves dianes en la regulacio d’YdgT.

Durant I’estudi de les propietats hemolitiques del doble mutant hha ydgT va sorgir un
fet inesperat que no entrava dins els objectius inicials d’aquest treball perd que, per la
seva rellevancia, es va incloure posteriorment. Es tracta de I’aparicié de clons no
hemolitics de mutants hha ydgT portadors del plasmidi multicopia hemolitic pANN202-
312R en presencia de I’antibiotic kanamicina. L’analisi de I’origen d’aquests clons no
hemolitics es presenta a 1’apartat de Resultats 3.2 del present treball. Aquest estudi fou

publicat a la revista PLoS one el passat desembre de 2011 (veure annex).

Pel que fa referéncia a la subunitat 8 de I’ADN polimerasa III i a la proteina YmgB,
I’objectiu fou relacionar-les estructural i funcionalment amb la familia de proteines
associades al nucleoide Hha. Per aix0, es va decidir dur a terme diversos estudis
genétics que permetessin relacionar-les amb Hha. Aquests estudis es van realitzar tant
en soques mutants en els gens que codifiquen per la subunitat 6 de ’ADN polimerasa
IIT 1 per la proteina YmgB (en combinacié amb mutacions en els gens hha, ydgT 1 hns),
com en soques que les sobreexpressaven. Addicionalment, en el cas de la subunitat 6 de
I’ADN polimerasa III, es va realitzar una analisi transcriptomica amb la soca mutant en
el gen que la codifica (holE) per tal de coneixer el conjunt de gens hipotéticament

regulats per aquesta proteina i poder comparar-lo amb el d’Hha i d’YdgT.
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2. Materials i metodes
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2.1. Soques bacterianes, bacteriofags i plasmidis

Les soques utilitzades en aquest treball pertanyen a ’espécie Escherichia coli, membre

de la familia Enterobacteriaceae. Es tracta de bacils Gram-negatius i anaerobis

facultatius. El genotip de les diverses soques utilitzades es detalla a la taula 2.1.

Taula 2.1. Soques d’Escherichia coli utilitzades en aquest treball.

Soca Genotip rellevant Referéncia/origen
5K F, hdsR, hdsM, thr, thi, leu, lacZ (Juarez 1 Goebel, 1984)
BSN26Y BSN26 AydeT (Paytubi et al., 2004)
BSN26H BSN26Ahha (Nieto et al., 2000)
MG1655 F- A- ilvG- rfb-50 rph-1 (Blattner et al., 1997)
MG1655H MG1655 Ahha Aquest treball
MG1655Y MG1655 AydeT Aquest treball
MG1655HY MG1655 Ahha AydgT Aquest treball
MG1655HY ArecA MG1655 Ahha AydgT ArecA Aquest treball
MG1655HYArpoS MG1655 Ahha AydgT ArpoS Aquest treball
(Hengge-Aronis i Fischer,
RH90 MC4100, rpoS359::Tn10, TcR 1992)
BL21 (DE3) PIPES (050 o, (ORI D7 (Studier i Moffatt, 1986)

BL21 (DE3)Ahns

MG1655E

MG1655YE

MG1655HE

MG1655HYE

MG1655M

MG1655YM

MG1655MH

MG1655YMH

Sam’, NinS, lacUV5-T7genel
BL21 (DE3) trp::Tnl0 Ahns
MG1655 AholE

MG1655 AydeT AholE
MG1655 Ahha AholE
MG1655 Ahha AydgT AholE
MG1655 AymgB

MG1655 AydgT AymgB
MG1655 AymgB Ahha

MG1655 AydgT AymgB Ahha

(Paytubi et al., 2004)
Aquest treball
Aquest treball
Aquest treball
Aquest treball
Aquest treball
Aquest treball
Aquest treball

Aquest treball
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MG1655hns

BW25113 AymgB

NR9695

dnaQ holE
dnaQ ydgT
dnaQ holE ydgT
AAGI1

AAGIH
AAG1Y
AAGIHY
AAGIM

AAGl1hns

GM37

AAGlproU::lacZ

MG1655 Ahns

K-12 AymgB::Km"®

dna(Q49 zae-502::Tnl0

NR9695 AholE
NR9695 AydgT
NR9695 AholEAydgT
MG1655 AlacZ
AAG1 Ahha

AAGI1 AydgT

AAGI Ahha AydgT
AAG1 AymgB

AAGI1 Ahns

MC4100 @ (proU::lacZ)hyb2(Aplac
Mul5)

AAGI proU:: lacZ

Marta Gibert

(Baba et al., 2006)
(Schaaper i Cornacchio,
1992)

Aquest treball
Aquest treball
Aquest treball
(Aberg et al., 2008)
Aquest treball
Aquest treball
Aquest treball
Aquest treball

Aquest treball

(May et al., 1986)

Aquest treball
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A continuacié es descriuen les caracteristiques dels plasmidis (taula 2.2) utilitzats en

aquest treball.

Taula 2.2. Plasmidis utilitzats en la realitzacié d’aquest treball.

Plasmidi

Descripcio

Referéncia

pANN202-321R

pANN202-321R’

pHIly152

pET15b

pETHis-HOLE

pETHOLECHis
pKD46
pKD3

pCP20

pBR322
pBRHOLE
pET11a
pETHis-ymgB
pETH-NS
pCAB18
pymgB
pUBM22
pLG339-30

pLGhbgl::lacZ

pACYC184+ hiyR hlyCABD, Cm'

PANN202-321R Ahly
hiyR hlyCABD
orimg1, promoter T7, Ap'

pET15b+holE C-His-Tag en
C-terminal, Ap"

pET15b+N- His-Tag holE, Ap"
Ap', A Red recombinasa
oriRy; Cm', Ap"

Cm', Ap', recombinasa FLP

oripmp1; Ap', Tc'
pBR322+holE, Ap"

Oripvp:, promoter T7, Ap”
pET11a + ymgB,Ap"
pET3b+hns, Ap"

pACYC177, promoter pee, Ap
pCAB18+ ymgB, Ap"
pBR322+hha, Ap°

oriyscior, Km'i Tc'

pLG338-30+bgl::lacZ, Ap"

(Godessart et al.,1988)
Aquest treball

(Noegel et al., 1981)
Novagen

Aquest treball

Aquest treball

(Datsenko i Wanner, 2000)
(Datsenko i Wanner, 2000)

(Cherepanov i Wackernagel,
1995)

(Bolivar et al., 1977)

Aquest treball

Novagen

Aquest treball

(Pons et al., 2004)
(Barembruch i Hengge, 2007)
(Tschowri et al., 2009)
(Nieto et al., 2000)

(Stoker et al., 1982)

(Forns Fradera, 2006)
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pLG339bgl::lacZ pLG339-30+bgl::lacZ, Km' Aquest treball

pHIly152::lacZ pHIy152 + hlyA::lacZ (Ferndndez-Vézquez, 2011)

En aquest treball es va utilitzar el bacteriofag litic P1vir (Miller, 1992) com a eina per a

la transduccid generalitzada.
2.2. Medis de cultiu i antibiotics

2.2.1. Medis de cultiu

Els medis de cultiu liquids 1 solids que es van utilitzar pel creixement bacteria en aquest

treball es detallen a continuacio:

e LB (Luria-Bertani) (Sambrook et al., 1989): medi de cultiu liquid utilitzat de manera
habitual pel creixement bacteria. En alguns experiments s’ha modificat I’osmolaritat del
medi canviant la concentracio de NaCl. Si en condicions normals 1’osmolaritat és de

170 mM (10 g/1), en determinades situacions aquesta s’ha augmentat a 60 g/1.

LB
Composicid Concentraci6
Peptona tripsica de caseina (Schérlau Microbiology) 10 g/l
Extracte de llevat (Schirlau Microbiology) 5¢/1
NaCl (Panreac) 10 g/l

e LB agar: medi de cultiu solid compost d’LB suplementat amb 15 g/l d’agar per

bacteriologia. Aquest medi s’utilitzava habitualment pel creixement bacteria en placa.

o LB agar-tou: medi utilitzat en 1’obtencio i titulacid de lisats fagics. La composicid és la

del medi LB suplementat amb 6 g/l d’agar per bacteriologia.

e Agar-sang: medi de cultiu solid format per LB agar al que se li afegeix un 5% (v/v) de
sang desfibrinada estéril d’ovella (Oxoid) quan aquest ja ha estat préviament esterilitzat
amb 1’autoclau. Aquest medi s’utilitzava per la detecci6 en placa d’activitat hemolitica

de les soques estudiades.

e SOB (Hanahan et al., 1991): medi de cultiu liquid utilitzat per al creixement bacteria en
els experiments d’inactivacio de gens cromosomics per fragments de PCR (veure

apartat 2.5.1).
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SOB
Composicid Concentracio
Peptona tripsica de caseina (Schérlau Microbiology) 20 g/1
Extracte de llevat (Schérlau Microbiology) 5¢g/l
NaCl (Panreac) 0,58 g/l
KCI (Merck) 0,19 g/l
MgCI2 + MgS04° 20 mM

¢ SOC (Hanahan ef al., 1991): medi de cultiu liquid utilitzat en la inactivacié de gens
cromosOmics per fragments de PCR. S’utilitza com a medi de recuperacio de les

cel-lules després de 1’electroporacio. Es tracta de medi SOB suplementat amb glucosa

20 mM.

*A partir d’una solucié mare Mg®* 2M (MgCl, 1 M i MgSO, 1 M).

e Medi minim A (Miller, 1992): medi minim utilitzat en la transduccié de mutacions a la

soca NR9695, amb alta capacitat per generar mutants espontanis.

Medi minim A

Composicid Concentracio
Agar (Difco) 15 g/l
Sals (1X)

K,HPO,4 (Merck) 10,5 g/l

KH,PO, (Merck) 4,5 g/l

(NH4),SO, (Merck) 1 g/l

Citrat sodic - 2H20 (Sigma) 0,5 g/l
MgSO, - 7TH,0 (Merck) 1 mM
Hidroclorur de tiamina (B12) (Sigma) 0,5%
Casaminoacids (Difco) 50 pg/ml
Glucosa 0,4%

Medi TB
Component Concentracio
Triptona 1%
NacCl 0,5%
Agar (Difco) 0,25%

e Medi TB agar: medi de cultiu utilitzat en ’assaig de motilitat en placa.
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Tots els medis citats es van esterilitzar en [’autoclau, durant 15 minuts a una

temperatura de 121°C.
2.2.2. Antibiotics

Sempre que era necessari, els medis de cultiu citats a ’apartat anterior se suplementaven
amb antibiotics. Aquests s’afegien al medi esteril a partir de solucions concentrades

preparades seguint les instruccions de la bibliografia (Sambrook ef al., 1989).

o Ampicil-lina (Ap) (Sal sodica, Roche): es preparava una solucié concentrada de 100
mg/ml en aigua destil-lada, s’esterilitzava per filtracid i es guardava a -20°C. Les
concentracions finals utilitzades eren de 25, 50 0 100 pg/ml, en funcié del nimero de
copies del gen que codificaven per la resisténcia (cromosomic o plasmidic de baix,

mitja o alt nimero de copies).

e Cloramfenicol (Cm) (Fluka): es partia d’una solucié concentrada de 100 mg/ml en
etanol absolut (Merck) i es conservava a -20°C. Les concentracions finals de treball eren
de 12,5 o0 25 pg/ml per a resisténcies cromosomiques i de 34 o 50 pg/ml segons el

plasmidi que codificava per la resisténcia.

¢ Kanamicina (Km) (Sulfat acid, Sigma): es preparava una solucié mare de 50 mg/ml en
aigua destil-lada, s’esterilitzava per filtracio i es conservava a -20°C. La concentracid

final en el medi era de 25 o 50 ug/ml.

e Tetraciclina (Tc¢) (Hidroclorur, Fluka): es preparava una solucio a una concentracio
final de 12,5 mg/ml en etanol al 50% (v/v), s’esterilitzava per filtracio i es conservava a

-20°C protegida de la llum. La concentracio final en el medi va ser de 15 pg/ml.

¢ Rifampicina (Rif) (Fluka): es preparava una solucié mare de 50 mg/ml en aigua
destil-lada a la que s’afegia, gota a gota, NaOH 2N fins a la completa dissolucio.
S’esterilitzava per filtracid i es guardava a -20°C. La concentracio final en el medi ha
era de 50 pg/ml (100 pg/ml en els assaigs d’aparicié de mutants resistents a

rifampicina).
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2.3. Métodes microbiologics

2.3.1. Esterilitzacioé

Els medis de cultiu, material de vidre 1 plastic aixi com algunes solucions utilitzades en
aquest treball, es van esterilitzar per calor humit i pressié en un autoclau durant 15
minuts a 121°C i1 2 atmosferes.

En canvi, les solucions que no permetien ser esterilitzades per aquest metode, es van
esterilitzar per filtracido a través de filtres esterils de 0,22 um de diametre de porus
(Millipore®).

Per I’eliminaci6 de RNases, quan era necessari, s’utilitzaven medis i solucions
autoclavades durant 45 minuts o bé, en el cas del material no apte per a ser esterilitzat a

I’autoclau, es netejava amb SDS 0,1% (p/v) o NaOH 1M.
2.3.2. Manteniment de microorganismes

Totes les soques utilitzades en aquest treball es van mantenir de dues maneres. En
primer lloc, es tenien cultius en placa de cada una d’elles i s’anaven ressembrant en els
seus corresponents medis solids periodicament. Per altra banda, també es mantenien per
congelacié a -80°C, en glicerol al 20% (v/v).

Els bacteriofags es mantenien a 4°C en forma de lisat fagic en el mateix sobrenedant del
cultiu del qual es van obtenir i amb unes gotes de cloroform per tal d’evitar

contaminacid bacteriana.
2.3.3. Inoculacioé i cultiu de microorganismes

La inoculaci6 es realitzava a partir d’un cultiu crescut durant 18 hores fent una dilucio6
1:50 0 1:100 en un erlenmeyer que contenia medi liquid fresc (volum maxim d’1/5 de la
seva capacitat) 1 temperat a la temperatura a la que el voliem fer créixer. Posteriorment,
aquest medi inoculat s’incubava a la temperatura desitjada amb una agitaci6é de 200 rpm
(incubador-agitador orbital, Innova).

La mesura del creixement en medi liquid es realitzava segons dos procediments:

e Seguiment de la densitat optica dels cultius a una longitud d’ona de 600 nm (DOggonm)

(Espectofotometre model UV-mini 1240 Shimadzu).

e Recompte de viables en placa (o unitats formadores de colonies, ufc) mitjancant la

sembra en placa de diferents dilucions del cultiu en solucié Ringer (Scharlau).
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2.4. Meétodes de transferéncia genética

2.4.1. Transformacio bacteriana

Per aconseguir la transformacio de c¢l-lules bacterianes amb ADN plasmidic o extern es
van utilitzar dues metodologies diferents. Normalment, es va utilitzar el metode del
CaCl, fred, pero en els casos en que ’eficiéncia de transformacié era molt baixa com en
la técnica d’inactivacié de gens cromosomics utilitzant fragments de PCR, el métode

seguit va ser I’electroporacio.

2.41.1. Transformacié de cél-lules competents obtingudes mitjangant
tractament amb CacCl,
(Cohen et al., 1972)

A partir d’un inocul crescut tota la nit es realitzava una dilucié 1:50 en medi LB fresc i
s’incubava a 37°C i1 200 rpm fins a assolir una DOgoonm de 0,2-0,3. En aquest punt del
creixement, el cultiu se centrifugava (3000 x g, 10 minuts, 4°C) i es ressuspenia en la
meitat de volum de CaCl, 50 mM esteril i fred (4°C). Es repetia la centrifugacio pero
aquest cop menys temps (3000 x g, 5 minuts, 4°C) i les cel-lules es ressuspenien ara en
1/100 del volum inicial de CaCl, 50 mM fred. Les cel-lules competents obtingudes per
aquest procés s’incubaven en gel un minim d’una hora i un maxim de 24 hores abans de
ser transformades.

Aliquotes de 100 pl de cel-lules competents es posaven en contacte amb un volum d’1 a
10 pl d’ADN plasmidic. La barreja s’incubava durant 30 minuts en gel i posteriorment
se sotmetia a un xoc térmic de 45 segons a 42°C en un bany. A continuacio, s’afegia a
les cel-lules 900 pl d’LB fresc i s’incubaven a 37°C durant 1 hora a 200 rpm per tal de
permetre 1’expressid dels marcadors fenotipics transmesos (expressio de les resisténcies
a antibiotics). La transformacio se sembrava en medi solid suplementat amb els
marcadors selectius del plasmidi permetent aixi la seleccid de les cel-lules

transformades.

2.41.2. Electroporacioé
(Dower et al., 1988)

Aquesta tecnica permet la captaci6 d’ADN gracies a la permeabilitzacié de les
membranes provocada per una descarrega electrica. L’eficacia de transformacidé amb

\ . 14 7 . . 1
aquesta técnica és més elevada que en el cas anterior, obtenint entre 10°-10'

transformants per pg d’ADN.
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A partir d’un inocul crescut tota la nit es realitzava una dilucié 1:50 en medi fresc i
s’incubava fins a assolir una DOgyonm de 0,5-0,8. Després de refredar en gel, el cultiu se
centrifugava repetides vegades a 3000 x g, 5 minuts a 4°C i1 es ressuspenia
successivament en 1; 0,5; 0,1 1 finalment en 0,005 volums de glicerol 10% esteril 1 fred.
D’aquesta manera, al rentar les sals, s’aconseguia disminuir la for¢a ionica de la
suspensié cel-lular. Tant les cél-lules com les cubetes d’electroporacié préviament
esterilitzades pe radiaci6 ultraviolada es mantenien en gel en tot moment. Seguidament,
es barrejaven 100 upl de cel-lules obtingudes per aquest procés amb 1-5 pl d’una
suspensid d’ADN i es transferia a cubetes de 2 mm de separacié entre eléctrodes (BTX).
Es va utilitzar I’electroporador 2510 (Eppendorf) aplicant un voltatge constant de 1.250
volts.

Un cop realitzada la descarrega electrica s’afegia medi SOC suficient per a un volum
final d’1 ml i s’incubava a 37°C durant una hora per tal de permetre I’expressid dels
gens de resisténcia a antibiotics. Les cel-lules transformades se seleccionaven en medi

solid suplementat amb els marcadors corresponents.
2.4.2. Conjugacioé bacteriana

En aquest treball es va utilitzar el métode de conjugacid bacteriana en medi solid.

Aquest procediment va ser utilitzat per la transferéncia del plasmidi pHly152.

2.4.21. Conjugacié en medi solid

Es van posar en contacte aliquotes de cultius en fase exponencial de la soca donadora
SK pHly152 (10 pl) i de la soca receptora (100 ul). La barreja es va sembrar en plaques
d’LB que es van incubar a 37°C durant 16-18 hores per permetre el contacte entre
cel-lules. Un cop crescut, el cultiu confluent es recollia en 3 ml de medi LB amb I’ajuda
d’una nansa de vidre. Amb la suspensio cel-lular obtinguda es va fer un banc de
dilucions i es va sembrar en medi agar sang suplementat amb els antibiotics adequats

per a la seleccio dels transconjugants.
2.4.3. Transduccio generalitzada amb el bacteriofag P1vir
(Miller, 1992)

El bacteriofag Plvir és un derivat virulent del bacteriofag P1 al qual li manca la
capacitat de lisogenitzar les cel-lules que infecta. Es tracta d’un fag que infecta
Escherichia coli 1 es va utilitzar en aquest treball per introduir mutacions a les soques

per recombinacidé homologa.
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2.4.3.1. Obtencié de lisats de P1vir

Per a 1’obtencio de lisats de P1vir es barrejaven 107 particules fagiques procedents d’un
lisat pre-existent amb 1 ml d’un cultiu en fase exponencial en medi LB suplementat
amb CaCl, 5 mM de la soca donadora. A continuacio, la barreja s’incubava 20 minuts a
37°C sense agitacid per permetre la unid cel-lula-fag. Passat aquest temps, s’afegien 2,5
ml d’LB agar-tou (suplementat amb CaCl, 2 mM i glucosa 0,1%), s’ estenia sobre una
placa d’LB agar (CaCl, 2 mM 1 glucosa 0,1%), es deixava solidificar uns minuts i
finalment la placa s’incubava a 37°C sense invertir. Passades 18-24 hores, s’afegien 2
ml d’LB a la capa d’LB agar-tou, es recollien amb la nansa de vidre i s’ introduien en
un tub de centrifuga juntament amb unes gotes de cloroform. S’agitava vigorosament i
les restes cel-lulars 1 d’agar se separaven per centrifugacio (12.000 x g, 10 minuts). El
sobrenedant obtingut, corresponent al lisat fagic, es conservava a 4°C amb unes gotes de

cloroform.

2.4.3.2. Titulacio dels lisats de P1vir

Per tal de titular els lisats Plvir obtinguts segons es detalla en ’apartat anterior, es
barrejaven aliquotes de 100 pul d’un cultiu crescut durant tota la nit de la soca E. coli 5K
en LB suplementat amb CaCl, 5 mM amb 100 pl de diferents dilucions del lisat a
titular. Després d’incubar la barreja a 37°C durant 10 minuts sense agitacio, s’hi afegien
2,5 ml d’LB agar-tou suplementat amb CaCl, 2 mM 1 glucosa 0,1%, i1 es decantaven
sobre una placa d’LB agar (amb CaCl, 2 mM i glucosa 0,1%). Les plaques s’incubaven
a 37°C durant 18-24 h. La titulacié del lisat es feia a partir del recompte del nimero de

calbes de lisi.

2.4.3.3. Transduccié amb P1vir

Les cel-lules d’un cultiu de tota la nit de la soca receptora per ser transduida se
centrifugaven 1 ressuspenien en el mateix volum de tampd MC. Aquesta suspensio de
cel-lules es barrejava amb 100 pl de diferents dilucions del lisat fagic per tal de tenir
diverses multiplicitats d’infeccio (generalment 1:0,1; 1:1; 0,1:1). Després d’incubar la
barreja durant 20 minuts a 37°C sense agitacio, s’afegien 0,2 ml de tampo citrat 0,1 M
per inhibir la readsorcido del bacteriofag. Finalment, la barreja de transduccid se
sembrava en plaques d’LB agar suplementades amb els marcadors necessaris per a la

seleccio de les cél-lules transductants.
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Tampo MC Tampo Citrat
Composicié Concentracid Composicié  Concentracid
MgSO, 0,1 M CsH50; 0,1 M
CaCl, 5 mM Ajustar el pH a 5,5 amb NaOH i autoclavar

2.5. Tecniques de mutagénesi bacteriana

2.5.1. Inactivacié de gens cromosomics utilitzant fragments de PCR
(Datsenko 1 Wanner, 2000)

Amb aquesta metodologia és possible reemplacar una seqiiéncia cromosomica per un
gen de resisténcia a un antibiotic, generat per PCR utilitzant oligonucleotids amb
extensions homologues corresponents al gen cromosomic a delecionar. Aquestes
extensions permeten la recombinacid, mitjancada per la recombinasa Red, en les regions
flanquejants del gen. Després de la seleccié de mutants, la resisténcia pot ser eliminada
utilitzant un plasmidi auxiliar que expressa la recombinasa FLP, que actua en la

repetici6 directa (FRT) adjacent al gen de la resisténcia.

2.5.1.1. Generaci6 del fragment de PCR

La resistencia a antibiotic (Cm) del plasmidi pKD3 es va amplificar utilitzant
oligonucleotids que en I’extrem 5’ contenien seqiiencies homologues (d’entre 35 i 50
nucleotids) al gen a delecionar (HI i H2) més la seqiiéncia corresponent a P1 i P2 del
plasmidi pKD3. En total, els oligonucleotids mesuraven entre 56 i 70 nucleotids.
D’aquesta manera, a ’amplificar la resisténcia a cloramfenicol per PCR (veure apartat
2.6.3) utilitzant el plasmidi com a motlle, es generava un fragment que contenia la
resisténcia a cloramfenicol flanquejada pels llocs FRT, les seqiiencies corresponents a
P1 1 P2 i les seqtiencies H1 1 H2 homologues al gen a delecionar. Després de
I’amplificacid, es procedia a fer una electroforesi en gel d’agarosa amb tot el volum de
la PCR 1 es purificava el fragment amb el kit d’extraccié de bandes QIAquick Gel
Extraction Kit” (Qiagen).

2.5.1.2. Transformacio a la soca d’E. coli pKD46

Per transformar el fragment de PCR creat a I’apartat anterior a la soca a mutagenitzar,
aquesta havia de contenir el plasmidi pKD46 que presenta resisténcia a ampicil-lina
(100 pg/ml). Aquest plasmidi codifica per la recombinasa Red de A, sota el control d’un

promotor induible per L-arabinosa, i és facilment curable per creixement a 37°C ja que
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té un origen de replicacidé termosensible. La recombinasa Red, a més d’afavorir la
recombinacio, inhibeix 1’exonucleasa V, permetent aixi 1’entrada a la ce¢l-lula d’un
fragment de PCR sense que aquest sigui digerit.

La soca a mutagenitzar transformada amb el plasmidi pKD46 es va fer créixer a 30°C en
medi SOB suplementat amb ampicil-lina i L-arabinosa 10 mM (Sigma) fins a una DO
de 0,6. Quan la soca arribava a aquest punt del creixement, s’obtenien cel-lules
electrocompetents per centrifugacid 1 rentats (x3) amb glicerol al 10% (v/v) fred
concentrant les cel-lules x 100. Aliquotes de 100 ul de cel-lules electrocompetents es
van electroporar amb 200 ng de producte de PCR (condicions de 1’electroporacié a
I’apartat 2.4.1.2). Un cop realitzat el xoc electric, se’ls va afegir 1 ml de medi SOC i es
van mantenir durant 1 hora a 37°C per tal d’afavorir la recombinacio i 1’expressio del
marcador. La seleccio es va fer sembrant la meitat de les cél-lules en plaques de medi
solid LB agar suplementades amb cloramfenicol (marcador de la mutacid). La resta de
transformants es van deixar entre 18-24 hores a temperatura ambient i es van sembrar
passat aquest temps en el mateix medi. Les plaques es van deixar a 37°C entre 2 1 3 dies.
Un cop obtinguda alguna possible colonia es va curar el plasmidi pKD46, mitjangant
diverses sembres en plaques de LB agar sense Ap i a 43°C. Per comprovar que la
insercid era correcte, es van fer amplificacions de fragments per PCR utilitzant diferents

parells d’oligonucleotids. A la Fig. 2.1 es mostra un esquema del procés.
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Pas 1: amplificacié per PCR del gen de resistencia flanquejat per FRT

'S'e FRT FRT
w’* Resisténcia a antibiotic ]
o TN

Pas 2: transformacié del fragment de PCR a la soca amb el pKD46

Gen A [ Gen B I Gen C

Pas 3: seleccid dels transformants resistents a I’antibiotic.

FRT FRT
] Resisténcia a antibiotic T

Gen A | [ GenC

Pas 4: eliminacié de la resistencia a I'antibiotic.

FRT

Gen A [ [ Gen C

Fig. 2.1. Estratégia de delecid génica pel métode d’inactivacid de gens cromosomics utilitzant
fragments de PCR. H1 i H2 referits a les regions d’homologia del gen. P1 i P2 referits a les regions
d’homologia del pKD46 (adaptat de Datsenko i Wanner, 2000).

2.5.1.3. Eliminacidé de la resisténcia a I'antibiotic

En el cas que es volgués eliminar la resisténcia a 1’antibiotic, el mutant obtingut i
comprovat per PCR es va transformar amb el plasmidi pCP20 que codifica per la
recombinasa FLP induible per temperatura (43°C), resistent a ampicil-lina i
cloramfenicol 1 amb replicd termosensible. La transformacid es va sembrar en plaques
d’LB agar amb ampicil-lina i es van incubar a 30°C durant 16 hores. Els transformants
obtinguts es van sembrar en medi no selectiu i incubar a 43°C per tal d’afavorir la
perdua del plasmidi. Es va comprovar que les colonies crescudes en aquestes condicions
ja no contenien el plasmidi, ja que normalment, la majoria de pérdues de la resisténcia

flanquejada per seqiiencies FRT ¢és simultania a la perdua del plasmidi pCP20.
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Finalment, per comprovar que el gen de resisténcia al cloramfenicol s’havia perdut i que
el gen original estava delecionat es van fer amplificacions per PCR utilitzant diferents

oligonucleotids.
2.6. Técniques experimentals amb ADN

2.6.1. Aillament d’ADN plasmidic

2.6.1.1. Aillament d’ADN plasmidic amb kits

De manera rutinaria 1’aillament d’ADN plasmidic es va dur a terme mitjangant kits. En
funcio de la quantitat de plasmidi necessaria s’utilitzava un kit de la casa comercial
Qiagen que permetia una extraccio a petita o gran escala (QIAprep Spin Miniprep® o
QIAGEN Plasmid Midi Kit"). En ambdos casos el fonament es basa en la lisi alcalina
seguida d’una adsorci6 de I’ADN plasmidic a una matriu de silice. La purificaci6
d’ADN plasmidic mitjancant Miniprep permetia una extraccid rapida a partir de 5 ml de
cultiu de tota la nit, mentre que per 1’obtenciéo d’ADN plasmidic mitjangant Midiprep es

partia de 100 ml de cultius de tota la nit.
2.6.2. Us d’enzims de restriccio, lligacié i modificacio

Pel tractament d’ADN amb enzims de restriccid6 (Fermentas), es van utilitzar els
tampons (x10) subministrats amb els enzims i1 es van seguir les indicacions
proporcionades pel proveidor. La quantitat d’enzim per reaccié no superava mai el 10%
del volum total ja que I’activitat enzimatica podria resultar-ne inhibida a causa del
glicerol que contenen les preparacions d’enzims. Pel tractament de ’ADN amb d’altres
enzims com la fosfatasa alcalina (Fermentas) o la lligasa de T4 (Fermentas) es van
utilitzar els tampons subministrats amb 1’enzim (x10) i es van seguir les instruccions
proporcionades per les cases comercials. Després del tractament amb cada un dels
enzims anteriors, ’ADN es purificava mitjang¢ant el kit comercial QIAquick PCR

Purification Kit® de la casa comercial Qiagen.

2.6.3. Amplificacié de fragments d’ADN mitjangant la reaccié en cadena

de la polimerasa (PCR)

Per a les reaccions d’amplificaci6 d’ADN per PCR es va utilitzar la polimerasa
termoestable High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas) que conté una barreja de Taq
DNA Polymerase i Pfu DNA Polymerase amb activitat exonucleasa 3°->5’. Es van

seguir les instruccions generals de la bibliografia 1 del subministrador de 1’enzim.
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Generalment, ’amplificacié es feia a partir de colonia. El volum de les reaccions era
normalment de 25 pl, dels quals 24 corresponien a la barreja de reaccio i 1 pl a la
mostra que es volia amplificar.

La barreja de la reaccid contenia:

Barreja de reaccio (25ul)

Composicid Quantitat
Aigua bidestil-lada esteril 18,375 ul
Tampd x 10 (amb MgCl,) 2,5 ul
Mix dNTP 2 mM (Fermentas) 2,5 ul
Oligonucleotids (10 uM) 0,5 ul

tag DNA polymerase (recombinant) LC, 100u 0,125 pl

Mostra 1l

Quan s’utilitzava I’amplificacié per PCR com a métode de comprovacié o per fer una
analisi massiva de clons, normalment s’utilitzava la PCR Master Mix (2x) (Fermentas)
que conté¢ a més de I’ADN polimerasa, els dNTPs i els tampons necessaris. En aquest
cas, també es preparaven volums de reaccié de 25 pl i les quantitats de cada component

eren les indicades pel fabricant que es detallen a continuacio:

Barreja de reaccio (25ul)
Composicid Quantitat

Aigua bidestil-lada esteril 9,5 ul

Oligonucleotids (10 uM) 1 ul
PCR Master Mix (2X) 12,5 ul
Mostra 1 pl

El programa basic d’amplificacié variava pel que fa a la temperatura d’hibridacié 1 al
temps d’extensid, segons el tamany del fragment a amplificar i els oligonucleotids

utilitzats.

59



MATERIALS I METODES

Programa basic d’amplificacié:

1. Desnaturalitzacio inicial: 94°C, 5°
2. Desnaturalitzacio: 94°C, 30’
Hibridacio: 55°C, 30’ 25 cicles
Extensio: 72°C, 30
3. Extensio final: 72°C, 7°

El termociclador utilitzat en tots els cassos va ser un MJ Mini Gradient Thermal Cycler
de BioRad.

Els productes d’amplificacié resultants de la PCR es van analitzar per electroforesi en
gels d’agarosa (apartat 2.6.5.). En el cas que I’ADN amplificat fos utilitzat per un
posterior tractament amb enzims de restriccio, 1ligacié o modificacid, es procedia a la

purificacié d’aquest amb el kit comercial QIAquick PCR Purification Kit® de Qiagen.
2.6.4. Seqiienciacié

Quan va ser necessari, I’ADN es va seqiienciar pel metode de Sanger basat en la sintesi
1 terminacié amb dideoxinucleotids mitjancant cicles de PCR. Es va utilitzar el kit ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit® version 3.1
(Biosystems).

Barreja de reaccio (10ul)

Composicid Quantitat

MIX de seqiienciacid 4 ul
Oligonucleotid 1,6 pmols
Mostra 2,5 ul (200-500ng)
Aigua bidestil-lada esteril finsa 10 pl

El programa de PCR utilitzat va ser el segiient:

1. Desnaturalitzacio inicial: 96°C, 1°.
2. Desnaturalitzacio: 96°C, 10”’.
Hibridacid: 50°C, 35”°. 25 cicles
Extensio: 60°C, 4°.
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La mostra es va analitzar en el seqiienciador ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer als

Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Barcelona.
2.6.5. Electroforesi d’ADN

L’ADN es va analitzar mitjangant 1’electroforesi en gels horitzontals d’agarosa i una
posterior tinci6 en una solucié de bromur d’etidi per poder visualitzar-lo (Sambrook et

al., 1989).

2.6.5.1. Preparacié del gel i tampons d’electroforesi

Els gels horitzontals d’agarosa (Pronadisa) es van preparar a concentracions del 0,8 al
2% depenent del tamany de I’ADN a analitzar. El tamp0¢ utilitzat tant en els gels com a
la cubeta d’electroforesi era TAE x 0,5 que es preparava a partir d’una solucié mare de

TAE x 50.

TAE x 50
Composicid Concentracio
Tris (Roche) 40 mM
Acid acétic (Panreac) 20 mM
EDTA (Merck) 1M

2.6.5.2. Preparacié de mostres

Abans de carregar les mostres se’ls afegia 1/5 part de tampd de mostres 5x.

Tamp6 de mostres 5x

Composicid Concentraci6
Bromofenol Blue (Bio-Rad) 0,25%
Xilen Cianol (Bio-Rad) 0,25%
Glicerol (Panreac) 60%

Guardar a 4°C protegit de la llum

2.6.5.3. Marcadors de pes molecular

Tant per determinar la mida com per quantificar I’ADN present en una mostra, es
carregaven 0,1 ug de marcadors d’ADN de tamany molecular conegut en un dels carrils
dels gels. S’escollia un marcador o altre en funci6é del tamany molecular esperat dels
fragments analitzats. En aquest treball, es van utilitzar dos tipus de marcadors, el

tamany dels fragments dels quals (en pb) s’indica a continuacio:
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Marcadors de tamany molecular
Tipus Tamany dels fragments (pb)

250, 500, 750, 1000, 1500, 2000,2500,3000,
3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000

GeneRuler™ | Kb DNA Ladder

50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700,

™
GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder 800, 900, 1000

Generalment, pels gels de baix percentatge d’agarosa (0,8%) s’utilitzava el primer

marcador i pels gels d’elevat percentatge d’agarosa (2%) s’utilitzava el segon marcador.

2.6.5.4. L’electroforesi
Totes les electroforesis d’ADN realitzades en aquest treball es van dur a terme en
cubetes horitzontals Gel XL Ultra™ V-2 (Labnet). Després de carregar les mostres en

els corresponents pous, se’ls aplicava un voltatge de 50 a 100V.

2.6.5.5. Tincié de I’ADN amb bromur d’etidi

Per tal de visualitzar I’ADN en gels d’agarosa, es realitzava una tincid post-
electroforética amb bromur d’etidi (Merck). El gel se submergia durant un temps
compres entre 15-30 minuts en una soluci6é de bromur d’etidi preservat de la llum a una
concentracié de 0,5 pg/ml en tampo TAE x 0,5 (apartat 2.6.5.1). Aquesta solucid de
bromur d’etidi es preparava a partir d’una solucié mare concentrada de 10 mg/ml,
conservada 4°C protegida també de la llum. Un cop tenyits els gels, s’observaven les

bandes d’ADN presents amb Ilum ultraviolada (ImageMaster™ VDS de Pharmacia).
2.6.6. Aillament de bandes d’ADN a partir de gels d’agarosa

Quan es van necessitar fragments especifics d’ADN després d’una digestio o d’una
amplificaci6 per PCR es va dur a terme el métode de 1’electroelucio. Després de la
realitzacié de 1’electroforesi de I’ADN en agarosa 1 posterior tincio amb bromur d’etidi
(veure apartat 2.6.5), es van retallar les bandes d’interés visualitzades amb 1’ajut d’un
transil-luminador de longitud d’ona llarga i baixa intensitat per tal de no malmetre
I’ADN (UVL-56, BLACK-RAY® LAMP). Un cop teniem el bloc d’agarosa amb ’ADN
d’interes, 1’aillament de I’ADN es va dur a terme mitjancant el kit QIAquick Gel
Extraction Kit® de la casa comercial Qiagen amb el qual es fonia el gel a alta
temperatura (50°C) 1 s’aconseguia purificar I’ADN per adsorcio d’aquest en membranes

de silice i posterior elucid.
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2.7. Tecniques experimentals amb ARN

2.7.1. Extraccio d’ARN cel-lular total amb kits

Les extraccions d’ARN cel-lular realitzades en aquest treball es van dur a terme
mitjangant el kit SV Total RNA Isolation System de Promega seguint les instruccions de
la casa comercial. El fonament d’aquest kit és la precipitaciéo amb etanol de ’ARN i la
uni6 d’aquest a la superficie de silice de les columnes subministrades per la purificacid.
Les preparacions obtingudes per aquest metode eren utilitzades generalment per obtenir
les mostres per RT-PCR, real-time PCR i per dur a terme analisis transcriptomiques

(microarrays).
2.7.2. Quantificacio espectrofotomeétrica de ’ARN

Per quantificar I’ARN es va utilitzar el Nanodrop® ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer el qual ens déna un valor de concentracio6 d’ARN a partir del
I’absorbancia a 260 nm (1 Unitat de DO,gp = 40 ug ARN / ml). Aquest aparell també
ens permet tenir una idea de la puresa de I’ARN a partir dels valors resultants de la
lectura a les longituds d’ona de 260 1 280 nm. Quan la relacio DO,/ DOsgp és < 2 ens
indica que hi ha contaminacié amb proteines i no es pot realitzar una quantificacid

precisa.
2.7.3. Electroforesi d’ARN en gels d’agarosa i tincié amb bromur d’etidi

Per a la realitzacié d’electroforesi d’ARN 1 posterior tincio dels gels, es va seguir
exactament el mateix procediment que el descrit per I’ADN (apartat 2.6.5) amb algunes
precaucions per tal d’evitar la degradacié de I’ARN: la cubeta d’electroforesi es va
rentar amb SDS al 0,1 % per inhibir les possibles RNases existents en aquesta i el TAE
x 0,5 es va esterilitzar amb 1’autoclau. El percentatge d’agarosa dels gels variava entre
0,811,5 %.

2.7.4. Analisi semi-quantitativa de ’ARNm per RT-PCR

Aquest protocol ens permet coneixer semi-quantitativament els nivells d’expressio d’un
determinat gen. Després d’obtenir I’ARN total de la soca crescuda en unes condicions
determinades, aquest es va retro-transcriure amb la transcriptasa inversa a ADN

complementari (ADNCc). Posteriorment, amb aquest ADNc es va realitzar una PCR

utilitzant oligonucleotids especifics que amplificaven el gen objecte d’estudi. En tots els
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casos, es va fer una prova previa utilitzant diferents concentracions d’ARN per tal de

determinar quina era 1’apropiada perque no es produis una saturacié de la reaccio.

2.7.41. Digesti6 amb DNAsa

L’ARN obtingut segons el procediment descrit en 1’apartat 2.7.1.1, va ser tractat amb el
kit TURBO DNA-fiee™ de la casa comercial Ambion®. Amb aquest kit s’aconsegueix
eliminar el possible ADN contaminant i els cations divalents presents a les mostres
d’ARN. El protocol consistia en afegir 0,1 volums del tampo “Turbo DNase Buffer
10X 1 1 pl de “Turbo DNase” a les mostres d’ARN i incubar a 37°C 20-30 minuts. A
continuacio, s’afegien 0,1 volums del reactiu “Ressuspended DNase Inactivation
Reagent” 1 s’incubava a temperatura ambient durant 5 minuts barrejant de tant en tant.

Finalment, es centrifugava a 10000 x g 1,5 minuts i1 es conservava el sobrenadant en el

qual hi havia ’ARN lliure d’ADN.

2.7.4.2. Reaccio d’'RT-PCR

En primer lloc, les mostres d’ARN es van diluir a la mateixa concentracié (50 o 100
ng/ul). Per tal d’eliminar possibles estructures secundaries de I’ARN totes les mostres ja
diluides es van incubar durant 5 minuts a 80°C en el termociclador. A continuacio, es
van mantenir en gel fins a ser utilitzades.

La reaccio de retrotranscripcid i la consecutiva PCR a partir de I’ADNc resultant es van
dur a terme amb el kit Transcriptor One-Step RT-PCR kit® (Roche) que permet realitzar
ambdues reaccions en un sol pas.

Les quantitats utilitzades per a cada reaccid es descriuen a la segiient taula:

Barreja de reaccid (25 pl)

Composicid Quantitat

5X reaction buffer 5ul
Transcriptor Enzyme Mix 0,5 ul
Oligonucleotids (10 uM) 1ul
ARN (100 ng/ul) 1l
Aigua RNasa free fins a 25 pl
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El programa d’RT-PCR utilitzat va ser el segiient:

Retro-transcripcio: 50°C, 15°

Desnaturalitzacié inicial: 94°C, 7°

Estandard PCR: Desnaturalitzacid \
1 inactivacio de la
Retrotranscriptasa: 94°C, 10>’
Hibridacio: 54°C, 30’
Elongacid: 68°C, 30’
Desnaturalitzacié: 94°C, 10°” )
Hibridacio: 54°C, 30’ }

25 cicles

> 10 cicles

Elongacié: 68°C, 30°°+ 1”’/cicle
Finalitzacid: 68°C, 7’

Per tal d’assegurar-nos que la mostra no contenia cap traca d’ADN, es van realitzar els
corresponents controls d’inactivacié de la retrotranscriptasa amb cada una de les
mostres. Per fer-ho, abans d’afegir els ARN, la barreja de tampons, aigua, fagq
polimerasa, retrotranscriptasa i oligonucleotids (o "mix") es va mantenir durant 10
minuts a 95°C per tal d’inactivar la transcriptasa inversa. A continuacid, se li va afegir
la mostra d’ARN 1 es va procedir igual que amb les mostres problema. Si les mostres
d’ARN no estaven contaminades amb ADN aquests controls amb la retrotranscriptasa
inactivada no mostraven amplificacid. Un cop finalitzada la reaccid, es van analitzar 10
pl de cada una de les mostres per electroforesi en gel d’agarosa al 2% 1 tincié en bromur

d’etidi (apartat 2.6.5).
2.7.5. Assaig de PCR a temps real

Aquest assaig es va dur a terme per mesurar els nivells de transcripcié dels gens holE,
ymgB 1 rplB.

La tecnica de PCR a temps real ens va permetre monitoritzar el procés d’amplificaci6 de
I’ADN complementari (ADNCc) obtingut després d’una reaccid de retrotranscripcié de
I’ARN missatger (ARNm) dels gens holE, ymgB 1 rplB per, posteriorment, fer una
quantificacié de I’abundancia relativa dels diferents ARNm. La metodologia de PCR a

temps real utilitzada va ser el meétode de sondes TaqMan .
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La tecnologia TagMan® consisteix en 1’utilitzacié de tres oligonucledtids en la reaccid
de PCR. Dos d’ells actuen com encebadors en la PCR per amplificar I’ADNCc.
L’oligonucleotid restant (sonda) hibrida a la zona de I’ADNc amplificada pels altres dos
encebadors. Aquesta sonda porta unit un fluorocrom indicador a I’extrem 5°, en el
nostre cas FAM®, i en Pextrem 3’ un esmorteidor de fluorescéncia, en el nostre cas
TAMRA®. Mentre la sonda estd intacta, no hi ha emissié de fluorescéncia ja que
I’esmorteidor absorbeix la fluorescéncia emesa pel fluorocrom indicador. Durant
I’amplificacié del fragment d’ADNc (sobre el qual s’hibrida la sonda) 1’activitat
exonucleasa 5°-3” de la Taq polimerasa degrada la sonda, provocant la separacio de
I’indicador de I’esmorteidor, amb la conseglient emissi6 de fluorescencia (Fig. 2.2). La
técnica consisteix en mesurar la fluorescéncia emesa en cada cicle de la reaccido de PCR
mentre 1’amplificacid s’esta realitzant, la qual és directament proporcional a la quantitat
d’ADNc present a la mostra. Aquest ADNc generat durant la reaccié de
retrotranscripcid és proporcional a la quantitat d’ARNm inicial. D’aquesta manera, ¢s
possible dur a terme una quantificacid relativa de 1’expressié d’un determinat gen en

unes condicions determinades.

Fig. 2.2. Representacio esquematica de la

reaccio de PCR a temps real utilitzant

®
sondes TagMan®”. “R” correspon al

[1Tatil

fluorofor indicador (“Reporter”) i a

I’esmorteidor (“Quenching”) de la sonda.

La quantificacié de la llum emesa pel colorant indicador en un estat d’excitacid és
transformada mitjangant un programa informatic en un grafic com el que es mostra en la
Fig. 2.3. Els cicles de PCR es mostren a I’eix d’abscisses 1 la intensitat de la senyal en

forma logaritmica a I’eix de les ordenades.
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Amplification - IFN gamma MP240399

Fig. 2.3. Grafic obtingut d’un experiment de

PCR a temps real. Les corbes de colors ens

ULl e
//’//ﬁ/’// indiquen les diverses mostres d’ARN testades
¥

4 amb una sonda que detecta 1’expressi6 d’un

] 7
2y : A / j 4{ / determinat gen. La linia horitzontal s’anomena

llindar i el punt en que creua cada corba

ARn
=]

1 34 678 10 12 14 16 13 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 COI‘I‘CSpOI’l al parémetre Ct
Cycle

La linia horitzontal, anomenada llindar, ha de ser fixada en un punt en el qual en totes
les mostres es detecti un clar increment exponencial de la fluorescéncia emesa. El punt
en que la fluorescéncia d’una mostra creua la linia llindar s’anomena cicle llindar (Ct).
Aquest cicle llindar (Ct) és el parametre que ens permet dur a terme la quantificacid
relativa de I’expressi6 de I’ARNm ja que esta relacionat directament amb la
concentracio de ’ADNc diana a la mostra a analitzar. Quan el valor de Ct és petit
significa que han hagut de passar pocs cicles de PCR perqué la sonda detecti I’ADNc i
per tant, aixo es traduiria en que el gen objecte d’estudi, i pel qual s’ha dissenyat la
sonda, s’estaria expressant molt. En el cas contrari, una Ct alta ens estaria indicant una
quantitat d’ADNc baixa i per tant, una baixa expressio del gen objecte d’estudi.

Per altra banda, és important fer sempre una reaccidé de PCR a temps real amb
oligonucleotids que amplifiquin un gen calibrador per tal de poder normalitzar les dades
d’expressio obtingudes pel gen diana analitzat. Aquest gen calibrador cal que compleixi
les seglients caracteristiques:

. Mateix numero de copies en totes les cel-lules

. Expressi6 en totes les cel-lules

En el nostre cas, vam utilitzar com a gen calibrador I’ARN ribosomic 16s. D’aquesta
manera, quan es van calcular els nivells d’expressio del gen a analitzar sempre es feia

tenint en compte els valors obtinguts per aquest gen.

2.7.5.1. Condicions de reaccio

Per als assaigs de PCR a Temps Real es va utilitzar el kit "TagMan® RNA-to-C7™ -
Step Kit" d’Applied Biosystems. Aquest kit permet realitzar la retrotranscripcidé de
I’ARNm a ADNCc 1 la posterior amplificacid d’aquest en una mateixa reaccid. L’assaig
es va dur a terme en el termociclador ABI Prism 7700 (Applied Biosystems), i la
quantificacid de la fluorescéncia al llarg de la reacci6 de PCR amb el programa

informatic SDS 1.6 (Sequence Detection System), associat al termociclador.
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La composici6 de la mescla utilitzada per a la reaccid, en un volum final de 20 pl va ser
la indicada pel fabricant. En tots els casos es van utilitzar 2 pl de mostra (ARN total). El
programa de retrotranscripcio i amplificacid va ser 1’indicat pel fabricant.

Les reaccions es van dur a terme en plaques de 96 pous, cobertes amb film oOptic
adhesiu.

Es van realitzar controls per la contaminacié amb ADN genomic, per als quals es van
realitzar assaigs idéntics als esmentats perd en que la mostra de reaccid havia estat
tractada térmicament per inactivar la retrotranscriptasa. D’aquesta manera, 1’inica
amplificacié possible provenia del possible ADN genomic contaminant. En tots els
casos es van obtenir Ct proximes a 40, mentre que en I’analisi de mostres es van obtenir
Ct al voltant de 25. Aquests valors indiquen que les mostres utilitzades presentaven
nivells de contaminacid prou baixos i no significatius com per a no causar distorsions en

els resultats obtinguts.

2.7.5.2. Corba de saturacio i eficiéencia d’amplificacid

Per tal de determinar la quantitat d’ARN total a utilitzar en I’analisi amb cadascuna de
les sondes, es va realitzar una corba de saturacido amb diferents concentracions d’ARN
total. D’aquesta manera es va aconseguir evitar una saturacié del sistema per excés
d’ARNm o uns nivells excessivament baixos de fluorescencia per deficit d’ARNm. Es
van utilitzar les quantitats d’ARN total segiients: 100, 10, 1, 0,1,1 0,01 ng. Amb I’ajuda
del programari informatic associat al termociclador, es va poder calcular una corba per a
cadascuna de les sondes utilitzades. Per a la realitzacio dels diferents assaigs es van
escollir les concentracions d’ARN total que oferien una Ct aproximada de 25. Per a les
sondes que hibridaven en el gens holE 1 ymgB es van utilitzar 10 ng d’ARN 1 per la que
hibridava amb el gen rp/B 1 ng d’ARN. Pel que fa al gen de referéncia 16s, es va
utilitzar 1 pg d’ARN.

2.7.5.3. Analisi de les dades obtingudes

Tots els experiments es van realitzar per triplicat. Es va fer una mitjana dels valors de Ct
de cada mostra analitzada, per tot seguit utilitzar el metode comparatiu ACt. Amb
aquest metode es determina I’increment d’expressio d’un gen en una determinada soca
en comparacié amb una altra soca de referéncia (per exemple, un mutant respecte a la
soca salvatge o una mateixa soca en diferents condicions de creixement). La formula

5 -(AAC)

que es va utilitzar fou , on AACt és la diferéncia entre els increments ACt de
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cada mostra experimental o referéncia (ACt, r) i el ACt de la mostra calibrador, I’ARN

ribosomic 16s en el nostre cas (ACt, cb):

Ratio= 2-(ACt, r—ACt, cb) = 2-(AACY)

2.7.6. Analisi de I’expressio génica mitjangant microxips

La tecnologia basada en microxips permet coneixer els nivells d’expressid d’un
determinat gen a partir de la mesura del grau d’hibridaci6 entre una sonda especifica 1
I’ADNCc diana, el qual es detecta per senyals de luminescéncia que s’analitzen per
analisi d’imatge.

Aquesta técnica es va utilitzar per fer I’estudi del patré d’expressié genica de diversos

mutants i comparar-lo amb el de la soca salvatge.

2.7.6.1. Caracteristiques generals dels microxips GeneChip® E. coli
Genome 2.0 Array

En aquest treball es van utilitzar els microxips comercials de la casa Affymetrix
GeneChip® E. coli Genome 2.0 Array. Aquests microxips consisteixen en una
micromatriu amb aproximadament 10.000 sets d’oligonucleotids que corresponen a
seqiiencies especifiques dels gens de les soques d’ E. coli K12 (soca de laboratori
MG1655) i a les tres soques patogenes d’E. coli O157:H7 EDL 933 (enteropatogenica),
O157:H7 (SAKAI) (enteropatogenica) i CFT073 (uropatogeénica). Tot 1 aix0, en el
present estudi ens vam centrar Unicament en els resultats obtinguts a E. coli K12. A
més, a part de detectar les pautes de lectura oberta codificants de proteines (ORF) d’E.
coli, aquest microxip conté també sondes que inclouen més de 700 regions
intergéniques d’E. coli i marcadors de resisténcies a antibiotics. La base del protocol
utilitzat en el GeneChip® E. coli Genome 2.0 Array consisteix en la hibridacio de
I’ADNc diana (obtingut a partir de I’ARN total de les cel-lules objecte d’estudi)
préviament marcat amb biotina, amb els sets de sondes d’aquest microxip. La hibridacid
sonda-diana es detecta i quantifica mitjangant 1’addicié d’estreptoavidina, la qual
reacciona amb la biotina i forma un complex amb color que és detectat per un escaner i

analitzat per analisi d’imatge.

2.7.6.2. Procediment experimental i analisi de les dades obtingudes
El procediment experimental en el laboratori va consistir en 1’aillament de I’ARN total
(veure apartat 2.7.1.1) corresponent als diferents mutants objecte d’estudi, el tractament

amb Turbo DNasa 1 la purificacidé i concentracio de I’ARN amb el kit de Qiagen
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RNeasy MinElute Cleanup Kit”. Aquest protocol es va realitzar per triplicat per cada
soca per tal d’obtenir mostres més representatives. La sintesi i amplificacié de I’ADNCc,
la fragmentacié d’aquest ADNc i el marcatge amb biotina, aixi com 1’analisi amb
microxips (hibridacid, tincid 1 escanejat) es va encarregar a la Plataforma “Functional
Genomics Core” (FGC) pertanyent al Institut de Recerca Biomedica de Barcelona (IRB)
al Parc Cientific de Barcelona.

El processament de les dades obtingudes i 1’elaboracié dels diagrames de Venn 1
heatmaps es va realitzar a la Unitat de Bioinformatica dels Serveis Cientifico-Tecnics
de la Universitat de Barcelona (CCiTUB) a partir dels fitxers CEL generats pel
programari GCOS (Affymetrix).

2.8. Tecniques experimentals amb proteines

2.8.1. Obtencié d’extractes proteics

Els métodes d’obtencid d’extractes proteics utilitzats en aquest treball es van escollir en
funcié de la finalitat per la qual eren preparats (analisi per electroforesi d’extractes
totals, obtencid d’extractes crus per estudis d’interaccid proteina-proteina o

fraccionament dels compartiments cel- lulars).

2.8.1.1. Obtencio d’extractes totals

Aquest metode es va utilitzar per analitzar per electroforesi en gels de poliacrilamida el
contingut proteic total, separant entre fraccid soluble i insoluble. Es van recollir les
cel-lules per centrifugacio (5000 x g, 5 minuts) i es van ressuspendre en 1/10 del volum
de cultiu en Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 2 mM. A continuacio, es va afegir: lisozim a
una concentracié final de 100 pg/ml, recent preparat en el mateix tampo de
ressuspensid, i 1/10 del volum inicial de Triton X-100 1% (p/v). La mescla es va
incubar 15 minuts a 30°C. A continuacid, es van sonicar les mostres per trencar I’ADN
present fins que van perdre la viscositat. Finalment, es van centrifugar les mostres
(12.000 x g, 15 minuts, 4°C) i es va separar el sobrenedant (fraccié soluble) del

precipitat (fracci6 insoluble).

2.8.1.2. Obtencioé d’extractes crus per French-Press

Cultius crescuts en 500 ml de medi LB fins a DOgq entre 0,5 1 1, es van centrifugar
(11.000 x g, 10 minuts, 4°C) i el precipitat cel-lular es va ressuspendre en 10 ml del
tampo adient segons 1’experiment a realitzar. Aquesta nova suspensio cel-lular es podia

congelar 1 descongelar per tal d’afavorir el trencament de les cel-lules o bé passar
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directament a trencar-les per pressio mitjangant la French Press (French Pressure Cell
Press, SLM AMINCO). Les c¢l-lules van ser lisades després de passar-les 3 cops
consecutius a 1.000 PSIG de pressid. Per tal d’obtenir un extracte clarificat, I’extracte

anterior es va centrifugar (16.000 x g, 30 minuts, 4°C) i es va recollir el sobrenedant.

2.8.1.3. Fraccionament cel-lular

Aquest metode permet obtenir les fraccions periplasmatiques i citoplasmatiques aixi
com les proteines de membrana, de cultius de diferents soques per analitzar el contingut
de proteines a cada compartiment cel-lular. Les fraccions obtingudes es van quantificar
pel métode de Bradford (apartat 2.8.2) 1 es van analitzar posteriorment mitjangant

electroforesi en gels de poliacrilamida (apartat 2.8.4.1).

e Fraccid periplasmatica

Es van centrifugar (3.000 x g, 10 minuts) 10 ml d’un cultiu en fase exponencial i el
precipitat cel-lular es va ressuspendre en 1 ml de tamp6 de xoc fred, més 100 pl d’una
solucié fresca de lisozim (1 mg/ml). La barreja es va deixar 3 minuts en gel i
posteriorment es va centrifugar durant 30 segons a 16.000 x g. Es va recollir el

sobrenedant, corresponent a la fraccio periplasmatica.

Tampo de xoc

Composicid Concentracio

Tris (Roche) 33 mM
EDTA (Merck) 1M
Sacarosa 20 %
PMSF* 1 mM

Ajustar a pH 8,0, autoclavar i conservar a 4°C.
* A partir d’una solucié 10 mM en isopropanol.

Afegir just abans del seu Us.

e Fraccio citoplasmatica

El sediment obtingut en 1’apartat anterior, es va ressuspendre en 1 ml de tampd de xoc
fred 1 100 pl d’una soluci6 de lisozim (5 mg/ml). La barreja es va deixar 20 minuts en
gel 1 després es va congelar 1 descongelar. Finalment, es va centrifugar (16.000 x g, 1

minut) i es va recollir el sobrenedant, corresponent a la fraccié citoplasmatica.
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e Obtenci6 de proteines de membrana

A partir d’un cultiu crescut tota la nit, es van centrifugar 10 ml durant 10 minuts a 3.000
x g ia4°C. El precipitat cel-lular es va ressuspendre en 1 ml de tampo de ressuspensio i
es va centrifugar de nou durant 5 minuts. Les cel-lules es van ressuspendre amb 1 ml de
tampd de ressuspensio i es van lisar per sonicacio a 50 W en dos polsos de 30 segons.
L’extracte resultant es va centrifugar durant 1 minut per eliminar les restes cel-lulars i a
continuacio el sobrenedant es va centrifugar a 16.000 x g a 4°C durant 1 hora. Passat
aquest temps, es va ressuspendre el precipitat en 350 pl de tampd de ressuspensio, se li
van afegir 350 pl més de Laurosil Sarcosinat Sodic al 1,2 % (p/v) i es va incubar la
barreja durant 20 minuts a temperatura ambient. Transcorregut aquest temps, es va
tornar a centrifugar (16.000 x g, 30 minuts, temperatura ambient) i es va retirar el
sobrenedant, corresponent a les proteines de membrana interna, IM. El precipitat
anterior es va ressuspendre en 100 ul d’H,O Milli-Q, se li van afegir 3 volums
d’acetona previament freda i es va deixar a 4°C un temps minim de 2 hores. Per ultim,
es va centrifugar (16.000 x g, 4°C, 15 minuts) i es va ressuspendre el precipitat en 100

ul d’H,O Milli-Q (proteines de membrana externa, OM).
2.8.2. Valoracié de la concentracié de proteines pel métode de Bradford
(Bradford, 1976)

Per la determinacid de la quantitat de proteina present en una mostra es va utilitzar el
reactiu “Protein Assay Dye Reagent Concentrates” de Bio-Rad. Es va seguir el
procediment indicat per la casa comercial basat en el métode descrit per Bradford el
1976 segons el qual les proteines presenten afinitat pel Blau de Coomassie. Es va
preparar una solucid concentrada de BSA (Boehringer Manheim) de 25 mg/ml. A partir
d’aquesta solucié de BSA es van preparar les dilucions 25, 12,5, 6,25, 3,125 i 1,56
(ug/ml). Es va construir una recta patré barrejant 0,8 ml de cadascuna d’aquestes
dilucions de concentracié coneguda amb 0,2 ml de reactiu de Bradford per duplicat.
Aixi, les quantitats de proteina de les diferents dilucions que formarien la recta patrd
serien de 20, 10, 5, 2,51 1,25 (ug). Per la determinacié de la concentracié de proteina de
les mostres assajades, es van afegir entre 5 1 25 pl de cada mostra problema a barreges
de 0,2 ml de reactiu de Bradford més la quantitat corresponent d’aigua fins a arribar a 1
ml de volum total. A continuacio, es passava a realitzar la lectura de 1’absorbancia a

DOsos de totes les mostres. La concentracid de proteina de les mostres es va calcular
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extrapolant a partir de la recta patrd els valors de 1’absorbancia de les mostres problema

i fent la correccid segons el volum de mostra assajat.
2.8.3. Purificacié de proteines

2.8.3.1. Induccio de I’expressio de proteines

Per tal de sobreproduir les proteines d’interes, es van construir plasmidis recombinants
que contenien el gen d’interés clonat sota la influéncia del promotor de I’ARN
polimerasa del fag T7. En aquest treball, es van utilitzar els vectors d’expressié pET11a
i pET15b. Com a soca hoste s’utilitzaven les soques BL21(DE3) i BL21(DE3)AAns Km'
capaces de sintetitzar la polimerasa del fag T7 sota un promotor induible per IPTG
(isopropil-D-galactopiranosid).

En un primer pas, el plasmidi es transformava a la soca hoste i, al dia segiient, les
colonies obtingudes de la transformaci6 es recollien amb LB 1 s’utilitzaven per inocular
250 ml, 500 ml o 1 litre de medi LB. EI cultiu s’incubava en agitacio a 37°C o a 30°C
segons la proteina a expressar fins que assolia una DOgyy de 0,4. En aquest moment,
s’afegia IPTG (Promega) a una concentracié final de 0,5 mM. Passades 2 hores a partir
del moment de la induccid, se centrifugava el cultiu (11.000 x g, 10 minuts, 4°C) i les
cel-lules es ressuspenien en 10 ml (per a cultius de 250 o 500 ml) o 20 ml (per a cultius
d’1 litre) de tampo A (apartat 2.8.3.2). Amb aquesta suspensi6 cel-lular s’obtenia un
extracte cru mitjangcant French Press, tal i com es descriu en I’apartat 2.8.1.2. Aquest
extracte se centrifugava de nou (16.000 x g, 30 minuts, 4°C) per tal d’obtenir un extracte

clarificat.

2.8.3.2. Purificacié per Ni**-NTA agarosa (Qiagen)
(Hochuli, 1988)

Aquest metode és ttil per la purificacid de les proteines a les quals se’ls ha afegit una
cua de 6 histidines en el moment de la clonacié en el vector d’expressid. Després de
I’obtencié de D’extracte clarificat, s’utilitzava el metode d’immobilitzacid per
cromatografia d’afinitat a metalls per tal de purificar la proteina amb la cua de 6
histidines. Es van barrejar els 10 o 20 ml d’extracte cru obtingut tal i com s’explica en
’anterior apartat amb 500 ul o 1 ml de reina de Ni,'-NTA agarosa (Qiagen)
respectivament 1 es va deixar en agitacio suau durant 2 hores a 4°C per permetre la unio6
de la proteina al Ni*". Transcorregut aquest temps, es va centrifugar i ressuspendre la

resina varies vegades fins a quedar en un volum final d’1 ml. A continuacio, es van fer 5
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rentats amb 500 pl de tampod A 1 3 rentats amb tampo A’ (amb imidazol 200 mM), per
tal d’eluir les proteines unides a la matriu. Les fraccions obtingudes es van guardar i
analitzar posteriorment per electroforesi en gel de poliacrilamida en Tris-Glicina-SDS

(veure apartat 2.8.4.1).

Tampd A Tampd A’
Hepes pH 7,9* 20 mM 20 mM
KCl 100 mM 100 mM
MgCl12 5 mM 5mM
Glicerol 10% 10%
Imidazol 20 mM 200 mM
* pH ajustat amb KOH

2.8.4. Tecniques d’electroforesi de proteines

La separacio6 en funci6 del tamany molecular de les proteines d’una determinada mostra
es va realitzar mitjangant electroforesi en gels de poliacrilamida desnaturalitzants
utilitzant ’equip MINI-PROTEAN II™ de Bio-Rad, que permet obtenir gels verticals
de 7,3 cm d’al¢ada, 8 cm d’amplada i 0,75 o 1 mm de gruix.

2.8.4.1. Gels de poliacrilamida en Tris-Glicina-SDS
(Laemmli, 1970)

Aquests tipus de gels estan formats per dues fases: la fase de compactacié i la fase de
resolucid. La primera (fase de compactacid) correspon a la 4 part superior del gel i
conté un 5% de poliacrilamida en tots els casos. La segona fase (fase de resolucio)
ocupa la resta del gel i els percentatges més utilitzats de poliacrilamida van ser de 10%,
12,5% 1 15% segons els tamanys de les proteines que es volguessin separar en cada cas.

La composici6 de cada fase es mostra a la segiient taula:
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Fase de Fase de
resolucio compactacio
10% 12,5%  15% 5%
Acrilamida/Bis 30,8 % T, 2,6 % C (Bio-Rad) 2ml 25ml 3 ml 0,8 ml
Tamp6 de resolucio x 4 ,5ml 1,5ml 1,5ml -
Tampo de compactacio x 4 - - - 1,25 ml
Aigua bidestil-lada 2,5 ml 2ml 1,5ml 2,92 ml
APS 10% 30l 30ul 30w 35ul
TEMED (Bio-Rad) syl spl spl 10 pl
% T: Percentatge d’acrilamida + bisacrilamida % C: Percentatge de bisacrilamida respecte el total (T)

La solucio d’APS al 10% correspon a una solucié d’APS (Bio-Rad) en aigua destil-lada
a una concentracio de 100 mg/ml.

La composicié del tampd de resolucid i del tampd de compactacio es detallen a

continuacio:
Tampo de Resolucid x 4 Tampo6 de Compactacié x 4
Composicid Concentracio Composicio Concentracio
Tris (Roche) 1,5 mM Tris (Roche) 0,5 mM
SDS (Merck) 0,4% SDS (Merck) 0,4%

Ajustar a pH 8,8 Ajustar a pH 6,8

Per preparar el gel primer s’afegia la fase de resolucio entre els dos vidres de suport fins
a ¥ parts de I’algada total i es recobria amb aigua destil-lada. Un cop aquesta fase havia
polimeritzat, s’eliminava 1’aigua destil-lada i s’afegia la fase de compactacio. Abans
que aquesta fase polimeritzés s’introduia la pinta que definiria els pous de carrega.

Les mostres es van carregar després d’afegir-hi tampd de mostres x 4 1 d’incubar-les
durant 5-10 minuts a 100°C. Després de carregar les mostres, s’aplicava un voltatge de
50 V fins que les mostres s’havien alineat a la fase de compactacid. A continuacio,
s’augmentava el voltatge a 120 V fins al final de 1’electroforesi. Tot seguit, es detalla la
composicié de les solucions utilitzades per afegir a les mostres abans de bullir (tamp6

de carrega) 1 per correr el gel dins la cubeta d’electroforesi (tampd de recorregut):
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Tampo de Mostres x 4 Tampo de Recorregut x 10
Composicio Concentracio Composicio Concentracio
Glicerol (Panreac) 20% SDS (Merck) 1%
B-mercaptoetanol (Bio-Rad) 10% Tris (Roche) 0,25 M
SDS (Merck) 4,6% Glicina (Fluka) 1,92 M
Tris (Roche) 0,125 M Ajustar pH a 8,3
Blau Bromofenol (Millipore) 0,2%

Ajustar a pH 6,8

2.8.4.2. Tincio de gels de proteines amb Blau de Coomassie®
La tincid es va realitzar incubant els gels en la solucid de tincid que s’indica a
continuacio durant 30 minuts. Un cop passat aquest temps es va destenyir mitjangant

varis rentats amb la solucid de destincio.

Solucid de Tincio

Composicid Concentracio
Blau brillant de Coomassie® R-250 (Fluka) 0,25%
Acid acétic glacial (Panreac) 10%
Metanol (Merck) 50%

Un cop dissolt el colorant, la soluci6 es filtra amb paper de cel-lulosa

Solucid de Destincid

Composicid Concentracio
Acid acétic glacial (Panreac) 5%
Metanol (Merck) 10 %

2.8.5. Tecniques d’immunodeteccié de proteines (western blotting)
(Towbin et al., 1979; Burnette, 1981)

Les proteines separades per electroforesi en gels de poliacrilamida (apartat 2.8.4.1) eren
transferides a un suport solid per a ser posteriorment detectades mitjangant antiserums

especifics.

2.8.5.1. Transferéncia de proteines a membrana per sistema semi-sec
Les proteines separades per electroforesi van ser electrotransferides del gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocel-lulosa (Trans-blot® Transfer medium, 0,45

um, Bio-Rad). Tant el gel com la membrana, s’equilibraven en tamp6 de transferencia.
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El gel de poliacrilamida es dipositava sobre la membrana, i el conjunt es col-locava
entre papers de filtre (Whatman 3 MM) mullats amb el mateix tampd (tres per cada
costat). Aquest bloc es dipositava entre el catode i I’anode de I’aparell i es procedia a la
transferéncia de les proteines amb 1’equip Trans-Blot® SD-Semy-Dry Transfer Cell de
Bio-Rad, tot aplicant un voltatge de 15 V durant generalment 30 minuts. Si el gel era
més gruixut o la proteina molt gran, aleshores s’augmentava el temps de transferéncia a

45-60 minuts.

Solucid de transferéncia

Component Concentracio
Tris (Roche) 48 mM
Glicina (Fluka) 39 mM
Metanol (Merck) 20 %
SDS (Merck) 1,3 mM

pH 9.2 no ajustat

2.8.5.2. Immunodeteccio i revelat quimioluminiscent pel sistema ECL™

Després de la transferéncia, la membrana de nitrocel-lulosa es bloquejava durant 1 hora
en tampo TBS-Tween més 1’agent de bloqueig, llet descremada en pols al 5% (p/v). A
continuacio, es realitzaven 3 rentats de 10 minuts cada un en tampd TBS-Tween i
després s’incubava 1 hora amb 1’anticos primari contra la proteina que es volia detectar
diluit en 10 ml de tampd TBS-Tween. L’excés d’anticos unit inespecificament
s’eliminava rentant la membrana 3 vegades amb tamp6 TBS-Tween (10 minuts cada
rentat). La membrana s’incubava altra vegada durant 1 hora amb [’anticos secundari
(Anti-Rabbit o Anti-Mouse IgG conjugat amb peroxidasa a una dilucié 1:10.000,
Amersham Biosciencies) diluit en 10 ml de tampo TBS-Tween. L’excés d’anticos
secundari s’eliminava amb 3 rentats de 10 minuts amb tamp6 TBS-Tween. Per iniciar la
reaccid quimioluminiscent de revelat, la membrana es va incubar durant 5 minuts en
estatic amb el reactiu que conté el substrat per la peroxidasa de 1’anticos secundari,
seguint les indicacions de la casa comercial (ECL™ Western blotting, Amersham
Biosciences). Posteriorment, la membrana es va embolicar amb film de plastic i es va
col-locar dins un cassette d’autoradiografia Gevamatic 18 x 24 amb pantalles
amplificadores Curix C-2 (Agfa) per exposar-hi una pel-licula (Hyperfilm MP,

Amersham Biosciences). Després d’un temps determinat que podia variar entre 10
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segons 1 5 minuts d’exposicid, es va revelar el film automaticament (RG II, Fuji X-Ray,

Film Processor).

Tampo TBS- Tween

Component Concentracio
Tris (Roche) 20 mM
NaCl 136 mM
Tween-20 (Merck) 0,1 %

AjustarelpHa 7,

A continuacié es mostra una taula amb els anticossos primaris utilitzats en aquest

treball:
Anticossos primaris
Anticos Antigen  Dilucid de treball ~ Origen Referéncia
Anti-Hha # 1 Hha 1:1.000 Conill  (Balsalobre et al., 1996)
Anti-H-NS H-NS 1:10.000 Conill  Cedit pel Dr. B. Eric Uhlin
(Umea Univerity, Sugcia)
Anti-StpA StpA 1:2.000 Conill  Cedit pel Dr. B. Eric Uhlin
(Umea Univerity, Sugcia)
Anti-YdgT YdgT 1:100.000 Conill (Paytubi, 2004)

2.9. Valoracio d’activitats enzimatiques

2.9.1. Determinacié de I'activitat B-galactosidasa
(Miller, 1992)

A la DOggo escollida per mesurar 1’activitat B-galactosidasa d’un cultiu de la soca
objecte d’estudi, es van recollir aliquotes d’entre 50ul- 500ul que es van portar a un
volum d’1 ml amb tampd Z. Es van afegir 50 pl de cloroform i 25 ul d’SDS 0,1% a cada
tub 1 es van agitar amb un vortex durant 15 segons per permeabilitzar les cel-lules. A
continuacid, es van incubar durant 5 minuts en un bany a 28°C 1 es va afegir I’ONPG (2-
Nitrophenyl-B-D-galactopyranoside, Fluka; 4 mg/ml en tampo6 fosfat sodic 0,1 M pH 7).
Les mostres es van incubar fins a 1’aparicié de color groc, moment en el qual s’aturava
la reaccio afegint 0,5 ml de Na,CO; 1 M. Es van deixar reposar uns minuts i es va

mesurar 1’absorbancia a les longituds d’ona de 420 nm i1 550 nm.
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Tampo Z
Component Concentracio
Na,HPO, (Merck) 60 mM
NaH,PO, (Merck) 40 mM
KCI (Merck) 10 mM
MgSO, 1 mM
- mercaptoetanol 50 mM

pH 7, no autoclavar

El tamp¢ fosfat sodic 0,1 M pH 7, en el que es dissol I’ONPG, es preparava afegint 61
ml de NaH,PO4 0,1 M sobre 39 ml de Na,HPO4 0,1 M.
Amb els dos valors d’absorbancia obtinguts es calculava ’activitat f-galactosidasa amb

la segilient formula:

Activitat p-galactosidasa (U) = 1000 x (DO, — 1,75 x DOss0) / (t x V x DOgq0)

U: Unitats Miller.

DOy12 i DOssg: valors d’absorbancia a les longituds d’ona de 412 nm i 550 nm un

cop aturada la reaccid.

DOgpo: valor d’absorbancia a 600 nm del cultiu en el moment d’agafar la mostra.

t: temps transcorregut en minuts des de 1’addicio de ONPG fins que s’atura la reaccid
amb Na,COs.

V: volum de cultiu utilitzat per la determinacié d’activitat (ml).

2.10. Determinacié de la freqiliéncia d’aparici6 de mutants

resistents a la rifampicina

Es preparaven 10 cultius de tota la nit en 1 ml de medi LB de la soca a estudiar per
posteriorment, ser incubats a les tres temperatures a testar (25, 30 1 37°C). De cada
cultiu se sembraven dilucions adequades en plaques LB agar (per fer un recompte de
viables) i LB agar suplementat amb 100 pg/ml de rifampicina (per fer recompte de
mutants resistents a rifampicina). Les plaques s’incubaven a 30°C durant 48 hores. Per

calcular la freqiiencia de mutacié per cada cultiu es dividia el nombre total de mutants
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resistents a la rifampicina entre el nombre total de cel-lules viables. Els resultats

s’expressaven com al valor de cél-lules Rif*/10°.
2.11. Assaig de motilitat

(Aberg et al., 2009)

Aquest assaig ens va permetre mesurar la motilitat d’una determinada soca bacteriana i
poder-la comparar amb la d’altres soques.

Les plaques utilitzades en ’assaig de motilitat es preparaven en medi TB agar (veure
apartat 2.2.1). Un cop autoclavat el medi 1 abans de ser plaquejat, s’afegia la quantitat
suficient de L-serina i L-valina per obtenir una concentracio final de 2 mM. L’L-serina
és un quimioatraient. En canvi, I’L-valina és un quimiorepel-lent. A continuacio, es
repartia el medi en plaques posant-ne exactament 25 ml a cadascuna i es deixaven
assecar tapades fora de la vitrina a temperatura ambient.

La inoculacio de les plaques de motilitat es realitzava a partir de cultius de tota la nit 1
consistia en dipositar al centre de cada placa Sul de cultiu per duplicat.

Les plaques inoculades s’incubaven a 30°C durant 12 hores i es mesurava ’halo de
motilitat en cm. Les fotografies de I’halo de motilitat es van realitzar amb ’aparell Gel

DOC™ XR+ de la casa BioRad utilitzant la 1lum blanca.
2.12. Assaig de resistéencia a I’acid

(Masuda i Church, 2003)

A partir de cultius crescuts durant 18 hores en medi LB es realitzava una dilucio 1:100
en medi fresc 1 s’incubava fins a assolir una DOgoonm= 1. Cada cultiu es diluia 40
vegades en PBS (pH 7,2) o LB (pH 2,5) temperats a 37°C 1 s’incubaven a 37°C sense
agitacid durant el temps establert. Finalment, a cada temps (t, t;, etc.) es realitzaven
recomptes de viables. El percentatge de cel-lules supervivents al tractament amb acid es
va calcular com el nombre de colonies/ml supervivents després de tractament amb acid,

dividit pel nombre de colonies/ml en PBS.
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2.13. Assaig de formacioé de biofilm

(Ren et al., 2005)

A partir d’un cultiu crescut tota la nit en medi LB a 37°C de la soca a estudiar, es va
realitzar un inocul 1:100 en LB suplementat amb 0,2% glucosa. D’aquest inocul es van
inocular per duplicat 200 pl/pou en plaques de poliestire (Nunc). La placa es va deixar
incubar durant 24 hores a una determinada temperatura (25°C o 37°C) en estatic. A les
24 hores es va determinar la densitat Optica a una A de 620nm per poder normalitzar
posteriorment les dades. Seguidament, es va decantar el cultiu liquid i1 es va procedir a
realitzar 3 rentats del pou amb 200 pl d’aigua destil-lada cadascun. A continuacio, es
van tenyir els biofilms amb 200 pl d’una solucid de cristall violeta a 1’1% deixant-la
actuar durant 20 minuts. Es van realitzar novament tres rentats amb aigua destil-lada i es
va ressuspendre la tincid obtinguda mitjangant la solubilitzacid del cristall violeta amb
300 pl d’etanol al 95%. Finalment, es va llegir la DOs4. Els valors obtinguts en aquesta
mesura es van normalitzar respecte els obtinguts en el cultiu de partida. Els valors

resultants corresponien a la capacitat de formacid de biofilms.
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3.1. Analisi transcriptomica de mutants hha i ydgT

Fins al moment d’inici d’aquesta tesi, tots els estudis sobre la proteina YdgT es van dur
a terme considerant el seu paper com a paraleg de la proteina Hha (Paytubi et al., 2004;
Vivero et al., 2008). Com a primer objectiu d’aquest treball ens vam plantejar estudiar

si la proteina YdgT a E. coli té funcions independents de la proteina Hha.
3.1.1. Construccié de mutants hha i ydgT a la soca d’E. coli MG1655

Els mutants hha 1 ydgT utilitzats en aquest treball es van obtenir per transduccid
generalitzada amb lisats P1 vir (veure Materials i metodes apartat 2.4.3) obtinguts sobre
les soques BSN26H i BSN26Y respectivament. Als nous mutants se’ls va anomenar
MGI1655H 1 MGI1655Y. Un cop obtinguts aquests mutants senzills, també es va
construir la soca doble mutant hha ydgT per transduccié de la mutacié hha al nou
mutant MG1655Y préviament curat de la resisténcia a Cm (veure Materials i metodes

apartat 2.5.1.3). Aquesta ultima soca es va anomenar MG1655HY.

3.1.2. Fenotip hemolitic dels mutants hha, ydgT i del doble mutant hha
ydgT

La produccié de la toxina o-hemolisina en E. coli es troba altament regulada. Les
proteines associades al nucleoide H-NS 1 Hha interaccionen per tal de silenciar
I’expressié d’aquesta toxina en determinades condicions ambientals tals com baixa
temperatura o alta osmolaritat (Madrid et al., 2002b). El fenotip dels mutants /ns i/o
hha és facilment perceptible en plaques d’agar sang on aquests mutants, que tenen
incrementada ’expressié d’o-hemolisina, mostren halos d’hemolisi molt grans. Els
paralegs d’H-NS 1 d’Hha (les proteines StpA i1 YdgT respectivament) presents en el
cromosoma d’E. coli poden atenuar parcialment el fenotip mutant sns i hha (Paytubi et
al., 2004). Cap d’aquests dos paralegs és capa¢ de compensar totalment la manca d’H-
NS i1 d’Hha. Tot i aix0, un doble mutant hha ydgT mostra una major desregulacid dels
determinants de virulencia en comparacié6 amb el mutant senzill hha (Vivero et al.,
2008). A la Fig. 3.1 s’observa la desregulacio pel que fa a I’expressié de la toxina o-
hemolisina del mutant hha ydgT quan es transforma amb el plasmidi hemolitic
pANN202-312R, un plasmidi de mitja numero de copies que conté I’operd hly del
plasmidi parental pHly152 (Godessart et al., 1988).
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Fig. 3.1. Fotografia de colonies hemolitiques en plaques LB agar sang de la soca MG1655 (pANN202-
312R) (A) i del doble mutant #ha ydgT MG1655HY (pANN202-312R) (B) on s’aprecien les diferéncies

pel que fa al diametre de I’halo d’hemolisi.

Durant I’estudi de la caracteritzacio de les propietats hemolitiques del doble mutant #ha
vdgT de la soca d’E. coli MG1655 (soca MG1655HY), es va observar un fenotip
inesperat. Quan la soca MG1655HY era transformada amb el plasmidi pANN202-312R,
es van detectar colonies no hemolitiques a les plaques d’agar sang quan aquestes
contenien 1’antibiotic kanamicina (marcador de la mutacid hha). Sorprenentment,
I’aparicié de derivats no hemolitics depenia de la preséncia o no de kanamicina en el
medi de cultiu. L’analisi del procés implicat en 1’aparicié de clons no hemolitics s’ha
considerat com un nou apartat dins del contingut d’aquest treball, degut a la rellevancia

dels resultats que s’han obtingut (veure apartat Resultats 3.2.).

3.1.3. Analisi transcriptomica de mutants hha, ydgT i del doble mutant
hha ydgT

Un cop obtinguts els mutants i confirmat el seu fenotip hemolitic, es va decidir fer un

estudi transcriptomic de mutants independents hha 1 ydgT de la soca MG1655 d’E. coli.

Es va aillar I’ARN total de la soca salvatge, dels mutants hha, ydgT i1 el doble mutant
hha ydgT (veure apartat Materials 1 metodes 2.7.1) a partir de cultius crescuts en medi
LB a 37°C fins a una DOg= 0,6. Les mostres van ser processades per la Plataforma
“Functional Genomics Core” (FGC) de I’'Institut de Recerca Biomedica (IRB) en
microxips GeneChip® E. coli Genome 2.0 Array de la casa Affymetrix. La Unitat de
Bioinformatica dels Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Barcelona
(CCiTUB) es va encarregar del tractament de les dades i1 de I1’elaboracidé dels

corresponents llistats de gens alterats, “heatmaps” 1 diagrames de Venn.
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3.1.3.1. Analisi global dels gens alterats: “heatmaps” i diagrames de

Venn

Per tenir una idea general del patré d’expressio génica dels mutants analitzats 1 poder fer
comparacions entre ells, és util la realitzacié de “heatmaps”. En aquest tipus de
diagrames es representa el patrdo de gens alterats mostrant, en diverses intensitats de
color verd 1 vermell, els gens reprimits 1 induits respectivament. La intensitat dels colors
indica els nivells d’expressid o repressido d’un determinat gen, la qual cosa se sol
expressar com a log2 (FC) o directament com a FC (on FC significa “fold change”). El
valor de P ajustat ens indica la probabilitat d’obtenir valors no significatius. En aquest
treball es van considerar significatius els valors de P ajustat inferiors a 0,05. L’ordre en
que estan ordenats els gens correspon a raons filogenétiques tal i com es veu representat
a la part superior del “heatmap” de la Fig. 3.2. En aquesta figura es representen els
patrons d’expressid geénica dels mutants MG1655H (H), MG1655Y (Y) i MG1655HY
(HY) respecte a la soca salvatge MG1655 (wt).

H_vs_wt

Y_vs_wt

vt | I -

relative log2(FC)

Fig. 3.2. “Heatmap” on es representa el patré d’expressid genica dels mutants senzills #ha (H) i ydgT
(Y) i del doble mutant hha ydgT (HY) comparat amb el de la soca salvatge (wt) (FC>1,5x i P-valor
ajustat<0,05). En verd s’indiquen els gens reprimits i en vermell els induits (respecte a la soca

salvatge). Els gens marcats en blanc no es troben alterats en aquell mutant.

Les principals conclusions que s’extreuen del “heatmap” de la Fig. 3.2 son que el patrd
d’expressié genica d’un mutant sha és forga diferent al d’un mutant ydg7 1 que el doble
mutant hha ydgT té un patrd similar al del mutant senzill #ha perd amb uns nivells de
repressio 1 induccid més pronunciats (verd 1 vermell més intensos). Dit d’una altra

manera, la doble mutacio hha ydgT potencia els efectes observats en el mutant 44a 1 no
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els del mutant ydgT. Aixo €s consistent amb la hipotesi que la proteina YdgT compensa
parcialment la pérdua de la proteina Hha, perd també indica que la proteina YdgT té

també altres funcions.

Els diagrames de Venn son representacions grafiques que ens permeten visualitzar els
diversos conjunts de gens induits (“upregulated”, UP) o reprimits (“downregulated”,
DW) en les soques estudiades respecte a la soca salvatge (wt), i determinar el nombre de
gens comuns entre elles. A partir de les dades obtingudes de 1’analisi transcriptomica
visualitzades a través dels diagrames de Venn (Fig. 3.3), es pot observar que el mutant
hha té un nimero de gens alterats molt superior al del mutant ydgT. El doble mutant 4ha
vdgT mostra un patrd d’expressio genica amb un nimero de gens desregulats superior al
del mutant sha, indicant que la manca de les dues proteines paralogues provoca efectes

sumatoris de desregulacio.

H_vs_WT_UP.2x

H_vs_WT_DW.2x

HY_vs_WT_UP.2x HY_vs_WT_DW.2x

Fig. 3.3. Diagrames de Venn on es representa el volum de gens induits (A) i reprimits (B) dels
mutants senzills #ha (H), ydgT (Y) i el doble mutant #ha ydgT (HY) comparat amb el de la soca
salvatge (wt) (FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05).

Per altra banda, observem en el diagrama de Venn de la Fig. 3.3 que el mutant hha té
més gens induits (348) que reprimits (132), i que amb el mutant ydgT passa el contrari

(69 gens reprimits 1 24 gens induits). Aix0 ens estaria indicant que, mentre que la
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proteina Hha té una funcié predominantment repressora, YdgT actuaria com un inductor

o activador.

3.1.3.2. Analisi de I’expressio génica diferencial entre mutants hha, ydgT

i el doble mutant hha ydgT

La revisi6 del llistat de gens alterats en els mutants hha, ydeT 1 hha ydgT respecte a la
soca salvatge es va realitzar amb I’ajuda d’eines bioinformatiques com les presents en la
“Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes” (KEGG). La KEGG ¢és una base de
dades de gens i genomes que conté aplicacions tutils com el “KEGG Mapper”. Aquesta
aplicacio permet visualitzar el conjunt de gens afectats en un microarray agrupats
formant part d’una ruta metabolica, una ruta de processament de la informacié genetica
o ambiental, un procés cellular, etc., de tal manera que gracies a un codi de color que
indica els nivells d’expressidé es pot tenir una idea general de les alteracions dins
d’aquell sistema o ruta. D’aquesta manera, es van poder observar diferéncies en els
patrons d’expressid geénica entre els tres mutants objecte d’estudi. A continuacid, es

detallen algunes de les principals diferéncies observades:
e Gens dels operons de motilitat

Una de les primeres diferéncies que es va observar entre els mutants estudiats feia
referéncia a gens pertanyents als operons de motilitat i quimiotaxi. A la Fig. 3.4 es
detallen els gens relacionats amb la motilitat 1 el grau de repressio (intensitat de color
verd) en mutants hha (H), ydgT (Y) i hha ydgT (HY) respecte a la soca salvatge (wt) en

un diagrama “heatmap”.
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Fig. 3.4. “Heatmap” on es representa el patré d’expressio dels gens flagel-lars dels mutants senzills

hha (H) 1 ydgT (Y) i del doble mutant hha ydgT (HY) comparat amb el de la soca salvatge (wt)

(FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05). En verd s’indiquen els gens reprimits respecte a la soca salvatge. Els

gens marcats en blanc no es troben alterats en aquell mutant.

A la columna corresponent al mutant 4ha de la Fig. 3.4 es mostren en blanc alguns dels

gens flagel-lars, la qual cosa indica que no hi ha diferéncies respecte a la soca salvatge.

El mutant ydgT,en canvi, mostra gairebé tots els gens reprimits perd amb un FC molt

menor al que mostra el doble mutant #ha ydgT. Habitualment, tal i com s’ha esmentat,

un doble mutant hha ydgT té un patré d’expressid genica similar al d’un mutant hha

perd de manera potenciada. En el cas dels gens flagel-lars, perd, ens trobem davant

d’una excepcid ja que son els gens alterats en el mutant ydgT els que es veuen

potenciats per la doble mutacid hha ydgT.

A la Fig. 3.5 es detallen els valors de FC (FC>1,5x i1 “P.value adjusted”<0,05) per

cadascun dels gens alterats distribuits en els corresponents operons de motilitat en els

tres mutants estudiats.
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DydgT 1,6 20 20 23 25 28 25 22 26 21 24 1,6
Ahha 2,1 2,1 2,1 2,1
Ahha ydgT 10,4 25,2 22,5 19,5 16,6 14,1 10,4 6,3 4,1 3,9 3,7 3,3
.
— e S e S e S S
Ahha ydgT -2,1 -2,5

Ahha ydgT 2,4 2,1

i [ iz | i fic =m0 >{ ms > ar >—

AydgT 1,6 1,6
Ahha ydgT 10,0 2,3

AydgT 1,6 20 21 20 23 1,8 1,6 1,9 20 2,0

Ahha ydgT 57 7,2 4,7 48 45 9,2 61 7,2 2,6

------> 070 ARN polimerasa
——> oF ARN polimerasa

=== Operons primerencs
=== Operons mitjans

= Operons tardans

Fig. 3.5. Esquema dels diferents operons de motilitat i quimiotaxi d’E. coli. Els nimeros sota dels
diversos ORF indiquen el “fold change ” (FC) negatiu o nivell de repressié dels corresponents mutants

respecte a la soca salvatge.

Si ens fixem en el doble mutant hha ydgT, els valors de FC sén, en molts casos,
considerablement més elevats que en el mutant ydg7. A més, el doble mutant hha ydgT

té un major numero de gens alterats.

e Gens implicats en rutes metaboliques

La mutacidé hha provoca una important desregulacié a nivell metabolic en E. coli. En un

mutant #ha trobem una gran quantitat de gens alterats pertanyents a rutes metaboliques
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(143) a diferencia del mutant ydgT (31). En el mutant hha es troba alterat el
metabolisme de: purines, butanoat, arginina i prolina, alanina, aspartat i glutamat,
pirimidina, glioxilat i descarboxilat, piruvat, fenilalanina, glicina, serina i treonina, beta-
alanina, acids grassos, galactosa, fructosa i manosa. En el mutant ydgT, només algunes
d’aquestes rutes es troben també afectades, tot i que amb un nimero molt més reduit de
gens alterats i amb una menor intensitat respecte a la soca salvatge. Un bon exemple
d’aquest fet ¢s la ruta metabolica dels acids grassos, en la qual el mutant #ha té 29 dels
gens d’aquesta ruta induits amb un FC>2, mentre que el mutant ydg7 només té dos gens

induits amb aquests mateixos valors de FC (Fig. 3.6).
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Fig. 3.6. Representacid del patré d’expressio dels gens del metabolisme dels acids grassos en un

mutant hha (A) i en un mutant ydg7 (B) obtinguda utilitzant 1’aplicacié bioinformatica KEGG

Mapper. El codi de colors permet congixer el nivell d’expressié (Fold Change, FC) d’un determinat

gen: en vermell (FC>2), en rosa (2 <FC>1,5), en blau (-2 <FC <-1,5), en verd clar (no expressat

diferencialment respecte a la soca salvatge) i en blanc (no anotat en aquest organisme).
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e Gens del sistema de secrecio tipus 11

El sistema de secrecio tipus II (T2S), present en diversos bacteris patogens Gram-
negatius, consisteix en un complex multiproteic que intervé en 1’alliberament de factors
de viruléncia. Alguns dels gens que codifiquen pel sistema de secrecid tipus II,
pertanyents a 1’operd gsp, es troben desregulats en el mutant 4ha i en el doble mutant
hha ydgT, pero no en el mutant ydgT. Tant en els mutants #ha com en el doble mutant
hha ydgT 1’expressié dels gens gsp es troba induida respecte a la soca salvatge (Fig.
3.7). Tot 1 aix0, el nombre de gens alterat i el nivell d’induccid (FC) és més elevat en el

doble mutant hha ydgT que en el mutant hha.

B gspA gspC D E F G H I J K L M O
G-’:):“_:D >{ > b B 5> (> [, [ (> [ [

Ahha 1,3 0,6 0,9

AhhaydgT 1,9 2,8 2,4 1,3 1,5 0,9 1,2 1,2 11 0,9

Fig. 3.7. Representacio esquematica de 1’operd gsp situat al min. 74,5 del cromosoma *d’E. coli K12
en el qual s’indiquen els valors de FC o nivells d’induccié dels mutants #ha i hha ydgT respecte a la

soca salvatge.

L’opero6 gsp se sap que esta reprimit per H-NS (Francetic ef al., 2000). Per tant, veient
les alteracions en el FC dels gens gsp en els mutants hha i hha ydgT, podem afirmar que
Hha té també¢ un paper en el silenciament de 1’oper6 gsp, segurament en complex amb
H-NS. En canvi, YdgT probablement estaria implicat en la regulacié de I’expressio

d’aquests gens només en el cas que Hha no estigués disponible.

Aquests resultats evidencien que, si bé una de les funcions de la proteina YdgT ¢és suplir
parcialment la funci6 de la proteina Hha, també té funcions reguladores especifiques,

diferents a les de la proteina Hha.
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3.2. Analisi de I'origen de clons no hemolitics que apareixen
en mutants hha ydgT portadors del plasmidi pANN202-312R

Aquest apartat sorgeix de I’estudi del fenotip hemolitic de la soca doble mutant hha
vdgT (apartat Resultats 3.1) durant el qual es va observar I’aparicio de derivats no
productors d’ a-hemolisina quan es transformava el plasmidi pANN202-312R (Fig.
3.8C). Degut a la observacidé d’aquest fenotip inesperat, es va considerar important

estudiar aquest procés en profunditat.

3.2.1. Els mutants d’E. coli que sobreexpressen I'a-hemolisina segreguen

colonies no hemolitiques en preséncia de I’antibiotic kanamicina

Durant I’estudi del fenotip hemolitic de mutants hha ydgT el primer que es va realitzar
fou la transformacié del plasmidi hemolitic pANN202-312R a aquesta soca doble
mutant. E1 pANN202-312R es tracta d’un plasmidi hemolitic de mitja nimero de copies
que conté I’operd hly del plasmidi parental pHly152 clonat en el vector de clonaci6
pACYC184 en la diana Sall (Godessart et al., 1988). La seleccié dels transformants es
va realitzar en plaques d’LB agar sang amb cloramfenicol (Cm), marcador del plasmidi,
1 kanamicina (Km), marcador de la mutacié hha. A les 24 hores es podia observar una
barreja de colonies hemolitiques i no hemolitiques. Sorprenentment, si es repetia
aquesta transformacio i se sembraven plaques d’agar sang només amb Cm, a les 24
hores totes les colonies eren hemolitiques. En conseqiiéncia, es va decidir estudiar la
naturalesa dels derivats no hemolitics 1 la seva relacido amb la preséncia de kanamicina
en el medi. Per aix0, a partir d’un cultiu de tota la nit de la soca MG1655HY
(pANN202-312R) en medi LB Cm es van inocular (1:100) dos erlenmeyers que
contenien LB Cm i LB Cm Km. Es van seguir les corbes de creixement corresponents i
es va quantificar el nimero de colonies hemolitiques 1 no hemolitiques, plaquejant en
plaques d’LB agar sang a partir de diverses aliquotes de diferents punts al llarg de les

dues corbes de creixement (Fig. 3.8).
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Fig. 3.8. A. Corbes de creixement de la soca MG1655HY (pANN202-312R) en abséncia i preséncia

de kanamicina (25 mg/l). B i C mostren el percentatge de colonies no hemolitiques (Hly") detectades

en plaques d’agar sang en diferents estadis del creixement en abséncia (B) i preséncia (C) de

kanamicina.

Si comparem el creixement del doble mutant portador del plasmidi hemolitic amb i
sense kanamicina, observem que disminueix la taxa de creixement del cultiu amb
kanamicina. A més, en aquest segon cas apareix una quantitat de colonies no

hemolitiques que s’incrementa al llarg de la corba de creixement (Fig. 3.8C).
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3.2.2. Els derivats Hly" del plasmidi pANN202-312R aillats de la soca

MG1655HY mostren dos patrons de restriccio diferents

Per tal de coneixer I’origen del fenotip Hly’, es van aillar els plasmidis de trenta clons
no hemolitics (obtinguts en 6 experiments independents) i es va dur a terme ’analisi de
restriccié amb 1’enzim Hindlll. Tots els clons analitzats contenien dos Unics patrons de
restriccid els quals corresponien a dues possibles delecions (Fig. 3.9A). Per altra banda,
es va sequenciar (apartat Materials i métodes 2.6.4) el fragment Sa/l/Sall (17.010 pb)
del plasmidi pANN202-312R pertanyent a 1’operé hemolitic del plasmidi parental
pHly152 i es van localitzar totes les dianes HindlIIl. Amb la informaci6 obtinguda tant
de Dl’analisi de restriccid com de la seqiiencia del fragment Sall/Sall del plasmidi
hemolitic, es van poder determinar les regions entre les quals tenia lloc la recombinacid
que causava la delecid de 1’operé hemolitic en ambdés patrons (Fig. 3.9B, caixes
blanques 1 grises internes en el mapa del plasmidi). Aquestes regions van resultar estar
incloses en seqiiencies d’insercio IS9/ parcials que es trobaven flanquejant 1’opero
hemolitic del plasmidi pANN202-312R. De fet, I’operé hemolitic present en aquest
plasmidi esta flanquejat per cinc 1S9/ parcials (Fig. 3.9B, caixes negres 1-5 inserides en
el mapa del plasmidi). Estudis d’hibridacid previs havien indicat la preséncia de
seqiiencies 1S9/ flanquejant 1’operd hemolitic del plasmidi pHlyl152 (Zabala et al.,
1982). Els nostres estudis de seqiienciacid van completar aquesta informacio i van
indicar que es tracta de seqiiencies parcials IS9/. A la Fig. 3.9C es detallen les
seqiiencies 1S9/ parcials que contenen les regions on es produeix la recombinacid
causant de la delecid de 1’oper6 hemolitic en ambdds patrons. Dins d’aquestes
seqiiencies, s’indica en negreta les regions on es produeix la delecié corresponent a les
caixes blanques de la Fig. 3.9B i subratllades les regions corresponents a les caixes
grises de la Fig. 3.9B. Si observem aquests dos parells de seqiiencies en negreta i
subratllades veiem que son iguals entre si. Per tant, podem dir que ens trobem davant
d’un fenomen de recombinacié que es produeix entre seqiiencies idéntiques presents en
un plasmidi. Aquest procés comporta la perdua de la regié6 d’ADN flanquejada per les

dues seqliencies identiques, en aquest cas del determinant hemolitic.
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1. Seqiiéncia parcial IS91 corresponent a la caixa 2 (coordinades 5.818 a 6.407 pb)

ggagcactatgctggtcaggatgaaattggtctgegttacaacagtcaccggacaaaacgggaagaatacctggtgatgagtggtgatgagtttatggaaaggttctcctggeatgtggeggataag
gggttccgtatggtgaggtactacggtttcctgagtecggtgaagegecggttactggaagatgttgtgtacgtcataacggagacggtgagaaagacggegatgcaaatcaggtggagagggatgt
atcagcggttactgaaggttgacccgctgaagtgcatectgtgeggaggt cagatgegttttacggggcetgaageggggctaccgtctgacagagetggtectgatg catgagecactggegeaa

cagcgggtgtgeggcetgagagecgcat cggagaagttgcgtccattttcaggggaatggggtaaaaaaccatcagtgatatgcagtatcaatcgataagatccatttaattgacggeggtgeact
catggcacgcaggcagtgttgaataaacatccgtttttgggtgtttttttaatctttitgggatitaaattcctatcgat

2. Sequéncia parcial IS91 corresponent a les caixes 3i4 (coordinades 17.301 a 18.225 pb)

cgagtaggcagcctggeggctgeggcttgtcatggectgaaattaccgttataaaaacagacaatatcattgtctttcaggtagttatatgtcecgttcagctaaaccccgtaaacgaaaacctgeccc
tcaaagaagcaaacttccecgctatgtcgtgaagettcacgacgatgacttctttgacgaagaagacgcagaagctctgegetttgataattttgacgatgecegttgagtgcetgegeagacctgaatat
tcccttetttgtggatgeccggaaacaaaaagcetggtcttctggtttgtacgtgttgatgacgaagggtatcctgaaatageecgetgeacggagegggagtttgegaccattcttgecggtatcagegec
ggcggcatgtactgeccggagtgtggeacggttcactggeecggacggagtecceeegeecttetgatgcetteceegttttgecgacatttttcageagggaaaccgctggcettaactggetggagaaac
aaccggaaggttcagtgcgtccggtagtcattgagtctgtgacaaaaatcatggectgegggaccacgctgatggggtacacacagtggtgcetgttcatctecggactgcagecacataaaaaagat
ctgcttecggtgtaaaagtegcetectgeccgeactgeggagtgaaggcetggegeacagtggatacagtatcageggttactgaaggttgacccgetgaagtgcatectgtgeggaggtcagatgeg
ttttacggggctgaageggggctaccgtetgacagagetggtectgatgeatgagecactggegeaacagegggtgtgeggetgagagecgeatcggagaagttgegtecattttcaggggaat

gegst catcagtgatatgcag

3. Seqiiéncia parcial IS91 corresponent a la caixa 5 (coordinades 19.462 a 19.591 pb)

Fig. 3.9. A. Patrons de restriccié amb ’enzim HindllIl del plasmidi pANN202-312R hemolitic (carril
2) i de dos plasmidis aillats de colonies no hemolitiques cadascun amb una de les dues delecions
descrites (carrils 3 i 4). El carril 1 mostra el marcador de pes molecular. B. Mapa del plasmidi
PANN202-312R on es mostren les dianes de restriccidé Hindlll, les 5 seqiiencies IS9/ parcials (caixes
negres 1-5) flanquejant el determinant hemolitic i les regions dins d’aquestes seqiiéncies IS9/ on té
lloc 1a recombinacio (caixes blanques i grises internes). C. Seqiiéncies pertanyents a les IS9/ parcials
2,3-415 dins de les quals es troben les seqii¢ncies repetides en negreta i subratllades corresponents a

les caixes internes del mapa blanques i grises respectivament.

Si situem les cinc seqiiencies parcials dins de la seqiiencia completa IS97 observem que
aquelles que contenen les regions repetides per les quals té lloc ’escissio (enquadrat i

ressaltat en gris) es troben a I’extrem 3’ (Fig. 3.10).
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Fig. 3.10. Seqiiéncia completa IS9/ on s’indiquen les posicions de les 5 seqliencies IS9/ parcials

trobades flanquejant 1’operd hemolitic en el plasmidi pANN202-312R. Enquadrat i ressaltat en gris

s’indiquen les seqiiéncies repetides per on té lloc la recombinacid corresponents a les caixes blanques i

grises respectivament de la Fig. 3.9B.
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3.2.3. La preséncia de kanamicina provoca l’aparicié de clons Hly i no

selecciona mutants preexistents

La presencia de kanamicina en el medi de cultiu podria ser la causa de ’aparicié de
colonies no hemolitiques pero també podria estar seleccionant clons Hly™ preexistents en
el medi de cultiu. Per tal d’aclarir aixo, es va dur a terme 1’assaig de la fluctuacid
dissenyat per Luria i Delbriick per demostrar els bacteris podien generar resisténcia a
medis adversos no com a conseqiiencia d’una resposta adaptativa, sin6 com a
conseqiiencia de mutacions aleatories (Luria i Delbriick, 1943). En aquest experiment,
Luria i Delbriick van utilitzar 20 cultius petits amb una concentraci6 inicial de 10’
cel-lules d’E.coli/ml 1 un cultiu gran amb la mateixa concentracié de cel-lules. Van
deixar créixer ambdés tipus de cultius fins a aconseguir una concentracié de 10’
cel-lules d’E. coli/ml (al voltant de 20 generacions). Cadascun dels cultius petits es va
sembrar per separat en una placa que havia estat coberta amb una densa capa de fag T1.
D’altra banda, van prendre mostres del cultiu gran o massiu i les van sembrar per
separat en diverses plaques cobertes també amb una densa capa de fag T1. Després d’un
temps d’incubacid, en algunes plaques van créixer colonies d’E. coli resistents al fag
T1. Si la resistencia fos deguda a una adaptaci6 fisiologica induida per la preséncia del
fag T1, seria esperable que la taxa de cel-lules resistents fos la mateixa d’un cultiu a un
altre. Per contra, si la resisténcia €s a causa d’una mutacié a 1’atzar i poc freqiient que ha
tingut lloc en alguna de les 20 generacions transcorregudes des de 1’inici dels cultius, en
cada cultiu petit la mutacié s’hauria produit en un moment diferent: en alguns al
principi (apareixent com a resultat moltes cel-lules resistents), en altres al final
(apareixent poques cel-lules resistents) i en altres fins i tot ni s’hauria produit (no hi
hauria cel-lules resistents). Per tant, en els cultius petits s’observaria una variacié gran
en el nombre de colonies resistents. Aquest darrer cas fou 1’observat per Luria i
Delbriick pel fag P1. El cultiu gran o massiu serveix com a control, ja que s’espera que
totes les mostres preses d’aquest cultiu tinguin el mateix comportament degut a que

procedeixen del mateix cultiu gran 1 comparteixen la mateixa historia.

En el nostre cas, a partir d’un cultiu de tota la nit de la soca MG1655HY (pANN202-
312R) es van inocular onze cultius en medi LB Cm. Aquests cultius es van incubar
varies generacions fins a una DOgy=1 1, de deu dels onze cultius es van plaquejar

dilucions adequades per fer recomptes de colonies hemolitiques 1 no hemolitiques en
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plaques d’agar sang amb Cm i Km. Del cultiu restant es va realitzar aquest recompte per

triplicat (Fig. 3.11).

Cultiu secundari tnic

Cultiuprimari

10 cultius secundaris
T individuals

000 OOOOOOOOOO

Colonies Hly* i Hly-en plaques agar sang amb cmi km

Fig. 3.11. Esquema de ’assaig de fluctuacio.

Es va calcular el percentatge de clons no hemolitics a cada placa i es va determinar la

mitjana i la variancia per cadascun dels cultius (Taula 3.1). Els tres recomptes fets a

partir del cultiu unic representen un control de la variancia deguda a la manipulacié de

les mostres.

Cultiu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Mitiana  Variancia
:% 959 788 941 866 732 811 797 92 805 73,7 83,5 66,8
g

= 82,0

3

S

B 76,3 82,85 54,1
&

2

[

o 90,9

Taula 3.1. Resultats obtinguts a 1’assaig de fluctuacio

A diferencia de I’experiment amb el fag T1 dut a terme per Luria i Delbriick, les dades

de variancia calculades en el nostre cas pel que fa al percentatge de clons no hemolitics

van ser similars tant pel cultiu unic com pels deu cultius individuals (Taula 3.1). Aixo

significa que les diferéncies observades en els deu cultius individuals eren degudes a
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variacions experimentals, de la mateixa manera que passava en les tres plaques
sembrades a partir del cultiu tnic. Per tant, podem afirmar que ¢€s la kanamicina present
a les plaques d’agar sang la responsable de 1’aparicié de clons Hly. Si la kanamicina
estigués seleccionant clons Hly preexistents, observariem grans diferéncies en els
recomptes de colonies no hemolitiques ens els deu cultius individuals ja que el nombre
de clons Hly™ preexistents presents en cada cultiu seria diferent (a diferéncia de les tres

plaques sembrades a partir del cultiu tnic).

3.2.4. Paper de RecA, RpoS i la resposta SOS en el procés d’aparicié de
clons Hly  a la soca MG1655HY (pANN202-312R)

3.2.4.1. Efecte de la mutacio recA en la produccio de clons Hly a la soca
MG1655HY (pANN202-312R)

Tenint en compte la funcid de la proteina RecA en diversos processos de recombinacio
homologa, vam voler estudiar el paper d’aquesta proteina en el procés de delecid de
I’operd hly. Per dur a terme aquest estudi, es va construir el corresponent mutant recA
de la soca MG1655HY (pANN202-312R) i es van reproduir els mateixos experiments
anteriors (corbes en absencia/presencia de Km i posterior determinaci6 del percentatge

de clons Hly en diferents estadis del creixement).

El mutant MG1655HYrecA es va construir seguint el protocol d’inactivacidé de gens
cromosomics utilitzant fragments de PCR (veure apartat 2.5.1 de Materials i metodes).
En primer lloc, es van dissenyar els oligonucleotids RECAH1 i RECAH2 (Fig. 3.12)
situats en el gen recA (nucleotids 2.821.789-2.821.833 1 2.820.701-2.820.752 del
genoma d’E. coli MG1655, respectivament) perd amb una part homologa a les regions

P1 i P2 del plasmidi pKD3.
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RECAH1
5’-CAGAACATATTGACTATCCGGTATTACCCGGCATGACAGG
AGTAAAAATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3’

RECAH2:
5’-ATGCGACCCTTGTGTTATCAAACAAGACGATTAAAAATCT
TCGTTAGTTTCCATATGAATATCCTCCTTAG-3’

Fig. 3.12. Oligonucledtids utilitzats per la construccio del mutant MG1655HY recA4 seguint el protocol
d’inactivaci6 de gens cromosomics utilitzant fragments de PCR descrita per Datsenko i Wanner. En
blau es destaquen les regions homologues al gen recA4 i en gris les seqiiéncies homologues a P1 i P2

del plasmidi pKD3.

Els oligonucleotids RECAH1 i RECAH2 es van utilitzar per amplificar la resisténcia a
Cm del plasmidi pKD3. El producte de PCR resultant es va utilitzar per mutagenitzar el
gen recA a la soca MG1655HY. Els clons recombinants es van seleccionar en plaques
d’LB agar que contenien Cm 1 es va confirmar tant per PCR amb els oligonucleotids
RECAUP i RECADOWN (Fig. 3.13), els quals hibriden a 5’ 1 a 3° del gen rec4, com
per la impossibilitat d’obtenir colonies transductants després de realitzar la transduccid

del gen holE amb lisats del fag P1vir obtinguts sobre la soca MG1655AholE.

RECAUP
5’-CTTGTGGCAACAATTTCTACA-3’
RECADOWN
5’-TCATGGCATATCCTTACAACT-3’

Fig. 3.13. Oligonucleotids utilitzats per comprovar la mutacioé recA de la soca MG1655HYrecA.

El creixement de la soca MG1655HYrec4 (pANN202-312R) en abséncia/preséncia de
Km va evidenciar que aquest antibiotic també provocava una disminucié en la taxa de
creixement 1 generava I’aparicid de colonies no hemolitiques (Fig. 3.14). Tot 1 aixo, la

proporci6 de clons Hly era molt inferior que en la soca que expressava recA (Fig. 3.8B i
O).
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Fig. 3.14. A. Corbes de creixement de la soca MG1655HYrecA (pANN202-312R) en abséncia i
preséncia de kanamicina (25 mg/l). B i C mostren el percentatge de colonies no hemolitiques
detectades en plaques d’agar sang en diferents estadis del creixement en absencia (B) i preséncia (C)

de kanamicina.

L’analisi de restricci6 amb 1’enzim HindlIll va evidenciar que tots els plasmidis no
hemolitics aillats contenien una de les dues delecions descrites. Aquests resultats
indiquen que RecA té un paper en el procés de recombinacid entre seqiiencies parcials

IS91, pero les delecions poden produir-se també en abséncia d’aquesta proteina.

3.24.2. Efecte de la mutacioé rpoS en la produccioé de clons Hly a la soca
MG1655HY (pANN202-312R)

Lombardo i col-laboradors (2004) van identificar RpoS com un element important
perque tinguin lloc mutacions 1 amplificacions d’ADN en fase estacionaria. Per aquest
motiu, es va decidir estudiar si la delecié de I’operd Aly requeria la funcié de la proteina

RpoS. Per dur a terme aquest estudi, es va construir el mutant MG1655HYrpoS

104



RESULTATS

(pPANN202-312R) 1 es va dur a terme 1’analisi de la produccidé de clons Hly d’aquesta

soca en preséncia/abséncia de 1’antibiotic Km.

El mutant MG1655HYrpoS es va obtenir per transduccié generalitzada amb lisats de
Plvir obtinguts de la soca mutant rpoS RH90. Els oligonucleotids utilitzats per

comprovar la mutacié es detallen a la Fig. 3.15.

RPOSUP

5’- TGCCGC AGCGATAAAT CG -3’
RPOSDOWN

5’- CGGACCTTTTATTGTGCACAG -3°

Fig. 3.15. Oligonucleotids utilitzats per comprovar la mutacioé rpoS de la soca MG1655HY rpoS.

La taxa de creixement de la soca MG1655HYrpoS (pANN202-312R) es va veure
reduida en preseéncia de Km. La proporcié de colonies no hemolitiques detectades a
partir del cultius que contenien Km va ser similar que en la soca MGI1655HY
(pANN202-312R) (Fig. 3.8B 1 C), i els clons Hly" aillats van resultar contenir una de les
dues delecions préviament caracteritzades. Aixo indica que RpoS no estaria implicat en

el procés de recombinacid entre seqiiencies parcials IS91.

3.24.3. Efecte de la induccié de la resposta SOS en la produccio de
clons Hly a la soca MG1655HY (pANN202-312R)

Un dels efectes descrits pels antibiotics bactericides, inclosa la kanamicina, és la
produccio de radicals hidroxil altament nocius que provoquen, entre altres respostes,
I’activacié del sistema SOS (Kohanski et al., 2007). Per aquest motiu, vam voler
estudiar I’efecte d’un inductor de la resposta SOS (mitomicina C) sobre la taxa de
creixement 1 I’aparicié de colonies Hly™ a la soca MG1655HY (pANN202-312R). El
disseny de I’experiment era el mateix que s’havia realitzat fins al moment perd en

aquest cas enlloc de Km afegiem mitomicina C (MTC) (Fig. 3.16).
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Fig. 3.16. A. Corbes de creixement de la soca MG1655HY (pANN202-312R) en abséncia i preséncia

de mitomicina C (MTC) (0,5 mg/l). B i C mostren el percentatge de colonies no hemolitiques

detectades en plaques d’agar sang en diferents estadis del creixement en absencia (B) i preséncia (C)

de mitomicina C.

Tal com s’observa a la figura, I’activaci6 de la resposta SOS provoca el mateix efecte

que la kanamicina (Fig. 3.8). Per tant, els mecanismes inductors de la resposta SOS,

com alguns antibiotics, també afecten a I’estabilitat de 1’operé hly del plasmidi

PANN202-312R a la soca MG1655HY.

3.2.,5. La combinacio de la sobreexpressio d’a-hemolisina i I’elevada

concentracié de kanamicina provoca l'aparicié de clons Hly" a la soca
MG1655HY (pANN202-312R)

Al seglient punt d’aquest estudi vam avaluar el paper independent i conjunt de la

concentracio de Km al medi de cultiu i de la sobreproduccié d’a-hemolisina en la

generacié de clons Hly". Per aix0, en primer lloc es van dur a terme corbes de
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creixement de la soca MGI1655HY (pANN202-312R) en medi LB Cm amb dues
concentracions diferents de Km (12,5 1 25 mg/1) i sense Km (Fig. 3.17) i es van sembrar
aliquotes dels tres cultius en agar sang per tal de veure la preséncia de clons Hly". Una
concentracio de 12,5 mg/l va afectar molt lleugerament el creixement. Addicionalment,
només es van observar colonies no hemolitiques en les plaques d’agar sang sembrades a

partir de la corba que contenia Km a una concentracié de 25 mg/I.

10

g 1
?_; —=— NoKm
s
E ——Km12,5
S 04 - Km 25
o

o

0,01 T T T "
0 2 4 6 8

Fig. 3.17. Corbes de creixement de la soca MG1655HY (pANN202-312R) en abséncia de kanamicina

i en preséncia de 12,5 mg/li 25 mg/l de kanamicina.

Per altra banda, vam voler saber si 1’elevada expressié de la toxina a-hemolisina (que
sabem té lloc en un doble mutant hha ydgT) també era un requeriment perque es produis
I’aparici6 de clons Hly'. Per aixo, es va dur a terme el mateix tipus d’experiment (corbes
en absencia 1 preséncia de 25 mg/l de Km 1 recomptes en agar sang) amb el doble
mutant MG1655HY pero amb el plasmidi parental pHly152, de baix niimero de copies
(Fig. 3.18).
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Fig. 3.18. Corbes de creixement de la soca MG1655HY (pHly152) en abséncia de kanamicina i en

presencia de 25 mg/1 de kanamicina.

En aquest cas, la preséncia de Km al medi no va produir cap efecte a nivell de

creixement ni I’aparicié de colonies no hemolitiques.

Per tal de descartar la possibilitat que la Km influis en la produccié de clons Hly degut
al seu efecte sobre el creixement, vam provocar aquest mateix efecte (disminucié de la
taxa de creixement) cultivant la soca MGI1655HY (pANN202-312R) a wunes
temperatures de 30°C 1 25°C i analitzant la produccié de clons Hly™ al llarg de les corbes
(Fig. 3.19). Malgrat que el creixement a 30°C 1 25°C va afectar significativament la taxa

de creixement, no es van detectar clons Hly".

10 1
S 14 —a—37°C
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‘©
S 0,1 1.\./.\//.
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Fig. 3.19. Corbes de creixement de la soca MG1655HY (pANN202-312R) a diferents temperatures:
25°C, 30°C1i37°C.
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També vam decidir descartar que la preseéncia dels plasmidis alterés la sensibilitat de la
Km de la soca MG1655HY. Per fer aixo, es va determinar la concentracid minima
inhibitoria (CMI) per I’antibiotic Km de la soca MG1655HY i de la mateixa amb els
plasmidis pANN202-312R (hemolitic) i pANN202-312R’(AAly) (no hemolitic). La CMI
de la soca MG1655HY (pANN202-312R) va resultar ser 10 vegades inferior a la
observada per la soca MG1655HY (100 pg/ml versus 1.000 pg/ml). Tot i aixo, la soca
portadora del plasmidi no hemolitic pANN202-312R’ va mostrar una CMI similar a la
de la soca sense plasmidis. Per tant, I’efecte del plasmidi pANN202-312R sobre la CMI

no és degut al replico del plasmidi sin6 a la preseéncia dels gens /Aly.

Aquests estudis evidencien que una concentracié de Km superior a 12,5 mg/l té tant
efecte sobre la taxa de creixement com sobre 1’estabilitat de I’operd Aly si les cel-lules
sobreprodueixen a-hemolisina. De fet, per la soca MG1655HY (pANN202-312R), una
concentracio de 25 mg/l de Km és subinhibitoria. Una possible explicaciéo d’aquest
efecte subinhibitori seria que els elevats nivells d’ATP necessaris per la sintesi i
secrecid de I’ a-hemolisina reduissin la capacitat de les cel-lules d’E. coli d’inactivar
(fosforilar) ’elevada concentracié de Km present en el medi (25 mg/l). Per tant, en
soques sobreproductores d’ a-hemolisina (mutant sha ydgT) la quantitat de Km activa

(no fosforilada) seria superior a la de la soca salvatge.

3.2.6. Efecte de concentracions subinhibitories de kanamicina sobre la
taxa de creixement i la producciéo d’a-hemolisina a la soca salvatge
MG1655 (pHIy152)

Considerant 1’anterior hipotesi, es va decidir estudiar 1’efecte de concentracions
subinhibitories de Km en una soca salvatge MG1655 portadora d’un plasmidi parental
de baix niimero de copies (pHly152). En primer lloc, es va determinar la concentracio
de kanamicina maxima que permetia el creixement. Després de provar les
concentracions de kanamicina 5 i 10 mg/l, es va concloure que la concentraciéo de Km

subinhibitoria per la soca MG1655 (pHly152) era de 5 mg/1 (Fig. 3.20).
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Fig. 3.20. Corbes de creixement de la soca MG1655 (pHlyl52) en abséncia de kanamicina i en

presencia de 5 mg/li 10 mg/l de kanamicina.

De la mateixa manera que amb el doble mutant hha ydgT, a partir de cultius de la soca
MG1655 (pHly152) en LB Km 5 mg/l, es van sembrar dilucions adequades en plaques
d’LB agar sang per tal de determinar la preseéncia de clons no hemolitics al llarg de la
corba de creixement. Els percentatges de colonies hemolitiques i no hemolitiques es

detallen a la Fig. 3.21.
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Fig. 3.21. Percentatge de clons Hly™ de la soca MG1655 (pHIly152) detectat en plaques d’LB agar sang
sembrades a partir d’un cultiu en LB km (5 mg/l) a DOgq 0,6 1 2,0.

Com es pot observar a la Fig. 3.21, a una DOggo de 2,0 gairebé la meitat (48%) de les
colonies eren no hemolitiques. Degut a que el plasmidi pHIlyl52 és conjugatiu i no
conté cap marcador de resisténcia a antibiotic que permeti assegurar la seva preséncia,

el fenotip Hly™ podia ser degut a la delecio de I’operd hemolitic o a la pérdua o curacid
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del plasmidi. Per tal de determinar quina de les dues possibilitats (delecidé de 1’operd
hemolitic o pérdua del plasmidi sencer) era la que estava tenint lloc, es va realitzar una
PCR amb els oligonucleotids PANR8 i NBM18 (Fig. 3.22B). Aquests oligonucleotids
son complementaris a dues seqiiencies del pHly152 situades a la regid del plasmidi que

no es perd amb la delecio (Fig. 3.22A, en verd).
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I E E iz :2 i ; HI—I —
| jNBM18 PANRS
L 1
PANR1 PANR6
B C
PANRS: PANRI:
5’- GATGATGCCACAAAATGGAT -3 5’- GATGATGCCACAAAATGGAT -3
NBM18: PANRG:
5’- TTCCTGACACAGAACCGTAA -3’ 5’- TTCCTGACACAGAACCGTAA -3’

Fig. 3.22. A. Fragment Sall-Sall del plasmidi pANN202-312R pertanyent al plasmidi parental
pHIly152. S’indica I’oper6 hemolitic flanquejat per les 5 seqiiencies IS9/7 parcials (caixes negres 1-5) i
les regions dins de les IS97 2,4 1 5 per on té lloc la recombinacid (caixes inferiors blanques i grises).
També s’indica la posicié dels oligonucleotids per detectar la pérdua o no del plasmidi (PANRS i
NBM18) i per determinar quina de les dues delecions ha tingut lloc (PANRI i PANRG6). B i C.

Seqiiencies dels oligonucleotids indicats.

L’analisi per PCR per detectar la presencia del plasmidi pHly152 es va fer a partir de
diferents colonies Hly™ obtingudes dels cultius en medi LB amb una concentracié de Km

de 5 mg/l (Fig. 3.23).
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Fig. 3.23. Analisi per PCR amb els oligonucleotids PANRS8 i NBM18 de 7 clons Hly" (carrils 2-8). El
carril 9 correspon a la soca MG1655 i el 10 a la mateixa soca portadora del plasmidi hemolitic

pHIy152.

Totes les colonies no hemolitiques obtingudes en diversos experiments independents
analitzades per PCR amb els oligonucleotids PANRS i NBM18 van resultar contenir el
plasmidi. Com a complement a aquest estudi, també es van dissenyar els
oligonucleotids PANRI i PANRG6 (Fig. 3.22C) els quals ens permetien determinar quina
de les dues delecions havia tingut lloc en cada clon Hly. La localitzacid d’aquests
oligonucleotids, flanquejant I’oper6 hemolitic 1 les seqiiencies repetides per on té lloc la

recombinacio, s’indica en vermell a la Fig. 3.22A.

Amb aquesta segona reacci6 de PCR vam poder evidenciar que ambdues delecions

podien tenir lloc en un mateix clon Hly i que, de fet, aix0 era molt freqiient (Fig. 3.24).

10000 iR
3000 S ; TS "'

1000 —
750 —

o

Fig. 3.24. Analisi per PCR amb els oligonucleotids PANR1 i PANRG6 de 7 clons Hly™ (carrils 2-8). Els
carrils 9 i 10 corresponen als controls de les dues delecions i el carril 11 a la soca MG1655 portadora

del plasmidi hemolitic.

3.2.7. Efecte d’altres antibiotics en la taxa de creixement i pérdua del

determinant hemolitic

Arribat aquest punt, vam decidir estudiar I’efecte de concentracions subinhibitories
d’altres antibiotics com 1’ampicil-lina (Ap) sobre la soca MG1655 (pHly152). La
concentracio maxima d’Ap a la que la soca MG1655 (pHIly152) era capag de créixer era
de 10 mg/l. Les corbes amb aquesta concentraci6 d’Ap mostraven una taxa de

creixement reduida i les aliquotes sembrades en plaques d’agar sang contenien clons no
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hemolitics. Aquests clons van ser analitzats per PCR amb els oligonucleotids PANRS 1
NBMI18 per comprovar la preséncia del plasmidi pHly152 (Fig. 3.25A). Tots els clons
testats contenien el plasmidi. L’analisi per PCR amb els oligonucleotids PANRI i

PANRG ens va indicar la preséncia de les dues delecions descrites (Fig. 3.25B).

Fig. 3.25. A. Analisi per PCR amb els oligonucledtids PANR8 i NBM18 de 7 clons Hly™ de la soca
MG1655 (pHly152) obtinguts en el creixement en preséncia d’Ap (10 mg/1) (carrils 2-8). Carrils 91 10
corresponen a les soques MG1655 (pHly152) i MG1655 respectivament. B. Analisi per PCR amb els
oligonucleotids PANR1 i PANRG6 dels 7 clons Hly™ aillats (carrils 2-8). Els carrils 9 i 10 corresponen
als corresponents controls de les dues delecions i el carril 11 a la soca salvatge portadora del plasmidi

hemolitic.

Per tant, ’estabilitat de 1’operd Aly del plasmidi pHly152 és sensible als efectes causats
per concentracions subinhibitories d’antibiotics en general, i no de la kanamicina en

particular.
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3.3. Similituds estructurals i funcionals entre les proteines
Hha/YdgT i la subunitat 6 de ’ADN polimerasa lll

El gen hha es troba restringit a la familia Enterobacteriaceae (Madrid et al., 2007b).
Juntament amb el gen hha, aproximadament 20 altres gens es troben exclusivament en
aquesta familia, entre ells el gen holE que codifica per la subunitat 6 de I’ADN
polimerasa III. A la Fig. 3.26 s’indica la distribuci6 de les proteines H-NS, Hha, YdgT i
la subunitat 6 de I’ADN polimerasa III dins dels vy-Proteobacteris. Alguns
endosimbionts de la familia d’enterobacteriacies, degut a processos de reduccid
genomica, perden part d’aquests gens. Curiosament, aquests endosimbionts (Sodalis
glossinidus 1 Wigglesworthia glossinida) retenen els gens hha 1 holE. La massa
molecular de la subunitat 6 de I’ADN polimerasa III (codificada pel gen 4olE) és de 8,6
KDa, molt semblant a la de la proteina Hha (8 KDa). Malgrat que el gen /#olE codifica
per una proteina que forma part de I’ADN polimerasa III, també es troba en elements
extracromosomics com per exemple el fag P1 (Chikova and Schaaper, 2005). Cal
destacar que la proteina Hha també esta codificada en plasmidis (Madrid et al., 2002a;
Dorman, 2004). Degut a aquestes coincideéncies, es va decidir estudiar si existia alguna
similitud estructural i funcional entre aquesta subunitat del nucli de I’ADN polimerasa

1 i la familia de proteines Hha-YmoA.
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Fig. 3.26. Distribucié de les proteines H-NS, StpA, Hha, YdgT i la subunitat 8 de I’ADN polimerasa
IIT en els y-Proteobacteris. El dendograma mostra la relacié filogenética de la seqiiencia d’aminoacids

del domini N-terminal de la proteina H-NS, en el qual s’indica la preséncia de gens tipus Ans 1 tipus

hha i del gen holE.

3.3.1. Estructura de la subunitat 6 de I’ADN polimerasa lll

Gracies a la col-laboracio amb el grup de recerca del Professor M. Pons (RMN
Biomolecular), pertanyent a 1’Institut de Recerca Biomedica de Barcelona (IRB), es va
fer una comparacio de les estructures terciaries de la subunitat 6 de I’ADN polimerasa
III (per motius practics, malgrat que a la literatura se sol referir com a 0, a partir
d’aquest punt la referirem com a HolE), obtinguda per espectroscopia RMN
multidimensional per Keniry ef al. (2006), i de la proteina Hha i vam poder establir una
similitud estructural entre elles (Fig. 3.27). El nucli central d’ambdues proteines era

comparable perd els extrems carboxi i amino-terminal no es corresponien.
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Fig. 3.27. Comparacid de ’estructura tridimensional de la subunitat 6 de I’ADN polimerasa III (pdb
2AXD; Keniry et al., 2006) (A) i de la proteina associada al nucleoide Hha (pdb 1JW2; Yee et al.,

2002) (B). Amdues estructures van ser obtingudes per Resonancia Magnética nuclear.

Aquesta similitud estructural entre Hha i HolE no era extrapolable a nivell de seqiiéncia

d’aminoacids, la qual cosa es podia observar al comparar ambdues seqiiencies (Fig.

3.28).

Hha MSEKPLTKTDYLMRLRRCQTIDTLER-VIEKNKYELSDNELAVFYSA--ADHR 50

Subunitat 0 MLKNLAKLDQTEMDKVNVDLAAAGVAFKERYNMPVIAEAVEREQPEHLRSWERERLIAHR 60

* . . * * . . * .. * %

Hh
e LAELTMNKL-YDKIPSSVWKEFIR 72

Subunitat LASVNLSRLPYE--PK-——-- LK 76

* * . . ok ke *

Fig. 3.28. Comparacid de les seqiiéncies aminoacidiques de la proteina associada al nucleoide Hha i
de la subunitat 6 de I’ADN polimerasa III. Els asteriscs indiquen identitat, els dos punts forta similitud

i el punt similitud.

Degut a la similitud en I’estructura terciaria observada entre Hha i la subunitat 6 de
I’ADN polimerasa III i a que fins al moment no havia estat descrit cap fenotip evident
per als mutants 4olE, al marge d’estabilitzar la subunitat exonucleasa €, es va plantejar
la hipotesi que la proteina HolE, addicionalment al paper com a component estructural
de ’ADN polimerasa III, pogués tenir un possible paper com a regulador de 1’expressio

genica.

116



RESULTATS

3.3.2. Interaccio de la proteina HolE amb altres proteines

Tenint en compte que la proteina Hha interacciona amb el regulador global H-NS i que
son els complexes Hha-H-NS els que actuen com a regulador transcripcional (Madrid et
al., 2007a), el primer que vam voler estudiar va ser la possible interaccié d’H-NS amb
la subunitat 6 de I’ADN polimerasa III. Una recerca bibliografica va aportar un treball
d’interactomica en el qual se suggeria una possible interaccido entre H-NS 1 HolE

detectada per LC-MS/MS perd no per MALDI-ToF (Taula 3.2) (Butland et al., 2005).

Bait Prey MALDI-ToF LC-MS/MS

holE  holE Y Y
holE dnaE Y Y
holE  dnaK Y
holE dnaQ Y

holE dnaX Y Y
holE hns Y S ———
holE  holA Y

holE  holB Y

holE  holD Y

holE katG Y
holE rplA Y

holE rplL Y
holE rplW Y
holE rpsB Y

holE rpsk Y
holE rpsJd Y

holE rpsP Y
holE ssb Y

holE topA Y
holE tufA Y

holE  ugpB Y

Taula 3.2. Taula extreta de Butland ez a/., (2005) on s’indica una possible interaccié de HolE amb H-

NS detectada per LC-MS/MS.

Aquests estudis ens van encoratjar a continuar estudiant el producte del gen /olE 1 la

seva relacio amb les proteines associades al nucleoide de les families H-NS 1 Hha.

Partint d’aquesta analisi bioinformatica (Butland er al., 2005) ens vam disposar a
determinar la possible interaccid in vitro de la proteina HolE amb H-NS i altres

proteines associades al nucleoide.
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3.3.2.1. Construccio de la proteina recombinant His-HolE

Per estudiar la possible interaccidé in vitro de la proteina HolE amb H-NS 1 altres

proteines associades al nucleoide es va construir una proteina de fusio His-HolE.

Per a la realitzacié d’aquesta construccid, en primer lloc es va amplificar el gen holE de
la soca E. coli SK amb els oligonucleotids HISHOLE i HOLEBAM (Fig. 3.29). L’us
d’aquests oligonucleodtids va permetre introduir una diana per 1’enzim de restriccid Ndel
1 una cua d’histidines a I’extrem N-terminal i una diana BamHI després de 1’extrem C-
terminal de la proteina HolE. Aquestes dianes es van utilitzar per la seva posterior
clonacié en un vector pET15b. La temperatura d’hibridacié que es va utilitzar en

I’amplificacid va ser de 54°C.

HISHOLE:

5-GCATTCGCCATATGCATCACCATCACCATCACATGCTGAAGAATCTGGCTAAA -3'

HOLEBAM:

5'-GTTATGTAAGAAAGTGGATCCCTG-3'

Fig. 3.29. Oligonucleotids utilitzats en 1’amplificacié del gen AolE per a la clonacié en el vector
pET15b. En gris es ressalten les dianes Ndel i BamHI. Subratllat es mostra la cua d’histidines. En

negreta es mostra I’inici de traduccié de la proteina HolE.

Després d’aquesta primera amplificacio del gen /olE, es va realitzar una restriccié amb
els enzims BamHI i Ndel. A continuacid, es va lligar al vector pET15b amb els
mateixos enzims. D’aquesta manera, es va obtenir un vector induible per IPTG amb el
gen holE clonat amb una cua d’histidines en l’extrem amino-terminal (que vam
anomenar pETHis-HolE). El producte d’aquesta 1ligaci6 es va transformar a la soca d’E.
coli 5K. Dos transformants independents es van utilitzar per aillar I’ADN plasmidic i es
va comprovar la seqiliencia de la construccid per seqiienciacio (apartat 2.6.4. Materials 1
metodes). Es van utilitzar oligonucleotids que hibridaven en seqiiencies del propi vector
a 5’ de la diana Ndel 1 a 3’ de la diana BamHI (Fig. 3.30). En ambdds casos, la
temperatura d’hibridacié que es va utilitzar en I’amplificacio prévia a la seqiienciacié va

ser de 50°C.
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pET-Bam:
5’- CCGGATATAGTTCCTCCTTT- 3°
pET-Nde:

5’- TAATACGACTCACTATAGGG- 3’

Fig. 3.30. Oligonucledtids utilitzats per a la seqiienciacié del gen his-holE clonat en el plasmidi

pET15b.

3.3.2.2. Sobreexpressio i purificacio d’His-HolE

Una vegada obtingut el gen his-holE, es va procedir a la purificacié de la proteina His-
HolE seguint el protocol descrit a 1’apartat 2.8.3. de Materials i metodes. Partint de
I’aproximacié experimental per evidenciar la interacci6 d’H-NS amb la proteina His-

Hha (Nieto et al., 2002), es va decidir realitzar el mateix estudi per His-HolE.

El plasmidi pETHis-HolE es va transformar a la soca BL21(DE3). Posteriorment,
I’expressio de la proteina His-HolE es va induir amb IPTG. Finalment, les c¢l-lules es
van trencar (French-Press, Materials i métodes 2.8.1.2) i es va obtenir un extracte
cel-lular. L’extracte obtingut es va barrejar amb una matriu de Ni**-NTA agarosa.
Després de permetre la unio de les proteines, i de rentar les no unides amb tampd A
(imidazol 20 mM), es van eluir les proteines retingudes mitjangant rentats amb tampo
A’ (imidazol 200 mM) (Materials i metodes 2.8.3.2). Les proteines eluides de la matriu
de Ni*-NTA agarosa es van analitzar en gels de poliacrilamida en Tris-Glicina-SDS

(Materials i metodes 2.8.4.1) (Fig. 3.31).
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Fig. 3.31. Analisi electroforética i tincié amb Coomassie de fraccions eluides de Ni**-NTA agarosa. 1)
Marcador de pes molecular (PageRuler™ Prestained Protein Ladder de Fermentas), 2, 3 i 4) Rentats
de la matriu amb tampd A (20 mM imidazol), 5, 6, 7 i 8) Elucié de proteines amb tampo A’ (200 mM

imidazol).

Tal i com s’observa a la figura, la tincié amb Coomassie de les fraccions eluides amb
200 mM d’imidazol no va evidenciar la preséncia de proteines amb un pes molecular
similar a H-NS (15 kDa). Es va augmentar la sensibilitat de la deteccié mitjancant la
immunodeteccid amb anticossos especifics perd tampoc es va detectar la preséncia d’H-

NS.

Considerant la hipotesi que la unié amb H-NS fos molt debil, vam pensar de fer el
mateix experiment de purificaci6 d’His-HolE perd d’una mescla de dos extractes:
BL21(DE3) pETHis-HOLE (his-holE sobreexpressat) i BL21(DE3) plysS pETHNS
(hns sobreexpressat). Aquest plasmidi conté el gen /ns clonat en un vector pET3b i
permet la sobreexpressid de la proteina H-NS sota un promotor induible per IPTG.
L’analisi electroforetica i tinci6 amb Coomassie (Fig. 3.32) i la immunodeteccié amb
anticossos especifics contra H-NS de les fraccions obtingudes tampoc van evidenciar

una interaccio amb H-NS.
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Fig. 3.32. Analisi electroforética i tincié amb Coomassie de fraccions eluides de Ni*-NTA agarosa de
la purificacio His-HolE barrejat amb un extracte que sobreexpressa H-NS. 1) Marcador de pes
molecular, 2, 3, 4 i 5) Rentats de la matriu amb tampd A (20 mM imidazol), 6, 7 i 8) Elucio de
proteines amb tampo A’ (200 mM imidazol).

3.3.2.3. Construccio de la proteina recombinant HolECHis

Davant 1’evidéncia que His-HolE no co-purificava amb H-NS segons el protocol
utilitzat, vam pensar com a alternativa, en canviar la cua d’histidines de 1’extrem N-
terminal al C-terminal de HolE amb la idea que d’aquesta manera potser es permetia

millor la possible interaccié amb H-NS.

La construcci6 del plasmidi pETHOLECHis es va realitzar de manera similar a pETHis-
HOLE utilitzant el vector pET15b, pero en aquest cas els oligonucleotids per amplificar
el gen holE van ser HOLECHIS 1 NDEHOLE (Fig. 3.33). Aquests oligonucleotids van
permetre la introduccid d’una cua d’histidines seguida d’una diana BamHI a I’extrem C-

terminal, 1 d’una diana Ndel a I’extrem N-terminal.

HOLECHIS:

5-CGGGATCCTATTAATGGTGATGGTGATGGTGTTTAATTTGGGCTCGTAAGG -3'

NDEHOLE:

5'-GGAGATTACATATGCTGAAGAATCT -3'

Fig. 3.33. Oligonucleotids utilitzats en 1’amplificacié del gen holE-his per a la clonaci6 en el vector
pET15b. En gris es ressalten les dianes Ndel i BamHI. Subratllat es mostra la cua d’histidines. En

negreta es mostra I’inici de traduccié de la proteina HolE.

Seguidament, es va dur a terme la restriccid amb Ndel i BamHI del plasmidi pET15b i

la lligaci6 amb la banda corresponent al gen 4o/E amb una cua d’histidines en C-
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terminal 1 extrems Ndel 1 BamHI. La comprovacio de la inserci6 de holE en aquest
plasmidi recombinant es va fer tant per PCR com per seqiienciaci6 amb els
oligonucleotids pET-Bam i pET-Nde (Fig. 3.30).

3.3.2.4. Sobreexpressio i purificacio de HolECHis

Una vegada construit el vector d’expressi6 pETHOLECH:is, aquest es va transformar a
la soca BL21(DE3). Un cop induida I’expressid de hol/EChis 1 obtingut 1’extracte
cel-lular, aquest extracte de HolE amb cua d’histidines en C-terminal es va barrejar amb

un extracte d’H-NS sobreexpressat i es va procedir a la purificacié de HolE per unié de

la cua d’histidines a una matriu de Ni*’-NTA agarosa (Fig. 3.34).
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Fig. 3.34. Analisi electroforética tenyida amb Coomassie (A) i immunodeteccidé amb anti-sérum anti-
H-NS (B) de fraccions eluides de Ni*’-NTA agarosa després d’unir una barreja d’extractes que
sobrexpressaven HolECHis i H-NS. Carril 1) marcador de pes molecular, carril 2) restes sense unir,
carrils 3 i 4) rentats de la matriu R1 i R5 respectivament i carrils 5, 6, 7 i 8) elucions E1, E2, E3 i E4

amb imidazol 200 mM.

Si bé la tincid amb Coomassie (Fig. 3.34A) no va permetre detectar H-NS, la preséncia
d’aquesta proteina es va evidenciar per immunodeteccié amb anticossos anti-H-NS (Fig.
3.34B). Tot i que H-NS va apareixer també als rentats de la columna, aquest es detecta
amb més intensitat a la primera elucié amb 200 mM d’imidazol que a 1’Gltim rentat de

la columna. Aix0 fa que no es pugui descartar completament una interaccio debil entre
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H-NS i HolE. El fet que H-NS aparegués també en els rentats de la matriu de Ni*-NTA
agarosa previs a les elucions ens va fer pensar que potser perque aquesta interaccio es
produis era important la preséncia d’altres proteines. A més, investigadors del grup
col-laborador de RMN Biomolecular de I’Institut de Recerca Biomedica de Barcelona
(IRB), van detectar per RMN una interaccio debil entre la subunitat € de ’ADN
polimerasa III (la subunitat que interacciona amb HolE en el nucli de I’ADN polimerasa
1) 1 YdgT, la qual es veia afavorida per la preséncia de HolE (J. Garcia, resultats no
publicats). Per aquest motiu, vam decidir realitzar co-purificacions de diverses barreges
d’extractes que contenien la subunitat ¢ de I’ADN polimerasa III i/o YdgT juntament
amb els extractes de HolEC-His 1 H-NS. Cap dels experiments duts a terme van

permetre visualitzar millor una interaccid entre la proteina HolEC-His 1 H-NS.
3.3.3. Analisi fenotipica de mutants holE

La mutacid holE ja havia estat estudiada i resultava en cel-lules sanes sense cap canvi
morfologic, 1 amb un baix o inexistent augment en la freqiiencia de mutacio degut al seu
hipotétic paper com a estabilitzador de la subunitat exonucleasa € (Slater et al., 1994).
Considerant la hipotesi de 1’existéncia d’una relacié estructural i/o funcional entre HolE
1 les proteines Hha/YdgT, vam plantejar la possibilitat que un mutant #o/E no tingués un
fenotip detectable perque les proteines Hha/YdgT poguessin suplir la funcié de la
proteina HolE (tal i com s’ha evidenciat en altres treballs i també en aquesta memoria
per les proteines Hha i YdgT). Per confirmar aquesta hipotesi, es van construir tant
mutants senzills en aquest gen com mutants dobles i triples en combinacié amb

mutacions hha i ydgT.
3.3.3.1. Construccio de mutants holE a la soca d’E. coli MG1655

La mutacid insercional del gen /olE es va realitzar seguint el protocol d’inactivacio de
gens cromosomics utilitzant fragments de PCR (Materials 1 metodes apartat 2.5.1) sobre
la soca d’E. coli MG1655. Per aixo0, es va partir de la seqiiencia del gen holE (Fig. 3.35)
extreta de la seqiiéncia complerta del genoma d’E. coli K-12 MG1655 (Blattner ef al.,
1997).
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1923000
1923060
1923120
1923180
1923240
1923300
1923360

tattcctttt
atcatcaatt
aggagattaa
aatgtcgatt
gctgaagcgg
attgcccacc

taaaacttat

tgtaataact

ccggcttgece

g;atgctgaa

tggcggegge
ttgaacgtga
gtttggcttc

acagagttac

tttttacaga
atcctggcte
gaatctggct
cggggtggca
acagcctgaa
ggtcaatctg

actttcttac

A

gcataacctt
actcttagta
aaactggatc
tttaaagaac
catttgcgca
tcacgtttac

ataacgcctg

gtctaatgtc
acttttgccc
aaacagaaat
gctacaatat
gctggtttcg
cttacgagcc

ctaaattatg

tgagtcgagg
gcgaatgatg
ggataaagtg
gccggtgatce
cgagcggctt
caaacttaaa

agtattttct

Fig. 3.35. Seqiiéncia de nucleotids del gen holE d’Escherichia coli K-12 (extret d’E.coli K12
MG1655 NC 000913 regié: 1923132..1923362). Els triplets subratllats i en negreta indiquen inici
(fletxa) i final de la traduccid. L’estrella indica 1’inici de transcripcid teoric. En vermell es mostren les
regions homologues als extrems del gen /olE corresponents als oligonucleotids HOLEH1 i HOLEH2

utilitzats en la obtencié del mutant ho/E (veure Fig. 3.11).

Per a la primera reaccié de PCR, la qual genera el fragment d’ADN que es recombina
amb el cromosoma permetent la insercid del gen de resisténcia a Cm del plasmidi pKD3
(apartat 2.5.1 de Materials 1 metodes), es van dissenyar els oligonucleotids HOLEHI i
HOLEH2 (Fig. 3.36). L’extrem 5’ de l’oligonucleotid HOLEH1 és homoleg a un
nucleotid aigiies amunt de 1’inici de traduccid de holE, i 'extrem 5° de 1’oligonucleotid
HOLEH2 es troba 39 nucleotids després del final de traduccio de holE (Fig. 3.35, en
vermell). D’aquesta manera es va aconseguir delecionar el gen holE al complet, des de
I’inici fins al final de la traduccié. La temperatura d’hibridacio de la PCR va ser de 52°C

i es va allargar el temps d’hibridacié a 45 segons ja que els oligonucleodtids tenien una

seqiiencia de 61 pb.

HOLEH1:

§- TCTTAGTAACTTTTGCCCGCGAATGATGAGGAGATTAA

BGAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC -3'

HOLEH2:

§- AGCAGGCGTTATGTAAGAAAGTGTAACTCTGTATAAGT

ICATATGAATATCCTCCTTAGT -3

Fig. 3.36. Oligonucleotids utilitzats per a la generacid del fragment HolE-Cm. En rosa estan

ombrejades les seqiiéncies corresponents als extrems del gen holE, i en gris les corresponents a les

seqiiencies P1 1 P2 respectivament del plasmidi pKD3.
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Un cop obtingut el fragment de PCR HOLEHI1-HOLEH2, es va electroporar a la soca
d’E. coli 5K previament transformada amb el plasmidi pKD46 seguint les condicions
indicades en I’apartat 2.5.1 de Materials i metodes. Es va fer un escrutini per PCR dels
possibles mutants a partir de les colonies que van créixer de I’electroporaci6. Els
oligonucleotids utilitzats per comprovar la delecid del gen holE 1 la preséncia del
“cassette” de Cm sén UPHOLE i DOWNHOLE, corresponents a seqiiéncies presents
aiglies amunt i aigiies avall del gen hol/E (Fig. 3.37).

UPHOLE:

5'- CATCAATTCCGGCTTGCCAT-3'
DOWNHOLE:

5'- ACTGCAAATTATGAGTGCGGT-3'

Fig. 3.37. Oligonucleotids utilitzats per a I’amplificaci6 del gen AolE.

La temperatura d’hibridacio d’aquesta reaccié de PCR va ser de 56°C. En comprovar els
possibles mutants obtinguts, es va poder observar I’aparicidé d’una banda d’ADN
corresponent a 1163 pb, que equivaldria a la mida del fragment ho/E-Cm introduit. En
contraposicio, I’amplificaci6 del gen salvatge utilitzant aquests oligonucleotids produia

un fragment de 380 pb (Fig. 3.38).

1 2 3 4 5 6

Fig. 3.38. Analisi electroforctica en un gel d’agarosa 0,8% on

es mostra ’amplificacié per PCR del gen holE utilitzant els

oligonucleotids UPHOLE i DOWNHOLE dels tres clons
=
E- ! mutants (carrils 2, 3 i 4) obtinguts pel protocol d’inactivacio
3.000§ de gens cromosomics utilitzant fragments de PCR. El carril 1
= ———
1.000 f— : correspon al marcador de pes molecular GeneRuler™ 1 Kb de
250 : Lo R ‘ Fermentas, el carril 5 correspon a la soca salvatge i el 6 al

El mutant /olE obtingut a la soca d’E. coli MG1655 es va anomenar MG1655E.

A continuacid, es va procedir a eliminar per recombinacid homologa el gen
corresponent a la resisténcia al cloramfenicol. Per fer-ho, es va utilitzar el plasmidi
pCP20 i es va seguir el procediment que es detalla en I’apartat 2.5.1.3 de Materials 1

metodes. De cadascun dels mutants es va obtenir gran quantitat de clons no resistents a
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I’antibiotic i que, altra vegada, es van comprovar per PCR pel mateix procediment. En
aquest cas, en realitzar la deteccio del gen holE utilitzant els oligonucleotids UPHOLE 1
DOWNHOLE, es va amplificar una banda de 202 pb, corresponent al fragment holE-

Cm sense la seqiiencia del gen cat.

Finalment, es va transduir la mutacid solE associada a resisténcia a cloramfenicol als
corresponents mutants #ha (MG1655H) 1 ydgT (MG1655Y), aixi com al doble mutant
MGI1655HY. Per aixo, es va partir de la soca mutant 4olE resistent a Cm per poder
utilitzar la resisténcia a aquest antibidtic com a marcador de la transduccié. Seguint el
protocol descrit a 1’apartat 2.4.3. de Materials 1 metodes, es va obtenir un lisat del fag
P1 vir sobre el mutant Ao/FE resistent a Cm 1 es va utilitzar per transduir aquesta mutacid
als mutants hha, ydgT 1 hha ydgT. D’aquesta manera es van obtenir les soques mutants

senzills, dobles i triple per poder-les utilitzar en estudis posteriors.

3.3.3.2. Efecte de les mutacions holE, holE hha, ydgT holE i hha ydgT

holE sobre el creixement d’E. coli en diferents condicions de cultiu

Per tal de determinar si les mutacions obtingudes tenien algun efecte sobre el
creixement, es va realitzar el seguiment de la DOgy de la soca MG1655 i les seves
derivades en cultius crescuts en diferents condicions de temperatura i osmolaritat, ja que
aquestes son condicions ambientals que influeixen la regulacio de I’expressio genica per

les proteines associades al nucleoide Hha i H-NS.

Es van utilitzar les soques MG1655, MG1655E (mutant en el gen holE), MG1655Y
(mutant en el gen ydgT), MG1655H (mutant en el gen hha), MG1655HE (doble mutant
hha holE), MG1655YE (doble mutant ydgT holE) 1 MG1655HYE (triple mutant hha
vdgT holE).

Pel que fa a la temperatura, es va realitzar el seguiment de la DOg dels cultius incubats

a 37°C120°C ( Fig. 3.39A 1 B respectivament).
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Fig. 3.39. Corbes de creixement a 37°C (A) i 20°C (B) de les soques isogéniques MG1655,
MG1655Y, MG1655E, MG1655H, MG1655HE, MG1655YE i MG1655HYE.

Com es pot observar a I’anterior figura, el creixement de les diverses soques mutants
analitzades ¢és igual entre totes elles a ambdues temperatures. Sembla evident, doncs,
que la mutacié holE, a nivell individual o combinada amb hha/ydgT, no afecta al

creixement de les soques ni a 37°C ni a 20°C.

Pel que fa a I’osmolaritat, es va seguir igualment la DOggo de cultius incubats a 37°C,

en medi LB 60 g/l NaCl i 0 g/l NaCl (Fig. 3.40A 1 B respectivament).
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Fig. 3.40. Corbes de creixement a 60g/1 NaCl (A) i 0g/l NaCl (B) de les soques isogéniques MG1655,
MG1655Y, MG1655E, MG1655H, MG1655HE, MG1655YE 1 MG1655HYE.

A elevades concentracions de NaCl totes les soques analitzades presenten un creixement
més lent. Tot 1 aix0, no s’observa cap diferéncia en la taxa de creixement quan
comparem les diverses soques entre elles. Per altra banda, quan es va eliminar la sal del
medi de cultiu es van observar algunes diferéncies tot i que no es van considerar

significatives.

Malgrat no s’han pogut detectar diferencies en la taxa de creixement dels diferents
mutants en les diferents condicions de cultiu estudiades, cal esmentar en aquest punt un
resultat aparentment incongruent perd que en funcid de resultats posteriors s’interpreta a
I’apartat de discussié de la present memoria. Les soques que conserven el “cassette” de
Cm (protocol de mutagénesi de Datsenko i Wanner), MGI1655E, MG1655Y i
MG1655YE, presenten un comportament diferencial quan es suplementa el medi de

cultiu amb Cm (25 mg/l): mentre que els mutants ydgT no es veuen afectats, els mutants
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holE presenten una moderada reduccid en la seva taxa de creixement en preséncia de

I’antibiotic. Aquest efecte és molt notable en un doble mutant ydgT holE (Fig. 3.41).

LB 372C
10
_
1
g ~8— MG1655E
o
a ~8—- MG1655E_cm25
=
= 01 - —— MG1655Y
S ,
g MG1655Y_cm25
e y
X ~8— MG1655YE
p (v
(3] 0,01 MG1655YE_cm25
0,001 - w
0 2 4 6 8 10
Temps (h)

Fig. 3.41. Corbes de creixement a 37°C de les soques isogéniques resistents a Cm MGI1655E,
MG1655Y, MG1655YE en medi LB sense antibiotics i en preséncia de Cm (25 mg/1).

3.3.4. Estudi de I'efecte de les mutacions holE i ydgT en un mutant en la

subunitat € de ’ADN polimerasa lll

Com ja s’ha esmentat anteriorment, existeixen diversos treballs que relacionen
funcionalment la subunitat 6 amb la subunitat € de I’ADN polimerasa III (Studwell-
Vaughan i O’Donnell, 1993; Slater et al., 1994; *Taft-Benz 1 Schaaper, 2004; Chikova i
Schaaper, 2005). Particularment, es creu que 0 exerceix un efecte positiu en la fidelitat
de la replicacid i que estabilitza la subunitat & (codificada pel gen dnaQ), amb activitat
correctora. Per estudiar I’efecte de les mutacions en els gens holE 1 dnaQ, diversos
autors han determinat les alteracions en la freqiiencia d’aparicié de mutants resistents a
rifampicina (Taft-Benz i Schaaper, 2004; Chikova i Schaaper, 2005). Degut a que € és
una subunitat critica per la viabilitat de la c¢l-lula, la construccié d’un mutant en el gen
que la codifica (dnaQ) no és possible. Per aquest motiu, els estudis esmentats (Taft-
Benz i1 Schaaper, 2004; Chikova i Schaaper, 2005) utilitzen 1’al-lel dnaQ49 que és
sensible a la temperatura i el qual dona lloc a una subunitat € amb un fenotip mutador
moderat a baixa temperatura (28°C) 1 elevat a alta temperatura (37°C). Quan la mutacid
holE es combina amb dnaQ49 observen que el doble mutant dnaQ holE mostra un
fenotip mutador a qualsevol temperatura (Fig. 3.42). Per aix0, es creu que, a part
d’augmentar la fidelitat d’e, holE té un paper com a estabilitzador de la sensibilitat a la

temperatura de dnaQ.

129



RESULTATS

1000

dnaQ49 AholE
100

10
Rif'A 06 1] dnaQ49
0.14

0.01 e—eﬂ;

0.001 . —
20 25 30 35 40

Temperature (°C)

Fig. 3.42. Efecte de la mutacio /olE en la freqiiéncia d’aparicié de mutants resistents a rifampicina de

la soca mutant dnaQ (al-lel dnaQ49). Extret de Taft-Benz i Schaaper, 2004.

Tal 1 com s’ha esmentat anteriorment, investigadors del grup col-laborador RMN
Biomolecular pertanyent a 1’Institut de Recerca Biomedica (IRB) van detectar una

interacci6 debil entre £ 1 YdgT la qual es veia afavorida per la presencia de HolE.

Seguint amb 1’objectiu de trobar una relacié funcional entre la subunitat 6 de I’ADN
polimerasa III i les proteines associades al nucleoide de la familia Hha/YdgT, i
coneixent aquest darrer resultat obtingut per ressonancia magnética nuclear (RMN),

vam decidir estudiar 1’efecte de la mutaci6 ydgT en mutants dnaQ i dnaQ holE.

Per dur a terme aquests estudis es va utilitzar la soca mutant dnaQ49 sensible a la
temperatura NR9695 (Chikova i Schaaper, 2005), 1 es van transduir sobre aquesta les
mutacions holE 1 ydgT utilitzant lisats P1 vir. La mutacié holE va ser transduida
utilitzant un lisat de P1 vir obtingut sobre la soca MG1655E resistent a Cm. El lisat de
P1 vir utilitzat per transduir la mutacié ydgT es va obtenir sobre una soca amb una
mutacid ydgT associada a resisténcia a Km. Totes les transduccions es van realitzar a
baixa temperatura (30°C) i en medi minim A per evitar I’aparicié de mutants espontanis
degut a D’efecte mutador de la soca NR9695 (dnaQ49) a elevades temperatures.
D’aquesta manera, es van obtenir els mutants dnaQ holE, dnaQ ydgT 1 dnaQ holE ydgT.
Aquests mutants es van cultivar en 1 ml de medi LB a 25, 30 i 37°C (10 cultius
independents per cada soca i temperatura). De cada cultiu es van sembrar les dilucions
adequades per fer recomptes de viables en plaques d’LB agar i LB agar rifampicina
(Materials 1 metodes 2.10). Amb els valors dels recomptes obtinguts es va calcular la
freqiiéncia de mutacié (mutants rif*/10° cél-lules viables) per cada soca i temperatura

(Fig. 3.43).
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Fig. 3.43. Efecte de les mutacions /olE i ydgT en la freqiiencia d’aparicié de mutants resistents a

rifampicina de la soca mutant dnaQ49 a diferents temperatures.

Com s’observa a la figura, la introduccié de la mutacido ydgT en el mutant senzill
dnaQ49 o en el doble mutant dnaQ49 holE no provoca cap alteracid en el fenotip
mutador d’aquestes soques. Per tant, podem afirmar que YdgT no esta implicat en el rol
de 6 com a estabilitzador de la subunitat ¢ de I’ADN polimerasa III a baixes

temperatures.

3.3.5. Estudi per PCR a temps real de I'expressio de holE en diferents

condicions de creixement

Un aspecte no estudiat fins al moment era 1’expressiéo del gen holE en diferents

condicions de creixement.

Per aix0, vam decidir estudiar per PCR a temps real 1’expressio de holE a 20 1 a 37°C i
en fase exponencial i estacionaria de creixement. Es van dissenyar els oligonucleotids 1
la sonda TagMan® corresponents al gen holE (Fig. 3.44) per tal de poder realitzar la
reaccié de PCR a temps real tal i com s’explica a ’apartat de Materials i meétodes 2.7.5.
Com a gen de referéncia es va utilitzar I’ARN ribosomic 16s. Els oligonucleotids i1 la

sonda TagMan® per aquest gen de referéncia es detallen a la mateixa figura.
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Sonda HOLE: Sonda 16s:

5'-CGCGAGCGGCTTA-3' 5-CCCGGGCCTTGTAC-3'
Oligonucleotid FW-HOLE: Oligonucleotid FW-16s:
5-GAACATTTGCGCAGCTGGTT-3' 5'-AGAATGCCACGGTGAATACGT-3'
Oligonucleotid HOLE-RV: Oligonucleotid 16s-RV:
5'-AGCCAAACGGTGGGCA-3' 5'-GGTGTGACGGGCGGTG-3'

Fig. 3.44. Oligonucleotids i sondes TagMan® utilitzats per a I’amplificacid del gen /olE i del gen de
referéncia 16s.
Com a material de partida es va utilitzar I’ARN aillat de cultius de la soca MG1655 a
diferents punts del creixement (DOgpp=0,5 1 3) tant a 20°C com a 37°C. Els resultats
d’expressio6 relativa del gen holE es poden expressar en funcid de la fase de creixement

o bé en funcid de la temperatura (Fig. 3.45A 1 B respectivament).

>
@

PCR atemps real: expressio holE PCR a temps real: expressio holE
fase creixement Temperatura

3,00 3,00

2,50 2,50
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Expressi6 relativa, 20°C respecte a 37°C

Expressio relativa,Fase exponencial
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LB20°C LB372C LB209C
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Fig. 3.45. Resultats d’expressio relativa obtinguts per PCR a temps real del gen 4o/E en funcié de la
fase de creixement (fase exponencial respecte a estacionaria) (A) i en funcié de la temperatura (20°C

respecte a 37°C) (B).

Si comparem 1’expressio de holE en funcid de la fase de creixement (Fig. 3.45A) veiem
que tant a 20°C com a 37°C aquest s’expressa més en fase exponencial de creixement.
En canvi, si comparem I’expressié de holE en funcio de la temperatura (Fig. 3.45B)

veiem que, independentment de la fase de creixement, holE s’expressa més a 20°C que a
37°C.
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Per altra banda, €s important remarcar que les diferéncies en els nivells d’expressid
obtinguts en les condicions utilitzades (expressio de holE en fase exponencial respecte a
estacionaria i a 20°C respecte a 37°C) no sén gaire elevats i que existeix la possibilitat
de que el gen holE es pugui sobreexpressar en entorns ambientals no reproduits en les

condicions utilitzades en aquest treball.

3.3.6. Analisi transcriptomica d’un mutant holE i comparacio amb el patré

d’expressié génica d’'un mutant ydgT

En funcié dels resultats obtinguts per J. Garcia que evidencien que YdgT pot
interaccionar també amb la subunitat € de ’ADN polimerasa III, vam considerar la
possibilitat que la proteina HolE estigués funcionalment relacionada amb YdgT. Com
que ja disposavem de les dades transcriptomiques del mutant ydgT, es va realitzar una
analisi transcriptomica per poder comparar els patrons d’expressido geénica del mutant

holE 1 la soca salvatge.

L’ARN total de les soques citades es va aillar (veure Materials 1 meétodes 2.7.1) de
cultius crescuts en medi LB a 37°C fins a una DOgy de 0,6. Les mostres van ser
processades per la Plataforma “Functional Genomics Core” (FGC) de D’Institut de
Recerca Biomédica de Barcelona (IRB) en microxips GeneChip® E. coli Genome 2.0
Array de la casa Affymetrix. La Unitat de Bioinformatica dels Serveis Cientifico-
Tecnics de la Universitat de Barcelona (CCiTUB) fou 1’encarregada del tractament de
les dades i de I’elaboracié dels corresponents llistats de gens alterats, “heatmaps” i

diagrames de Venn.

3.3.6.1. Analisi global dels gens alterats: “heatmaps” i diagrames de

Venn

Igual que es va fer amb les dades obtingudes de I’analisi transcriptomica dels mutants
hha, ydgT 1 hha ydgT, es van elaborar els “heatmaps” i1 diagrames de Venn per poder
tenir una idea global del patré de gens alterats. En aquest cas, ens interessava comparar
sobretot els mutants senzills 4olE 1 ydgT, perd també vam decidir incloure el mutant
hha. A la Fig. 3.46A es mostren els “heatmaps” corresponents als gens alterats en
mutants holE (E), hha (H) 1 ydgT (Y) tots ells respecte al patrd obtingut per la soca
salvatge (wt). Es destacable que en conjunt, el nombre de gens reprimits (Fig. 3.46A, en

verd), tant en un mutant 4o/E com ydgT €s més nombrds que en un mutant hha. A la
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Fig. 3.46B s’indica un llistat d’aquests gens reprimits en els mutants 4olE 1 ydgT que

corresponen o bé a gens relacionats amb la funcio del flagel o bé a ARN petits.
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Fig. 3.46. A. “Heatmap” on es representa el patrd d’expressié genica dels mutants senzills #o/E (E),
hha (H) 1 ydgT (Y) comparat amb el de la soca salvatge (WT) (FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05). En
verd s’indiquen els gens reprimits i en vermell els induits (respecte a la soca salvatge). Els gens
marcats en blanc no es troben alterats en aquell mutant. B. Llistat d’alguns dels gens reprimits tant en

el mutant holE com ydgT.

A més a més, a la Fig. 3.46 es pot observar que el patré d’expressié del mutant 4olE és
més similar al del mutant ydgT que al del mutant #ha. Aquest fet queda reflectit també

en els diagrames de Venn (Fig. 3.47).
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E_vs WT_UP.1.5x

E_vs_WT_DW.1.5x

N4
s

H_vs_WT_UP.1.5x H_vs_WT_DW.1.5x

Fig. 3.47. Diagrames de Venn on es representa el volum de gens induits (UP) (A) i reprimits (DW)
(B) dels mutants senzills holE (E), hha (H) i ydgT (Y) comparat amb el de la soca salvatge (WT)
(FC>1,5x i1 P-valor ajustat<0,05).

Una de les primeres conclusions que es poden extreure dels diagrames de la Fig. 3.47,
¢és que el numero de gens desregulats en un mutant #ha és molt superior respecte tant al
mutant hol/E com al mutant ydgT. Pel que fa referéncia als gens induits, existeix poca
coincidéncia pel que fa als gens alterats en el mutant 4o/E i els mutants ydgT i hha. En
canvi, si ens fixem amb els gens reprimits (Fig. 3.47B), els mutants hol/E 1 ydgT tenen
53 (36+17) gens en comu, mentre que els mutants sha 1 ydgT, considerats paralegs, en
tenen 36 (17+19). Dit d’una altra manera, mentre que només un 4,6% dels gens induits
en el mutant ho/E sén comuns amb els induits en un mutant ydg7, un 38,7% dels gens
reprimits en el mutant s#o/E és comu al conjunt de gens també reprimits en el mutant
vdgT. Pel que fa al mutant ydgT, aquests percentatges representen un 8,9% dels gens

induits 1 un 30,8% dels gens reprimits comu al mutant AolE.

Aquests resultats recolzen la hipotesi que les proteines YdgT i HolE poden tenir alguna
relacio funcional tal i com les dades d’interaccid proteina-proteina suggereixen (J.

Garcia, dades no publicades).
3.3.6.2. Analisi de I’expressio dels gens flagel-lars

Després de la revisio del patrd global d’expressid genica obtingut de 1’analisi
transcriptomica, es va decidir estudiar els gens comuns alterats en els mutants ydg7 i

holE. Aquest grup de gens basicament codifica per ’aparell flagel-lar i es troba reprimit

135



RESULTATS

tant en els mutants senzills 4olE com ydgT. Tot 1 que aquests gens no es troben gaire
afectats a un mutant #ha perd molt afectats a un doble mutant hha ydgT, vam decidir
incloure aquests dos darrers mutants en aquesta analisi. Els gens que codifiquen per
I’aparell flagel-lar es troben formant part d’operons de motilitat. A la Fig. 3.48 s’indica
el “fold change” (FC) dels diferents gens d’aquest grup situant-los en els operons de

motilitat corresponents, per cadascun dels diferents mutants.

AydgT 1,6 2,0 20 23 25 28 25 22 26 2,1 24 1,6
AholE 15 1,8 1,8 1,9 1,9 21 21 1,9 22 1,8 22
Ahha 21 21 21 2,1
Ahha ydgT 10,4 25,2 22,5 19,5 16,6 14,1 10,4 6,3 4,1 3,9 3,7 3,3
-
N N N
Ahha ydgT 2,1 2,5
i
[Ctar >["tap Mchor>{cheB)chov[chez>—{me >{ ma__>{me>
Ahha ydgT 2,4 2,1

AydgT 1,6 1,6
AholE 1,6
Ahha ydgT 10,0 2,3

AydgT 1,6 2,0 2120 23 1,8 1,6 1,9 2,0 2,0
AholE 1,6 16 1,8 1,9 2,0 1,8 1,7 1,8 1,7 2,0
Ahha ydgT 57 7,2 4,7 4,8 45 92 61 7,2 2,6

7% ARN polimerasa
of ARN polimerasa
Operons primerencs

Operons mitjans

1111

Operons tardans

Fig. 3.48. Esquema dels diferents operons de motilitat d’E. coli on s’indica per cadascun dels gens el

“fold change ” (FC) negatiu o nivell de repressid en cada mutant respecte a la soca salvatge.
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Si observem detalladament els valors de FC dels gens flagel-lars representats a la figura

anterior es pot deduir que:

- La mutacié hha no afecta de la mateixa manera I’expressio dels gens flagel-lars
que les mutacions /4olE o ydgT, ambdues amb uns patrons molt similars. Malgrat
aixo, els nivells de repressié del mutant ydgT sén sempre una mica superiors que
els dels del mutant #o/E, en practicament tots els gens de tots els operons.

- Els nivells de repressié observats per al doble mutant #ha ydgT son més elevats
que a la resta de mutants. Aix0, tal i com ja s’ha comentat a 1’apartat 3.1.3.2 es
pot interpretar com que la proteina Hha cobreix parcialment la funcié de la

proteina YdgT.

El patré d’expressié dels gens flagel-lars en els mutants esmentats pot visualitzar-se

també mitjancant diagrames ’elaborats amb el programa “KEGG Mapper” (Fig. 3.49).
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Fig. 3.49. Representacio del patrd d’expressio dels gens flagel-lars utilitzant 1’aplicacio bioinformatica
“KEGG Mapper” dels mutants senzills holE, hha i ydgT i del doble hha ydgT respecte a la soca
salvatge. El codi de colors permet con¢ixer el nivell d’expressio (Fold Change, FC) d’un determinat
gen flagel-lar; en verd fosc ("FC"<-2), blau (-2< "FC" <-1,5) i verd clar (no expressat diferencialment

respecte a la soca salvatge).

Les conclusions que es poden extreure a partir de la Fig. 3.49 es corresponen amb les

que s’exposen per 1’anterior Fig. 3.48.
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Per confirmar aquests resultats de transcriptomica que relacionaven les proteines HolE 1

YdgT, es va decidir realitzar un estudi fenotipic de motilitat (apartat 3.3.7).

3.3.7. La sobreexpressié del gen holE restaura la motilitat de dobles

mutants hha ydgT
3.3.7.1. Efecte de les mutacions holE, ydgT i hha en la motilitat

Per tal de corroborar les dades obtingudes a 1’analisi transcriptomica dels mutants AolE,
vdgT 1 hha, en les quals s’observa la repressid d’una gran quantitat de gens pertanyents
als operons flagel-lars, es va decidir dur a terme assaigs de motilitat en placa (veure

Materials 1 meétodes apartat 2.11).

En primer lloc, es va realitzar I’assaig de motilitat en placa dels mutants segiients: 4o/E,
vdgT, hha 1 hha ydgT. Després d’incubar les plaques durant 12 hores a 30°C, els halos

que apareixien eren clars i es veien diferéncies entre les soques mutants (Fig. 3.50).

BCOIC I

wt AholE AydgT

(o)

Ahha Ahha ydgT

BCOICOIC)

wt AholE AydgT

(e )lC)

Ahha Ahha ydgT

Fig. 3.50. Halos de motilitat en plaques de TB agar 0,25% + L-serina 2 mM (A) i + L-valina 2 mM
(B).
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Tal 1 com s’ha comentat anteriorment, i tenint en compte I’important efecte d’YdgT en
I’expressio dels gens flagel-lars 1 el reduit efecte d’Hha, el fenotip de reduida motilitat
del doble mutant #ha ydgT és probablement degut a qué¢ Hha ja no compensa la funcio

d’YdgT, cosa que si deu de succeir en el mutant ydgT.

Per demostrar la relacio funcional entre YdgT 1 HolE, es va decidir determinar a nivell
fenotipic 1’efecte de la sobreexpressio del gen AolE en els mutants que tenien la motilitat

afectada (hha ydgT).

3.3.7.2. Complementaci6 amb pBRHOLE de la pérdua de motilitat en
placa dels mutants hha ydgT

3.3.7.2.1. Construccié del plasmidi pBRHOLE i evidéncia per PCR a

temps real de la sobreexpressié de holE

Per tal de dur a terme la complementacié es va construir el plasmidi pPBRHOLE clonant

el gen holE en el vector de mitja nimero de copies pBR322.

El gen holE fou amplificat mitjancant PCR utilitzant com a motlle ’ADN de la soca
d’E. coli 5K (Materials i metodes 2.6.3). Els oligonucleodtids que es van utilitzar
corresponen a les seqiiencies HOLE-Eco i HOLE-Bam (Fig. 3.51) que permetien
I’amplificacid del gen /holE i del seu promotor putatiu. A més, aquests oligonucleotids

introduien una diana EcoRI 1 una diana BamHI als extrems 5’ 1 3° respectivament.

HOLE-Eco:
5'-GGAGCGTGCAGTTGAATTCAT-3'
HOLE-Bam:

5'- GTTATGTAAGAAAGTGGATCCCTG-3'

Fig. 3.51. Oligonucleotids utilitzats per a I’amplificacio del gen holE. En gris es ressalten les dianes
EcoRI1 i BamHI respectivament.
La temperatura d’hibridacié que es va utilitzar en I’amplificacio va ser de 52°C.

El producte de I’amplificacio va ser digerit amb els enzims de restriccid corresponents i
clonat en el vector pBR322 préviament digerit amb els mateixos enzims. El plasmidi

resultant es va anomenar pBRHOLE el qual es va comprovar per seqiienciacio utilitzant
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els oligonucleotids 3HOLE 1 SHOLE, per seqiienciar a 3° i 5’ del gen holE
respectivament (Fig. 3.52).

3HOLE:
5'-GGCTCGTAAGGTAAACGTGA-3'
SHOLE:

5'- CTGAAGAATCTGGCTAAACTG-3'

Fig. 3.52. Oligonucleotids utilitzats per comprovar el gen /4olE clonat en el vector pBR322.

Per altra banda, per tal de comprovar que aquest plasmidi sobreexpressava correctament
el gen holE es va aillar I’ARN total de les soques MG1655, MG1655 pBR322 i
MG1655 pBRHOLE i es va realitzar una reaccio6 de PCR a temps real amb els
oligonucleotids 1 sonda TagMan® indicats a la Fig. 3.44 amb els quals es detecta
I’expressio del gen holE. Tal i com s’esperava, 1’expressi6 de holE de la soca portadora
del plasmidi pPBRHOLE ¢s 32 vegades superior a la de la soca salvatge. La diferéncia
d’expressié entre la MG1655 1 la MG1655 pBR322 no és significativa (Fig. 3.53).

PCR a temps real: expressio holE

50

40

30

20

10

1,2

Expressio relativa, soca MG1655

0

MG1655 pBRHOLE MG1655 pBR322

Fig. 3.53. Resultats d’expressio relativa obtinguts per PCR a temps real del gen /olE de les soques
MG1655 pBR322 1 MG1655 pBRHOLE respecte a la soca salvatge MG1655.

3.3.7.2.2. Transformacié del plasmidi pBRHOLE a la soca mutant hha

ydgT. Avaluacio de la motilitat en medi solid

Tant el plasmidi pPBRHOLE com el vector pBR322 es van transformar a la soca

salvatge (wt) 1 al mutant hha ydgT. Amb els transformants obtinguts es van inocular
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plaques de medi TB agar 0,25% amb L-serina i amb L-valina per tal de determinar el
diametre dels halos de motilitat. Les diferéncies en els halos de motilitat a les plaques
amb L-serina i L-valina de les soques testades eren molt similars. Per aquest motiu a la

Fig. 3.54 es mostren Unicament els resultats obtinguts en les plaques que contenien L-

wt wt pBR322 wt pBRHOLE

Ahha ydgT Ahha ydgT Ahha ydgT
pBR322 pBRHOLE

serina.

Fig. 3.54. Halos de motilitat en plaques de TB agar 0,25% i L-serina 2 mM. Complementacié amb
pBRHOLE de la disminucid del diametre de 1’halo de motilitat dels mutants #ha ydgT. A la primera

linia es mostren els halos per la soca salvatge (wt).

A la Fig. 3.54 es pot observar 1’augment en 1’halo de motilitat dels mutants hha ydgT
quan se sobreexpressa holE (pBRHOLE). Aixo suggereix que la proteina HolE quan és

sobreexpressada pot, almenys parcialment, suplir la funcié d’YdgT.

3.3.7.3. Efecte de la sobreexpressio de holE sobre I'expressio del gen
flgB: analisi per RT-PCR

Per tal de corroborar els resultats descrits en els apartats anteriors es va dur a terme
I’analisi semiquantitativa d’ARNm per RT-PCR (Materials i metodes 2.7.4) del gen
flagel-lar figB a la soca MG1655HY 1 en la mateixa quan sobreexpressavem holE. El
gen flgB ¢és el primer gen d’un dels operons de motilitat, el qual esta practicament en la
seva totalitat afectat per les mutacions ydgT, holE 1 hha, veient-se especialmet afectat

en el doble mutant hha ydgT.

Les soques objecte d’estudi (la soca salvatge MG1655, el doble mutant MG1655HY i
aquesta ultima soca portadora dels plasmidis pBR322 o pPBRHOLE) es van cultivar a
37°C fins a una DOgoo de 0,6 1 es va aillar I’ARN corresponent. La quantitat d’ARN
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adequada per mesurar la transcripci6 d’fIgB va ser de 10 ng. En aquesta reaccio d’RT-
PCR, a més d’un control per demostrar la inexisténcia d’ADN a la mostra (inactivacio
de la retrotranscriptasa durant 10 minuts a 95°C), es va incloure un control intern amb

I’ARN 16s, per tal d’assegurar la qualitat de I’ARN.

Els oligonucleotids especifics pel gen flgB i1 pel gen de referéncia 16s es detallen a la

Fig. 3.55.

FLGBFW: 16SR:
5'-GCAGCAAACATCGCCAATGC-3' 5’-TTCCTCCAGATCTCTACGCA-3’
FLGBRW: 16SF:
5'-GATATGGATCGCGAACGCAC-3' 5’-CCTCAGCACATTGACGTTAC-3’

Fig. 3.55. Oligonucleotids utilitzats en la reaccié de RT-PCR pel gen flgB i pel gen de referéncia 16s.

L’analisi per RT-PCR de la transcripci6 del gen fIlgB va mostrar una expressio
diferencial d’aquest gen en les diverses soques analitzades. A la Fig. 3.56 es detallen els
resultats d’expressio del gen fIgB i del gen de referéncia 16s obtinguts per la soca
MG1655, pel mutant hha ydgT i per aquest darrer portador dels plasmidis pBR322 o
pBRHOLE.

16s

figB

Fig. 3.56. Producte de I’amplificacié de ’analisi per RT-PCR del gen flgB i del gen de referéncia 16s
de les soques MG 1655 (carril 1), MG1655HY (carril 2), MG1655HY pBR322 (carril 3) i MG1655HY
pBRHOLE (carril 4).

A Danterior figura s’observa, en primer lloc, que el doble mutant hha ydgT té reprimida
I’expressio del gen fIgB, tal i com ja s’havia vist en els resultats dels microarrays. Per
altra banda, s’observa també la complementaci6 de I’expressio del gen flagel-lar figB al

sobreexpressar ho/E en el doble mutant #ha ydgT (MG1655HY pBRHOLE).

3.3.8. Mecanisme d’accié de les proteines YdgT i HolE: influenciant la

terminacioé de la transcripcio?

Els resultats obtinguts en aquesta memoria en respecte al paper regulador de la proteina
HolE suggereixen que juga un paper relacionat amb la proteina YdgT. En qualsevol cas,
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les dades obtingudes fins aquest punt no permetien entendre quin era el mecanisme a

través del qual les proteines HolE/YdgT exerceixen el seu efecte regulador.

Un treball aparegut en el moment de la redaccié d’aquesta memoria, i que fa referéncia
a I’efecte de la familia de proteines H-NS sobre la terminacié Rho-dependent (Saxena i
Gowrishankar, 2011), evidencia que la sobreexpressid de la proteina YdgT anul-la els
fenotips de supressid de polaritat en mutants rho, el que permet a aquets bacteris que
sobreexpressen YdgT incrementar eficiéncia de la terminaci6 de la transcripcié. Es a
dir, que la proteina YdgT pot estar implicada en processos de terminacié de la
transcripcio. Considerant aquesta informacid, i fent una recerca bibliografica referent a
la terminaci6 intragenica de la transcripcié depenent de la proteina Rho, el treball de
Peters i col-laboradors (2009) demostra que la proteina Rho juga un paper molt
important en la terminacio6 de la sintesi d’ARN petits (“small RNAs” (SRNA)) i ARN de
transferéncia (localitzats en regions intergeniques), aixi com d’un grup de gens (regions
intrageniques) molts dels quals mostren transcripcié antisentit. Aquests estudis es van
fer inhibint de manera especifica la proteina Rho amb I’antibiotic biciclomicina (BCM)

i fent estudis ChIP-chip.

Si considerem les nostres dades de transcriptomica, on es refereixen els gens desregulats
comuns tant en mutants ydgT com holE, podem comprovar que una bona part d’aquests

gens son ARN petits (Taula 3.3).
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FC FC

R
Gen escripcié AydgT _vs_WT  Ahol E_vs_WT

ARN antisentit que interacciona
dsrA amb la traduccié d'rpoS, 2,21 1,75
silenciant rcsA

) ARN antisentit que afecta
micF , 2,83 1,62
I'expressié d' ompF

oxyS ARN regulador global OxyS 2,32 2,82

ARN antisentit, regulador de la

rallB traduccid de IdrB

ARN i i | |
rdic anT:l‘sentlt, regulador de la 181 120
traducci6 de IdrC

rdiD ARN antisentit, regulador de la 340 19
traduccié de ldrD ’ ’

ARN antisentit relacionat amb la
rybA . . 2,33 1,67
homeostasi del manganes

ARN antisentit de funcié
ryeA 2,55 2,36
desconeguda

ARN antisentit que regula
ryhA (ArcZ)  positivament RpoS; s'uneix a 2,42 2,17
Hfq

i ARN antisentit que regulala
sibA . L. 2,42 1,63
proteina toxica IbsA

) ARN antisentit que regulala
sibB (ryeD) . 2,83 2,31
proteina toxica IbsB

ARN antisentit lal
sibC é'n |s?n.| que regulala 2,92 2,20
proteina toxica lbsC

. ARN antisentit que regulala
sibD(rygD) L 2,76 1,81
proteina toxica IbsD

sokB ARN antisentit que bloquejala 28
traduccié de mokB i hokB !

ARN antisentit | jal
sokC anFllsen itque b oquejala 3,05 2,07
traduccié de mokC i hokC

Taula 3.3. Llistat de gens corresponents a ARN petits del cromosoma d’E. coli alterats en els mutants
ydgT i holE. A les dues ultimes columnes es mostren els valors de FC obtinguts a [’analisi
transcriptomica de mutants ydgT i holE respecte a la soca salvatge (wt) per cadascun d’aquests gens.
Els gens que mostraven una expressio reprimida respecte a la soca salvatge s’indiquen en color verd i
els que presentaven una expressio induida respecte a la soca salvatge s’indiquen en vermell (FC>1,5x

i P-valor ajustat<0,05).

Per altra banda, com ja s’ha esmentat, la meitat de les regions terminadores dependents
de Rho estan localitzades després dels extrems 3’ dels gens (intergéniques) (Peters et

al., 2009). Fent una revisid de les dades de 1’analisi transcriptomica dels mutants ydgT i
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holE, vam comprovar que una part significativa de seqiiencies desregulades en aquests

mutants eren intergeniques (Taula 3.4).

FC FC FC FC
AffylD Descripcié AydgT_vs_wt AholE_vs_wt AffyID Descripcié AydgT_vs_wt AholE_vs_wt
1765223 s at  regio intergénica 1,79 3,68 1763172 s at regio intergenica 1,88 1,60
1760467 s at  regid intergenica 1,56 1,53 1768378 s at regié intergenica 1,89 1,58
1765013 s at  regid intergenica 1,54 1,94 1768174 s at regié intergenica 1,92 1,68
1762876 s at  regid intergeénica 1,58 1,52 1768517 s at regid intergénica 1,98 1,87
1759809 s at regid intergénica 1,58 1,54 1769292 s at regid intergénica 2,02 1,70
1768147 s at  regid intergeénica 1,61 1,56 1766684 s at regid intergénica 2,17 1,70
1765084 s at  regio intergénica 1,61 1,67 1760860 s at regid intergénica 2,18 1,75
1759846 s at  regio intergénica 1,63 1,62 1766427 s at regid intergénica 2,22 1,64
1759370 s at  regid intergenica 1,65 1,55 1766555 s at regid intergénica 2,22 1,75
1765260 s at  regid intergeénica 1,68 1,61 1766273 s at regid intergénica 2,38 2,12
1760692 s at  regid intergeénica 1,69 1,66 1762731 s at regid intergénica 2,45 1,91
1767968 s at  regid intergeénica 1,71 1,67 1766270 s at regid intergénica 2,56 2,03
1759738 s at  regio intergénica 1,75 1,64 1760181 s at regid intergénica 2,70 2,94
1761733 s at  regio intergénica 1,75 1,61 1763548 s at regid intergénica 2,72 2,09
1764823 s at  regid intergenica 1,75 1,82 1766672 s at regid intergénica 2,76 1,80
1761416 s at  regid intergeénica 1,76 1,54 1768041 s at regid intergénica 2,81 2,12
1762386 s at  regid intergeénica 1,79 1,72 1768226 s at regid intergénica 2,85 2,34
1761221 s at regid intergénica 1,79 2,03 1767547 s at regid intergénica 3,30 2,28
1765788 s at  regio intergénica 1,80 1,71 1759307 s at regid intergénica 3,39 2,43
1765994 s at  regio intergénica 1,86 1,72 1762486 s at regid intergénica 3,64 2,15
1765158 s at  regid intergenica 1,88 1,65 1759103 s at regid intergénica 4,33 2,56
1762897 s at  regid intergenica 1,88 1,81 1765088 s at regid intergénica 4,39 3,51

Taula 3.4. Llistat de les regions intergéniques del cromosoma d’E. coli alterades en els mutants ydgT i

holE. A la primera columna s’indiquen els identificadors d’Affymetrix utilitzats per localitzar les

regions intergéniques alterades comuns en ambdos mutants. A les dues ultimes columnes es mostren

els valors de FC obtinguts a ’analisi transcriptomica de mutants ydgT i holE respecte a la soca

salvatge (wt). Els gens que mostraven una expressio reprimida respecte a la soca salvatge s’indiquen

en color verd i els que presentaven una expressié induida respecte a la soca salvatge s’indiquen en

vermell (FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05).
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Finalment, vam decidir comparar el llistat de gens desregulats en preséncia de BCM
(Taula S1 de Peters et al., (2009)) amb els gens desregulats en mutants ydgT i holE.
Aquests resultats es mostren a la Taula 3.6. Tal i com es pot comprovar, un nombre
significatiu (35,7%) dels gens desregulats en preséncia de BCM es troben també alterats

en mutants ydgT 1 holE (Taula 3.6).

Gen FC FC Gen FC FC
AydgT_vs_WT Ahol E_vs_WT AydgT _vs_WT Ahol E_vs_WT

araF 1,55 1,77 ppsA 2,01 ---
argA 1,24 1,12 purD 1,16 1,67
argG 1,23 --- purk 1,10 1,30
b2275 1,29 1,23 rdID 3,40 1,82
b2859 1,27 --- rem 1,35 1,12

becp 1,27 1,23 rnb 1,50 ---
bglF 1,47 1,41 rnr 1,43 1,30
cdaR 1,36 1,16 rybA 2,34 1,68
cfa 1,28 1,62 sibB//ryeD 2,83 2,31
corA 1,81 1,36 sibD//rygD 2,76 1,81
cspB 3,20 1,35 slyB 1,31 1,42
cspG 2,30 --- StpA 2,54 1,45
deaD 1,99 1,70 sugk 1,74 1,10

dsdC 1,77 udp 1,29
eutB 1,17 1,46 yahM 2,84 2,14

fic 1,55 1,83 yaiA 1,54 ---

gdhA 1,26 1,21 yaiE 1,51 ---
ginB 1,26 --- ybiO --- 2,11
glpD 1,50 --- ybiU 1,27 1,15
gltF 1,31 --- ybjX 1,28 1,38
guaB 1,14 1,40 ydcW 1,31 1,62
hisP 1,54 --- ydfK 1,68 1,26
1S092 7,58 --- ydiE --- 1,71
kch 1,12 1,27 yehV --- 1,56
mglA 3,52 1,53 yejG 1,66 1,32
mglIC 3,03 1,67 il 1,10 1,25
osmB --- 1,84 ygiP 1,20 1,30
pinQ 1,53 1,30 yicE 1,17 1,81
pinR 1,53 1,30 yjeB 1,27 1,38
ppdD 1,59 1,31 YObA --- 3,04

Taula 3.6. Llistat de gens afecats en preséncia de biciclomicina (alterats en abséncia de Rho (Peters et
al., 2009)) i també per les mutacions ydgT i holE. Els valors de FC obtinguts en l’analisi
transcriptomica dels mutants ydgT 1 holE respecte a la soca salvatge (wt) s’indiquen en verd (repressid) o

vermell (induccié) (FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05 ) per a cadascun d’aquests gens.
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3.4. Relacié estructural i funcional entre les proteines
Hha/YdgT i la proteina YmgB

Tal i com s’ha indicat a la introduccid, la proteina YmgB té una massa molecular i una
estructura terciaria molt similars a les de la proteina associada al nucleoide Hha (Lee ef
al., 2007b). Com a continuacié als estudis duts a terme per Lee ef al. (2007b), 1 dins de
I’objectiu global d’aquesta tesi d’estudiar i caracteritzar proteines que poguessin
esdevenir paralogues d’Hha, hem volgut aprofundir en les possibles relacions funcionals

entre YmgB 1 les proteines Hha/YdgT.

3.4.1. Estudi per PCR a temps real de I'expressiéo d’ymgB en diferents

condicions de creixement

Tschowri et al. (2009) van posar de manifest que la proteina YmgB s’expressa més a
baixa temperatura (25°C) que a elevada temperatura (37°C). En primer lloc, vam decidir
complementar aquests estudis i estudiar addicionalment a 1’efecte de la temperatura,
I’efecte de la fase de creixement. L expressié del gen ymgB es va estudiar per PCR a
temps real (Materials i metodes 2.7.5). Aquest estudi es va dur a terme combinant dues

fases de creixement (DOgoo= 0,5 1 3) 1 tres temperatures diferents (15, 20 1 37°C).

Es van dissenyar els oligonucleotids i la sonda TagMan® corresponents al gen ymgB
(Fig. 3.57). Com a gen de referéncia es va utilitzar I’ARN ribosomic 16s. Els
oligonucleotids i la sonda TagMan® per aquest gen de referéncia es detallen a la

mateixa figura.

Sonda YMGB: Sonda 16s:
5’-AGAAGAAGAATCAGCAGTGTT-3’ 5’-CCCGGGCCTTGTAC-3’
Oligonucleotid FW-YMGB: Oligonucleotid FW-16s:
5’-TTCGCAGTTCGGGTAATTTGT-3’ 5’-AGAATGCCACGGTGAATACGT-3’
Oligonucleotid YMGB-RV: Oligonucleotid 16s-RV:
5’-ATTGGTGACAGCCTGCCC-3’ 5’-GGTGTGACGGGCGGTG-3’

Fig. 3.57. Oligonucleotids i sondes TagMan® utilitzats per a I’amplificacid del gen ymgB i del gen de

referéncia 16s.
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Es va aillar ’ARN de cultius de la soca MG1655 crescuts en medi LB a 15, 20 1 37°C
agafant mostra tant a fase exponencial (DOgpo= 0,5) com a fase estacionaria (DOgpo= 3)

(veure Materials i metodes 2.7.1).

Els resultats d’expressio relativa obtinguts es van analitzar en funcié de la fase de

creixement 1 de la temperatura (Fig. 3.58A i1 B respectivament).

A B

PCR a temps real: expressié ymgB PCR a temps real: expressié ymgB
Fase creixement Temperatura

25,0

25,0

20,0

15,0

10,0

50

LB15°C LB20°C LB37°C

respecte a exponencial
Expressio relativa, 15 i 20°C
respecte a 37°C

Expressio relativa, Fase estacionaria

Condicions Condicions

Fig. 3.58. Resultats d’expressid relativa obtinguts per PCR a temps real del gen ymgB en funcio6 de la
fase de creixement (fase estacionaria respecte a exponencial) (A) i en funci6 de la temperatura (15 i

20°C respecte a 37°C) (B).

Pel que fa a la fase de creixement (Fig. 3.58A), es van analitzar els resultats obtinguts
comparant 1’expressio del gen ymgB en fase estacionaria respecte a exponencial, a les
tres temperatures utilitzades. Els resultats indiquen que, independentment de la
temperatura, ymgB s’expressa de 3 a 4 vegades més en fase estacionaria que en

exponencial.

Pel que fa a la temperatura (Fig. 3.58B), es van normalitzar els resultats prenent com a
referéncia els resultats dels cultius crescuts a 37°C. D’aquesta manera, podem dir que a
15°C, I’expressié d’ymgB esta unes 12 vegades augmentada respecte a 37°C, tant en fase
exponencial com estacionaria. A 20°C, I’expressié augmenta una mica més: 18 1 21
vegades a fase exponencial 1 estacionaria, respectivament. Aquests resultats

coincideixen amb els publicats anteriorment (Tschowri et al., 2009).
3.4.2. Construccié de mutants ymgB i confirmacioé del fenotip

La mutacié ymgB ja havia estat estudiada en soques mutants d’E. coli de la col-leccid

Keio (Baba et al., 2006). En aquests estudis es van observar diversos fenotips del
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mutant ymgB entre els que destaquen 1’augment en la produccid de biofilm i1 la

disminuci6 en la resisténcia a I’acid (Lee et al., 2007b).
3.4.2.1. Construccio de mutants ymgB a la soca d’E. coli MG1655

A fi i efecte de continuar amb la caracteritzacio del gen ymgB, vam decidir obtenir el
corresponent mutant ymgB a la soca MG1655 per tal de realitzar estudis comparatius

amb mutants hha/ydgT obtinguts a la mateixa soca d’E. coli.

El mutant MG1655AymgB, anomenat MG1655M, es va construir per transduccio de la
mutacié ymgB (Materials i metodes 2.4.3) amb un lisat P1 vir obtingut sobre la soca
mutant ymgB BW25113 AymgB (cedida per la col-leccio japonesa Keio (Baba et al.,
2006). Aquesta soca conté la resisténcia a kanamicina del plasmidi pKD13 la qual ens
va permetre seleccionar els transductants ymgB. La mutacid ymgB es va comprovar per

PCR utilitzant els oligonucleotids de la Fig. 3.59.

YMGBUP:

5’- GCAATAGTGATTCAGGAGGG-3°
YMGBDOWN:

5’- CTGTGTATAGTCTAAAGCGAC-3’

Fig. 3.59. Oligonucleotids utilitzats per comprovar la mutaci6 ymgB.

La soca MG1655M es va utilitzar per obtenir mutants dobles i triples, transduint la
mutacié ymgB a mutants hha 1 ydgT. En els mutants ydgT la transduccié de la mutacid
ymgB es va fer directament, obtenint-se aixi la soca ydgT ymgB (MG1655YM). Per tal
d’obtenir les soques mutants ymgB hha (MG1655MH) 1 ydgT ymgB hha
(MG1655YMH), es va partir dels mutants MG1655M 1 MG1655YM als quals se’ls va
curar la resisténcia a kanamicina associada a la mutacio ymgB (Materials i métodes
2.5.1.3) 1 per altim, es va transduir la mutacid hha la qual porta associada la mateixa

resisténcia a antibiotic (Km).
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3.4.2.2. Confirmacié del fenotip de mutants ymgB de la soca d’E. coli

MG1655: resisténcia a I’acid i formacié de biofilm

Lee et al. (2007b) van descriure a YmgB com a una proteina que proporciona
resisténcia a I’acid i que inhibeix la formacié de biofilm. Per tal de confirmar el fenotip
del mutant ymgB de la soca d’E. coli MG1655, vam dur a terme tant I’assaig de

resisténcia a 1’acid com el de formacid de biofilm.

L’assaig de resistencia a 1’acid es va realitzar seguint el protocol descrit per Masuda i
Church (2003) en el qual se sotmet el cultiu bacteria a un xoc acid (pH 2,5) i es calcula
la superviveéncia després de transcorregut un cert temps. A la Fig. 3.60 s’indiquen els
percentatges de supervivencia a temps 1, 2 1 4 hores després del xoc acid per la soca

salvatge MG16555 1 pel mutant isogenic ymgB.

Resisténcia a I'acid
100

80

Htemps 1h
temps 2h
temps 4h

60

40

% supervivéncia

20

MG 1655 MG1655M

Fig. 3.60. Resisténcia a I’acid de les soques MG1655 i del mutant ymgB en medi LB (pH 2,5) a 37°C

durant 1, 2 i 4 hores.

Tal com s’esperava, el mutant ymgB obtingut en aquest treball (MG1655M) mostra una

menor resistencia a I’acid que la soca salvatge MG1655.

A fii efecte de continuar confirmant el fenotip de mutants ymgB publicats anteriorment
(Lee et al., 2007b), en el que s’identifica a la proteina YmgB com a un inhibidor de la
formacid de biofilms, vam realitzar I’assaig de formacio de biofilm (veure Materials 1

metodes 2.13) amb la soca salvatge 1 el mutant ymgB.

Es va quantificar la produccid de biofilm de la soca salvatge 1 del mutant ymgB a les 24

hores en medi LB suplementat amb glucosa a 37 i a 25°C (Fig. 3.61).

151



RESULTATS

37°C 25°C

0,5
0,4
0,3 ‘ —
0,2
f o
0,0

MG1655 MG1655M

o
&)

o
S

o
w

DOs70/600
e
N

D05701600

o
i

* :|:

MG1655 MG1655M

o
S}

Fig. 3.61. Formacid de biofilm de les soques MG1655 i del mutant ymgB en medi LB glucosa a les 24
hores a 37°C (A) i a 25°C (B).

El mutant ymgB obtingut en aquest treball (MG1655M) mostra un fenotip similar al
descrit (Lee et al., 2007b) pel que fa a la produccio de biofilm, mostrant-se una major

quantitat de biofilm en el mutant ymgB que en la soca salvatge tant a 37°C com a 25°C.

3.4.3. Efecte de les mutacions ymgB, ymgB hha, ydgT ymgB i ydgT ymgB
hha sobre el creixement d’E. coli MG1655

Amb el joc de mutants simple ymgB (MG1655M), dobles ydgT ymgB (MG1655YM) i
ymgB hha (MG1655MH) i triple ydgT ymgB hha (MG1655YMH), es van dur a terme
corbes de creixement tant en medi LB a 37°C com a baixa temperatura i alta

concentracid de NaCl.

A les corbes de creixement en medi LB a 37°C cap dels mutants testats va presentar
diferencies pel que fa a la taxa de creixement respecte a la soca salvatge MG1655 (Fig.

3.62).
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Fig. 3.62. Corbes de creixement de mutants ymgB en LB a 37°C.

Sabem pels estudis d’expressié6 de ymgB que aquest gen s’expressa més a baixes
temperatures. Per aquest motiu, es van realitzar les corbes de creixement en LB a 20°C
(Fig. 3.63) en les quals no s’aprecia cap alteraci6 pel que fa a la taxa de creixement dels

mutants respecte a la soca salvatge.
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Fig. 3.63. Corbes de creixement de mutants ymgB en LB a 20°C.

Degut a que les proteines associades al nucleoide tenen un paper important a elevada
osmolaritat, es van realitzar corbes de creixement a 37°C en medi LB amb 50 g/l NaCl

(Fig. 3.64).
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Fig. 3.64. Corbes de creixement de mutants ymgB en LB amb 50 g/l NaCl a 37°C.

A la figura anterior es pot observar una moderada disminuci6 en la taxa de creixement
del doble mutant ymgB hha (MG1655MH), la qual es veu incrementada quan manquen
els tres gens ydgT, ymgB 1 hha (mutant MG1655YMH). Aix0 ens podria estar indicant
un possible paper comu entre les tres proteines YdgT, YmgB i1 Hha ja que és necessaria
la triple mutacio per veure un defecte en el creixement sota condicions d’elevada

osmolaritat.
3.4.4. Interaccié de la proteina YmgB amb altres proteines

Els estudis amb YmgB descriuen a aquesta proteina com a un possible modulador de
I’expressio genica que s’uneix a I’ADN in vitro de manera inespecifica (Lee ef al.,
2007b). Aquests estudis suggereixen també que aquesta unié podria ser directa o
indirecta a través d’una altra proteina d’unié a ’ADN. Tenint en compte la similitud
estructural amb Hha, i sabent que Hha s’uneix a H-NS per actuar com a regulador
transcripcional, vam pensar que YmgB també podria estar unint-se a I’ADN de manera

indirecta bé a través d’H-NS o de la seva paraloga StpA.

Per estudiar aquesta possible interaccidé entre YmgB i H-NS es va sobreexpressar la
proteina recombinant His-YmgB 1, després de la uni6 de la cua d’histidines a una matriu

de Ni**-NTA agarosa, es va determinar quines proteines co-purificaven amb YmgB.
3.4.41. Construccio de la proteina recombinant His-YmgB

Per a la construccid de la proteina recombinant YmgB amb cua d’histidines en N-
terminal (His-YmgB), es va amplificar el gen ymgB amb els oligonucleotids YMGBHIS
1 YMGBBAM (Fig. 3.65). L’ts d’aquests oligonucleotids va permetre introduir una
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diana Ndel i una cua d’histidines a I’extrem N-terminal i una diana BamHI ’després de
I’extrem C-terminal d’YmgB. Aquestes dianes es van utilitzar per la seva posterior
clonaci6 en un vector pET11a. La temperatura d’hibridacié que es va utilitzar en
I’amplificacié va ser de 54°C. Després d’aquesta primera amplificacid, es va realitzar

una restriccié amb els enzims BamHI 1 Ndel.

YMGBHIS:
5’- CGATTCGCCATATGCATCACCATCACCATCACATGCTTGAAGATACTACAATTC-3’

YMGBBAM:
5’- GCCGGATCCGTTACATATCATCAGCTGTGT-3’

Fig. 3.65. Oligonucleotids utilitzats en 1’amplificacié del gen ymgB per a la clonacié en el vector

pET11a. En gris es ressalten les dianes Ndel 1 BamHI. Subratllat es mostra la cua d’histidines.

A continuacio, es va linealitzar el vector pET11a per restriccié amb els enzims Ndel i
BamHI, i es va lligar amb el producte de I’amplificaci6 per PCR amb els
oligonucleotids YMGBHIS i YMGBBAM digerit amb els mateixos enzims. D’aquesta
manera es va obtenir un vector induible per IPTG amb el gen ymgB clonat amb una cua
d’histidines en N-terminal. El producte d’aquesta lligacid, que es va anomenar pETHis-
YmgB, es va transformar a la soca d’E. coli 5K. L’ ADN plasmidic es va aillar de nou
d’aquesta soca 1 es va seqilienciar (apartat 2.6.4. Materials 1 meétodes) amb els
oligonucleotids T7Promoter i T7Terminator (Fig. 3.66) que hibriden amb seqiiéncies
del propi vector a ’5’ 1 3” del lloc de clonacié multiple del vector. En ambdos casos, la
temperatura d’hibridacié que es va utilitzar en I’amplificaci6 prévia a la seqiienciacié va

ser de 50°C.

T7Promoter:
5’-TAATACGACTCACTATAGG -3’
T7Terminator:

5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’

Fig. 3.66. Oligonucleotids utilitzats per comprovar la correcta insercido del gen ymgB en el vector

d’expressié pET11a.
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3.4.4.2. Sobreexpressio i purificacié d’His-YmgB

Un cop obtingut el gen his-ymgB clonat en un vector d’expressid es va sobreexpressar la
proteina His-YmgB tant a la soca BL21(DE3) com al corresponent mutant #hns
(BL21(DE3)Ahns) seguint el protocol descrit en I’apartat 2.8.3 de Materials i métodes.
Els extractes obtinguts es van barrejar cadascun amb una matriu de Ni*’-NTA agarosa.
Després de permetre la unié de les proteines i rentar les no unides amb tampo A (20
mM imidazol), es van eluir les proteines retingudes mitjangant rentats amb tampd A’
(200 mM imidazol). Les fraccions pertanyents als rentats i a les elucions es van
analitzar en gels de poliacrilamida Tris-Glicina-SDS (Materials i metodes 2.8.4.1). A la
Fig. 3.67 es mostren els rentats i les elucions obtingudes en les dues purificacions

BL21(DE3) pETHis-YmgB (A) i BL21(DE3)Ahns pETHis-YmgB (B).

A B
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Fig. 3.67. Analisi electroforética i tincié amb Coomassie de fraccions eluides de Ni*-NTA agarosa de
la purificacié His-YmgB en una soca BL21(DE3) (A) i en un mutant /ns (B). 1) Marcador de pes
molecular, 2) Restes sense unir, 3, 4 i 5) Rentats de la matriu amb tampd A (20 mM imidazol), 6 i 7)

Eluci6 de proteines amb tampd A’ (200 mM imidazol).

La tinci6 amb Coomassie no va permetre evidenciar la copurificacié d’H-NS amb His-

YmgB.

A continuacio, es va dur a terme la transferéncia de les proteines a una membrana de
nitrocel-lulosa i la posterior immunodeteccié amb anticossos contra H-NS (Fig. 3.68A).
Paral-lelament, es va dur a terme la immunodeteccidé amb anticossos contra StpA,

paraleg d’H-NS (Fig. 3.68B).
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Fig. 3.68. Immunodeteccié amb anti-sérum anti-H-NS (A) i anti-StpA (B) de fraccions eluides de la
matriu de Ni**-NTA agarosa dels extractes BL21(DE3) i BL21(DE3)AAns amb His-YmgB
sobreexpressat. Carrils 1 i 2) primer i ultim rentat, carrils 3 i 4) primera i ultima elucié amb imidazol

200 mM. L’ altim carril correspon al control d’H-NS purificat.

A la immunodeteccié amb anti-sérum anti-H-NS de les fraccions eluides de la matriu de
Ni**-NTA agarosa de I’extracte BL21(DE3) pETHis-YmgB (Fig. 3.68A, esquerra), H-
NS es va detectar al primer rentat amb tampd A (20 mM imidazol) i a la primera elucio
amb tampd A’ (200 mM imidazol). Al no apareixer H-NS a I’ultim rentat amb 20 mM
imidazol i reapar¢ixer a la posterior elucid amb 200 mM imidazol podem afirmar que

una part de I’H-NS present a I’extracte cel-lular es trobava unida a His-YmgB.

Pel que fa a I’extracte del mutant /ns, a la immunodeteccié amb anticossos anti-H-NS
(Fig. 3.68A, dreta) apareixen algunes bandes que podrien correspondre a la proteina
StpA, la qual també és reconeguda per 1’anticos anti-H-NS de manera inespecifica. Per
aquest motiu, quan fem la immunodeteccié amb anticos anti-StpA en el mutant /ns
(Fig. 3.68B, dreta) detectem la proteina StpA tant en els rentats com en les elucions.
Sabem que StpA esta molt sobreexpressada en un mutant Ans 1 aixo explicaria la
preseéncia d’aquesta proteina en els rentats. A més, la banda corresponent a la primera
elucid és més intensa que la de 1’ultim rentat. Tot 1 que aquesta interaccid es va repetir
realitzant més rentats, a la immunodeteccid continuava observant-se StpA en els rentats.
Aquest fet podria explicar-se en el cas que la interaccid YmgB-StpA fos molt debil i es

desprengués proteina StpA unida a YmgB durant els rentats.

Els estudis d’expressio d’ymgB ens van indicar que aquest gen s’expressa més en fase

estacionaria que exponencial. Per aquest motiu, vam voler repetir I’experiment anterior
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de co-purificacié de His-YmgB en una matriu de Ni*-NTA agarosa amb extractes de
cultius de la soca BL21(DE3) pETHis-YmgB on s’induia 1’expressio d’aquesta proteina
amb IPTG en fase exponencial i en fase estacionaria (Fig. 3.69A 1 B
respectivament).
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Fig. 3.69. Immunodeteccié amb anti-sérum anti-H-NS de fraccions eluides de la matriu Ni**-NTA
agarosa de dos extractes BL21(DE3) pETHis-YmgB induits amb IPTG durant la fase exponencial (A)
o estacionaria (B). Carrils 1) restes sense unir, carrils 2, 3 i 4) rentats amb tampo6 A (20 mM imidazol)

icarrils 5, 6 1 7) elucions amb tampd A’ (200 mM imidazol).

No es van veure diferéncies entre les induccions a diferents fases de creixement (Fig.
3.69A 1 B). H-NS es va detectar tant en els rentats amb tampd A (20 mM imidazol) com
en les fraccions eluides amb tampd A’ (200 mM imidazol). En les fraccions eluides amb

200 mM imidazol es detecta sobretot el que correspondria al dimer d’H-NS.
Aquests estudis recolzen la hipotesi que la proteina YmgB pot interaccionar amb H-NS.
3.4.5. Sobreexpressio de la proteina YmgB: nous gens regulats

L’estudi dels mutants ymgB de la soca MG1655 ens va permetre corroborar el fenotip ja
descrit d’aquests mutants (Lee ef al., 2007b), perd no ens va permetre identificar nous
fenotips. Una estratégia alternativa per estudiar la funcid d’una proteina, a part de
I’estudi amb mutants, és a través de la sobreexpressio de la mateixa. Per aquesta rao,
vam decidir estudiar I’efecte de la sobreexpressio d’ymgB sobre el proteinograma de la
soca MG1655. El vector d’expressio utilitzat fou cedit per Tschowri et al. (2009). Es
tracta del vector pCABI18 induible per IPTG amb ymgB clonat, el qual anomenem
pYmgB. El mapa del plasmidi pCAB18 es mostra a la Fig. 3.70.
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Mult. cloning site: EcoRI (1), Smal/Xmal (6), BamHI (11), Aflll (23),
\ .\foll (29), Eagl (30), Acc651 (36), Kpnl (37), Sall (49),
\xbul (55), Sacl (59), Sphl (70), Neol/Styl (82), HindlII (88)

/Scal 916

pCABIS8
4398 bp

i \Fspl 1174

Nrul 2863

Fig. 3.70. Mapa del plasmidi de baix nimero de copies pCAB18. De les dianes Scal (916) a Nru/
(2863) correspon al vector pACYC177 (origen) i de Nru/ a Scal al pRH800 (laclq i promotor taq).

3.4.5.1. Efecte de la sobreexpressié d’ymgB sobre el creixement

El primer efecte que vam observar al transformar el vector pYmgB a la soca salvatge i
al mutant simple ymgB, va ser una disminucio en la taxa de creixement quan s’induia

I’expressié d’ymgB plasmidic amb 0,5 mM IPTG (Fig. 3.71).

A LB 372C sense IPTG B LB 372C IPTG
10 10
_B
/ /,—a
,);”’ /,/O —e— MG1655 pCAB18
1 - = f ~
. o . / ~0— MG1655 pymgB
2 Y, 3 - .
o } Q =
a a MG1655M pCAB18
0,1 + MG1655M pymgB
0,01 - ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Temps (h) Temps (h)

Fig. 3.71. Corbes de creixement a 37°C en LB sense IPTG (A) i amb 0,5 mM IPTG (B) de les soques
salvatge i mutant ymgB portadores dels plasmidis pCAB18 i pYmgB.

Aquest mateix efecte es va observar a continuacié per la resta de mutants hha

(MG1655H), ydgT hha (MG1655YH) i ydgT ymgB hha (MG1655YMH) (Fig. 3.72).
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A LB 372C sense IPTG B LB 372C IPTG
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Fig. 3.72. Corbes de creixement a 37°C en LB sense IPTG (A) i amb 0,5 mM IPTG (B) de les soques
salvatge i mutants hha, hha ydgT i hha ydgT ymgB portadores dels plasmidis pCAB18 i pYmgB.

Aquest efecte toxic degut a la sobreexpressid d’ymgB, s’havia observat també

anteriorment per la sobreexpressié d’#ha (Garcia-Contreras ef al., 2008).
3.4.5.2. Efecte de la sobreexpressiéo d’ymgB sobre el patré proteic

Tenint en compte que els estudis d’interaccid proteina-proteina referits en 1’apartat
anterior suggereixen una possible interaccid entre YmgB 1 H-NS, vam decidir estudiar

també ’efecte de la sobreexpressié d’YmgB en una soca salvatge i en un mutant Ans.

Per tal d’estudiar ’efecte de la sobreexpressio d’ymgB sobre el patré proteic es van
realitzar fraccionaments cel-lulars (Materials 1 metodes 2.8.1.3) de cultius en medi LB
induits amb IPTG de les soques MG1655 i MG1655kns portadores dels plasmidis
pCABI18 i pYmgB a una DOgg de 0,2. Les fraccions corresponents a citoplasma (cit),
periplasma (P), membrana interna (IM) i membrana externa (OM) es van quantificar pel
metode de Bradford i la mateixa quantitat de proteina es va analitzar mitjangant

electroforesi SDS-PAGE en gels 10% acrilamida (Fig. 3.73).
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Fig. 3.73. Analisi electroforetica de les fraccions corresponents a: A. citoplasma (cit) i periplasma (P)

i B. membrana interna (IM) i membrana externa (OM). En ambdds gels els carrils 1 i 2 corresponen a
la soca MG1655 portadora de pCAB18 i pYmgB respectivament. Els carrils 3 i 4 corresponen a la
soca MG1655hns portadora de pCAB18 i pYmgB respectivament. M correspon al marcador de pesos
moleculars indicats en kDa. Les fletxes indiquen les bandes expressades diferencialment a les soques

analitzades.

Les bandes que mostraven una expressié diferencial entre les soques estudiades es van
retallar i es van portar a identificar per MALDI-ToF (Plataforma de Protedmica del Parc
Cientific de Barcelona). A les Taules 3.7 1 3.8 s’especifica, per a cada banda, la proteina
identificada en la soca salvatge MG1655 i en el mutant Ans respectivament, 1 1’efecte

que provoca la sobreexpressié d’ymgB sobre els nivells de cadascuna.
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Numero Efecte de la sobreexpressio d’ymgB a la soca salvatge . .
Identificacid
de banda MG1655 dentificaci6
1 Reprimida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca | Outer membrane
MG1655 pCAB18) protein C (OmpC)
) Reprimida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca | 50s ribosomal
MG1655 pCAB18) protein L2
3 Induida per YmgB (apareix només en la soca MGI1655 Periplasmic protein
pYmgB)
4 Reprimida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca | 50s ribosomal
MG1655 pCAB18) protein L2
5 Reprimida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca | Outer membrane
MG1655 pCABI18) protein A (OmpA)
6 Reprimida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca | Outer membrane
MG1655 pCABI18) protein C (OmpC)
Taula 3.7. Proteines expressades diferencialment en la sobreexpressié d’ymgB a la soca salvatge
MG1655.
Numero Y . .y
Efecte de la sobreexpressié d’ymgB a la soca MG1655Ans Identificacio
de banda
. Induida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca Lysine
MG1655hns pYmgB) decarboxylase 1
. : . Glutamat
2 Induida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca delcla?‘tr)r(l) 1elase
MG1655hns pYmgB) . Y
isozyme

Taula 3.8. Proteines expressades diferencialment en la sobreexpressio d’ymgB en el mutant

MG1655hns.

Les bandes retallades nimero 1 i 6, aixi com la 2 i la 4, es van identificar com les

mateixes proteines (lisina descarboxilasa i proteina ribosomal L2, respectivament),

probablement degut a contaminacions entre els compartiments cel- lulars.

Els efectes de la sobreexpressid d’ymgB observats en la soca salvatge MG1655 també

s’observen en el mutant Ans (Fig. 3.73). L’efecte més comu de la sobreexpressid

d’ymgB ¢és la repressid de certes proteines (Taula 3.7) entre les quals ressaltarem les

proteines de membrana externa OmpA 1 OmpC i la proteina ribosomal L2. Pel que fa a

les proteines de membrana externa, YmgB reprimeix ompA. Aquest mateix efecte ha

estat descrit també per la proteina Hha (Balsalobre ef al., 1999; Paytubi, 2004).
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També és destacable el fet que la proteina ribosomal L2, que es troba reprimida quan
sobreexpressem ymgB, és una proteina relacionada amb la traducci6é. La proteina
ribosomal L2 esta codificada pel gen 7p/B el qual s’ha descrit recentment com un
modulador de la transcripcié que interacciona amb I’ARN polimerasa, a més de jugar un
paper en 1’assemblatge del ribosoma (Rippa et al., 2010). A fi i efecte de trobar una
relacio entre YmgB i la proteina ribosomal L2, es van dur a terme experiments de PCR
a temps real per congixer I’expressié del gen rp/B en condicions en qué¢ YmgB estava

sobreexpressat (veure apartat Resultats 3.4.5.3).

Per ultim, la sobreexpressié d’ymgB en un mutant sns provoca la induccio de dues
proteines relacionades amb la resisténcia a 1’acid: la glutamat descarboxilasa 1 la lisina
descarboxilasa. La primera (codificada per gadA4) ja havia estat descrita anteriorment
com a una proteina implicada en la resisténcia a 1’acid que esta reprimida en un mutant
ymgB (Lee et al., 2007b). En canvi, la lisina descarboxilasa, tot i que també esta

implicada en la resisténcia a 1’acid, no s’havia relacionat mai directament amb YmgB.

3.4.5.3. Efecte de la sobreexpressié d’ymgB sobre I'expressié d’rplB:

estudi per PCR a temps real

Els experiments de PCR a temps real per conéixer 1’expressi6 del gen rp/B es van dur a

terme en la soca que sobreexpressava ymgB (MG1655 pYmgB).

Es van dissenyar els oligonucleotids i la sonda TagMan® corresponents al gen rp/B
(Fig. 3.74). Com a gen de referéncia es va utilitzar I’ARN ribosomic 16s. Els
oligonucleotids 1 la sonda TagMan® per aquest gen de referéncia es detallen a la

mateixa figura.

Sonda RPLB: Sonda 16s:
5’-TGAACGTCTTGAGTACGATCCGAACCG-3’ 5’-CCCGGGCCTTGTAC-3’
Oligonucleotid FW-RPLB: Oligonucleotid FW-16s:

5’- AAGACGGTATCCCGGCAGT-3’ 5’-AGAATGCCACGGTGAATACGT-3’
Oligonucleotid RPLB-RV: Oligonucleotid 16s-RV:
5’-CGCGATGTTCGCGGA-3’ 5’-GGTGTGACGGGCGGTG-3’

Fig. 3.74. Oligonucleotids i sondes TagMan® utilitzats per a I’amplificacio del gen 7p/B i del gen de

referéncia 16s.
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Es va aillar I’ARN de cultius de les soques MG1655 pCAB18 i MG1655 pYmgB a
37°C (DOgoo= 0,6) (veure Materials i metodes 2.7.1).

Els resultats d’expressidé relativa obtinguts es van analitzar per tal de comparar
I’expressio del gen rp/B a les soques portadores dels plasmidis pYmgB i pCAB18

respecte a la soca salvatge (Fig. 3.75).

PCR a temps real: expressio rp/B

15

10

ol I

B MG1655 pCAB18

-10

Expressio relativa, soca MG1655

-15

Fig. 3.75. Resultats d’expressio relativa obtinguts per PCR a temps real del gen rp/B per les soques
MG1655 pYmgB i pCAB18 en funcio de 1’expressio a la soca salvatge MG1655.

Quan sobreexpressem ymgB (MG1655 pYmgB), el gen rp/B es troba reprimit unes 12
vegades respecte a la soca MG1655 pCAB18 (Fig. 3.75). Aquest resultat és coherent
amb les dades obtingudes de la sobreexpressid d’ymgB en el patrd proteic sobre la

proteina ribosomal L2 (Fig. 3.73).

3.4.6. Sobreexpressié de la proteina YmgB: efecte sobre H-NS i Hha i

gens regulats per aquestes proteines

Les proteines associades al nucleoide de la families H-NS 1 Hha mostren una regulacio
creuada de la seva expressio (Madrid et al., 2007a). Per trobar noves evideéncies
experimentals a nivell de regulacid que permetessin relacionar YmgB amb els membres
d’aquestes families, es va estudiar D’expressidé d’/ns 1 d’hha 1 de gens regulats per

aquests en soques que sobreexpressaven ymgB.
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3.4.6.1. Efecte de la sobreexpressi6 de la proteiha YmgB sobre

I’'expressio de les proteines H-NS i Hha

Els plasmidis pCAB18 i pYmgB es van transformar a la soca salvatge MG1655 i es van
obtenir extractes totals de proteines (Materials i metodes 2.8.1.1) a partir de cultius
crescuts en medi LB amb 0,5 mM IPTG. Com a control es va transformar també la soca
MG1655 amb els vectors pBR322 i pUBM22 (pBR322 amb hha clonat (Nieto et al.,
2000)), aquest darrer extracte simplement per confirmar la localitzacié de la proteina

Hha en un extracte cel-lular.

Els extractes proteics totals obtinguts es van quantificar pel metode de Bradford
(Materials 1 metodes 2.8.2) 1 es va dur a terme ’analisi electroforctica en gels SDS-
PAGE al 15% d’acrilamida carregant 10 pg de proteina de cada mostra. La tinci6 amb
Coomassie va permetre detectar un patrd proteic alterat per ’extracte de la soca
MG1655 pYmgB (Fig. 3.76) com ja s’havia observat anteriorment (Fig. 3.73 i Taula
3.7).

M 1 2 3 4
[u—
72_'—

- 4 P~ 1 -——
55  wa—— = ’?:‘
36_ s —— - - —
28_

17_
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v = e el
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Fig. 3.76. Analisi electroforética i tincié amb Coomassie dels extractes proteics totals de: 1) MG1655
pBR322, 2) MG1655 pUBM22, 3) MG1655 pCAB18 i 4) MG1655 pymgB. M correspon al marcador

de pesos moleculars indicats en kDa. En tots els carrils es van carregar 10 pg de proteina.

A continuacié, es va fer la transferéncia de les proteines a dues membranes de
nitrocel-lulosa amb les quals es va dur a terme la immunodeteccié amb antisérum anti-

Hha i anti-H-NS (Fig. 3.77A 1 B respectivament).
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Fig. 3.77. Immunodeteccié amb anti-sérum anti-Hha (A) i anti-H-NS (B) dels extractes totals de: 1)
MG1655 pBR322, 2) MG1655 pUBM22, 3) MG1655 pCABI18, 4) MG1655 pymgB, 5) control H-NS
i 6) control Hha. En tots els carrils es van carregar 10 pg de proteina. *La banda que apareix amb un

PM inferior a H-NS correspon a formes de degradacié o truncades d’aquesta proteina.

Tal i com s’esperava, al sobreexpressar hha (MG1655 pUBM22) obtenim més quantitat
d’aquesta proteina de 8,6 kDa 1 del corresponent dimer (Fig. 3.77A, carril 2). En canvi,
al sobreexpressar ymgB 1’expressio d’hha queda reprimida (Fig. 3.77A, carril 4). Per tal
de trencar els dimers observats en els carrils 1, 2 1 3 es va fer un tractament amb DTT 1

M, pero no es va aconseguir obtenir monomers.

Pel que fa a la immunodeteccid amb antiserum anti-H-NS (Fig. 3.77B), els anticossos
van recongixer quatre bandes diferents. D’aquestes, dues corresponen al monomer d’H-
NS (15,5 kDa) i possiblement a formes resultants de la degradacié parcial d’H-NS. La
sobreexpressio d’ymgB resulta en la desaparicid de la proteina H-NS nadiua detectant-se

exclusivament una hipotetica H-NS truncada (Fig.3.77B, carril 4).

Aquests resultats suggereixen una regulacié creuada entre YmgB 1 les proteines

associades al nucleoide H-NS i Hha.

3.4.6.2. Efecte de la sobreexpressiéo d’ymgB sobre I'expressio de gens

regulats per H-NS: bgl, proUi hly

Tant els resultats d’interaccid proteina-proteina com 1’efecte de la sobreexpressio
d’ymgB sobre els gens hha 1 hns, suggereixen una relacié funcional entre YmgB 1 H-
NS/Hha. A fi 1 efecte d’aportar noves evidéncies experimentals sobre aquesta relacio,
vam decidir estudiar si la sobreexpressio d’ymgB afecta a gens regulats per H-NS/Hha.
Es van escollir tant gens regulats exclusivament per H-NS (proU 1 bgl) com gens

regulats pel complex H-NS/Hha (hly).
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3.4.6.2.1. Efecte de la sobreexpressiéo d’ymgB en I’expressio de proU

L’operd proU d’E. coli representa un exemple prototip de locus regulat per H-NS
(Williams et al., 1996; Ueguchi et al., 1996; Ueguchi et al., 1997). L’oper6 proU
codifica per un sistema de transport d’elevada afinitat de glicina-betaina. La glicina-
betaina és un osmoprotector que s’acumula en condicions d’estrés osmotic en E.coli i
S.Typhimurium per contrarestar 1’osmolaritat externa i1 per restaurar la turgéncia.
L’expressio de proU esta regulada molt finament per 1’osmolaritat del medi, aixi doncs,
a baixa osmolaritat no es doéna practicament expressio i en canvi a elevada osmolaritat
(500 mM) D’expressié d’aquest augmenta fins a 100 vegades (Lucht ef al., 1994).
Mutacions en el gen hns permeten la desrepressid del gen proU a baixa osmolaritat
(Higgins et al., 1988). Aquest fet és degut a que a baixa osmolaritat, H-NS funciona

com a repressor transcripcional de proU (Ueguchi and Mizuno, 1993).

Per tal d’estudiar I’efecte de la sobreexpressio d’ymgB sobre I’operd proU d’E. coli, es
va construir una soca portadora d’una fusié cromosomica proU::lacZ. "Es va obtenir un
lisat Plvir ’sobre la soca d’E. coli GM37 i es va transduir la fusid6 cromosomica
proU::lacZ a la soca AAG1 (MG1655AlacZ). A continuacio, es va valorar 1’activitat f3-
galactosidasa (Materials 1 metodes 2.9.1) d’aquesta soca amb els plasmidis pCAB18 o
pYmgB en preséncia o no d’IPTG a 37°C a diferents fases de creixement (Fig. 3.78). La
soca mutant Ans es va utilitzar com a control de 1’assaig. Aquest mutant també va ser
transformat amb pCAB18 i pYmgB, perd no va ser possible avaluar la seva activitat 3-
galactosidasa degut a la perdua dels plasmidis a estadis primerencs del creixement quan

afegiem IPTG al medi per tal d’induir I’expressié d’ymgB.
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Fig. 3.78. Activitat B-galactosidasa de les soques indicades portadores de la fusié cromosomica

proU::lacZ crescudes a 37°C a diferents estadis de creixement: DOg=0,5 (A) i DOgyp=1,0 (B).

La sobreexpressié d’ymgB a 37°C provoca una disminucio de 1’expressio de proU a la

soca salvatge AAG1. Tal i com s’esperava, en el mutant sns I’expressié de proU es veu

molt augmentada.

Sabent que ymgB s’expressa més a baixa temperatura, es va dur a terme 1’assaig de -

galactosidasa anterior utilitzant cultius crescuts a 20°C (Fig. 3.79).
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Fig. 3.79. Activitat B-galactosidasa de les soques indicades portadores de la fusid cromosomica

proU::lacZ crescudes a 20°C a diferents estadis de creixement: DOg=0,5 (A) i DOgpp=1,0 (B).

A 20°C, la sobreexpressio d’ymgB també provoca una disminucidé de 1’expressio de

proU.

A continuacid, es va dur a terme aquest mateix assaig de -galactosidasa amb el mutant

ymgB tant a 20°C com a 37°C i es van comparar els nivells d’expressi6 amb els de la

soca salvatge (Fig. 3.80). A cap d’aquestes dues temperatures es va observar una

expressio de proU diferent a la de la soca salvatge.

Per tant, podem dir que YmgB és una proteina que quan se sobreexpressa pot reprimir

I’expressio de proU tant a una temperatura de 37°C com de 20°C.
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Fig. 3.80. Activitat B-galactosidasa de les soques salvatge i mutant ymgB portadores de la fusio
cromosomica proU::lacZ crescudes a 37°C i a 20°C a diferents estadis de creixement: DOgpo= 0,5 (A) i

DO600: 1,0 (B)

3.4.6.2.2. Efecte de la sobreexpressio d’ymgB en I’expressio de bg/

L’oper6 bgl d’E. coli codifica per proteines que duen a terme les funcions

d’internalitzacio i utilitzacio dels B-glucosids aromatics arbutina i salicina.

La proteina H-NS és essencial pel silenciament de 1’operd bg/ (Defez i De Felice, 1981;
Higgins et al., 1988). H-NS reprimeix el promotor de ’operd bgl, que és dependent de
CRP, unint-se a una zona rica en AT (silenciador) localitzada just abans del lloc d’uni6
de la proteina CRP (Schnetz, 1995; Schnetz i Wang, 1996; Mukerji i Mahadevan,
1997).

Tot 1 aix0, a part d’H-NS s’ha determinat que hi ha altres proteines que intervenen en el
silenciament de I’oper6 bgl/, com son les proteines FIS, RpoS, StpA, Hfq, LeuO 1 BglJ
(Tsui et al., 1994; Giel et al., 1996; Free et al., 1998; Ueguchi et al., 1998; Ohta et al.,
1999). Per altra banda, existeixen dues evidéncies que ens van fer pensar en una
possible implicacié d’YmgB en la regulacio de I’operd bgl: (i) s’ha detectat la interaccid
d’YmgB amb el promotor de CRP en microarrays d’ADN enriquit amb niquel (Lee et
al., 2007b) 1 (i) s’ha determinat que I’expressio de I’operd bgl es veu alterada en funcio
de la fase de creixement (inducci6 de 4 vegades en fase estacionaria respecte a
exponencial) (Madan et al., 2008). Com ja s’ha indicat anteriorment, YmgB es tracta

d’una proteina que s’expressa més en fase estacionaria i baixa temperatura.
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Per mesurar 1’expressio de bgl/, es va construir un plasmidi que contenia una fusio
transcripcional bgl::lacZ, el qual es va co-transformar conjuntament amb pCABI18 o

pYmgB a la soca AAG1 (MG1655 AlacZ).

Per la construccid del plasmidi amb la fusid bgl::lacZ es va utilitzar el vector pLG339-
30 (resistent a km). La part corresponent a la fusid bgl::lacZ es va obtenir per restriccio
amb els enzims BamHI 1 Sall del plasmidi pLGbgl::lacZ (Forns, 2006). A continuacio,
es va dur a terme la lligacio del fragment BamHI-Sall que contenia la fusid bgl::lacZ
amb el vector pLG339-30 préviament tallat amb els mateixos enzims. El nou vector

obtingut es va anomenar pLG339bg/::lacZ.

Després de co-transformar els vectors pLG339bgl::lacZ (km®) i pYmgB o pCABI18
(Ap") a la soca salvatge AAGI, es va determinar I’expressié de bg/ mitjancant I’assaig
de B-galactosidasa de cultius crescuts fins a DOgy=1 a diferents temperatures (20 i

37°C) 1 en presencia o no de 0,1 mM IPTG (Fig. 3.81).

A LB 372C
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60
60,00 i 55
» 49 mAAGL
50,00 7 AAG1pCAB18
m AAG1pymgB
é 40,00 pyme|
= AAG1pCAB180,1ImM IPTG
2 3000 e
=5 Y AAG1pymgB0,1mM IPTG
20,00 11
10,00 I
0,00
B LB 202C
70,00
60,00
mAAGL
50,00
AAG1pCAB18
§ 40,00 5 m AAG1pymgB
z 2 r ’ AAG1pCAB180,1 mM IPTG
S 30,00 3 i AAG1pymgB0,1 mM IPTG
20,00 e
10,00  —
.
0,00

Fig. 3.81. Activitat B-galactosidasa de les soques indicades portadores del plasmidi pLG339bgl::lacZ
crescudes a diferent temperatura: 37°C (A) 1 20°C (B).
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L’efecte de la sobreexpressié d’ymgB s’observa quan induim amb 0,1 mM IPTG.
Aquest efecte consisteix en la disminuci6 de 1’expressio de bg/ tant a 37°C com a 20°C.
Per tant, la protetna YmgB esta implicada en el silenciament de bg/ de manera

independent de la temperatura.

3.4.6.2.3. Efecte de la sobreexpressiéo d’ymgB en I’expressiéo de la

toxina a-hemolisina

El conjunt de proteines tipus Hha poden unir-se al domini d’oligomeritzacié d’H-NS i
formar complexes amb aquest per tal de reprimir 1’expressié de la toxina a-hemolisina
(Madrid et al., 2007a). Per tant, ’operd hly representa un altre possible punt de
regulacié per YmgB, en aquest cas comu per H-NS i1 per Hha/YdgT.

De la mateixa manera que en els dos apartats anteriors, vam voler determinar mitjangant
I’assaig de P-galactosidasa 1’expressio6 de I’a-hemolisina en soques que
sobreexpressaven ymgB. Per aix0, es va utilitzar el plasmidi pHlyl52::/acZ que
consisteix en el plasmidi hemolitic pHly152 amb una fusié /acZ amb el gen hlyA, gen

de I’operd hemolitic que codifica per la toxina.

El plasmidi pHly152::/acZ (km") es va co-transformar juntament amb els plasmidis
pCABI18 i pYmgB (Ap") a la soca AAG] (MG1655AlacZ) i als derivats mutants hha
(AAGIH), ydgT (AAG1Y) 1 hha ydgT (AAG1HY). Aquestes tres soques mutants es
van construir per transduccié de la soca AAGI utilitzant lisats P1vir obtinguts dels

corresponents mutants #ha i ydgT de la soca MG1655 (Materials i métodes 2.4.3).

A la Fig. 3.82 es detallen els resultats d’expressio d’hly4 obtinguts a 1’assaig de -
galactosidasa de la soca salvatge AAGI1 1 del mutant hha (AAG1H) portadors dels
plasmidis pCAB18 o pYmgB en preséncia o no d’IPTG a 37°C. Es va agafar mostra tant
de cultius a DOgp=0,8 (pic d’expressid de 1’a-hemolisina) (A) com a les 24h de

creixement (B).
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Fig. 3.82. Activitat B-galactosidasa de les soques indicades portadores del plasmidi pHly152::/acZ

crescudes a 37°C a diferents estadis de creixement: DOgy= 0,8 (A) i cultius de 24 hores (B).

Tal 1 com esta descrit, la mutacid hha provoca la desregulaciéd de 1’expressio de 1’a-

hemolisina respecte a la soca salvatge (Fig. 3.82, columna gris respecte columna negra

en A i B) (Godessart ef al., 1988). Quan se sobreexpressa ymgB afegint 0,1 mM IPTG al

cultiu de la soca AAG1 pYmgB es produeix una disminuci6 de I’expressio d’hlyA4 tant a

la soca salvatge com al mutant hha (Fig. 3.82). Aquest efecte és més acusat a la DOgpo

on es produeix el pic d’expressid de I’o-hemolisina (DOgpp=0,8) que en fase

estacionaria.

A continuacid, es van co-transformar els plasmidis al mutant ydg7 (AAG1Y) i es va

valorar I’activitat $-galactosidasa. A la Fig. 3.83 es mostren els resultats obtinguts.
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Fig. 3.83. Activitat -galactosidasa de les soques indicades portadores del plasmidi pHly152::/acZ
crescudes a 37°C a diferents estadis de creixement: DOg=0,8 (A) i cultius de 24 hores (B).

En el cas del mutant ydgT, igual que en el mutant hha, veiem |’efecte produit per la

sobreexpressio d’ymgB quan afegim IPTG 0,1 mM. Aquest efecte consisteix en una
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disminuci6 de I’expressié del gen hlyA.

Per ultim, es va dur a terme el mateix experiment amb el doble mutant hha ydgT
(AAGIHY). Els valors d’expressio d’hly4 obtinguts per les soca AAGIHY co-
transformada amb els vectors pHly152::/acZ i pCAB18 o pYmgB amb/sense 0,1 mM

IPTG es detallen a la Fig. 3.84.

174




RESULTATS

800,00

700,00

600,00

500,00

400,00

U. MILLER

300,00

200,00

100,00

0,00

LB 372C DOy, 0,8

HAAG1
AAG1pCAB18

B AAG1lpymgB
AAG1pCAB180,1 mM
AAG1lpymgB0,1 mM
AAG1HY
AAG1HY pCAB18

B AAG1HYpymgB

B AAG1HYpCAB180,1 mM
AAG1HY pymgB0,1mM

800,00

700,00

600,00

500,00

U. MILLER

400,00

300,00

200,00

100,00

LB372C24 h

83 93
I

79 75 L
64
. . ) :
0,00

B AAG1
AAG1pCAB18

B AAG1pymgB
AAG1pCAB180,1 mM
AAG1lpymgB0,1 mM
AAG1HY
AAG1HY pCAB18

B AAG1IHY pymgB

B AAG1HYpCAB180,1 mM
AAG1HY pymgB0,1mM

Fig. 3.84. Activitat B-galactosidasa de les soques indicades portadores del plasmidi pHly152::/acZ

crescudes a 37°C a diferents estadis de creixement: DOg=0,8 (A) i cultius de 24 hores (B).

Sorprenentment, la sobreexpressio d’ymgB en el doble mutant hha ydgT no provoca

canvis en l’expressié d’hlyA (Fig. 3.84). Aix0 ens indica que perqué YmgB pugui

reprimir 1’expressio d’hlyA requereix o bé la presencia d’Hha o bé d’YdgT. Per aixo,

quan manquen aquestes dues proteines ja no s’observa la disminucié en 1’expressio

d’hlyA que mostraven els mutants senzills hha 1 ydgT. Per tant, ens trobem davant d’un

sistema de regulaci6 de I’expressid de la toxina o-hemolisina en la qual es troben

implicades les proteines associades al nucleoide Hha/YdgT i la proteina YmgB.
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3.4.7. Interaccio entre les proteines YmgB i Hha/YdgT

Els resultats anteriors, que indiquen una relacio entre YmgB 1 les proteines Hha/YdgT,

suggereixen una possible interaccid entre YmgB i Hha i/o YdgT.

Degut a la similitud pel que fa al pes molecular d’Hha/YdgT i la proteina YmgB,
I’estudi de la interaccid entre aquestes proteines mitjancant la barreja d’extractes
sobreexpressats i posterior co-purificacié en una resina de Ni*-NTA agarosa, requeria
I’obtencid d’anticossos especifics anti-YmgB que permetessin detectar aquesta proteina

a les elucions.

Com a alternativa, J. Garcia del grup col-laborador de RMN Biomolecular de I’Institut
de Recerca Biomeédica de Barcelona (IRB) va realitzar un estudi d’interaccié per
ressonancia magnetica nuclear (RMN). En aquests estudis d’RMN es va marcar amb
>N la proteina YmgB i es van adquirir els espectres que es mostren a la Fig. 3.85: (A)
de la proteina YmgB sola, (B) en presencia d’un equivalent d’HNS i (C) d’un
equivalent d’HNS + 0,8 equivalents d’Hha. Els espectres en els tres casos sén

indistingibles, el que significa que en aquestes condicions no es detecta interaccio.
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Fig. 3.85. Especte 'H-""N HSQC realitzat a pH=7,2 d’YmgB marcat amb N (55uM) abans (negre)
(A) 1 després de 1’addicio d’un equivalent d’H-NS (vermell) (B) i d’un equivalent d’H-NS+0,8
equivalents d’Hha (blau) (C).

Els estudis d’interacciéo d’YmgB amb la proteina YdgT son objecte d’estudi en aquests

moments en el grup de recerca.
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4. Discussio
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4.1. Els paralegs de les proteines associades al nucleoide H-

NS i Hha tenen funcions reguladores diferents a H-NS i Hha

Pocs anys després de la caracteritzacié de la proteina H-NS es va identificar la proteina
StpA (Zhang 1 Belfort, 1992). Tal i com s’ha referit a la introduccid, StpA mostra un
58% de similitud amb H-NS a nivell de la seqiiéncia d’aminoacids. Degut a aquesta
similitud, StpA va ser identificada inicialment com un supressor multicopia que podia
substituir a H-NS en c¢l-lules mutants per aquest gen (Shi i Bennett, 1994). Durant
alguns anys, aquesta va esdevenir la funcié generalment acceptada de la proteina StpA.
Tot 1 aix0, diferents evidéncies experimentals han posat de manifest que el paraleg d’H-

NS té funcions diferents i, amb tota probabilitat, especifiques.

Si bé tant H-NS com StpA tenen autoregulacio negativa i totes dues proteines poden
reprimir el promotor de ’altre (Zhang et al., 1996; Sonden i Uhlin, 1996), la regulacid
de I’expressio d’StpA té caracteristiques diferents a les d’H-NS. Mentre que aquesta
darrera sembla expressar-se de forma constitutiva al llarg del cicle de creixement (Ali
Azam et al., 1999), I’expressio d’StpA s’indueix en condicions d’alta osmolaritat i alta
temperatura (Free i Dorman, 1997; Muller ef al., 2010). Es a dir que, tot i que a E. coli
creixent en medi LB i a 37°C sembla evident que I’impacte de la regulacio d’StpA és
menor que el de la regulacié d’H-NS, tant pel que fa referéncia al regul6 H-NS (Bertin
et al., 1990) com al proteoma total (Muller et al., 2006), les dades referenciades
anteriorment evidencien que, almenys en determinades condicions de creixement, les
funcions d’StpA no poden ser cobertes per H-NS i que ambdues proteines presenten rols
diferents. Aixi mateix, estudis desenvolupats a Salmonella van evidenciar que la
proteina StpA regula un important nimero de gens depenent de la fase de creixement:
durant la fase exponencial mitja, StpA reprimeix 1’expressié prematura del regulé ™, i
en la fase exponencial tardana StpA es requerida per 1’adequada expressié del reguld

CRP-cAMP (Lucchini et al., 2009).

A més dels efectes reguladors, el tipus d’interaccido de la proteina StpA amb acids
nucleics ¢s diferent al descrit per H-NS. StpA pot hidrolitzar ARN in vivo de manera
més eficient que H-NS (Zhang et al., 1996). Aixo és probablement degut a la capacitat
d’StpA per facilitar 1’alineament, el desplagament 1 el plegament de ’ARN (Zhang et
al., 1996; Cusick 1 Belfort, 1998; Mayer et al., 2007). Respecte a I’ADN, totes dues
proteines poden formar un filament rigid al llarg de I’ADN (Liu ef al., 2010). Tot i aixo0,
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les estructures que formen sén diferents. La integritat del filament format per StpA és
insensible a la forca ionica (50-300 mM), mentre que el filament format per H-NS ¢&s
sensible a 200 mM KCl a 37°C (Lim et al., 2011). Aquestes dades obtingudes in vitro
podrien tenir significat biologic in vivo. A més, estudis recents suggereixen que StpA i

H-NS es localitzen de forma diferent en les cel-lules bacterianes (Wang et al., 2011).

Cal també fer esment a estudis recents (Muller ez al., 2010) a E. coli, on es posa de
manifest que els tres paralegs que coexisteixen (H-NS, StpA i la proteina Hfp, de
transferéncia horitzontal) complementen les seves funcions depenent de les condicions
ambientals. Per tant, cal pensar que la preséncia de paralegs de proteines bacterianes
associades al nucleoide té significats més enlla de simplement cobrir mutuament la

possible pérdua de I’altra.

Quan al nostre grup de recerca es va identificar el paraleg d’Hha, la proteina YdgT, es
va interpretar la seva preséncia de forma similar a la d’StpA: reemplagar a Hha en
situacions de perdua d’aquesta. De la mateixa manera que amb StpA, un mutant YdgT
d’E. coli semblava no tenir fenotip (Paytubi et al., 2004). De fet, pensant en evitar que
I’expressiéo d’YdgT pogués afectar al fenotip de mutants hha, es va utilitzar un doble
mutant hha ydgT per analitzar el paper d’Hha com a modulador global de 1’expressio
genica a Salmonella (Vivero et al., 2008). De forma també similar a StpA, estudis duts a
terme per diversos grups de recerca van suggerir que YdgT pot tenir funcions
especifiques. Aixi doncs, YdgT es va caracteritzar com un regulador de 1’expressio de
I’illa de patogenicitat 2 (SPI-2) de Salmonella, afectant una mutacid ydgT a la viruléncia
(Coombes et al., 2005). Posteriorment, altres estudis van evidenciar que tant Hha com

YdgT participen en la regulacid de 1’SPI-2 (Silphaduang et al., 2007).

Els estudis transcriptomics globals duts a terme en aquest treball reforcen la hipotesi
que la proteina YdgT, a més de poder substituir a la proteina Hha en algunes funcions,
té funcions especifiques: els efectes sobre els patrons transcriptomics globals a E. coli
de mutants independents hha i ydgT sén clarament diferents. Tal i com ja s’havia
reportat, Hha té un paper predominantment repressor de 1’expressio geénica (Vivero et
al., 2008). Aquestes dades son consistents amb la interaccid descrita d’Hha amb H-NS,
proteina que presenta una predominant funcié de repressor transcripcional. En canvi, de
forma diferent a Hha, YdgT presenta un paper majoritariament inductor de I’expressid

genica.
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4.2. Actuant sobre la terminacié prematura de la transcripcié:
mecanisme d’acciéo de la proteina YdgT i evidéncies de la
funcié “moonlighting” de la subunitat 6 de la ADN polimerasa
]|

Encara que cronologicament va ser a I’inici d’aquest treball quan es van obtenir les
dades transcriptomiques de mutants hha 1 ydgT, no ha estat fins a 1’etapa final del
mateix quan s’ha pogut disposar de resultats que suggereixen un mecanisme pel que la
proteina YdgT modula I’expressié genica. Dos tipus d’estudis han estat claus per
avancar en la comprensié del mecanisme d’accié d’aquesta proteina. Un d’ells pertany a
aquesta memoria, y correspon als estudis realitzats amb la proteina HolE, originats per
la nostra hipotesi que la mateixa podria tenir alguna relacié estructural i/o funcional
amb Hha/YdgT. L’altre estudi, clau per interpretar les dades obtingudes amb YdgT i
HolE, correspon al treball publicat per Saxena i Growishankar (Saxena i Gowrishankar,
2011), en el que es suggereix un possible paper d’YdgT en processos de

terminacid/antiterminacié de la transcripcio.

Pel que fa referéncia al gen holE, de fet, bona part dels estudis duts a terme en aquesta
memoria amb la finalitat de bé obtenir un nou fenotip o bé associar HolE amb
Hha/YdgT, van proporcionar resultats inicialment poc encoratjadors: els resultats
d’interaccié proteina-proteina no soéon concloents i el muntant #ol/E obtingut no va
evidenciar un fenotip clar, tampoc quan es va combinar amb els al-lels #ha o ydgT.
Tanmateix, els estudis d’expressid de holE en diferents condicions de creixement van
evidenciar que aquest gen a E. coli s’expressa a nivells for¢a semblants tant a baixa com
a alta temperatura. Curiosament, ['inic fenotip que no es va poder interpretar en el seu
moment perd que es discuteix més endavant, €s la major sensibilitat al cloramfenicol
dels mutants holE 1 ydgT holE, malgrat tots dos tenen ‘“cassettes” de resisténcia a
I’antibiotic.

L’analisi transcriptomica d’un mutant /#ol/E va aportar indicis experimentals que
associen les proteines YdgT 1 HolE, els quals recolzaven la hipotesi d’una possible
relacid estructural entre YdgT i1 HolE suggerida pels estudis d’interaccid proteina-
proteina duts a terme per J. Garcia i M. Pons, ja referits en aquesta memoria. Perd, amb
la informaci6 existent quan es van obtenir les dades transcriptomiques, no resultava
aparent el possible mecanisme pel qual les proteines YdgT 1 HolE podien influenciar
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I’expressio d’un conjunt de gens que inclou gens flagel-lars, molts ARN petits 1, el que
en un primer moment no vam donar molta importancia, moltes seqiiencies
intergeniques. Pel que fa referéncia als ARN petits, una possible hipotesi era a través de
la proteina Hfq, perd la seva expressid no es trobava modificada en mutants holE o
ydgT. En aquest punt, el treball de Saxena i Growishankar, publicat a mitjans de 2011,
ha estat critic per continuar la recerca sobre la relacié entre YdgT/HolE 1 el mecanisme
a través del qual aquestes proteines regulen 1’expressié génica (Saxena i Gowrishankar,
2011). En el seu treball associen la complementacio del fenotip de recuperacié de la
polaritat transcripcional en mutants 720 o nusG amb la sobreexpressido de la proteina
YdgT. Tal i com s’ha comentat ja en el corresponent apartat de resultats d’aquesta
memoria, aquesta informacié ha permes establir una correlacio entre el patrd de
desregulacié comu a mutants ydgT/holE amb el patrd d’alteracié de I’expressid génica
que s’obté inhibint el factor d’antiterminacid Rho amb biciclomicina. Aixo clarament
suggereix que les proteines YdgT i1 HolE participen en processos de terminacid
prematura de la transcripcid. A més, aquests resultats permeten per primera vegada
atribuir una funcié reguladora a la proteina HolE. Futurs treballs han de confirmar
aquestes dades 1 precisar si el paper d’aquestes proteines €s reduir o potenciar la
terminacio prematura de la transcripcid, i si aquest efecte de reduccid/potenciacid és

variable segons el gen afectat.

Especificament pel que fa referéncia a la proteina HolE, el que aquesta proteina tingui,
addicionalment al seu paper en la maquinaria de replicaci6 de I’ADN, un paper
modulador de la transcripcid, és coherent amb diferents observacions. Per una part, un
paraleg de HolE esta codificat al fag P1 (gen hof) i aquest gen s’expressa tant al cicle
litic com al cicle lisogenic (Chikova i Schaaper, 2007). Si la proteina HolE s’expressés
exclusivament per funcions de replicacid, no tindria sentit la seva expressio quan el fag
no es replica. Per altra banda, una cerca bioinformatica feta durant ’any 2011 buscant
homolegs del gen holE evidencia que molts plasmidis conjugatius son portadors de
paralegs de holE (Fig. 4.1). Sembla dificil imaginar que gens de codificacid plasmidica
es transmetin per modificar la maquinaria de replicacio. En canvi, un paper modulador
de I’expressi6 geénica d’aquestes proteines €s coherent amb la hipotesi plantejada
recentment, 1 que indica que processos de terminacio prematura de la transcripcidé poden

afectar a la regulacio de I’ADN transferit horitzontalment (Cardinale ez a/., 2008).
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Fig. 4.1. Relacidé evolutiva dels paralegs de la proteina HolE codificats en plasmidis de diferents
especies de la familia Enterobacteriaceae. L’analisi de 1’evolucio s’ha realitzat utilitzant el programa

MEGAS.

Actualment, estem treballant amb la hipotesi que aquestes proteines de la familia HolE
de codificacié plasmidica tenen fonamentalment una funcié reguladora de 1’expressio
génica actuant al nivell de terminaci6 prematura de la transcripcid. Considerant aquest
model, I’efecte del cloramfenicol afectant molt significativament la taxa de creixement
d’un mutant ydgT holE pot interpretar-se considerant el mecanisme d’accié d’aquest
antibiotic, el qual afecta a la traduccié. Es ben conegut que molts mecanismes de
terminacid prematura de la transcripcié depenen de que un ribosoma bloquejat provoqui
la formacié de terminadors en ’ARNm. Un exemple classic és I’expressié de 1’operd
del triptofan. Per tant, en preséncia de cloramfenicol i sense 1’accio de les proteines
YdgT/HolE, poden produir-se en un doble mutant ydgT holE processos de terminacid
prematura de la transcripcidé en gens importants pel creixement. Aquesta hipotesi és

actualment subjecte d’estudi al grup de recerca.
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4.3. La proteina YmgB esta relacionada amb proteines de la

familia Hha

En el cas de la proteina YmgB, existien estudis previs que ja havien posat de manifest la
possible relacio estructural 1 funcional entre YmgB 1 Hha (Lee ef al., 2007b; Tschowri
et al., 2009). Els estudis duts a terme en aquest treball confirmen les dades anteriors i
estableixen noves relacions entre YmgB i altres proteines associades al nucleoide. Per
una part, el mutant ymgB derivat de la soca MG1655 presenta un fenotip de resisténcia a
I’acid i de formacid de biofilm semblant al descrit en la bibliografia per la soca E. coli
K12 BW25113 AymgB (Lee et al., 2007b). Pel que fa a I’efecte sobre la taxa de
creixement, la mutacidé ymgB, sola o en combinacido amb hha i ydgT, no ha presentat
nous fenotips en les condicions de creixement utilitzades, amb 1’excepcid de 1’efecte
sobre la taxa de creixement que té l’elevada osmolaritat quan es combinen les
mutacions ymgB, hha 1 ydgT. En aquests moments no disposem d’informacié que ens

permeti interpretar aquest efecte.

Els estudis d’interaccid proteina-proteina suggereixen que YmgB pot interaccionar amb
H-NS, i1 eventualment, amb StpA. Per confirmar aquestes dades in vitro, caldria
identificar gens regulats conjuntament per H-NS 1 YmgB. Donat que YmgB s’indueix
en condicions de baixa temperatura i fase estacionaria, és possible que calgui determinar
la hipotetica corregulacié per H-NS 1 YmgB en cultius crescuts en condicions

ambientals d’estres.

Els resultats més interessants que aporta aquest treball en referéncia a la relacié entre
YmgB i altres proteines associades al nucleoide, s’han obtingut sobreexpressant YmgB.
Tal i com es descriu a la bibliografia (White-Ziegler et al., 2008; Tschowri et al., 2009)
1 també s’ha corroborat en aquest treball, I’expressid d’ymgB s’indueix tant a baixa
temperatura com a fase estacionaria. Es per tant raonable pensar que, en condicions de
cultiu estandard, es dir, creixement en medi ric, 37°C i fase exponencial, els mutants
ymgB no tinguin un fenotip evident. Per tant, la sobreexpressi6 d’YmgB és una

alternativa per aprofundir en el coneixement d’aquesta proteina.

L’analisi de I’efecte de la sobreexpressid6 d’YmgB sobre el patré d’expressid de
proteines ens ha permes, per una part, confirmar dades preexistents, com son la
regulacid de la glutamat descarboxilasa (Lee et al., 2007b) pero, addicionalment, també
hem pogut evidenciar la regulacié de la lisina descarboxilasa, també associada a la
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resisténcia a I’acid, perd no descrita fins ara com a regulada per YmgB. Una altra
proteina alterada per la sobreexpressié d’YmgB és la proteina ribosomal L2. A més del
seu paper en ’assemblatge del ribosoma, la proteina L2 sembla jugar un paper en la
traducci6 (Rippa et al., 2010). Per tant, la proteina YmgB podria tenir efectes globals
sobre 1’expressio geénica a través de la proteina L2. Pel que fa referéncia a la glutamat
descarboxilasa 1 a la lisina descarboxilasa, tots dos enzims estan reprimits per H-NS
(Shi et al., 1993; Waterman i1 Small, 2003). El paper d’YmgB com a repressor de la
glutamat descarboxilasa ja havia estat descrit (Lee ef al., 2007b). En canvi, 1’efecte
d’YmgB sobre I’expressid de la lisina descarboxilasa era fins ara desconegut. El fet que
I’efecte d’YmgB sobre aquests dos enzims s’hagi detectat exclusivament en el mutant
hns, es pot interpretar com YmgB competint per seqiiéncies reguladores a les que
s’uneix H-NS. Tot i que el mecanisme que implica a YmgB modulant els gens gadA i
cadA (que codifiquen per la glutamat descarboxilasa i per la lisina descarboxilasa,
respectivament) en preséncia/abséncia d’H-NS requereix més aportacions
experimentals, aquests resultats reforcen la relacié entre YmgB i H-NS. Els gens gadA i

cadA esdevenen models interessants per estudiar el sistema YmgB/H-NS.

L’efecte de la sobreexpressio d’YmgB també reforca la relacio entre aquesta proteina i
H-NS/Hha. Tal i com s’ha referit a la introduccid, €s ben coneguda la regulacié creuada
entre les proteines H-NS/StpA 1 Hha/YdgT (Madrid et al., 2007a). En aquest treball
s’evidencia la regulacid6 d’YmgB sobre H-NS i Hha: la sobreexpressio d’YmgB
drasticament redueix 1’expressio d’Hha, i també d’H-NS. Tanmateix, I’estudi de la
sobreexpressio d’YmgB sobre gens regulats bé per H-NS o per Hha torna a relacionar
aquestes proteines. Tant proU com bgl, gens reprimits per H-NS, també estan reprimits
quan sobreexpressem YmgB. Pel que fa referéncia a I’operd Ahly, regulat per H-NS i
Hha, i en abséncia d’aquest ultim per YdgT (Paytubi et al., 2004), els resultats obtinguts
a D’analitzar la sobreexpressio d’YmgB resulten, per una banda molt interessants i, per
altra, sorprenents. Tant en un mutant #ha com en un mutant ydgT la sobreexpressio
d’YmgB reprimeix 1’expressié de I"operd Ahly, perd aixo no té lloc en un doble mutant
hha ydgT. Aquets resultats in vivo clarament suggereixen que, per modular I’expressio
de I’opero hly, YmgB requereix la presencia bé d’Hha o d’YdgT. Si aixo impliqués una
interaccid directa proteina-proteina entre YmgB 1 Hha/YdgT, els estudis d’interaccio

realitzats per J. Garcia haurien evidenciat la interaccid, perd aquest resultat no s’ha
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obtingut. Per tant, cal pensar en un efecte indirecte de la presencia d’Hha/YdgT per

explicar aquest resultats.

Els resultats obtinguts en aquest treball reforcen la hipotesi d’una relacio entre YmgB i
altres proteines bacterianes associades al nucleoide, com H-NS/StpA 1 Hha/YdgT. Amb
tota probabilitat, el fet que I’expressio optima d’YmgB té lloc en condicions que
s’allunyen de les optimes pel creixement d’E. coli (medi ric 1 elevada temperatura),
condicions en les que aquest i altres grups han estudiat els sistemes H-NS/StpA i
Hha/YdgT, dificulta obtenir dades concloents que evidenciin que YmgB, en combinacid
amb H-NS o amb Hha/YdgT, modulen 1’expressio de determinats operons. Treballs
futurs han de considerar analitzar I’efecte individual i combinat de les mutacions ymgB i

hha sobre el transcriptoma d’E. coli en condicions d’estres i fase estacionaria.

4.4. Un fenotip inesperat de mutants hha ydgT evidencia la
inestabilitat de determinants de viruléncia flanquejats per
sequeéncies 1S97 quan E. coli creix en preséncia de

concentracions subinhibitories d’antibiotics

La major part dels estudis sobre 1’efecte dels antibiotics en la cél-lula bacteriana s’han
dut a terme principalment utilitzant concentracions capaces de matar o inhibir el
creixement de les cel-lules diana. En els darrers anys pero, I’interes 1 el coneixement de
I’efecte de concentracions subinhibitories dels antibiotics sobre la cel-lula bacteriana ha
augmentat considerablement (veure revisions a (Davies et al., 2006; Couce i Blazquez,
2009). Entre altres efectes, I’exposicid a concentracions subinhibitories d’antibiotics
provoca un augment en la taxa de mutagenesi (Couce 1 Blazquez, 2009; Kohanski ef al.,
2010), alteracions en el patr6 de transcripcio global (Goh ef al., 2002; Yim et al., 2006),
la transferéncia horitzontal de gens (Beaber et al., 2004) i la recombinacio
intracromosomica (Lopez et al., 2007; Lopez i Blazquez, 2009). En aquest treball es
proporcionen dades experimentals que recolzen encara més la relacid entre els
antibiotics 1 la variabilitat genética bacteriana. El nostre interes en 1’estudi d’una
observacid inesperada ens va portar a demostrar que I’exposicid a concentracions
subinhibitories d’antibiotics pot donar lloc a reordenaments genomics els quals poden
modificar significativament el fenotip bacteria. Com va dir Shapiro (Shapiro, 2009), els

descobriments fortuits poden proporcionar una visié6 més completa de la capacitat que
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presenten les cel-lules bacterianes per reestructurar el seu genoma en resposta a diversos

estimuls.

Les seqiiencies d’insercid IS9/ van ser caracteritzades per primera vegada en plasmidis
a-hemolitics d’E coli (Zabala et al., 1982; Zabala et al., 1984). En I’actualitat les
seqliencies IS91 son el prototip de la familia dels elements d’insercié ISCR (Toleman et
al., 2006), els quals s’han trobat adjacents tant a determinants de viruléncia (Wolf et al.,
1997, ; Burland et al., 1998; Schlor et al., 2000; Garcillan-Barcia et al., 2002) com de
gens de resisténcia a antibiotics (Toleman et al., 2006). Cal destacar que la familia
ISCR esta molt estesa entre els bacteris, tot i que els elements IS9/ es troben
majoritariament restringits a soques d’E coli 1 Shigella. En ambdues especies, les
seqiiencies 1S9/ han estat associades a reordenaments genctics. Alguns exemples fan
referéncia a gens que codifiquen enterotoxines termolabils (eltAB) de soques
enterotoxigeniques d’E. coli 1 a I’illa de patogenicitat SLR de S. flexneri. La preséncia
de seqiiencies 1S9/, completes o parcials, acompanyant els gens eltAB de soques
enterotoxigeniques d’E. coli va resultar, entre altres efectes, en transposicions
espontanies d’aquests mateixos gens al plasmidi pSU2600 (Schlor et al., 2000). A la
soca de S. flexneri 2a, la recombinacid entre dos elements 1S9/ esdevé un dels tres
mecanismes que donen lloc a la deleci6 de I’illa de patogenicitat SLR (Turner et al.,
2001). Els resultats obtinguts en aquest treball sén coherents amb aquestes dades. Cal
destacar que el fragment d’ADN entre les dianes Sall/Sall del plasmidi pHly152 clonat
en el vector pACYC184, que inclou I’operd hly, conté només copies incompletes
d’IS91. Tal i com s’indica a ’apartat de resultats, algunes d’aquestes seqiiéncies que
flanquegen ’opero Aly en la mateixa orientacid, son responsables de les recombinacions
que condueixen a la supressié de dos possibles fragments d’ADN diferents, amb la
conseqiient perdua de I’operd Aly. En algunes circumstancies, el mecanisme mitjangant
el qual es perden els gens A/y pot ser la recombinacié homologa RecA-dependent (per
exemple, quan el sistema SOS esta induit), perd la recombinacié RecA-independent
també¢ pot ocorrer. En soques d’E coli enterotoxigéniques els reordenaments genetics
sense la intervencid de RecA també s’han descrit per als gens eltAB (Schlor et al.,
2000). El mecanisme a través del qual té lloc la supressié de 1’opero hly del plasmidi
pHly152 és necessariament independent de la transposasa tnpA IS91, ja que ni en el
plasmidi pANN202-312R ni en el cromosoma de la soca d’E coli MG1655 no es troba

present cap copia completa del gen tmpA (resultats no publicats). Durant aquest estudi
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vam formular també la hipotesi que ’ORF121, el segon i1 encara no caracteritzat ORF
codificat per IS9/ present en una de les IS9/ parcials del plasmidi pANN202-312R,
podria tenir un paper en aquests processos de recombinacié. No obstant aixo, la
supressié d’aquesta seqiiéncia no va influenciar en la pérdua de I’oper6 de 1’hemolisina
en la soca MG1655HY (pANN202-312R) (resultats no publicats). La replicacié és un
procés clau independent de RecA en el que s hi veuen involucrades seqiiencies d’ADN
repetitives i1 inestables (Bzymek i Lovett, 2001). Per tant, les alteracions provocades
pels antibiotics en la replicacio de I’ADN podrien explicar I’eliminacié de les

seqliencies Aly en abséncia de RecA.

Diversos antibiotics com el trimetoprim, les quinolones i els antibidtics B-lactamics
indueixen la resposta SOS (Guerin et al., 2009). Recentment, s’ha demostrat que la
induccié de la resposta SOS pot provocar la recombinaci6 d’integrons i 1I’expressio dels
determinants de resisténcia a antibiotics en E. coli 1 Vibrio cholerae (Guerin et al.,
2009). En Staphylococcus aureus, la induccié de la resposta SOS desencadena la difusio
de les illes de patogenicitat que s’empaqueten en bacteriofags (Ubeda ef al., 2005). En
aquest treball presentem una prova més que demostra que la induccié de la resposta
SOS provoca I’escissié d’un determinant de viruléncia en E. coli. Per tant, els elements
que promouen la inducci6 de la resposta SOS (entre aquests, diversos antibiotics) també

poden originar diferents tipus de reordenaments genomics en bacteris.

Dades referents a analisis genomiques revelen que les seqiiencies IS9/ estan
predominantment presents en plasmidis aillats de soques d’E. coli enterohemorragiques
(serotips O111, 026 1 O157) (Ogura et al., 2009) (Fig. 4.2A), o en el cromosoma i/0
plasmidis aillats de Shigella (resultats no publicats). Curiosament, les sis copies 1S9/
presents en el cromosoma de la soca de S. flexneri 2457T es troben agrupades

flanquejant diversos determinants de virulencia (Zaghloul ez al., 2007) (Fig. 4.2B).
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Fig. 4.2. A. Mapa del plasmidi pO111 de la soca enterohemorragica d’E. coli O111:H 11128 el qual
conté diverses seqiiéncies IS, entre les quals 3 copies de la seqiiéncia IS9/. Aquest plasmidi codifica
per determinants de viruléncia (en vermell) tals com una hemolisina (e/x), una serina proteasa (espP),
una catalasa (catP) i un sistema de modificacid del lipid A (operd ecf). Adaptat de ( Ogura,Y. 2009).
B. Distribucié de les IS9/ en el cromosoma de la soca S. flexneri 2557T, les quals mostren una

important agrupacio. Extret de ( Zaghloul,L. 2007).

Com a continuacid d’aquest treball, caldria explicar el patrd d’agrupacid i el fenotip dels
determinants flanquejats per IS9/, tant en plasmidis d’E. coli com en el cromosoma de
Shigella, 1 estudiar la possible deleci6 i perdua d’aquests. El fet que es trobin seqiiéncies
IS91 flanquejant determinants de viruléncia només en certes soques d’E. coli 1 Shigella
pot indicar que aquestes soques presenten fenotips patogenics molt variables. Per tant,
les soques que no incorporen elements IS9/ o similars estarien prevenint la inestabilitat

genomica causada per la preséncia d’aquests elements.

Per ultim, remarcar la importancia dels estudis sobre els efectes de concentracions
subinhibitories d’antibiotics en bacteris ja que és probable que en medis naturals aquests
es trobin amb més freqiiencia en ambients que contenen concentracions subinhibitories
que concentracions inhibitories. D’altra banda, son relativament freqiients les situacions
cliniques en les que el bacteri pot estar exposat a baixos nivells d’antibiotics (per
exemple, el tractament incomplet amb antibiotics o la diferent resposta farmacologica
de certs teixits als antibiotics). Com s’indica en aquest treball, en el cas de les soques
patogenes d’E. coli 1 Shigella que contenen seqiiencies 1S9/ flanquejant determinants de
viruléncia, 1’exposicid a baixos nivells d’antibiotics pot donar lloc a reordenaments

genetics 1 a la perdua d’aquests determinants. Mentre que alguns canvis poden ser
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perjudicials pel bacteri, altres poden proporcionar nous fenotips que potenciin la seva
viruléncia en determinats ninxols, augmentant aixi la seva agressivitat. Per tant, és
important evitar el no compliment de la pauta de dosificacié i els tractaments
incomplets amb antibiotics. Una millor comprensid dels mecanismes mitjangant els
quals els elements IS9/ intervenen en els processos de delecié de determinants de
viruléncia en resposta a I’exposicio a antibiotics pot ajudar a definir millor noves metes

per a la terapia antimicrobiana.
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5. Conclusions
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La proteina YdgT regula a E. coli un grup de gens no regulat per la proteina

Hha.

Les seqiiencies parcials de I’element IS9/ que flanquejen 1’operd hly del

plasmidi pHly152 sén responsables de la delecié d’aquest operd hemolitic.

La delecio de I'opero hly del plasmidi pHlyl52 es produeix en resposta a

concentracions subinhibitories d’antibiotics.
La subunitat 6 de I’ ADN polimerasa III té funcions reguladores transcripcionals.

Les proteines 0 1 YdgT presenten un conjunt de gens regulats comuns, que

inclou gens flagel-lars i ARN petits.

La proteina YmgB presenta similituds estructurals 1 funcionals amb la proteina

Hha.

La sobreexpressid6 d’ymgB en una soca mutant hns provoca lainduccid dels

enzims de resisténcia a 1’acid lisina descarboxilasa i glutamat descarboxilasa.

La sobreexpressio d’ymgB té efectes sobre I’expressio de les proteines
associades al nucleoide H-NS i Hha, aixi com sobre I’expressid de gens regulats

per aquestes.
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Abstract

The nucleoid-associated proteins Hha and YdgT repress the expression of the toxin a-hemolysin. An Escherichia coli mutant
lacking these proteins overexpresses the toxin #-hemolysin encoded in the multicopy recombinant plasmid pANN202-312R.
Unexpectedly, we could observe that this mutant generated clones that no further produced hemolysin (Hly ). Generation of
Hly clones was dependent upon the presence in the culture medium of the antibiotic kanamycin (km), a marker of the hha
allele (hha:Tn5). Detailed analysis of different Hly clones evidenced that recombination between partial IS91 sequences that
flank the hly operon had occurred. A fluctuation test evidenced that the presence of km in the culture medium was
underlying the generation of these clones. A decrease of the km concentration from 25 mg/l to 12.5 mg/| abolished the
appearance of Hly derivatives. We considered as a working hypothesis that, when producing high levels of the toxin
(combination of the hha ydgT mutations with the presence of the multicopy hemolytic plasmid pANN202-312R), the
concentration of km of 25 mg/l resulted subinhibitory and stimulated the recombination between adjacent 15917 flanking
sequences. To further test this hypothesis, we analyzed the effect of subinhibitory km concentrations in the wild type E. coli
strain MG 1655 harboring the parental low copy number plasmid pHIly152. At a km concentration of 5 mg/l, subinhibitory for
strain MG1655 (pHIly152), generation of Hly clones could be readily detected. Similar results were also obtained when,
instead of km, ampicillin was used. 1591 is flanking several virulence determinants in different enteric bacterial pathogenic
strains from E. coli and Shigella. The results presented here evidence that stress generated by exposure to subinhibitory
antibiotic concentrations may result in rearrangements of the bacterial genome. Whereas some of these rearrangements
may be deleterious, others may generate genotypes with increased virulence, which may resume infection.
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Introduction DNA sequences [4]. As an example, recombination between two
flanking IS700 clements has been shown to account for deletion of
the high-pathogenicity island (HPI) from Yersinia pestis [5].

IS9 was first discovered in plasmids encoding the toxin -
hemolysin (Hly) in Escherichia cofi [6]. 1S91 is usually associated to

Pathogenic  bacteria  incorporate in  their genomes DNA
stretches that have been horizontally acquired (HGT DNA) and
that contain genes required for the colonization of their hosts. The
term “pathogenicity island™ (PAI} refers to DNA regions that can various plasmid and chromosomal pathogenicity islands that
be unstable, carry virulence determinants and are usuvally HGT harbor the a-hemolysin operon [7,8.9], and it was suggested that
[1.2]. These DNA regions can also include, or be flanked by, this eclement was involved in the dissemination of these

insertion clements (IS elements) which, in turn, may facilitate pathogenicity determinants [10]. Although initially considered a

integration in different regions of the chromosome. Genes other
than those specifically required for virulence can be present in
these islands (i.e., antibiotic resistance determinants, catabolic
genes or even paralogues of genes encoded in the core genome).
Several pathogenicity islands can be spontancously excised from
the chromosome at detectable rates. In most cases, the instability
of PAIs is due to their precise excision from the chromosome via
recombination between identical directed repeated sequences that
flank the element. These short (9 to 20 bp) repeats are analogous
to phage af sites. Upon PAI deletion, only one copy of the directed
repeat remains on the chromosome [3]. In other instances, IS
clements that flank some PAls mediate deletion of the flanked

@ PLoS ONE | www.plosone.org

rarity among IS clements, new examples have evidenced this
clement flanking several virulence determinants [L1]. In addition
to the Aly genes, IS97 and closely related isoforms have also been
located adjacent to several other virulence determinants in
enteropathogenic, enterohemolytic and enterotoxigenic strains of
E. cali [12,13]. 1891 like clements differ from other IS clements in
that they lack terminal inverted repeats and are considered to
transpose by a mechanism termed rolling circle transposition [14].

Bacterial cells have developed several strategies to cope with
sudden changes in environmental conditions that result in stress.
Several stress-responsive mechanisms rely on regulatory circuits
that modify the gene expression pattern [15]. In addition to
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altering DNA expression, it is also known that stress may account
for changes in the DNA sequences. The SOS response, triggered
by the accumulation of ssDNA, is a well-characterized mechanism
by which bacterial cells, in response to environmental factors that
cause DNA damage, increase the mutation or DNA rearrange-
ment rates [16]. Stress-induced adaptative amplifications of DNA
have been reported in living organisms [17] and. within the
bacterial kingdom, arc most studied in Ecoli [18,19,20]. This
microorganism can respond to starvation stress by amplifving
specific DNA sequences that allow cells o adjust to these
conditions. The general stress response regulator RpoS appears
to be required for that response [19]. In enteric bacteria deletions
of large DNA stretches, such as those flanked by directed repeats
or IS clements, are known to occur. It has been reported that these
DNA rearrangements occur spontancously, at fixed rates [21].
However, in the plant pathogen Pseudomonas syringae pv. Phasealicola,
stress generated by host defenses leads to excision of certain
genomic islands and other DNA rearrangements [22]. In this
work, experimental data that correlate environmental stress with
induction of DNA deletions in Enterobacteria are presented. Our
results let us to conclude that exposure to subinhibitory
concentrations of certain antibiotics accounts for deletions of
genomic islands flanked by partial IS97 sequences.

Results

Kanamycin-dependent deletion of a DNA fragment
including the operon encoding the toxin a-hemolysin in
Escherichia coli

Production of E. coli o-hemolysin is tightly regulated. The
nucleoid-associated proteins H-NS and Hha interact to silence
expression of the toxin under several environmental conditions,
such as low temperature and high osmolarity [23]. Proteins of the
Hha family mimic the oligomerization domain of H-NS and form
complexes with this latter protein to repress the expression of
several virulence determinants (as reviewed in [24]). has/hha
mutants upregulate hemolysin expression, which can be readily
visualized on blood agar plates because of their large hemolysis
haloes (sce Figure 1B). In the E. cofi chromosome paralogues to
hoth H-NS and Hha proteins arc found: the StpA and YdgT
proteins respectively [25]. These protein paralogues can compen-
sate for the lack of cither H-NS or Hha, partially attenuating the
mutant phenotype. Hence, double hha ydeT mutants show a higher
derepression of the hemolysin expression than single fiha mutants
[26]. The characterization studies of a double Afa ydeT mutant
from the E. coli strain MG1655 (strain MG1655HY) raised an
unexpected phenotype. When strain. MGI655HY was  trans-
formed with the plasmid pANN202312R {a medium-copy plasmid
containing a 17010 bp Sell/Sall fragment with the complete Aly
operon from the wt plasmid pHlyl52 [27]), non-hemolytic (Hly')
colonies could be detected on blood agar plates. Interestingly,
detection of non-hemolytic derivatives was dependent upon the
presence of kanamycin (km) (a marker of the fite mutation) at a
concentration of 25 mg/l in the culture medium. We decided to
characterize the non-hemolytic derivatives and their relationship
to the presence of km in the medium. Overnight cultures of the
strain MGI635HY (pANN202-312R) in LB containing chloram-
phenicol (em, the plasmid marker) were used to inoculate (1:100)
fresh LB em and LB em km media. Growth was monitored and
the presence of non-hemolytic clones was quantified. When
compared to the growth rate in km-free LB medium, the growth
ratc in medium  containing km  was  significantly reduced
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(Figure 1A). Morcover, in LB ecm km cultures but not in cultures
in LB em, Hly" clones could be detected. Their proportion
increased at the later growth stages (Figures 1B and C).

Hly clones from strain MG1655HY harbor pANN202-312R
plasmid derivatives exhibiting two different deletion
patterns

Ta gain insight into the origin of the Hly™ clones, plasmid DNA
from thirty Hly colonies isolated in 6 independent experiments
and was characterized by restriction analysis. Interestingly, two
deletion patterns were found (Figure 2A). The complete sequence
of the 17010 bp Sall/Sall fragment of plasmid pANN202-312R
was obtained (GenBank accession number BankIt1460463 Seql
JN130365), and the sites affected in both types of deletions were
precisely determined (Figure 2B internal boxes in white and grey).
The DNA sequence obtained complemented previous hybridiza-
tion studies [6] and evidenced that five incomplete 1S9/ elements
flank the hemolytic determinant of plasmid pHIy152. Two DNA
motifs, located in IS9] incomplete clements 2, 4 and 5 are
repeated in direct orientation flanking both ends of the &y genes
(Figure 2C. Figure S1). These sequences are the targets for the
deletions that generate the two different restriction  patterns
observed.

Kanamycin accounts for the generation of Hly clones

The fact that Hly" clones are only detected when MG1655HY
(PANN202-312R) cells are grown in LB medium containing km
could he interpreted as cither the presence of km in the culture
directly accounts for the generation of non-hemolytic derivatives,
or it just selects preexisting Hly clones because of their higher
fitness in the presence of the antibiotic. To discern among these
two possibilities, a fluctuation test was performed [28] (Figure 3).
The mean and variance in the percentage of Hly clones on the
blood agar plates was similar for replicates taken from a single
secondary culture and for individual samples taken from different
secondary cultures (10). Hence, the fluctuations observed were due
to random sampling only, and not to the selection of a preexisting
population of Hly clones. If this latter hypothesis should have
been the case, significant fluctuations in the percentage of Hly
clones in the ten independent cultures should have been observed,
with a consequently drastic increase in the variance when
compared to that of replicates from the same secondary culture.
The fluctuation test clearly indicates that the presence of the
antibiotic in the culture medium is the underlyving cause of deletion
of the Ay operon and does not account for the selection of
preexisting spontancous deletions.

The role of RecA, RpoS and the SOS response in
generating Hly™ clones in the strain MG1655HY
(pPANN202-312R)

We tested the dependence of the deletions leading to the Hly”
phenotype on the ReeA protein. A recd mutant of strain
MGI655HY was constructed by following the Datsenko&Wanner
protocol (see Materials and Methods). recd  knockout  was
confirmed both by PCR and by evidencing that Pl-mediated
transduction of different markers from strain MG 1655 was not
possible (data not shown]. The strain MGI655HYmed was
transformed with the plasmid pANN202-312R and the transfor-
mants grown in LB medium with and without km. Growth of
strain MG 1655HY recd (pANN202-312R) was monitored and the
proportion of Hly" clones was determined (Figure 4A). km
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Figure 1. Generation of non-hemolytic colonies from strain MG1655HY (pANN202-312R). A. Growth curves of strain MGI1655HY
(PANN202-312R) in the absence (i and presence (-@-) of km; B and C, proportion of hemolytic and non-hemolytic clones in both cultures at
different stages of the growth curve. Inlets show blood agar plates inoculated with cells collected from both cultures.
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significantly affected the growth rate of strain MGI655HYrecd
(PANN202-312R) and Hly" derivatives could be isolated, but at a
lower frequency than in the MGI1655HY  strain. Restriction
analysis of plasmid DNA isolated from Hly™ clones derived from
the recd strain indicated the presence of the two types of deletions

previously identified (see Figure 2A). Hence, RecA function

appears to facilitate recombination processes  between  the
homologous 1S9/ sequences, but deletions can also occur in the
absence of this protein.

RpoS has been shown as a requirement for stationary-phase

mutation and DNA amplification [19]. We assessed if deletion of

the &ly operon required RpoS function. To test this, an oS
deletion mutant from the strain MG1655HY was constructed and

:@: PLOS ONE | www.plosone.org

the effect of km on the growth rate and generation of Hly
derivatives  was  studied. The growth rate of the strain
MGI655HY oS (pANN202-312R) was also reduced by the
presence of km, and Hly clones harboring the previously
characterized deletions were also detected (data not shown).

A well-characterized effect of several bactericidal antibiotics,
including km, is the generation of highly deleterious hydroxyl
radicals, which leads, among other responses, to the induction of
the SOS response [29]. We decided to test if the SOS inducer
mitomycin C might also account for the generation of Hly clones
in cultures of the strain MGI655HY (pANN202-312R) in LB
medium containing cm. Mitomycin C altered the growth rate and
Hly" derivatives could also be isolated (Figure 4B).
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Safl -21259
HindI11 - 20431

Hindlll - 617

Sail - 4240
HindIII - 4703

PANN202-312R
21264 bp

HimdN - 15366 Hindlll - 5619

Hindlll - 15237

4]

HindIII - 13593 HindIH - 7704

HindI11 - 10336

1. IS91 DNA sequence from coordinates 5818 to 6407 bp (Black box num. 2)

geagcactatgctggtcaggatgaaattggtetgegttacaacagtcaccggacaaaacgggaagaatacctggtgatgagtggtyatgagtttatggaaaggttctectggeatgtggcggataag
gasttecgtatggtgaggtactacggtttectgagtecggtgaagegecggttactggaagatgttgtgtacgtcataacggagacggtgagaaagacggcgatgcaaatcaggtagagagggatgt
atcamsmctcaamacccsctsaastsmcctctscuawnmcsmacsmctsaamumccztctsmsasdwmsmcmacmcsm
cagcgggtgtgegectgagagecgcatcggagaagttgegtecattttcaggggaatggggtaaaaaaccatcagtgatatgeagta 4
catggcacgeaggca aataaacatcc tttttttaat atttaaattcctatcgat

2. IS91DNA sequence from coordinates 17301 to 18225 bp (Black boxes num. 3 and 4)

| cgagtaggcagcctggeggCtgcgacttgtcatggectgaaattaccgttatanaaacagacaatatcattgtctttcaggtagttatatgteccgttcagctaaaccecgtaaacgaaaacctgeoce
tcaaagaagcaaacttccecgetatgtegtgaageticacgacgatgacttctttgacgaagaagacgeagaagcetetgegetttgataattttgacgatgecgttgagtgetgegeagacctgaatat
teccttetttgtggatgccggaaacaaaaagetggtettctggtttgtacgtgttgatgacgaaggptatectgaaatageccgctgeacggagegggagtttgegaccattcttgecggtatcagegee
gecggcatgtactgeccggagtgtggcacggattcactggecggacggagtecceccgeecttctgatgetteceegtittgecgacatttttcageagggaaaccgetgacttaactggetggagaaac
aaccggaaggttcagtgegtccggtagtcattgagtctgtgacaaaaatcatggectgegggaccacgetgatggggtacacacagtggtgctgttcatctccggactgeagecacataaaaaagat
ctgcttecggtgtaaaagtegctectgeccgeactgeggagt gaagectggegcacagtggatacagtatcageggttactgaaggttgacccgetgaagtgcatectgtgeggaggteagatgeg
ttttacggggctgaageggggctaccgtetgacagagetggtectgatgeatgagecactggegcaacagegggtatgcggctgagagecgeatcggagaagttgegtecattttcaggggaat
geggtaaaaaaccatcagtgatatgeag

3. 1591 DNA sequence from coordinates 19462 to 19591 bp (Black box num. 5)

Figure 2. Mapping of the 1597 directed repeats that generate the two deletion patterns observed. A. Hindlll restriction analysis of
PANN202-312R plasmid DNA (lane 2) and plasmid DNA isolated from two Hly clones exhibiting the two different deletion patterns identified (lanes 3
and 4, deletions 1 and 2 respectively). Lane 1 corresponds to the molecular mass marker. B. Physical map of plasmid pANN202-312R. Hindill and Sall
restriction sites and their corresponding coordinates are shown. Black boxes 1 to 5 correspond to the five partial IS97 sequences that flank the hly
genes. Internal grey boxes correspond to 1S9T direct repeats generating deletion 1. Internal white boxes correspond to I1S97 direct repeats generating
deletion 2. C. DNA sequences of both 1591 direct repeats that flank the deletions. Box 1 shows the DNA sequence corresponding to 1S97-2 from
coordinates 5818 to 6407. The direct repeat generating deletion 1 is shown underlined. The direct repeat generating deletion 2 is shown in bold. Box
2 corresponds to the DNA sequences of 1S91-3 and 4. The direct repeat generating deletion 2 is shown in bold. Box 3 corresponds to the DNA
sequence of 1S91-5. The direct repeat generating deletion 1 is shown underlined.

doi:10.1371/journal pone.0027606.9002

A combination of a high kanamycin concentration 12.5 mg/] the growth rate was similar to that obtained in LB
(25 mg/l) and a high-level of hemolysin production are
required to generate non-hemolytic derivatives from the

medium and the generation of Hly™ clones was no longer observed.
Next we studied if the copy number of the Ay operon would

strain MG1655HY

To gain insight into the mechanism underlying km-dependent
deletion of the hemolytic determinant of plasmid pANN202-312R,
we tested if the concentration of km in the culture medium
influenced the generation of Hly™ clones. Strain MG1655HY
(PANN202-312R) was grown in LB medium with em (50 mg/])
and different concentrations of km (0, 12.5 and 25 mg/l). Growth
and gencration of Hly™ clones were monitored (Figure 5A).

Remarkably, when the km  concentration was reduced to

@ PLOS ONE | www.plosone.org
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influence the sensitivity to 25 mg/1 of km and the generation of
Hly derivatives. Strain MG1655HY harboring the parental low-
copy number plasmid pHIly152 was grown in LB medium
containing no km and LB medium supplemented with 25 mg/1
of km (Figure 5B). When growing in the presence of a km
concentration of 25 mg/l, no Hly” derivatives were obtained from
strain MGI1655HY (pHIy152). Hence, if hemolysin production is
decreased by reducing the copy number of the hemolytic plasmid,
no Hly derivatives are obtained in LB medium containing 25 mg/
I of km.
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Figure 3. Fluctuation test. A. Shows the protocol used. The test was designed to determine if Hly clones arose prior to exposure to km or
specifically in response to exposure. A primary culture of strain MG1655HY (pANN202-312R) was grown in LB medium containing ¢cm but lacking km.
Eleven secondary cultures were performed by transferring small amounts of the primary culture (final cell concentration in the secondary culture,
107 cells/ml) into the same culture medium. These cultures underwent many rounds of cell division. From one of the cultures, three replicate
subsamples were plated on blood agar plates containing ¢m and km. From the rest of the cultures, a single sample was plated onto identical plates.
B. The percentage of Hly clones in the different viable counts on blood agar medium containing ¢cm and km.

doi:10.1371/journal.pone.0027606.g003

We also determined if plasmids pHIyl152 or pANN202-312R
would modify the sensitivity to km of strain MGI655HY. The
minimal inhibitory concentration (MIC) was determined. When
comparing the km sensitivity of strains MGI655HY and
MGI655HY (pHIy152) no significant differences were observed.
The presence of the plasmid did not alter the MIC value (data not
shown). However, the km MIC was determined for the strains
MGI655HY, MGI655HY (pANN202-312R) and MGIG655HY
(PANN202-312R" (Akly)}), and a very important reduction (10 fold)
in the MIC was observed when the strain carries the plasmid
pANN202-312R (1000 pg/ml versus 100 pg/ml). Nevertheless,
cells harboring plasmid pANN202-312R" exhibited a km MIC
similar to that of plasmid-free cells.

Taking into account that km (25 mg/l) influences the growth
rate of strain MGI655HY (pANN202-312R), we decided to rule
out that the generation of Hly clones is a consequence of an
alteration in the growth rate. Strain MGI655HY (pANN202-
312R) was grown in LB medium containing cm (50 mg/l) and no
km, at 37. 30 and at 25°C. Growth at 257C resulted in a significant
recduction in the growth rate (Figure 5C) but no Hly™ derivatives
could be observed in the absence of km.

The above reported results suggest that generation of Hly
derivatives takes place in the hemolysin overproducing strain
MGI655HY (pANN202-312R) when it medium

grows in

@ PLOS ONE | www.plosone.org

containing a km concentration of at least 25 mg/l. Wherceas that
km concentration is not bactericidal for these cells (km MIC is
100 mg/1), it causes significant effects on the growth rate and also
accounts for the generation of Hly derivatives.

Subinhibitory concentrations of km and other antibiotics
result in the deletion of the hemolysin operon in the
wild-type MG1655 (pHly152) strain

The biochemical basis underlying the generation of Hly’
derivatives in MGI655HY (pANN202-312R) cells growing in
medium containing 25 mg/l of km remains to be determined.
Nevertheless, the studies described above suggest that 25 mg/1 of
km is subinhibitory in the strain MGI655HY (pANN202-312R).
Growth in the presence of 125 mg/l km results both in a
significant increase in the growth rate and in the absence of Hly
clones. A feasible explanation for the high sensitivity to km showed
by the strain MG 1655HY (pANN202-312R) relies on the fact that
the ATP-demanding process of producing such high levels of
hemolysin would render cells inefficient in completely phosphor-
ylating (inactivating) km at this concentration.

Assuming as correct the hypothesis that a km concentration of
25 mg/1 is subinhibitory for strain MGI655HY (pANN202-312R)
and that this results in the stress-induced deletion of the Ay

November 2011 | Volume 6 | Issue 11 | e27606
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Figure 4. RecA protein and the SOS system play a role in the generation of Hly derivatives. A. |. Growth curves of the strain
MG1655HYrecA (PANN202-312R) in the absence (-Ji-) and presence (—g@-) of km; Il and I, the proportion of hemolytic and non-hemolytic clones in
both cultures at different stages of the growth curve. B. |. Growth curves of the strain MG1655HY (pANN202-312R) in the absence (i) and presence

(@) of mitomycin C. Il and Ill, the proportion of hemolytic and non-hemolytic clones in both cultures at different stages of the growth curve.
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sequences, it should be expected that the deletion of the Ay operon
could be also detected by growing the wt strain MG 655
harboring the parental low-copy number hemolytic plasmid
pHIy152 in the presence of km concentrations that result
inhibitory for an E. coli strain lacking a km® determinant. To
assess this, the strain MGI1655 (pHIy152) was grown in LB
medium containing 0, 1, 2, 5 and 10 mg/] of km (Figure 6A). A
km concentration of 5 mg/l was the highest antibiotic concentra-
tion that allowed cells to grow. Thus, cells growing in liquid LB

medium containing 5 mg/l of km were plated on blood agar at
different stages of the growth curve. Several non-hemolytic
colonies could be detected (48% at an ODyy, of 2.0, Figure 6B).
The Hly phenotype could be due either to plasmid curing or to
the deletion of fify sequences. To distinguish between these cases, a
PCR analysis of several of the Hly™ clones was performed using the
primers PANRS and NBM 18 (Table 1, Figure 6C). The presence
of the hemolytic plasmid was observed in several independent
experiments. Tao determine which deletion of the /&y sequences

A B C
Strain MG1655HY (pANN201-312R) Strain MG1655HY (pHIy152) Strain MG1655HY (pANN201-312R)
10 10 - 10
’a 1 § 11 i 1
L. Jal L.,
[
0.01 0,01 v v ) 0.01
0 1 2 3 4 s 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Time (h) Time (h) Time (h)
Figure 5. Effect of km concentration, copy ber of the h lytic pl id and growth temperature on growth rate and

generation of Hly clones. A. Growth curves of the strain MG1655HY (pANN202-312R) in LB medium containing either no km (i), 12.5 mg/l km
(@) or 25 ma/l km (A). B. Growth curves of the strain MG1655HY (pHIly152) in LB medium containing either no km (-g-) or 25 mg/l km (-@-). C.
Growth curves of strain MG1655HY (pANN202-312R) in LB medium at 25 (i), 30 (—@-) or 37 C (A). Hly derivatives were only detected in the
culture of strain MG1655HY (pANN202-312R) grown in LB medium containing 25 mg/l km.

doi:10.1371/journal.pone.0027606.g005
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Figure 6. Subinhibitory km concentrations result in deletion of Hly sequences in strain MG1655 (pHly152). A. Growth curves of strain
MG1655 (pHly152) in LB medium containing no km (-i-), 5 (&) and 10 (—@-) ma/l of km. B. The percentage of Hly clones in the culture grown in LB
km (5 mg/l). C. PCR analysis using primers PANRS and NBM18 to confirm the presence of pHly152 in seven Hly clones (lanes 2 to 8). Lane 1, molecular
mass marker. Lane 9, negative control (strain MG1655). Lane 10, positive control (strain MG1655 (pHIy152)). D. PCR analysis to confirm deletions 1 and
2 in the Hly dones. Primers used were PANR1 and PANRS, and the fragments amplified were of 875 bp and 2126 bp for the deletions 1 and 2

respectively.
doi:10.1371/journal pone.0027606.g006

had taken place, different Hly™ clones were tested with primer pairs
PANRI1 and PANRG (Table 1, Figure 2B). It was observed that
both previously described types of deletion occurred, even within
the same colony (Figure 6D). These results verify that subinhib-
itory km concentrations significantly increase the deletion rate of
the hiy operon of the plasmid pHIy152.

Finally, the effect of subinhibitory concentrations of other
antibiotics such as ampicillin (ap) was also tested. In this case the
maximal antibiotic concentration allowing MGI1635 (pHIv152)
cells o grow was of 10 mg/L. Again, Hly™ clones could readily be
detected when cells were grown in LB ap (10 mg/l) medium, and
those harboring the plasmid pHIyI52 exhibited the previously
characterized deletions of the &y genes (Figure 7).

Discussion

Several studies about the effect of antibiotics on bacterial cells
have been performed using antibiotic concentrations known to
cither kill or inhibit the growth of their target cells. The knowledge
of the cffect on bacteria of subinhibitory antibiotic concentrations
has been significantdy enhanced in the last years (as reviewed by
Davies et al. [30] and Couce and Blazquez [31]). Among other
cffects. exposure to subinhibitory concentrations of antibiotics
leads to increased mutagenesis rates [31,32], alterations in the
global transcriptional pattern [33,34], lateral gene transfer [35]
and intrachromosomal recombination [36.37]. In this report we
provide experimental data that further support the relationship
between antibiotics and bacterial genetic variability. Our interest
in studying an unexpected observation led us to demonstrate that

@ PLOS ONE | www.plosone.org

exposure to subinhibitory concentrations of antibiotics may result
in genomic rearrangements that significantly modify the bacterial
phenotype. As stated by Shapiro [38], serendipity has led to a
more complete view of the capacity that the bacterial cells exhibit
for restructuring their genomes in response to several stimuli.
1S9 was first characterized in g-hemolytic plasmids of E. colf
[6.39]. Presendy IS9/ is the prototype of an expanding family of
insertion clements (the ISCR clements, [40]) that have been found
adjacent to both virulence determinants ([7], [12], [13]. [41]} and
antibiotic resistance genes [40]. Remarkably, the ISCR family is
widespread among bacteria, but IS9/ clements are mainly
restricted to £, coli and Shigella strains. In both £ coli and Shigelia
IS7 has previously been associated to genetic rearrangements.
The presence of either complete or partial IS97 sequences flanking
the genes encoding heat-labile enterotoxins (eltAB) of enterotoxi-
genic F. coli strains resulted, among other effects, in spontancous
transpositions of the #ltAB genes to the target plasmid pSU2600
[41]. In 8. flexneri strain 2a, recombination between two flanking
IS9J clements underlies one of the three mechanisms that result in
deletion of the SLR pathogenicity island [21]. Our results are in
accordance with these data. Remarkably, the 17,010 bp Sall/ Safl
DNA fragment that includes the Hly operon of plasmid pHIly152
cloned in pACYC184 contains only incomplete IS97 copies and,
in fact, some of these sequences, flanking the Ay operon in a
directed repeat orientation, are responsible for the recombina-
tional events that lead to the deletion of two different DNA
fragments. In some circumstances, RecA-dependent homologous
recombination may be the mechanism underlying deletion of the
Aly genes (e.g. when the SOS system is induced), but RecA-

November 2011 | Volume 6 | Issue 11 | e27606
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independent recombination also takes place. RecA-independent
[S?1-mediated genetic rearrangements were also described for the
eltAB genes of enterotoxigenic E. colt strains [41]. The mechanism
that accounts for the deletion of the Afy operon from plasmid
pHIy 152 is necessarily independent of the IS27 TnpA transposase,
since no complete copies of the tapd gene are present cither in the
plasmid pANN202-312R or in the chromosome of the E. colf strain
MGI655 {our unpublished results). We  hypothesized  that
ORFI121, the sccond and yet uncharacterized ORF encoded by
IS91, which is present in one of the partial IS%/ copies of the
plasmid pANN202-312R, might play a role in these recombina-
tional processes. However, deletion of that sequence did not
influence loss of the hemolysin operon in the strain MGI655HY
[(PANN202-312R) (our unpublished results). Replication is a key
process involved in RecA-independent instability of repetitive
DNA sequences [42]. Hence, antibiotic-mediated alterations in

Table 1. Oligonucleotides used in this study.

Name Sequence (5' 3) Purpose

PANRE TCTGCGTGGAAGTATGAGC Tod the p /ab of
pHIy152

NEMI18 CCATGCTGATGTGGCGCTTA

PANR1 GATGATGCCACAAAATGGAT To d which ook
place

PANRG TTCCTGACACAGAACCGTAA

NEM1 ACTCAGGAAACCGTAGTACCT To sequence pANN202-312R

NBM3 GTAAAAGCCGCGAGGACAACG

NBEM4 GAAGCCAAGTCAAACAACAG

NBMS GCTGCTTCCTTCAACTGCCA

NEM& GGATTGCGCACCGGAAACCC

NEME GATGCTTCCCCGTTTTGCCG

NEM12 TATGACGCCACCCTACCAGT

NBM14 CATTGCCATTGAAGCGGAGC

RECAH1 CAGAACATATTGACTATCCGGTATTACCCGGCATGACAGGAGTAAAAATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC To construct recA mutants

RECAH2 ATGCGACCCTTGTGTTACAAACAAGACGATTAAAAATTTCGTTAGTTTCCATATGAATATCCTCCTTAGT

RECAUP CTTGTGGCAACAATTTCTACA To check for recA mutation

RECADOWN TCATGGCATATCCTTACAACT

RPOSUP TGCCGCAGCGATAAATCG To check for rpesS mutation

RPOSDOWN CGGACCTTTTATTIGTGCACAG

doi:10.137 1 /journal.pane.0027606.1001

DNA replication might account for deletion of the Ay sequences in
the absence of RecA.

Genomic analysis data reveal that IS/ is predominantly
present in plasmids isolated from enterohemorragic E. coli strains
(serotypes O111, O26 and O157), or in the chromosome and/or
plasmids from Shigella isolates (our unpublished results). Interest-
ingly, the six ISS] copies present in the chromosome of the .
Slexnert strain 2457T cluster together and flank several virulence
determinants [43]. Local hopping was proposed to explain the
clustering pattern of these determinants. Nevertheless, if these
IS87 elements can under certain circumstances be responsible for
genomic rearrangements, then their random distribution in the
Shigella chromosome would in many cases result in lethality. The
fact that ISYJ fanked virulence determinants are restricted to
certain K. coli/ Shigella strains may indicate that these strains display
highly variable pathogenic phenotypes. Therefore, strains that do

——

1000 =
20— — ——

Figure 7. Deletion of the hly operon in strain MG1655 (pHIly152) growing with a subinhibitory ampicillin concentration. Analysis of
seven Hly clones isolated from strain MG1655 (pHly152) grown in LB medium containing ap (10 mg/l). A. PCR analysis using primers PANRS and
NBM18 to confirm the presence of pHIy152. B. PCR analysis to confirm deletions 1 and 2 in the Hly clones. Primers used were PANRT and PANRG, and
the fragments amplified were of 875 bp and 2126 bp for the deletions 1 and 2 respectively.

doi:10.1371/journal pone.0027606.g007
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not incorporate IS%/-like elements prevent genomic instability due
to the presence of these elements in their genomes.

Several antibiotics such as trimethoprim, quinolones and [-
lactams induce the SOS response [44]. It has recently been shown
that induction of the SOS response can lead to integrons
recombination and the expression of antibiotic resistance deter-
minants in E, coli and Vibrio cholerae [44]. In Staphylococeus aureus,
induction of the SOS response leads to dissemination of
pathogenicity islands that are packaged in bacteriophages [45].
In this paper we present further evidence demonstrating that
induction of the SOS response underlies the excision of a virulence
determinant in E. cofi. Hence, factors resulting in SOS induction
(among them, several antibiotics) may also account for different
upes of genomic rearrangements in bacteria.

It is likely that bacteria in natural environments encounter
subinhibitory concentrations of antibiotics more often than
inhibitory concentrations. Moreover, clinical situations where
bacteria may be exposed to low levels of antibiotics can occur due
to several reasons (e.g. incomplete antibiotic treatment of an
infection or the differential pharmacological response of certain
tissues to antibiotics). In the case of the E. coli/ Shigella pathogenic
strains that harbor virulence determinants flanked by IS5/
clements, exposure to low levels of antibiotics may result in
genetic rearrangements and the deletion of 1IS9/-flanked determi-
nants. Whereas some changes might be deleterious, others may
confer new phenotypes that potentiate their virulence in specific
niches, hence increasing their invasiveness. Therefore, noncom-
pliance with or incomplete antibiotic treatments should be
avoided. Furthermore, a better understanding of the mechanisms
underlying ISS9/-mediated deletion of virulence determinants in
response  to  antibiotic exposure may help to better define
additional targets for antimicrobial therapy.

Materials and Methods

Bacterial strains, plasmids, and media

The hacterial strains and plasmids used in this study are listed in
Table 2. The plasmid pANN202-312R carrics the AyCABD gene
cluster from the low-copy-number hemolytic plasmid pHIvI52,
and was previously described by Godessart ef al. [27]. E. coli strains
were grown on Luria- Bertani (LB) medium (10 g NaCl, 10 g
tryptone and 3 g veast extract per liter] at 37°C under acrobic
conditions. Blood agar was LB medium supplemented with a 5%

Table 2. Strains and plasmids used in this study.

Antibiotics Shaping Bacterial Genome

of sheep blood defibrinated [Oxoid). In the growth medium the
following antibiotics were used: chloramphenicol (cm), 50 pg/ml;
kanamycin (km), 25 pg/ml (unless otherwise stated) and ampicillin
(ap), 10 pg/ml. To study generation of Hly™ derivatives from strain
MGI655HY as well as from its reed and spoS derivatives, the
corresponding  strain - was  transformed  first  with  plasmid
pANN202-312R. Transformant colonics were sclected in blood
agar containing cm. Single colonics were used to inoculate LB-cm
cultures that were grown overnight and used to inoculate (1:100)
crlenmeyer flasks containing LB cm and LB cm km. Five
independent  colonies  from  five independent  transformation
experiments were studied.

Molecular techniques

Plasmid DNA preparations were carried out from 5 ml of
overnight  cultures  according to  the Qiagen kit protocol.
Restriction analysis of the plasmid pANN202-312R isolated from
hemolytic and non-hemolytic colonies was performed by standard
techniques. PCR amplifications of the plasmid pHIy152 were
performed with a MJ Mini Gradient Thermal Cycler (BioRad®)
using the oligonucleotides PANRI-PANRG and PANRS-NBM 18

(listed in table 1} at a Tm of 58 and 56°C respectively.

DNA sequencing

Sequencing was performed with the ABI PRISM Big Dye 11
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit [Applied
Biosystems) in an ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied
Biosystems), according to the manufacturer’s instructions. The
sequencing primers used are listed in Table 1.

Genetic manipulations

Plur mediated transduction was performed as previously
described (Miller, [46]) to construct MG 1655/0ka ydgT (HY) using
Iysates obtained from the strains BSN26/ha [47] and BSN26ydsT
[25]. An MGI635HYpeS mutant was obtained by Pluir
transduction using a lysate from the RH90 strain [48]. The
Ploir mediated transduction was also wsed to check the recd
deletion. A med deletion mutant was obtained by one-step
inactivation using PCR products, as previously described [49].
We used the sequence of the reed gene to define the corresponding
amplification primers. The antibiotic resistance of the plasmid
pKD3 (cm) was amplified using primers RECAHI and RECAH2

Strain or plasmid

Description

Source or reference

E. coll K-12 laboratory strains:
MG1655

BSN26H

BSN26Y
MGI655HY
MGI1655HY ArecA
MG1655HYArpeS
AH90
Plasmids:
pHIy152
PANN202-321R
pPANN202-321R’

F- lambda- ivG- rfb-50 rph-1

MCA100 p=Tn10 hha=Tns

MCA4100 1rp=Tn10 AydgT

F- lambda- ivG- rfb-50 rph-1 hha ydgT

F- lambda- ivG- rfb-50 rph-1 hha ydgT recA
F- lambda- ivG- rfb-50 rph-1 hha ydgT rpoS
MC4100, /poS359:Tn10, T"

hiyR hiyCABD
hiyR hiyCABD cloned in pACYC184, cm”
PANN202-321R Ahly

(501
7]
[25]
This work
This work
This work
(48]

(511
271
This work

doi:10.1371journal.pane.0027606.1002
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(Table 1), corresponding to sequences Pl oand P2 of plasmid
pKD3, with homology extensions corresponding to nucleotides
2821789-2821833, and 2820701-2820752 of the complete genome
of E. coli K-12 MG1655 (NC_000913). The PCR product was
Dpnl  digested, purified and used 1o clectroporate  strain
MGI655HY carrying the plasmid pKD46 grown at 30°C in the
presence of arabinose 10 mM, conditions where the expression of
Red recombinase was induced. Recombinants were sclected at
37°C in LB medium containing chloramphenicol {cm) and then
tested for the presence of pKD46. All the recombinants obtained
were checked with RECAUP and RECADOWN primers (Table 1)
and only one was found correct. We termed this mutant
MG I655HY rec.

Determination of hemolysin production

Strains carrying hemolytic  plasmids  (pANN202-312R  or
pHIy152) were grown in presence and in absence of the antibiotic
km. We checked hemolysin production by visualizing hemolysin
halocs on blood agar plates.

Fluctuation test (Luria-Delbruck experiment)
An overnight culture of the strain MGI655HY (pANN202-

312R) was used to inoculate cleven erlenmeyer flasks containing
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20 ml of LB cm medium (final cell concentration after inoculation,
10 cells/ml). Cultures were incubated at 37°C to a final
ODgqy= L. Serial dilutions were then made. From one of the
subcultures, three independent serial dilutions were made. From
the other ten cultures only one serial dilution was made.
Appropriate dilutions were then plated on blood agar containing
cm and km and the proportion of Hly™ clones was determined.
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