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Resumen m

El hierro es un oligoelemento esencial para la supervivencia celular ya que es un
cofactor de muchas enzimas y forma parte de la estructura de muchas proteinas.
Es por este motivo que los microorganismos necesitan mecanismos eficientes
para la captacion de hierro cuando carecen del mismo. Esta ampliamente descrito
qgue la captacién de hierro es uno de los pasos clave en el desarrollo de un
patégeno dentro de su huésped . Pero, aunque el Fe es indispensable, su exceso
en el citoplasma es toxico para la célula ya que cataliza la reaccion de Fenton con
la consiguiente formacion de radicales hidroxilo 23,

Por todo ello la homedstasis del Fe** se encuentra estrictamente controlada. La
proteina Fur (ferric uptake regulator) es el principal regulador transcripcional
implicado en la respuesta celular a la concentracion de hierro, controlando tanto
la induccién de sistemas de captacion de Fe?* de alta afinidad, como la expresién
de proteinas para el almacenamiento y enzimas que utilizan hierro
Normalmente Fur, asociado al i6n Fe2+, Se une a una secuencia concreta
denominada caja Fur presente en la region promotora de los genes que regula,
bloqueando de esta manera su transcripcion °. Aunque también puede activar la
expresion de diferentes genes de forma directa o indirecta !

En el presente trabajo se estudia, mediante microarrays de DNA, el papel de la
proteina Fur en el patdgeno intracelular S. enterica serovar Typhimurium y la
relacion de este regulador con los mecanismos de virulencia de dicho
microorganismo.
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Summary

Iron is an essential trace element for the cell since it is a cofactor for many
enzymes and is a part of the structure of many proteins. It is for this reason that
the microorganisms need efficient mechanisms for iron uptake when lacking it. It
is widely reported that iron uptake is one of the key steps in the development of a
pathogen within its host I Although Fe?* is indispensable, its excess in the
cytoplasm is toxic to the cell since it catalyzes the Fenton reaction leading to the
formation of hydroxyl radicals 23,

Therefore Fe?* homeostasis is strictly controlled. Protein Fur (ferric uptake
regulator) is the major transcriptional regulator involved in the cellular response
to iron concentration, by controlling the induction of Fe®* high affinity uptake
systrems and the protein expression of iron storing and utilizing enzymes 4,
Normally, Fur, associated to the Fe®* ion, binds to a specific sequence called Fur
box present in the promoter region of genes the regulated genes, thus blocking its
transcription °. Fur also can activate the expression of different genes directly or
indirectly *.

The role of the Fur protein in the intracellular pathogen S. enterica serovar
Typhimurium and its relationship with the virulence mechanisms of this
microorganism is studied in this work by DNA microarrays.
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l.Introduccién

1. CARACTERISTICAS DEL GENERO Salmonella

1.1.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y a la clase y-
Proteobacteria. Se conocen tres especies: la recientemente aislada Salmonella
subterrénea ° Salmonella bongori (previamente conocida como subsp. V) y
Salmonella enterica °. Esta ultima puede ser dividida en base a sus caracteristicas
bioguimicas (biotipo), diferencias observadas en los patrones de restriccion
(MLEE: multilocus enzyme electrophoresis), analisis filogenéticos utilizando las
secuencias del rRNA 16S o mediante otras técnicas moleculares (AFLP: amplified-
fragment length polymorfism) en seis subespecies: enterica, salmae, arizonae,
diarizonae, houteane e indica (o subespecies I, 1, lla, lllb, IV y VI,
respectivamente) °. Los miembros de S. enterica subsp. enterica cuentan con la
mayoria de las serovariedades (o serotipos) de Salmonella que causan el 99% de
las infecciones en humanos, como S. enterica subsp. enterica serovar Typhi,
Paratiphy, Typhimurium y Enteritidis (también conocidas como S. Typhi, S.
Paratyphi, S. Typhimurium y S. Enteritidis, respectivamente) .

1.2.

Con la excepcidon de S. subterranea que tiene como habitat principal los suelos
acidos °, la mayoria de especies de Salmonella son patégenos facultativos
intracelulares que viven en el tracto intestinal de animales. S. enterica subsp.
enterica habita en los animales de sangre caliente, mientras que otras subespecies
de S. enterica y S. bongori son especies comensales de animales de sangre fria y

1 Las serovariedades de S. enterica subsp.

raramente infectan a humanos
enterica se pueden clasificar en aquellas que estan adaptadas al huésped
(normalmente infectan a un huésped pero son capaces de provocar enfermedad
en otros), las que son huésped-restringidas (solo infectan a un huésped) y las
generalistas (capaces de infectar varios animales, aunque el curso de la
enfermedad puede diferir en los distintos organismos) (Tabla I.1). La infeccion de
Salmonella en estos hospedadores a menudo conduce a una gastroenteritis,
aungue para mantenerse en su habitat la bacteria debe ser capaz de persistir o
vivir comensalmente en al menos un porcentaje de individuos y ser
eficientemente transmitida, normalmente de manera fecal-oral, de huésped a
huésped. Esta via requiere la diseminacion la cual cosa comporta que Salmonella

sobreviva también fuera de los animales. Es por ello que se pueden aislar células
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de diferentes fuentes ambientales, normalmente de ambientes acuaticos vy

1011 En el caso de

sedimentarios aunque también pueden encontrarse en el suelo
infecciones en humanos lo mas corriente es que sean debidas al consumo de
aguas y alimentos contaminados por heces, asi como también por el consumo de
animales filtradores de aguas contaminadas y productos de origen animal como

huevos y leche ™.

IE]JERRM Huéspedes de distintas serovars de S. enterica subsp. enterica

Clasificacion Serovar Huésped natural Huésped secundario
Huésped- Typhi Humano Ninguno
restringidas Paratyphi Humano Ninguno
Sendai Humano Ninguno
Abortusovis Ovino Ninguno
Gallinarum Aves de corral Ninguno
Typhisuis Cerdo Ninguno
Abortusequi Equino Ninguno
Adaptadas al Cholerasuis Cerdo Humano
huésped Dublin Bovino Humano y ovino
Generalistas Typhimurium Humano, aves de corral, bovino Ninguno
y roedores
Enteritidis Humano, aves de corral y Cerdo y ovino
roedores

11

Se pueden destacar dos casos en los que Salmonella se ha adaptado a un nicho
particular para mantenerse en la poblacién del huésped. La serovariead Typhi es
un patégeno humano que se transmite via fecal-oral y su infeccién origina la
fiebre entérica. La bacteria invade el epitelio intestinal y los macroéfagos, donde se
replica y puede diseminarse por todo el organismo. Un gran porcentaje de los
pacientes no tratados que sobreviven superan completamente la infeccidén pero el
resto pueden convertirse en portadores asintomaticos por mucho tiempo 2 En
estos casos, la bacteria se replica en el higado y es secretada al intestino a través
de la vesicula biliar y después al exterior a través de las heces. De esta forma estos
individuos se convierten en una fuente constante de bacterias infecciosas. Por
otro lado, la serovariedad Enteritidis es generalista y compite con la serovariedad
Typhimurium en ser la primera causa de infeccién en humanos. En pollos, causa
una infeccidn asintomadtica en el tracto reproductivo de las gallinas provocando
una transmision vertical en la cual la bacteria contamina los huevos que produce
la gallina infectada **.
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1.3.

Las salmonellas son bacilos anaerobios facultativos, meséfilos (temperatura
Optima de crecimiento 372C) y neutréfilos (pH optimo 6.5-7.5). Son incapaces de
desarrollar cdpsula o esporas y generalmente estan rodeadas por flagelos
peritricos que les confieren movilidad 4 Son organismos quimiorganotrofos, con
un metabolismo fermentativo u oxidativo. Pueden fermentar la glucosa a acido
féormico, etanol, acetato o lactato y la cadena de transporte de electrones puede
usar como aceptor terminal oxigeno, nitrato, fumarato, dimetil sulfoxido (DMSO)
y N-6xido de trimetilamina (TMAO). Las caracteristicas metabdlicas que
diferencian a Salmonella de otras bacterias entéricas son que ésta normalmente
no es capaz de metabolizar ni la sacarosa ni la lactosa, puede hidrolizar el 4-

metilumbelliferil caprilato (MUCAP) y produce sulfuro de hidrégeno 4.

1.4.

Se ha descrito el genoma completo de la cepa tipo S. Typhimurium LT2 *y la cepa
virulenta S. Typhimurium ATCC14028 '°, asi como el de otras cepas de la
serovariedad Typhi (Ty2 ' y CT18 18) (ver www.ncbi.nih.gov). Ademads también

estan siendo secuenciadas cepas representativas de otras serovariedades (ver
http://www.salmonella.org). El genoma de la cepa S. Typhimurium LT2 consta de

4857 kb, con 4489 secuencias que pueden codificar proteinas y su DNA tiene un
porcentaje de G+C del 53%. Ademads, presenta un plasmido de virulencia
autotransmisible llamado pSLT, con un tamafo de aproximadamente 94 kb que

9 Este plasmido lo poseen también la

presenta 108 secuencias codificantes
mavyoria de cepas no tifoideas de la subsp. enterica %°.

El analisis genético de S. Typhimurium rivaliza con el de Escherichia coli en cuanto
a la comprension de la estructura celular bacteriana, la biologia y la fisiologia (ver

http://www.ecosal.org), siendo fundamentalmente la patogenia lo que hace a

Salmonella Unica respecto a E. coli K12.
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2.El ciclo infeccioso de Salmonella Typhimurium
en raton

citlula
epitelial

apoptosis

célula indutida

dendritica
interleucinas @

[ 3

macréfago
residente

reclutamiento
de PMIMs

i

higado bazo

Figura 1.1. Propagacion de S. enterica en el ratén. S. enterica invade las células epiteliales y las
células M y es fagocitada por macréfagos residentes y células dendriticas. En la submucosa la
bacteria activa la muerte celular de los macréfagos, que da lugar a la produccion de interleucinas
gue median el reclutamiento de fagocitos polimorfonucleares (PMN). La bacteria después alcanza
los nddulos linfaticos mesentéricos y la sangre, antes de ser capturada por los fagocitos residentes
del higado y el bazo. Adaptado de 2
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I ERWPA Regulacién de los factores de virulencia de S. Typhimurium
. Genes de ., Condiciones Proteinas
Ubicacion . . Funcién .
virulencia ambientales reguladoras
Estémago  atr I’Re.spuesta de tolerancia al pH &cido Fur, RpoS
acido
Intestino fimbrias Adhesién Fimz, AgfD
0,, osmolaridad, EnvZ/OmpR,
Invasion, produccion de pH, fase de PhoPQ, PhoBR,
SPI1 guimiocina, migracién de crecimiento, CsrAB,
PMN, apoptosis cationes, niveles de  SirA/BarA, HilA,
P; HilC, HilD, InvF
(gSeI;]IZ; svr Desconocida HilA, SirA/BarA
SopB, pips Migracién de PMN* HilA, SirA/BarA
(SPI5)
. . Limitacién d
entF Captacion de hierro |_m| acion ae Fur
hierro
Macréfago  mgtCB (SPI3)  Captacién de Mg Nivel de catidn PhoPQ
. Niveles d
Replicacién dentro de |v'e es e . PhoPQ, SsrAB,
SPI12 macréfago cationes, niveles de Envz/OmpR
& P;, osmolaridad P
Gifsy-2 Defenlsa contra
macrofagos
Higado pags PmrA- Resistencia a péptidos Niveles de PhoPQ, PmrAB
/Bazo dependientes catidnicos y muerte por cationes, pH

macrofagos y PMNs*

SpvABCD Replicacién en tejidos Anaerobiosis, fase RpoS, cAMP-
extraintestinales de crecimiento, CRP, Lpr, IHF, H-
limitacién de N, Pi, NS, SpvR
Cy Fe, elevadas
temperaturas,
estrés SCFA*
waaN Modificaciones del lipido

A, promueve las
citoquinas inflamatorias y
respuestas inducibles por
NO, induce la muerte del
huésped
*PMN: neutrdfilos polimorfonucleares; SCFA: short chain fatty acids

Salmonella spp. puede causar una variedad de enfermedades dependiendo de la
serovariedad y del huésped que van desde una gastroenteritis controlada a una
infeccién sistémica potencialmente letal > 2. En terneros S. Typhimurium causa
una diarrea inflamatoria que se estudia como modelo de la gastroenteritis
provocada en humanos. Por otro lado también provoca una enfermedad sistémica
en ratén que sirve como modelo de la fiebre tifoidea humana causada por la
serovariedad Typhi. EI modelo de infeccion murino y las técnicas genéticas
sofisticadas disponibles para S. Typhimurium han permitido tener un amplio
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conocimiento de la interaccidn entre este patdgeno y el huésped (Figura I.1).La
habilidad de Salmonella de superar las diversas condiciones ambientales y las
defensas del huésped encontradas durante la infeccion para asi causar una
infeccion productiva requiere un gran numero de factores de virulencia
especificos asi como la apropiada regulacion de éstos (Tabla 1.2).

2.1.

2.1.1. Respuesta acido tolerante

La primera barrera que se encuentra Salmonella dentro del huésped es el
ambiente 4cido del estémago 2*. La serovariedad Typhimurium puede sobrevivir a
un pH extremadamente bajo después de un crecimiento en condiciones
medianamente acidas (pH 4-5) gracias al proceso llamado respuesta de tolerancia
al 4cido (acid tolerance response o ATR) *°. Existen dos sistemas ATR: el que se da
a lo largo de la fase exponencial que induce la expresidon de mds de 50 proteinas 26

26-28
,yyun

y estd controlado por varios reguladores incluyendo RpoS, Fur y PhoP/Q
segundo sistema que se induce en fase estacionaria y estd regulado por

OmpR/EnvZ 29,30

2.1.2. Adhesion y colonizacion del intestino delgado

Después de pasar a través del estémago, Salmonella coloniza el intestino delgado
uniéndose al revestimiento intestinal, replicandose y evitando los mecanismos de
“limpieza” del huésped. En estos procesos tienen un papel destacado las fimbrias
22 sistemas de captacién de hierro y otros nutrientes 3 y la apoptosis inducida de
los macréfagos activados 3% %,

La via de entrada preferida para S. Typhimurium son las células M de las placas de
Peyer, éstas son células epiteliales especializadas en el transporte de antigenos
desde el lumen del intestino a la submucosa para presentarlos a las células
residentes del sistema inmune (macréfagos y células dendriticas). El tropismo
aparente hacia las células M, comparado con el de las células epiteliales sugiere
gue las fimbrias facilitan la unién de la bacteria a la superficie de éstas células. S.

153438 "entre ellos son de destacar:

Typhimurium codifica 13 operones de fimbrias
las fimbrias tipo 1 (fimAICDHF) que se unen a los residuos de manosa de las
células del huésped y se cree que permiten la unidn en diferentes hospedadores

3. las fimbrias Lpf (long polar fimbriae) 38 que posibilitan la union a las células M
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pero no a las células epiteliales del intestino delgado *%; las fimbrias Pef (plasmid-
encoded fimbriae) codificadas en el plasmido de virulencia pSLT que permiten a
Salmonella unirse al intestino delgado del ratén 10, y un cuarto operén agf
(aggregative fimbriae) que produce fimbrias delgadas analogas a las fimbrias curli
de E. coli que estan implicadas en la formacidon de biofilm y la virulencia y

a1, Algunos datos sugieren que todos

promueven la autoagregacion bacteriana
estos operones son funcionalmente redundantes ya que las fimbrias Lpf, Pef y Agf
son capaces de compensarse entre ellas en el modelo murino de infeccién *%. La
presencia de este gran numero de operones distintos sugiere que para la
colonizacion de ciertos huéspedes se requiere un repertorio diferente de fimbrias
11

Después de la colonizacidn, la bacteria puede atravesar el epitelio intestinal para
alcanzar las placas de Peyer, un tejido linfatico especializado en mostrar antigenos

intestinales y promover una respuesta inmunitaria ***°.

2.1.3. Invasion de las células epiteliales

Un paso critico en el proceso infeccioso de Salmonella es su habilidad de atravesar
la barrera epitelial del intestino 22 |a serovariedad Typhimurium puede acceder al
tejido linfatico adyacente via células epiteliales fagociticas (células M) o células no
fagociticas (enterocitos) del intestino delgado. Este proceso de invasidon no es
simplemente una mera consecuencia del contacto pasivo de la bacteria con las
células epiteliales, sino que requiere de la participacion activa de las células
bacterianas con la expresidn de numerosos genes de virulencia. La expresién de
estos genes estda regulada por varios reguladores transcripcionales vy
postranscripcionales que ejercen un intrincado control sobre la invasiéon. Ademas,
un gran numero de condiciones ambientales existentes en el tracto intestinal de
mamiferos también inducen la invasion *°.

Normalmente S. Typhimurium invade las células no fagociticas del intestino
gracias a la estructura multiprotéica en forma de aguja del sistema de secrecién
tipo Il (T3SS) codificado en la isla de patogenicidad 1 (SPI1) > *” %8, Este atraviesa
las membranas interna y externa *° y es capaz de inyectar una serie de proteinas
d *2 (Tabla 1.3). Una vez dentro

de la célula eucariota, estas proteinas alteran la estructura citoesquelética e

efectoras en el citosol de las células del huéspe

inducen la reorganizacion de los filamentos de actina alrededor de la bacteria. En
este momento se forma una ondulacién de la membrana eucariota (ruffling) que
facilita la internalizacién del microorganismo >* y promueve la posterior invasion
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del epitelio intestinal. Ademas, la translocacion de las proteinas efectoras, induce
la proliferacion de una serie de citoquinas proinflamatorias que causan la
inflamacién de la mucosa y la infiltracion de neutrdfilos polimorfonucleares
(PMNs) en el lugar de la invasién. Se cree que esta respuesta inflamatoria
contribuye a los sintomas de la gastroenteritis asociada a la infeccion por

Salmonella en algunos huéspedes ** *> 3% >3,

S. Typhimurium también puede desencadenar una infeccidn sistémica a través de
una ruta alternativa que no requiere la colonizacién intestinal, la invasidn de las
células epiteliales o la localizacién en las placas de Peyer. En esta ruta
independiente de la SPI1, los fagocitos que expresan CD18 transportan a la
bacteria directamente del lumen intestinal hasta los lugares sistémicos a través
del torrente sanguineo °°

2.1.3.1. Composicién de la isla de patogeneicidad 1 (SPI1)

La region de 40 Kb situada en el centrisoma 63, llamada isla de patogeneicidad 1
de Salmonella (SP11) ** (Figura 1.2) estd compuesta por dos elementos con
funciones diferentes. Uno de ellos consiste en el pequeno clister de genes
sitABCD que codifica un sistema de captacién de hierro y manganeso >’. El operén
sit no parece estar involucrado en la invasién del epitelio intestinal, sino que por
el contrario se induce en etapas posteriores del proceso infectivo en el ratén >8 y
después de la captacion por macréfagos en un cultivo celular > Los otros 33
genes de la SPI1 se requieren para el ensamblaje y el funcionamiento del T3SS, asi
como para la expresion de varias proteinas efectoras. Algunas de las proteinas
efectoras translocadas por el mismo T3SS de la SPI1 estan situadas en otras partes
del cromosoma como SopB de la SPI5, SopA, SopD y SopE (profago SopEd) (Tabla

1.3).
i [ T [ Lo |
- WHGEBEA0E-H- RGN daRGAToRen
ABCD (|5 L0 L L)
sit  avrspr hil org prg hil iog sptsiciac sip  sic inv
[ Funcidn desconocida B Reguladores transcripcionales [ Translocasas o chaperonas
Funcidén metabdlica B Efectores secretados [ componentes del T35S

Figura 1.2. Genes de la SPI1. Componentes del T3SS1 codificados en la SPI1 que incluyen
subunidades del aparato de secrecidn tipo lll, efectores secretados por el aparato, factores
requeridos para la translocacion eficiente y reguladores transcripcionales. También se representa
la parte de la isla que codifica el transportador de hierro de alta afinidad (sitABCD).
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Tabla 1.3

Efector

Proteinas translocadas por los TTSS de la SPI1 y la SPI2 y su funcién

Localizaciéon ~ Funcion Efecto en la célula huésped

Proteinas translocadas por el TTSS1

SopE Profago Factor de intercambio de Reorganizacion del citoesqueleto
SopEd nucleédtido gue conduce a la captacién de la

bacteria

SopE2 Cromosoma lgual que SopE Igual que SopE

SopB SPI5 Fosfatasa inositol-fosfato Perdida de electrolitos

SptP SPI1 Tirosina fosfatasa Devuelve el citoesqueleto de actina
al estado normal

SipA SPI1 Unidn/estabilizacién de la Inhibicién de la despolimerizacién de

actina los filamentos de actina

SipB SPI1 Componente del translocén Induccién de la apoptosis de
macrofagos, translocacion de
proteinas efectoras

SipCD SPI1 Componentes del translocon  Translocacidn de proteinas efectoras

AvrA SPI1 Proteasa, acetiltransferasa Inhibe la inflamacioén, reprime la
apoptosis y la inmunidad innata del
epitelio

SspH1 Gifsy-3 Ubiquitinaligasa Reprime las respuestas
proinflamatorias

SopA cromosoma  Ubiquitinaligasa Interrumpe la integridad de la SCV*,
induce la transmigracién de PMNs*

SopD cromosoma  Funcion desconocida Induce la secrecion de fluidos,

contribuye a la virulencia y
persistencia en ratén

Proteinas translocadas por el TTSS2

SseB SPI2 Translocador Translocacion de proteinas efectoras
SseC SPI2 Insercién en la membrana Translocacion de proteinas efectoras
de la célula diana,
translocador

SseD SPI2 Funcion desconocida Translocacién de proteinas efectoras

SseFG SPI2 Funcidén desconocida Contribuye a la formacién de Sifs,
mantiene la posicidén perinuclear de
la SCV*

SsaB SPI2 Proteina efectora Inhibicion del trafico intracelular,
controla el orden de la exportacion
de proteinas a través del TTSS2

SpvBC pSLT ADP-ribosiltransferasa, Requerida para la completa

fosfotreonina liasa virulencia en ratén

SspH2 cromosoma Inhibe la polimerizacién de Remodela la F-actina asociada a la

la actina in vitro

SCV?

*SCV: salmonella containing vacuole; PMN: neutréfilos polimorfonucleares
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2.1.3.2. Regulacion de la expresién de la SPI1

Ademas de los componentes estructurales del T3SS y las proteinas efectoras
codificadas en la SPI1, varios reguladores también forman parte de la isla. Estos
reguladores transcripcionales activan la invasién y forman un circuito regulador
complejo para el control de genes de dentro y fuera de la isla (Figura 1.3A). HilA
juega un papel central en este control ya que activa los operones inv/spa y prg

22,80 Ademds, HilA es un

gue codifican componentes del aparato de secrecidn
activador del regulador transcripcional invF que, con la ayuda de la chaperona
SicA, induce la expresidn de las proteinas secretoras del operdn sip. Aunque HilA
es el regulador central de la invasion dentro de la SPI1, la expresion de hilA esta
controlada por dos reguladores adicionales de dentro de la SPI1 (HilC y HilD), y por
otro regulador codificado fuera de la isla (RtsA). Los tres actian uniéndose al
promotor de hilA activando de esta manera su transcripcién y ademas se regulan
asi mismos y entre ellos formando un complejo bucle de regulacién %, HilC y HilD
por su parte también son capaces de activar invF de una manera independiente

de HilA .

Otros reguladores globales de la célula también controlan la invasidn, entre ellos

63 8 Una parte del control de la

el sistema de dos componentes BarA/SirA
invasion a través de BarA/SirA se debe al sistema regulador csr. Este consiste en
una proteina pequefia llamada CsrA que actua a nivel postranscripcional
uniéndose al RBS de los RNAs mensajeros que regula, alterando de esta forma su
expresion ®. En el caso de la SPI1, CsrA activa su expresién pero la reduce cuando
se sobreexpresa, sugiriendo que el nivel de esta proteina estd fuertemente
controlado in vivo para conseguir una invasion optima . Este sistema regulador
consta ademas de dos moléculas de RNA, CsrB y CsrC, que se oponen a la accidon
de CsrA impidiendo su actividad. El regulador de dos componentes BarA/SirA
controla la invasidon, en parte activando la expresion de CsrB y CsrC vy

%.¢7 E| regulador Fliz, implicado en la

directamente actuando sobre hilA vy hilC.
produccién de flagelos, también induce la invasién a través de hilA ® %, Otra
proteina que controla la expresion de SPI1 es H-NS. Esta proteina asociada a acido
nucléico se une a la regidon promotora de los genes hilA, hilC, hilD y rtsA

disminuyendo su expresion 70,71



l.Introduccion

A -
SEMALES DEL LOMEN |pr|;|'H.lJ'|t’ orgABC
INTESTINAL ‘l‘ .Cj ..........

(o—
Pass
@—| o
hilA iegh i | sica
P;‘ y P.‘WF-- l/—‘ I PLTI
i 3 l L i) 1 — S
sicd sipBCOA facP sciP sptP

[Cat*) lpﬁE lJ.J_..”"B
ﬁ/,;/] . sopE sop8

Pho / PhoP G S 5, | S

(\' / /,‘.’:ﬂ [fosfato] / [Mg2+]
risA

HilE
p — PhoR / PhoB
/ \ -.:I ::jl Isales biliares]
i _-. g — BarA / Sira,
\ gsmolaridad
l’ ErvZ f OmpR <

hila

Figura 1.3. Regulacion de la expresion de la isla SPI1. A. La regulacidén secuencial por factores
codificados en la SPI1 desencadenan la expresién del T3SS1. Cuando las condiciones ambientales
son favorables para la expresién de los genes de invasién, HilD desreprime el promotor de hilA. Los
circulos seguidos de una linea discontinua indican los transcritos de mRNA, las flechas curvadas
indican la traducciéon de una proteina. Las flechas rectas indican que la proteina HilA activa
directamente la expresion de genes estructurales como los prg y otro gen regulador, invF. InvF,
formando un complejo con SicA, activa directamente la expresién de varios efectores. HilD
también contribuye directamente a la expresion de invF (flecha naranja). B. Factores ambientales y
reguladores globales que controlan la expresion de hilA.

A parte de responder a esta complicada cascada de reguladores transcripcionales,
la expresion de la SPI1 responde a una gran variedad de parametros ambientales
gue conducen a la expresion del T3SS justo en el punto donde la infeccidén es mas
productiva para la virulencia (Figura 1.3B). El lugar preferido para la invasién es el
intestino delgado distal, el ileo 2 por este motivo las células han adquirido la
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capacidad de detectar las condiciones ambientales de esta zona y en
consecuencia promover la expresidon de los genes para la invasion. El lumen del
intestino es anaerdbico, mientras que el borde en cepillo del intestino delgado es
considerado microaerofilico, asi pues la maxima expresion de los genes de la SPI1
se da en condiciones de bajo nivel de oxigeno ">”*, asi como el pH neutro induce
la expresion de hilA . Se ha descrito que las condiciones de osmolaridad y la
concentracion de sales biliares afectan a la produccion del T3SS1 controlando la
expresion del gen hilD a través de los sistemas reguladores de dos componentes

677575 Ademads, se ha demostrado que

EnvZ/OmpR y BarA/SirA, respectivamente
las concentraciones de fosfato a través del sistema PhoR/B y las de Mg** y Ca*’, a
través del sistema PhoP/Q, también estan involucradas en la regulacién de la SPI1
7. 78 "En estos dos ultimos casos los sistemas sensores controlan la expresién del
represor de la SPI1, HilE, cuyo gen estd codificado fuera de esta isla. Se ha
sugerido que HilE ejerce su regulacion negativa interaccionando directamente con

HilD e impidiendo de esta forma que éste active al gen hilA ”°.
2.2.

2.2.1. Supervivencia en las placas de Peyer

Una vez ha accedido al tejido linfatico adyacente, S. Typhimurium continda

replicdndose en las placas de Peyer, esta invasidn origina la inflamacién de las
*_ Salmonella se encuentra

principalmente en las células dendriticas de las placas de Peyer 2 8 pero

mismas y la destruccion de las células M

potencialmente puede interaccionar con cualquier tipo celular presente en éstas,
como los macrofagos y los neutrdéfilos que estan presentes después del inicio de la
infeccién . EI T35S de la SPI1 ya no se induce en este ambiente y el crecimiento
intracelular subsiguiente no requiere este sistema.

2.2.2. Supervivencia dentro de macrofago

Un aspecto importante del crecimiento sistémico es la habilidad de S.

Typhimurium para residir dentro de macrofago, lo que le permite evadir la

83, 84
d

respuesta inmune del huéspe . El papel de los neutréfilos en las infecciones

de Salmonella es mas controvertido % y varias lineas apoyan la evidencia de que el
macrofago es el primer lugar de replicacién durante la infeccidn sistémica 86, 87,

Durante el crecimiento dentro del macréfago la serovariedad Typhimurium se
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replica dentro de una vacuola especializada llamada SCV (salmonella containing
vacuole) %,

En una situacion normal, los fagocitos matan a las bacterias que han sido
fagocitadas usando una bateria de sustancias téxicas. Los fagosomas se fusionan
con los lisosomas que contienen enzimas hidroliticas degradativas, péptidos
antimicrobianos y oxidasas dependientes de NADPH que producen superodxido de
oxigeno 8 Los macrofagos activados también producen éxido nitrico generado a
partir de arginina y oxigeno a través de la sintetasa de &xido nitrico inducible
(iNOS) *. El oxido nitrico puede reaccionar con el superéxido y producir

9,91 Ademds, en este proceso, se

peroxinitrito que es extremadamente toxico
generan otras especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) . S.
Typhimurium tiene la habilidad de prevenir la induccidn y liberacion de estos

92-95

enzimas dentro de la SCV . Normalmente impide la liberacion de la oxidasa

dependiente de NADPH bloqueando la fusién del fagosoma con el lisosoma 95,96

S. Typhimurium posee un segundo T3SS codificado en la SPI2 que es necesario
para la translocacion de proteinas efectoras desde las bacterias intracelulares a la
célula huésped (Tabla 1.3) *’. Aparte de codificar proteinas relacionadas con la
reduccion de tetrationato y otros genes con funcién desconocida, esta regién de
40 Kb codifica 31 ORFs organizados en dos operones que codifican el aparato de
secrecion (genes ssa), el primero codifica proteinas efectoras y chaperonas (genes
sse y ssc, respectivamente) y el segundo codifica el sistema regulador de dos
componentes SsrAB (secretion system regulator) 97 (Figura 1.4). La expresion de la
SPI2 se induce durante el crecimiento dentro de macréfago %, en esta situacion

%9100y ademas su expresion se activa por el sistema

100, 101

ssrAB se autoinduce (pH < 6)

regulador de dos componentes OmpR/EnvZ . Cuando la célula se encuentra

a pH bajo (< 6) ssrAB se autoinduce y ademads la expresion se activa (Figura 1.4). La
funcion principal de la SPI2 es proteger al patégeno dentro de la SCV de los
efectores de la inmunidad innata.

Otros loci también se requieren para la supervivencia y la proliferacion dentro de

macréfago, como el operdn spv localizado en el plasmido de virulencia que es

102

necesario para la infeccidn sistémica . El regulador transcripcional SylA también

esta implicado en la resistencia al estrés oxidativo, la supervivencia en macréfago

103, 104

y la virulencia en el modelo murino . Para la resistencia al superéxido del

fagocito también es necesaria la superdxido dismutasa periplasmatica (SodC) que

105-107

estd codificada en el bacteriéfago lisogénico Gifsy-2 . Un prerrequisito para

la supervivencia y la replicacién de Salmonella dentro de la SCV es la adaptacion al
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ambiente microbicida y pobre en nutrientes. La limitacion de la concentracion de
purinas, pirimidinas, algunos aminoacidos y Mg?* '®® hace que un factor de
virulencia importante para la supervivencia intracelular sea el sistema de

transporte de Mg?®* altamente eficiente (MgtBC) codificado en la SPI3 '%°.
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Figura 1.4. Genes de la SPI2 y su regulacidon. Se representan los componentes del T3SS2
codificados en la SPI2 que incluyen subunidades del aparato de secrecién tipo lll, efectores
secretados por el aparato, factores requeridos para la translocacidon eficiente y reguladores
transcripcionales. También se representa la parte de la isla que codifica los genes cuyos productos
participan en la reduccion a tetrationato (ttr). Los promotores principales se representan por
flechas, los promotores que no han sido definidos a nivel molecular se indican con un signo de
interrogacion.

2.2.3. Infeccidn sistémica

Una vez en el interior de las células fagociticas la bacteria puede (i) seguir en el

interior del macréfago y acceder directamente al flujo sanguineo llegando a

14, 110,

higado y bazo (infeccidn sistémica) ; (ii) sobrevivir dentro de macroéfago y

causar una apoptosis (infeccion local) 2%; (iii) producir la apoptosis de macréfagos

11 En éste caso las

para llegar a los foliculos linfaticos de las placas de Peyer
células bacterianas siguen siendo fagocitadas y neutralizadas por macrdéfagos,
mientras que células presentadoras de antigenos como las células dendriticas
activan células By T 2 Finalmente, las bacterias supervivientes salen de los
nodulos linfaticos, atraviesan la lamina propia y, a través de vasos sanguineos, se

dispersan via sistémica '*>% 110112,
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A su llegada a higado y bazo, la bacteria continta replicandose y colonizando el
hospedador. Varios genes, cuyos productos alteran la estructura del
lipopolisacarido (LPS) y promueven la resistencia a polimixina in vitro, parecen
ayudar a S. Typhimurium a resistir a los péptidos catidnicos producidos por los

13,114 Ademads se requieren genes

PMN vy los macréfagos en los lugares sistémicos
del pladsmido de virulencia para la replicacién de la bacteria en estos tejidos *°.
Mientras prolifera, la bacteria produce lipido A, que a su vez induce citoquinas
inflamatorias y respuestas al éxido nitrico que acaban con la muerte del huésped
115 Durante la infeccién, Salmonella puede ser reintroducida al intestino delgado
a través de la vesicula biliar y ser diseminada asi al ambiente para llegar a nuevos

hospedadores.

3. Importancia del hierro para los
microorganismos

El hierro es un metal de transicién que en condiciones fisiolégicas existe en uno de
los dos estados redox interconvertibles: la forma reducida ferrosa (Fe**) y la forma
oxidada férrica (Fe**). También puede adoptar diferentes estados spin en ambas
formas dependiendo del ligando. Asi, es capaz de formar complejos con oxigeno,
sulfuro y nitrégeno, y estos complejos facilmente experimentan reacciones acido-
base y de transferencia de electrones. Estas propiedades hacen del hierro un
componente prostético muy versatil para ser incorporado en las proteinas como
biocatalizador o transportador de electrones. La funcidn bioldgica del hierro
depende completamente de su incorporacién en las proteinas, ya sea como una
especie mono o binuclear, o de forma mas compleja formando parte de clusteres
hierro-sulfuro o grupos hemo. Esta insercion en las proteinas permite que el
ambiente local esté controlado y asi el hierro puede adoptar el potencial redox
(de -300 a +700 mV), la geometria y el estado de spin necesarios **°.

De esta forma, el hierro se convierte en un micronutriente esencial para todos los
microorganismos, con la excepcion de algunos miembros de la familia

Lactobacillae, ddnde ha sido substituido por otros cationes divalentes como Mg?*

o Mn?" 117118 Eote requerimiento viene dado por la gran variedad de procesos en
los cuales las proteinas que contienen hierro participan. Por ejemplo, proteinas
con grupos hemo desempefian un papel fundamental en el transporte de
electrones (citocromos), la activacion del oxigeno (citocromo oxidasas) y en la
reduccion del peroxido de hidrogeno (H,0,) (catalasas y peroxidasas). Asi mismo,

proteinas Fe-sulfuro participan en la biosintesis de aminoacidos y pirimidinas
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(glutamato sintetasa, dihidroorotato deshidrogenasa), en el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA) (aconitasa, succinato deshidrogenasa) y también en el
transporte de electrones (ferredoxina). Igualmente, proteinas que contienen
hierro en sus estructuras son necesarias para la sintesis de DNA (ribonucledtido
reductasa), la proteccion frente radicales superéxido (superdxido dismutasa) y la
biosintesis de aminoacidos aromaticos (3-deoxy-D-arabinoheptulosonic acido 7-
fosfato sintasa) .

3.1.

A pesar de ser el cuarto elemento mas abundante de la Tierra y de necesitarse tan
solo en concentraciones micromolares para el crecimiento bacteriano (de 10° a
10® M) '*°, el hierro no estd bioldgicamente disponible en la mayoria de
ambientes '%. En huéspedes animales el hierro se encuentra fuertemente unido a
proteinas transportadoras como la transferrina y la lactoferrina. En otros
ambientes, incluyendo los medios de cultivo de laboratorio, la disponibilidad de
hierro se ve afectada por el pH y la concentracién de oxigeno. El estado oxidado
Fe®*, presente en condiciones aerdbicas forma polimeros de oxi-hidréxido
insolubles a pH neutro (108 Mm); por el contrario, el Fe?* es relativamente soluble
(0.1 M a pH 7) y la obtencién de hierro es una tarea mas fécil para las células
creciendo en anaerobiosis **°.

3.2.

Ademas de la necesidad de mantener una concentracion de hierro éptima que
permita el crecimiento bacteriano es igualmente importante asegurar que el
hierro intracelular se mantenga en concentraciones no tdxicas para la célula. Esto
requiere que el hierro celular no interaccione con especies reactivas del oxigeno

121 L os

(EROs), que son producidas como consecuencia del metabolismo aerdbico
productos de la reduccién del oxigeno, el superdxido (O,) y el perdxido de
hidrogeno (H,0,), son solo medianamente reactivos fisiolégicamente, pero el
hierro puede interaccionar con estas especies generando radicales hidroxilo (HO®)

altamente reactivos y dafiinos. Las reacciones clave de este proceso son:
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(i) Reduccion del hierro
0, +Fe’** > Fe** + 0,

(ii) Reaccidn de Fenton
Fe?* + H,0, > Fe* + OH + HO®

(iii) Reaccidn de Haber-Weiss, (i) + (i), usando el Fe** como catalizador
05 +H,0, > HO"+OH + 0,

Estas EROs pueden dafiar lipidos, proteinas y DNA por oxidacion. En la reaccion de
Fenton se forma el radical hidroxilo, considerado como el mas reactivo en los
sistemas bioldgicos. Su interaccion con los acidos grasos polinsaturados que
componen los fosfolipidos de las membranas da lugar a la formacién de uniones
inusuales entre ellos que producen una disminucion de la fluidez de la membrana
y llega incluso a causar la lisis de las células.

Asi pues, con la aparicion del oxigeno en la Tierra se hicieron patentes dos
problemas: la produccion de EROs y la disminucidn drastica en la disponibilidad de
hierro debido a la baja solubilidad del Fe®*. Se asume gue la estricta regulacion en
la asimilacién del hierro previene un exceso de hierro intracelular libre que podria
provocar un estrés oxidativo. Ademas, todos los organismos han desarrollado
maneras de protegerse frente las EROs, incluyendo tanto defensas especificas
como respuestas globales que permiten a las células sobrevivir periodos de estrés
oxidativo. Los dos tipos de proteccion estan regulados y responden a los desafios

122-124 por todo ello, se

oxidativos que se encuentran las células en el ambiente
cree que la estricta regulacidon del metabolismo del hierro junto con la regulacion
de las defensas frente el estrés oxidativo son un factor esencial para la vida en

presencia de oxigeno.

4.Fuentes de hierro para los microorganismos

4.1.

Como se ha comentado anteriormente, el hierro es un micronutriente esencial
para la vida, tanto para los microorganismos como para los organismos
superiores, es por ello que cuando hablamos de microorganismos patdgenos se
ponen de manifiesto dos caras de la misma moneda y la batalla por el hierro se
convierte en un proceso muy importante en las relaciones huésped-patdgeno.
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4.1.1. Sistemas de los organismos superiores para limitar la concentracion de
hierro

A lo largo de la evolucion, los organismos superiores han desarrollado una serie de
mecanismos para dificultar el crecimiento bacteriano. Estos mecanismos de
defensa se basan en el sistema inmunitario y en la reduccion de la disponibilidad
de diversos nutrientes, entre ellos el hierro.

En los vertebrados superiores el hierro es asimilado desde la dieta por las células
de la mucosa del yeyuno, pasa al torrente sanguineo y de aqui es transportado
mediante unas proteinas llamadas transferrinas (Tfs). Estas son proteinas de unién
a hierro ubicuas en los vertebrados que pueden ser de tres tipos segun su
localizacion: serotransferrina (suero); lactotransferrina (Lf) (fluidos extracelulares)
y ovotransferrina (alboumen del huevo). Todas ellas tienen una estructura similar,
siendo glicoproteinas monoméricas de unos 80 kDa con dos lugares de union de

125128 Una propiedad importante de las Tfs es que

alta afinidad para el ion férrico
nunca se encuentran saturadas completamente, la cual cosa les otorga un papel
de proteccion como quelantes permitiéndoles eliminar cualquier excedente de
hierro que se pueda producir durante la infeccidn y asi asegurar la ausencia de
hierro libre en circulacién .

El papel principal de las Tfs es aportar hierro a los diferentes tipos celulares para
su posterior asimilacion a las proteinas. Una vez dentro de la célula eucariota
existe una proteina citoplasmatica llamada ferritina que se encarga de almacenar
hierro. Esta tiene dos funciones principales, hacer de reservorio en casos de
escasez de hierro y proteger a la célula de los efectos téxicos debidos a la
acumulacién de este catidn cuando estd en exceso *%°.

En resumen, el 99.9% del hierro del organismo (aproximadamente 4 g) esta
localizado intracelularmente y por ello no estd disponible. El hierro intracelular
consiste en grupos hemo unidos a la hemoglobina (Hb) (2,67 g), la mioglobina (0,2
g), enzimas hemo (0,008 g), sales férricas insolubles almacenadas en la ferritina (1

128 Extracelularmente, el plasma

g) y hierro unido labilmente a proteinas (0,07 g)
humano contiene transferrina, trazas de lactoferritina (de 0,3 a 0,7 mg/l) y algunas
proteinas de unién a hemo o hemoglobina. En el plasma se encuentran pequefias
cantidades de Hb (de 5 a 50 mg/ml) debidas a la hemdlisis de los glébulos rojos.
Esta Hb libre del plasma es capturada por una glicoproteina heterotetramérica
llamada haptoglobina (Hp) que se encarga de transportar dimeros de Hb al
higado. Ademas el plasma contiene otras proteinas que unen hemo como son la
albdmina, la hemopexina (HPX) y algunas lipoproteinas. También encontramos

hierro en la superficie de las mucosas que proviene de células epiteliales muertas,
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de los alimentos ingeridos y de la menstruacion. De media perdemos entre 1y 2
mg de hierro durante un dia mientras que consumimos unos 18 mg, de los cuales
solo de un 5 a un 10 % es absorbido *%°.

Que este proceso de “esconder” el hierro a los microorganismos infecciosos es de
vital importancia en |la defensa del huésped se ha demostrado por el hecho de que
la virulencia de muchos patdogenos (Aeromonas spp., Clostridium spp.,
Corynebacterium spp, enterobacterias como Escherichia coli, Klebsiella spp. y
Salmonella spp.; Listeria spp., Neisseria spp., Pasteurella spp., Pseudomonas spp.,
Staphylococcus spp., Vibrio spp., y Yersinia spp. %) se ve incrementada al aportar
hierro al paciente o cuando existen patologias que producen hiperferremia.

A parte de todos los mecanismos comentados anteriormente, el huésped es capaz
de reducir aun mas la concentracién de hierro extracelular durante un proceso
infeccioso. Este fendmeno, conocido como hipoferremia de la infeccidn, se realiza
incrementando la sintesis de ferritina en el higado y la liberacion de lactoferrina

B30 Las células del huésped, también responden

por parte de los neutrdfilos
directamente a los patogenos invasores alterando su estado interno de hierro. Los
macroéfagos, que son las células principales que secuestran bacterias invasoras
como Mycobacterium tuberculosis, Leishmania spp. y S. Typhimurium, producen
proteinas clave que alteran su propio estado de hierro. Estas proteinas son las
Nramp (Natural resistance-associated macrophage protein). La Nramp 1 actua
incrementando la captacion de hierro por parte del macréfago desde las Tfs

131135 Este hierro

cuando éste ha sido activado por la invasion de un patégeno
adicional estimula la formacién de especies reactivas del oxigeno, creando asi un

ambiente mas hostil para el desarrollo de la bacteria invasora.

4.1.2. Estrategias de los microorganismos para la captacion eficiente de hierro
desde el huésped

En la otra cara de la moneda tenemos los microorganismos patégenos que, para
multiplicarse dentro del huésped, han desarrollado mecanismos para adquirir
hierro de las posibles fuentes disponibles (Figura 1.5). Estos sistemas consisten
basicamente en proteinas de la superficie celular que unen moléculas portadoras
de hierro o grupos hemo. En bacterias grampositivas las proteinas de union
especificas estan ancladas a la membrana citoplasmica, de aqui las moléculas son
transportadas mediante permeasas de tipo ABC. En los organismos
gramnegativos, el reconocimiento se lleva a cabo a través de receptores
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especificos de la membrana externa desde donde el sustrato es transportado al
citoplasma gracias a permeasas de tipo ABC situadas en el periplasma. Segun cual
sea la fuente de hierro podemos distinguir dos tipos de mecanismos: directos, que
requieren el contacto de la bacteria con la fuente de hierro exdgena
(normalmente Tf o hemoproteinas) e indirectos, que dependen de compuestos
sintetizados y liberados al medio extracelular por parte de los propios

microorganismos 3,120

extracelular : intracelular
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Figura 1.5. Principales fuentes de hierro de los animales que pueden ser accesibles para un
, . 3
patdgeno bacteriano ~.

Como fuentes de hierro directas existen: (i) el Fe?* gue estd presente en
condiciones reductoras (anaerobiosis) o de bajo pH y puede difundir libremente a
través de las porinas de la membrana externa de las bacterias gramnegativas y de
aqui ser transportado al citoplasma gracias a transportadores especificos; (ii) la
transferrina y la lactoferrina que, en situaciones de escasez de hierro, miembros
de las familias Neisseriaceae y Pasteurellaceae pueden asimilar gracias a la
produccién de complejos proteicos de unién a transferrina (Tbp “Tf-bindinding
protein”) y lactoferrina (Lbp) *® **’; (iii) la ferritina, que aunque no existe ninguna
evidencia de que se utilice como fuente de hierro para los microorganismos se ha
descrito que la ferritina exdgena es reducida por parte de Listeria monocytogenes

138 y que la adicién de ferritina hace que cambie la expresién de varios genes en

Pasteurella multocida **°

, sugiriendo su posible vinculacién como fuente donadora
de hierro; y (iv) las hemoproteinas que pueden ser captadas por algunos
microorganismos como Haemophilus spp., Porphyromonas, Prevotella,
Bacteroides spp., Legionella spp., Bartonella spp. y algunas micobacterias,
incapaces de sintetizar el grupo hemo o que lo requieren en elevadas cantidades
para su crecimiento in vitro *%°.

Por otro lado existen tres tipos de fuentes de hierro indirectas: (i) los sideréforos,

gue son unas pequeiias moléculas quelantes de hierro que en respuesta a una
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deficiencia de hierro muchas bacterias, como también hongos y plantas
monocotileddneas, sintetizan y secretan al medio. Estos ayudan a solubilizar el
hierro previamente a su transporte *%. El poder de unién de los sideréforos con
este elemento (preferentemente con el Fe®*) es suficientemente fuerte para
secuestrar el hierro unido a moléculas como la ferritina, la Tf o la Lf pero no el de

3. (ii) los hemdforos que son proteinas extracelulares

las hemoproteinas
especializadas en adquirir hemo de distintas fuentes y transportarlo hasta un
receptor de membrana externa especifico tan solo descritos en bacterias
grampositivas *2% vy (iii) las reductasas extracelulares y unidas a membrana que
aunque ninguna ha sido clonada ni purificada **°, varios estudios han puesto de

manifiesto la existencia de actividad de reductasas extracelulares **.

Ademds de estos mecanismos, algunos patdégenos producen enzimas que
incrementan la eficiencia de estos sistemas. Asi, ciertos microorganismos como
Porphyromonas gingivalis sintetizan proteasas que secretan al medio y degradan

d *2. Otras bacterias producen

las proteinas transportadoras de hierro del huéspe
hemolisinas que son secretadas y lisan a los eritrocitos, liberando asi su contenido

celular muy rico en Hb 143,

5.Captacion y destino intracelular del hierro en
E. coliy Salmonella

5.1.

5.1.1. Captacion de Fe*'

En Salmonella, las permeasas de metal tipo ABC y los transportadores Nramp-like

59, 144

como son el SitABC i el MntH, respectivamente , tienen especificidad para

metales divalentes, particularmente para el Fe’* y el Mn%, aunque estdn mas
involucrados en la captacién del segundo que no en la del hierro **°.

En E. coli K-12 se describido el primer sistema bacteriano para el transporte

146

especifico de Fe*" y fue denominado Feo **°. Este sistema estd compuesto por tres

genes que forman un operdn y codifican las proteinas FeoA (de 75 residuos e
hidrofilica), FeoB (de 773 residuos con un dominio integrado a la membrana
interna que actia como permeasa) y FeoC (una proteina pequefia de 78 residuos

145

e hidrofilica de funcion desconocida) ~. El transporte de Fe?* en E. coli se
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controla por el regulador global Fnr en anaerobiosis y por el complejo Fur-Fe?* 14
(Figura 1.6).
A
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Figura 1.6. A. Organizacion del operon feoABC en E. coli. B. Captacion de Fe". Representacion
esquematica de la captacion de Fe”* (punto azul) mediante el sistema Feo de E. coli. El Fe’*
extracelular difunde hacia el periplasma via las porinas de la membrana externa. Después es
introducido a través de la membrana citoplasmatica por FeoB, mediante un proceso de transporte

. . . . 145
activo. Se cree que FeoA es necesaria para activar la funcién GTPasa de FeoB. .

Supuestamente, el sistema Feo juega un papel importante en la captacién de
hierro bajo las condiciones de anaerobiosis o de microaerofilia que encontramos
en el tracto gastrointestinal. Este hecho ha sido confirmado en muchas bacterias
gue colonizan ambientes de este tipo. Asi, mutantes feo de E. coli y Salmonella

147, 148

pierden su habilidad para colonizar el intestino de ratén presuntamente a

causa de su incapacidad para transportar el ion ferroso en este ambiente
anaerdbico. Por otra parte, en la bacteria microaerofilica Helicobacter pylori el
sistema Feo parece ser la principal ruta para el transporte de hierro y es esencial
para la colonizacién de la mucosa géstrica **°. En Shigella flexneri, |a inactivacion
del gen feoB en combinacién con mutaciones en otros transportadores de hierro

150

producen deficiencias en su capacidad de crecimiento Finalmente, FeoB

también es imprescindible para que Legionella pneumophila crezca

151

intracelularmente y para la virulencia de Porphyromonas gingivalis >*. Todos
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estos datos claramente ponen de manifiesto el papel crucial de Feo en la
colonizacién del intestino y en la virulencia **°.

5.1.2. Utilizacion de sistemas de alta afinidad. Los sideroforos

Se han descrito mas de 500 siderdforos distintos, producidos tanto por bacterias
gramnegativas como grampositivas *°. A pesar del elevado nimero y variedad la
mayoria de ellos poseen un esqueleto peptidico formado por varios aminoacidos

118 os

no proteicos, incluyendo aminoacidos modificados y D-aminoacidos
grupos especificos de la molécula que unen hierro pueden ser clasificados segln
su naturaleza quimica en hidroxamatos (aerobactina y ferricromo), anillos catecol
(enterobactina) e hidroxidcidos (pioquelina), aunque algunos sideréforos

contienen mas de un tipo (micobactina) *** (Figura 1.7).
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Figura I.7. Estructura de algunos sideréforos. A. Enterobactina. B. Aerobactina. C. Micobactina. D.
Pioquelina

Cuando las células crecen en presencia de bajas concentraciones de hierro la

biosintesis de sideréforos se incrementa ™ 12

. Para evitar los posibles dafios que
el quelante podria producir en el citosol, justo después de su sintesis los
siderdforos son secretados al exterior de forma activa por la célula a través de la
membrana citoplasmatica 128 Una vez el sideréforo interacciona con hierro en el
exterior forma el complejo Fe*'-sideréforo que es reconocido en la superficie

celular por receptores especificos de la membrana. La internalizacién es de todo
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el complejo Fe**-siderdforo, aunqgue en algunos casos como en Mycobacterium
tuberculosis, existe una transferencia del hierro entre distintos sideréforos antes

16 Una vez en el interior, los complejos son disociados

de su llegada al citoplasma
por reduccion y tan pronto como el hierro es incorporado por el patégeno la
concentracion intracelular de éste se incrementa y en consecuencia se reprime la

sintesis de los sideréforos > (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Transporte mediante sideréforos. En respuesta a una deficiencia de hierro, la célula
sintetiza siderdforos. Estos son secretados por el organismo al exterior y solubilizan el hierro de
. . 3 . , . .
una gran variedad de fuentes. El complejo Fe>*-sideréforo es transportado de nuevo al interior de
. . , . . 2+

la bacteria mediante un receptor de membrana. Aqui el hierro es reducido a Fe” que puede ser

incorporado a diversas proteinas para que las funciones celulares continten. El desferri-sideréforo
. . .. .z s . 3

es libre de recircular para la asimilacién de mas hierro. °.

5.1.2.1. Siderdforos utilizados por bacterias entéricas

La mayoria de miembros de la familia Enterobacteriaceae sintetizan el sideréforo
catecolado enterobactina (Ent), también llamada enteroquelina. Esta se sintetiza a
partir del acido corismico a través de una serie de reacciones que requieren 6
enzimas distintos. Los genes para la biosintesis de Ent (entA-F), su transporte
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(fepA-G) y la liberacion del hierro del complejo Fe-Ent (fep) se encuentran
organizados en seis operones que forman un cluster. La ruta de sintesis se divide
en dos partes: la conversion de corismato a acido dihidroxibenzoico (DHB), que
requiere las enzimas EntC, EntB y EntA; y la sintesis de Ent a partir de DHB vy

serina, pasando por la sintesis de la molécula de dihidroxibenzoylserina (DSB),
128

llevada a cabo por los productos génicos de entD, entE, entF y entB/G ~*° (Figura
1.9).
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Figura 1.9. Biosintesis de enterobactina. Se indican los genes de los enzimas clave: isocorismato
sintasa (entC), isocorismato piruvato-hidrolasa (entB), 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato

deshidrogenasa (entA) y enterobactina sintetasa (entDEFG). **%.

A parte de la enterobactina, muchas cepas patégenas de E. coli, S. flexneri y
Klebsiella pneumoniae producen un segundo sideréforo llamado aerobactina 2,154,
Esta es una molécula del tipo hidroxamato que consiste en dos lisinas modificadas

unidas al citrato por un enlace amida **®

(Figura 1.7B). Su sintesis se lleva a cabo
por los productos de 4 genes (iucABCD) que por otra parte no se encuentran en
muchas cepas de Salmonella spp. En algunos casos la produccion de los dos
siderdforos (ent y aer) se explica por qué la primera se utiliza para la obtencién de

hierro a partir de la Tf mientras que la segunda permite la captacién de hierro
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preferentemente de la ferritina del interior de los macréfagos u otras células del
hospedador **°.

Descubierta por primera vez en Salmonella **°, la salmoquelina (Figura I.10A) es
una enterobactina C-glucosilada que también sintetizan algunas cepas de E. coliy
Klebsiella *’. La salmoquelina fue el primer sideréforo glucosilado descrito y esta
modificacion se ha interpretado como un mecanismo bacteriano de evasion de la
proteina de mamiferos siderocalina (NGAL-lipocalina), que se une a sideréforos

catecolados *&.

Los genes para la produccién, liberacién y transporte de la
salmogelina estan localizados en el cluster iroA (Figura 1.10B) que consiste en dos
operones convergentes, iroN e iroBCDE % % 0 roN es el receptor de
membrana externa, mientras que el segundo operén codifica la
glucosiltransferasa (IroB), una proteina que exporta la salmoquelina al exterior
(IroC), la esterasa que rompe la Fe**-salmoquelina para la liberacién del hierro
(IroD) y otra esterasa localizada en el periplasma que degrada la Fe3*-

salmoquelina ciclica a la forma lineal (IroE) ** (Figura 1.10C).
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Figura 1.10. Salmoquelina. A. Estructura de la salmoquelina S4. B. Cluster iroA. C. Modelo de
sintesis y captacion de la salmoquelina.

Ademas, como muchos otros microorganismos, E. coli y S. Typhimurium pueden

utilizar sideréforos producidos por otras bacterias y hongos llamados
xenosideréforos ¢, Algunos ejemplos son el ferricromo, el coprégeno, el acido
2, 162

rodotorulico y la ferrioxamina . Finalmente, existen otras moléculas que no
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pueden ser definidas como siderdforos pero son capaces de proveer hierro a la

célula bacteriana, como el citrato, la DHB o la DSB %,

5.1.2.2. Reconocimiento en la superficie celular y transporte a través de la
membrana externa

Las bacterias normalmente poseen multiples receptores de membrana externa,
cada uno con especificidad para diferentes Fe*"-sider6foros. Por ejemplo, E. coli K-
12 posee al menos 6 receptores (FhuE, FhuA, FecA, FepA, Fiu y Cir) que permiten
la adquisicién de 8 complejos Fe**-sideréforo distintos. Ademés Salmonella posee
el receptor IroN, involucrado en el transporte de salmoquelina y otros sideréforos
catecolados **° (Figura 1.11).

e

Figura 1.11. Representacion esquemadtica de los sistemas de captacion de hierro mediante
sideroforos en E.coli K-12. El complejo TonB-ExbB-ExbD interacciona con todos los receptores de
membrana mostrados. Se incluye en la figura, el receptor de S. enterica IroN para la salmoquelina,
a diferencia de E. coli esta especie no posee el receptor Fiu. 1e

Una vez reconocidos por los receptores, los sideréforos cargados con hierro
deben ser transportados a través de la membrana externa hacia el espacio
periplasmatico. Este proceso requiere energia que se obtiene del gradiente
electroquimico de la membrana citopldasmica y es transducida por el complejo
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proteico TonB-ExbB-ExbD ****®* En E. coli, el proceso de transduccidn requiere un
contacto directo entre la proteina periplasmatica TonB y el receptor de membrana
externa. Esta interaccion se da a través de un segmento hidrofébico de 7
aminodcidos llamado caja TonB que esta situada en la parte N-terminal de los

185 Ancladas en la membrana

receptores de membrana dependientes de TonB
citoplasmatica, ExbB y ExbD, utilizan el gradiente electroquimico de membrana
para producir una forma activa de TonB que media un cambio conformacional del
receptor unido a esta, permitiendo la translocacién del Fe**-sideréforo asociado

hasta el periplasma ***%.

5.1.2.3. Transporte a través del periplasma y la membrana citoplasmatica

El transporte de los Fe**-sideréforos hacia el citoplasma de las bacterias
gramnegativas se facilita gracias a un sistema de transporte dependiente de
proteinas de unién periplasmaticas. Estas actian como intercambiadores, puesto
que recogen el Fe**-sideréforo liberado del receptor de membrana externa y lo
envian a una permeasa de la membrana interna. Los complejos permeasa ABC
estdn compuestos por cuatro médulos: 2 permeasas integrales de membrana que
pueden ser dos subunidades independientes (ej. FepD y FepG), dos copias de la
misma subunidad (ej. captacion de hemo) o una subunidad grande (ej. FhuB); y
dos modulos ABC con motivos de union a ATP localizados en la superficie interna
de la membrana citopldsmica, que generalmente estan compuestos por dos
subunidades idénticas **°.

Cabe mencionar que los receptores de membrana externa tienen una mayor
especificidad que las proteinas de unién dependientes de sistemas ABC, E. coli K-
12 posee seis receptores de membrana externa para el hierro y solo tres sistemas
tipo ABC asociados (Figura 1.11).

5.2.

5.2.1. Metabolismo de los siderd6foros

Una vez dentro de la célula, el complejo Fe*"-sideréforo tiene que disociarse para
liberar el hierro y éste ser usado en el metabolismo celular. El proceso por el cual
se lleva a cabo no esta demasiado claro y parece depender del tipo de sideréforo.
Asi pues, se ha sugerido que la enterobactina y el desferricromo actuarian una vez
modificados a una forma menos activa, mientras que la aerobactina puede ser
reutilizada hasta tres veces en algunas condiciones **.
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Se han propuesto dos procesos para la liberacion del hierro de los sideréforos. El
primero implica la reduccién del hierro asociado al sideréforo dando lugar a una
disociacion del hierro debido a la menor afinidad de los sideréforos por el hierro
ferroso. Se han identificado varios enzimas intracelulares con actividad férrico-
reductasa en bacterias (ej. enzima flavina-reductasa, sulfito-reductasa, flavo-
hemoglobina), pero no existe ninguna evidencia que indique que estos enzimas

tengan un papel importante en el metabolismo del hierro 170

. A parte de estos
donadores de electrones intracelulares, existen reductasas especificas para
sideroforos. Una férrico reductasa potencial de E. coli es la proteina FhuF, que
posee un complejo hierro-sulfuro inusual que podria estar involucrado en la

reduccidn del hierro !

. En estos casos, una vez descargado, el sideréforo vacio
puede ser reciclado. El segundo mecanismo implica la hidrdlisis del sideréforo por
lo que éste no es reciclado como tal. La enzima mejor caracterizada con una
funcion catalitica de los siderdforos es la esterasa de la enterobactina Fes de E.
coli. El gen fes se situa en el clUster de genes ent-fec, involucrados en la sintesis,

128, 172

exportacion y captacion de la enterobactina La esterasa hidroliza los

enlaces éster de la FeEnt internalizada produciendo DBS, que como se ha citado

anteriormente puede funcionar como sideréforo secundario 128,173,174,

5.2.2. Almacenamiento de hierro

El hierro extracelular no es la Unica fuente de este elemento disponible para las
bacterias sino que ademds éstas poseen reservas de hierro intracelular
depositadas en proteinas de almacenamiento de hierro 175 Estos “almacenes” de
hierro pueden ser usados para promover el crecimiento cuando las fuentes de
hierro externas son restringidas. Se han descrito tres tipos de proteinas que
almacenan hierro en las bacterias: las ferritinas (también en eucariotas), las
bacterioferritinas que contienen hemo (eubacterias) y las pequenas proteinas Dps
(solo en procariotas). Los tres tipos pueden encontrarse en una misma bacteria. A
pesar de que estas tres proteinas forman parte de familias proteicas distintas y
distantes desde el punto de vista evolutivo, retienen muchas similitudes
funcionales y estructurales. Estan compuestas de 24 (ferritinas y
bacterioferritinas) o 12 (proteinas Dps) subunidades idénticas o similares que se
ensamblan para formar un caparazén proteico mas o menos esférico que
envuelve la cavidad central que actua de reservorio de hierro (Figura 1.12). Las
ferritinas y bacterioferritinas, de aproximadamente 500 kDa, pueden acomodar de
2.000 a 3.000 atomos de hierro, mientras que las proteinas Dps mas pequefias
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(~250 kDa) tienen una capacidad de almacenamiento menor, de mas o menos 500
atomos de hierro.

Figura 1.12. Ferritina.
Superficie externa (A) e
interna (B) de la molécula de
ferritina. Se  muestra el
agujero central donde el
hierro es secuestrado. Imagen
obtenida del Research
Collaboratory for Structural
Bioinformatics and Protein

Data Bank '’°.

La primera proteina Dps fue descrita en E. coli como una proteina no especifica de

177 Estudios méas recientes

uniéon al DNA protegiéndolo del estrés redox
demuestran que esta Dps también puede almacenar hierro, aunque su oxidante
178

. Esto

demuestra que el principal papel de la Dps en E. coli es proteger el DNA de la
178

de eleccién es el perdxido de hidrégeno (H,0,) antes que el oxigeno

produccién de radicales libres hidroxilo a partir de hierro ferroso y H,0,
La ferritina A (FtnA) de E. coli tiene la funcion de acumular hierro durante el
crecimiento post-exponencial en presencia de un exceso de hierro para usarlo
como fuente intracelular de hierro cuando la concentracién de éste sea deficiente.
Aunque las bacterioferritinas (Bfr) son mas comunes que las ferritinas en las
bacterias, su papel fisiolégico estd menos claro. Todas las bacterioferritinas
conocidas contienen normalmente 12 grupos hemo. La funcién de éstos no esta
muy clara, pero se sugiere que estan involucrados en la liberacién de hierro de la
Bfr facilitando su reduccién *”°. Muchos genes bfr estan asociados con otro gen
gue codifica una ferredoxina llamada Bfd (“Bfr-associated-ferredoxin”). La Bfd de
E. coli incrementa su concentracién en condiciones de escasez de hierro e

interacciona especificamente con la Bfr mediando la liberacién de hierro de ésta
180, 181
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6. Mecanismos para el control de la homedstasis
del hierro

Como vya se ha visto hasta el momento, las bacterias poseen multitud de sistemas
relacionados con la importacion de hierro. Por otra parte, debido a la toxicidad
que comportan elevadas concentraciones de hierro en el citoplasma celular y
teniendo en cuenta que en bacterias no se han descrito bombas de excrecién para
este elemento 3, una forma de controlar su homedstasis intracelular es la
regulacién de los mecanismos de captacidn a través de la membrana. Asi pues, las
bacterias regulan no solo la incorporacion sino también el metabolismo del hierro
en general, en respuesta a la disponibilidad de hierro en el medio extracelular.

Un mecanismo para el control de la homedstasis del hierro es la presencia o
ausencia de éste. El Fe*" es tdxico para varias bacterias gramnegativas (E. coli, S.
enterica y K. pneumoniae) debido a un proceso independiente de oxigeno. La
presencia de elevadas concentraciones extracelulares de Fe¥* se detecta por un
sistema sensor-regulador de dos componentes, PmrA/PmrB en S. enterica. El
sensor de membrana histidina quinasa PmrB interacciona con el Fe* y fosforila el
regulador PmrA, que induce genes involucrados en la modificacion del
lipopolisacarido '®2. De esta forma Salmonella previene la actividad

antimicrobiana del Fe3* 18

. En mamiferos, la regulacion del hierro se consigue a
nivel postraduccional a través de las proteinas reguladoras del hierro (IRP1 e
IRP2). En condiciones de hierro abundante, IRP1 funciona como una aconitasa (un
enzima del ciclo TCA) citosdlica que contiene un complejo [4Fe-4S]. Cuando los
niveles de hierro son bajos ésta pierde el complejo hierro-sulfuro y ya no funciona
como aconitasa. En su lugar, la apo-aconitasa actla como una proteina de union a
MRNA que reconoce especificamente un elemento de hierro regulador IRE (iron
regulador element) en el MRNA de los genes relevantes (ej. ferritina, receptor de
transferrina). Su unién puede inhibir la traduccién o estabilizar el mensajero,
dependiendo de la posicion del IRE en el transcrito. Hay evidencias de que algunas
aconitasas bacterianas funcionan de una manera parecida. En un sistema in vitro
en E. coli, la aconitasa A libre de [4Fe-4S] se une al trdnscrito de la aconitasa Ay lo

184
d

estabiliza, dando lugar a un incremento de su activida . Ademas se ha

comprobado también la actividad reguladora de las aconitasas de B. subtilis y

Xanthomonas campestris 8> 1%,
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Otro mecanismo de regulacién viene dado por la presencia de la fuente de hierro
o hemo especifica. Como se ha comentado con anterioridad, la mayoria de
bacterias tienen varios sistemas para la captacién de hierro tanto de fuentes
enddgenas como heterdlogas. Seria malbaratar energia si se indujeran todos los
sistemas de adquisicion en respuesta a una limitacion de hierro con
independencia de la naturaleza de la fuente de hierro disponible. Varios
sideréforos se unen a proteinas tipo AraC en el citoplasma y regulan
positivamente los genes para su propia biosintesis y captacién. Otros sistemas son
regulados por las concentraciones periplasmaticas o extracelulares de la fuente de
hierro via sistemas reguladores de dos componentes con un sensor unido a la
membrana que interacciona con el sideréforo y fosforila la proteina reguladora
87 Un tercer mecanismo de regulacién implica factores sigma especificos con
funciones extracitoplasmaticas (ECF) que normalmente se encuentran asociados
con factores antisigma unidos a membrana. Una sefial extracitoplasmatica libera
al ECF de la inhibicién por el antisigma de manera que puede haber transcripcién

de los operones diana 188

Por dultimo la homedstasis del hierro puede ser controlada por diversos
reguladores transcripcionales que, en la mayor parte de los procariotas,
pertenecen a dos familias de proteinas represoras dependientes del hierro
conocidas como Fur (ferric uptake regulator) y DtxR (diphteria toxin represor). La
familia de reguladores Fur esta formada por un gran numero de proteinas
homdlogas con actividad de unién a DNA implicadas en diversas funciones
celulares. De acuerdo a su papel se han definido distintas subclases de proteinas
gue pueden agruparse en aquellas que responden a los niveles de ciertos metales
en célula como hierro (Fur), manganeso (Mur), zinc (Zur) o niquel (Nur), y aquellas
gue responden a estimulos diferentes como la concentracion de perdxidos (PerR)

8 Entre las proteinas que responden a los

o la disponibilidad de hemo (Irr)
niveles de metales en la célula, la subclase principal es Fur. Este, del que
hablaremos mas extensamente en sucesivos apartados, es el regulador mas
destacado de la respuesta a los niveles de hierro en la mayoria de los
microorganismos, tanto en bacterias grampositivas y gramnegativas, como en
cianobacterias unicelulares y filamentosas.

Por otro lado, la proteina DtxR se ha descrito en bacterias grampositivas con un
alto contenido en GC aunque ha recibido distintos nombres en funcién del

190, 191

organismo donde se ha encontrado (ldeR en Mycobacterium o SirR en

192

Staphylococcus ~°°). DtxR, al igual que Fur, es un regulador de la respuesta al

estrés férrico que interviene en el control de la expresidn de la toxina de la difteria
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(tox), de proteinas implicadas en la captura de hierro y de la hemoxigenasa
(hmuO) en Corynebacterium diphteriae *** 1%,
Fur y DtxR no son proteinas homodlogas y a nivel de secuencia primaria no

19 Sin embargo ambas desempefian la misma funcién

muestran similitudes
actuando como represores. La capacidad de interaccion con el DNA se limita a
cuando en su estructura contienen hierro, entonces reconocen secuencias

palindromicas situadas en la region promotora de los genes que regulan.

7.La proteina Fur (Ferric Uptake Regulator)

A finales de los afos 70 se describid por primera vez la existencia de una cepa de
S. Typhimurium portadora de una mutacion que le permitia expresar de manera
constitutiva genes cuya expresion estaba asociada Unicamente al estrés férrico en
la cepa salvaje. Esto sugeria que la mutacion afectaba a un gen responsable de la

regulacién de dichos genes en respuesta a los niveles de hierro extracelulares. A

196

este gen se le denomind fur (ferric uptake regulator) ~°. No fue hasta principios

de los afios 80 cuando finalmente se clond e identifico el gen fur aislando
mutantes de E. coli con un comportamiento similar * 197,198
Se han descrito homodlogos de Fur en bacterias grampositivas como B. subtilis 199 v

en bacterias gramnegativas que incluyen a varios patdégenos humanos

196 201

importantes como Salmonella **°, Mycobacterium *®° o Vibrio entre otros, e

incluso en patégenos de plantas como Erwinia chrysanthemi *°*. También se ha
identificado en cianobacterias unicelulares y filamentosas como Synechococcus 203

o Anabaena y en arqueobacterias como Archaeglobus fulgidus 2045

Thermoplasma volcanium 205,

7.1.

La proteina Fur de E. coli es un homodimero formado por dos subunidades de 17
kDa 2°®. Descrita como un represor de los sistemas de transporte de hierro en

respuesta a la concentracion de este elemento %7 207 208

, generalmente actla a
través de un sistema de regulacion negativa por represion, reprimiendo la
transcripcion después de la interaccidn con su co-represor, el Fe?*,

Concretamente, Fur une un ion ferroso por subunidad aunque in vitro, la unién

2* v Mn*") puede inducir también la

con otros cationes divalentes (Zn**, Co
interaccion de dicha proteina con el DNA. Del mismo modo también se ha

sugerido que une hemo 209 aunque la razon fisiolégica de este hecho no estd muy
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clara. Por razones de conveniencia, la mayoria de estudios in vitro utilizan Mn%*
como co-represor, ya que a diferencia del Fe®', éste es mucho mas estable en

condiciones de aerobiosis &

. La comparacién de las constantes de union de cada
. . . . ’ 2+

metal con sus niveles intracelulares estimados sugiere que sélo el Fe™ (y puede

que el Mn?*) estd presente en un nivel suficiente in vivo para afectar la represién

en el ambiente reductor del citosol % 2. La ocupacién del sitio regulador de

union al metal altera la conformacion de la proteina de manera que la afinidad de

Fur por su sitio de unién en el DNA aumenta aproximadamente 10.000 veces 209,

Asi pues, la proteina Fur de E. coli contiene un sitio regulador para detectar Fe?* Y,
como muchos miembros de la familia Fur, un ion Zn*" estructural fuertemente
unido, necesario para el plegamiento adecuado de la proteina 2% 23 I
plegamiento de la proteina da lugar a dos dominios: el N-terminal de union al DNA
con un motivo helix-turn-helix y el dominio C-terminal rico en residuos de His, que
facilita la interaccién proteina-proteina indispensable para la dimerizacion 214 1a
publicacidon de la estructura cristalografica de la proteina Fur de P. aeruginosa
aporté la primera imagen detallada de los sitios de unién a metal 2** (Figura 1.13),
uno de ellos estd localizado en el dominio de dimerizacion y el segundo conecta el

dominio de unién al DNA con el dominio de dimerizacion.

Figura 1.13. Diagrama de la estructura cristalografica del dimero de Fur de P. aeruginosa con los
elementos secundarios anotados (A) y vista perpendicular de la misma (B). Los dominios de
union al DNA estan representados en azul y el dominio de dimerizacién en verde. s

Dado el papel critico de Fur como sensor intracelular de los niveles de hierro, esta
proteina es sorprendentemente tolerante a las mutaciones de sus ligandos a
metal. Estudios de mutagénesis en los residuos Cys e His de la proteina Fur de E.
coli demuestran que sélo 3 residuos son criticos para su funcién in vivo **®. Dos de
ellos son los ligandos del Zn®* estructural (Cs, y Cgs) v el tercero (Hs,) corresponde
a un ligando del segundo sitio. Para interpretar estos resultados es importante
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tener en cuenta el papel bioldgico de Fur como regulador central en la
homedstasis del hierro. Si una mutacion debilita, pero no elimina completamente
la afinidad de Fur por el hierro, la célula mutante resultante simplemente
acumulara niveles mas altos de hierro intracelular **.

7.2.

La concentracion de la proteina Fur en la célula es sorprendentemente alta
respecto a la de otros reguladores génicos. La mayoria de los represores se
caracterizan por ser poco abundantes, por ejemplo Lacl con 10-20

218

moléculas/célula " o el represor Trp con 50-300 copias **%. En cambio, en E. coli

existen 5.000 copias/célula de Fur durante la fase exponencial del crecimiento,

219 También se

llegando hasta las 10.000 copias durante la fase estacionaria
encuentran niveles similares de proteina Fur en V. cholerae (de 2500 a 7500
copias) 220 | a razén de estos niveles tan elevados es incierta, pero la tendencia de
Fur a polimerizarse a lo largo del duplex de DNA, la gran cantidad de genes que
regula Fur (mas de 90 en E. coli) o la posible funciéon de tampdn para el ion

ferroso, hace pensar que la necesidad real de ésta proteina sea mayor.

7.2.1. Represion génica e interaccion con el DNA

El modelo mas habitual propone que la proteina Fur es un apo-represor que
requiere la unién del ion metélico co-represor Fe*". El complejo Fur-Fe?* en forma
de dimero se une a determinadas regiones del DNA situadas en la regién
promotora denominadas cajas Fur (iron box o Fur box) que normalmente se
encuentran entre las regiones -35 y -10 de los genes regulados por hierro. Cuando
hay Fe?, Fur se une a dichas regiones de manera que impide el acceso fisico de la
RNA polimerasa y con ello la transcripcion de los genes. Por el contrario, en
condiciones de baja disponibilidad de hierro, Fur en forma de apo-proteina no es
capaz de unirse a sus secuencias diana, permitiendo que la RNA polimerasa lleve a
cabo la transcripcién (Figura 1.14).
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Baja concentracicn de hierro
-FLiF

Expresion de
genes regulados
por Fur

Figura 1.14. Representacion esquematica de la represion génica llevada a cabo por Fur. A medida
que el hierro se encuentra disponible para la célula bacteriana, el cofactor Fe** se une a los
mondémeros apo-Fur y éstos nuevos mondémeros Fur-Fe** dimerizan. Los dimeros Fur-Fe*'
reprimen la transcripcion uniéndose a la caja Fur de los genes diana, bloqueando de esta forma la
unién de la RNA polimerasa. Adaptado de L

A pesar del gran numero de estudios realizados para determinar la secuencia

consenso de unién de la proteina Fur al DNA ***%%

, ho puede definirse una
secuencia universal reconocida por todas las proteinas Fur. No obstante, estos
estudios han permitido extrapolar una secuencia que parece repetirse en la
mayoria de los casos, definida como una secuencia palindrémica ricaen Ay T

(Figura 1.15).
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A
GATAATGATAATCATTATC
CTATTACTAATAGTAATAG

B

GATAATGAT A ATCATTATC
CTATTACTA T TAGTAATAG
C

GATAAT GATAAT GATAAT
CTATTA CTATTA CTATTA

GATAATGATAATCATTATC CGATAATGATAATCATTATCa
CTATTACTATTAGTAATAG aCTATTACTATTAGTAATAGL
R e S

S — S
Figura 1.15. Sitio de unién de Fur. A. Secuencia consenso de 19 pb del sitio de unién de Fur en E.
coli. B. Modelo de unién clasico. Se muestra cada mondmero uniéndose a una secuencia de 9 pb
repetida e invertida (sefialada con flechas), con un par de bases A:T en medio. C. Modelo
hexamérico. La unidad de reconocimiento es la secuencia 5’-GATAAT-3’. No esta claro como el Fur
se une a esta secuencia, se ha sugerido que cada hexamero es reconocido por un solo dimero. D.
Modelo de unidn con dimeros solapados. Cada mondmero se une a un hexamero invertido, se
requerian dos dimeros para unirse a la secuencia consenso de 19 pb. Los pares de bases C:G

espaciadores se han marcado en negrita. A la derecha se muestra el modelo 7-1-7 descrito para B.
subtilis ***

Ensayos de proteccion del DNA con la proteina Fur de E. coli frente a la digestion
con la DNAsa | definieron la caja Fur como una secuencia palindrémica de 19 pb:
GATAATGAT (*/r) ATCATTATC (Figura 1.15B) ***. A parte de que no se encontré
esta secuencia exacta en ningun sitio de unién a Fur (normalmente en E. coli
coinciden sélo 11 de los 19 pb ?*°), este modelo no explicaba por qué muchas
veces Fur protegia una regién mas grande que la caja, como en el caso del
promotor del operdn aer para la sintesis de la aerobactina donde Fur se une a una
b 2% y parece polimerizarse alrededor de la hélice de DNA

. Por ello este modelo fue revisado y se realizaron estudios mas detallados
227

region de hasta 100 p
206

usando oligonucledtidos sintéticos ““’. Los resultados obtenidos llevaron a la
reinterpretacion de la secuencia de la caja Fur como un minimo de tres
repeticiones del motivo NAT(*/1)AT, sin importar su orientacion 227 (Figura 1.15C).

Se describié que multiples repeticiones (mas de tres) del motivo hexanucleétido
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permitian una mayor unién de Fur; asi por ejemplo, en la region de union de P,

se identificaron 18 tandems %%

. Pese a ello, esta interpretacién de la regién de
interaccion de Fur con el DNA no explicaba exactamente como los dimeros de
dicha proteina se situaban individualmente en la doble hélice, ni cuantas
repeticiones del motivo de 6 pb eran necesarias para unir un Unico dimero de Fur
221 Nuevas propuestas revisadas justifican el solapamiento entre dimeros y
explican su disposicion a lo largo del DNA. Este nuevo modelo propone que la
secuencia consenso se compone de motivos solapantes de 13 pb distribuidos
como “6-1-6” en E. coli ** **® (Figura 1.15D). De esta forma, se permite la unién de
dos dimeros de Fur por caja situados en caras opuestas del DNA y desplazados
aproximadamente media vuelta de hélice. Ademas, el solapamiento entre las
secuencias de unién hace posible la adicién de nuevos dimeros permitiendo la
polimerizacién de la proteina Fur unida al DNA. Asi se explica también la extensa
proteccion frente a la DNAsa en los estudios de footprinting observados con el Pge,
de E. coli.

Aunque la caja Fur de E. coli se usa como estandar para comparar las secuencias
de union de otras proteinas Fur no esta claramente conservada en todos los
organismos. Por ejemplo, en B. subtilis, la caja Fur es una secuencia invertida y

222

repetida con una configuracién “7-1-7” En Y. pestis, consiste de dos

22 Una

repeticiones invertidas, AATGATAAT, separadas por un unico nucleétido
caracteristica comun entre las distintas cajas Fur es el elevado numero de
nucledtidos A/T relativo al de G/C, es por ello que, en H .pylori, con un genoma
rico en A/T (aproximadamente el 60%) la definicion de una caja Fur consenso es
mas complicada. Asi, estudios basados en la alineacién de varios genes regulados
por Fur en esta bacteria definen la caja Fur como: NNNNNAATAATNNTNANN %%,
Se cree que en este caso la unidn de Fur no depende tanto de la secuencia de
reconocimiento como de la conformacién estructural global de la secuencia del

promotor .

7.2.2. Activacion de la expresion génica

7.2.2.1. Regulacién indirecta a través de RNAs pequenos. El SRNA RyhB de
E. coli

El modelo anteriormente descrito explica la represidn de los genes regulados por
Fur cuando hay disponibilidad de hierro y justifica la activacion de dichos genes en
condiciones de deficiencia de hierro. Por el contrario, existen otros genes cuya
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regulacién por Fur parece ser positiva y no negativa, ya que su expresion se

5,231, 232

induce en abundancia de hierro . Este es el caso de ciertos genes de E. coli

como las ferritinas (ftnA y bfr) y la superdxido dismutasa dependiente de hierro

23223 | os estudios globales de transcriptémica y protedmica

(sodB), entre otros
evidencian aun mas la actuacién de Fur como un regulador positivo. Asi por
ejemplo, andlisis protedmicos de mutantes fur de V. cholerae han revelado
numerosas proteinas que requieren Fur y hierro para su expresiéon %4 En muchos
casos se ha descrito que esta regulacion positiva ejercida por Fur es indirecta y
estda mediatizada por la represion dependiente de Fur de un RNA pequefio
antisentido (sRNA). Este actla en trans a nivel postranscripcional, inhibiendo la
traduccién del mRNA de los genes que regula 2*°.

En este sentido, el primer sRNA regulado por Fur y el mejor caracterizado es el
RyhB de E. coli que tiene un tamafio de 90 nt y esta controlado negativamente por
Fur en presencia de hierro. Por el contrario, en condiciones de limitacion de hierro
o en un mutante fur defectivo, la expresién de ryhB se incrementa provocando

236 | os genes diana de RyhB

una disminucién de la traduccién de sus mRNAs diana
incluyen aquellos previamente observados bajo el control positivo de Fur, como
acnA (aconitasa A), fumA (fumarasa A), sdhCDAB (succinato deshidrogenasa), bfr
(bacterioferritina) y sodB (FeSOD) 2%

regulacién positiva mediatizada por RyhB puede tener un papel mas relevante y

. Estudios posteriores han sugerido que la

afectar a un gran numero de genes no esenciales relacionados con el metabolismo
del hierro %°.

El mecanismo de accién de RyhB (Figura 1.16) se basa en su emparejamiento con
una secuencia cercana o en el mismo RBS de los mRNA que regula. La chaperona
de RNA llamada Hfqg facilita la formacién del duplex sSRNA-mRNA, controlando el
acceso del sRNA hacia las regiones de complementariedad en el mRNA diana 2*’. A
continuacion, RyhB estimula activamente la degradaciéon del complejo RyhB-
mRNA gracias al reclutamiento de un complejo llamado degradosoma formado
por la RNAsaE, una fosforilasa polinucleotidica, una enolasa y una helicasa de RNA

238 239,240\ asta degradacion

. La RNAsaE degrada simultdneamente ambos RNAs
acoplada sirve de mecanismo intrinseco para inactivar RyhB. De hecho, en
condiciones de hierro abundante, cuando la expresion de RyhB disminuye, el nivel
de sRNA desciende rapidamente. La destruccion de RyhB restaura la expresion de
las proteinas que usan hierro, las cuales secuestran este elemento tan pronto esté

disponible 235,239,240
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Figura 1.16. Mecanismo de actuaciéon de RyhB durante la escasez de hierro. A. En condiciones de
hierro abundante, la proteina Fur activa reprime la transcripcién de RyhB posibilitando B. la
traduccion de proteinas no esenciales que utilizan hierro es posible. Cuando el hierro escasea, (1)
Fur se desactiva y ryhB se expresa rapidamente. (2) la chaperona Hfq estabiliza RyhB. (3) El sRNA
RyhB se empareja con el mRNA diana y bloquea la traduccién. (4) El degradosoma reconoce el
complejo RyhB-mRNA y degrada ambos RNAs simultdneamente (5). Adaptado de Masse et al.,
2007.

7.2.2.2. Otros sRNAs que controlan el metabolismo del hierro

Como se ha comentado anteriormente, otros mecanismos similares de regulacién
a través de sRNAs se han descrito en diversas especies bacterianas después del
descubrimiento de RyhB (Tabla 1.4). La secuencia del RNA ryhB, como también la
region upstream inmediata que incluye los sitios -35, -10 y la caja Fur, se
encuentran altamente conservadas en Salmonella y Klebsiella, y en menor medida
en Y. pestis y V. cholerae ***. Otras secuencias que comparten con ryhB elementos
del promotor y la regidon central conservada (nucledtidos 35-61) se han
identificado en los genomas de Yersinia y Salmonella, sugiriendo que estas
2% Este dato ha
sido confirmado para S. Typhimurium ya que se ha comprobado que en esta

bacterias pueden codificar dos moléculas RyhB-like diferentes
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especie existen dos RNAs reguladores (RfrA y RfrB (RNA for Fur response))

asociados al hierro 2% 2%

. En el mismo estudio, Ellermeier et al. demostraron que
estos dos sRNA son, conjuntamente, los responsables de la represion del gen sodB
en una cepa fur deficiente.

En P. aeruginosa también se han identificado dos RNAs antisentido situados en
tandem, PrrF1 y PrrF2, que si bien no son homdlogos a nivel de secuencia con
RyhB, si lo son a nivel funcional y modulan genes relacionados con el metabolismo
del hierro **. Asimismo, en Neisseria meningitidis se ha descrito la presencia de

24 En ésta bacteria,

un sRNA antisentido denominado NrrF, homdlogo a RyhB,
Fur activa indirectamente la transcripcién de algunos genes como sdhA y sdhC a

través de la represion de NrrF en abundancia de hierro.

Resumen de sRNAs y RNAs reguladores que controlan el metabolismo del
Tabla 1.4 [N Y & .

Especie RNA regulador Diana Referencia
Vibrio anguillarum  RNAa (650 nt) Transporte de hierro 4
Escherichia coli RyhB (90 nt) Proteinas que usan hierro, 235,236,242

hierro libre intracelular,
adaptacion a la escasez de

hierro
Salmonella RfrAy RfrB Regulacién de sodB 243,294
typhimurium
Pseudomonas PrrF1y PrrF2 Proteinas que usan hierro s
aeruginosa (110 nt)
Neisseria NrrF Controla sdh 2
meningitidis
Vibrio cholerae RyhB (200 nt) Proteinas que usan hierro, 247,288
formacidén de biofilm,
quimiotaxis
Shigella flexneri RyhB Proteinas que usan hierro, o
resistencia al acido
Synechocystis IsiR (177 nt) Estabilidad de isiA >0
Anabaena o-furA (2.2 kb) Traduccion de furA >t
7.2.2.3. Regulacién positiva directa

En numerosas situaciones no se pueden explicar todos los genes activados por Fur
solo via sRNA. Por ejemplo, en P. aeruginosa, la presencia de los RNAs PrrF no es
suficiente para explicar todos los casos de activacion génica dependiente de hierro
por Fur. Con respecto a esto, se ha demostrado que la regulacién de la principal
subunidad de la bacterioferritina (BfrB) no se altera al mutar uno o ambos

245

antisentidos PrrF “. Esto puede deberse a que su regulacion se lleve a cabo por

otro antisentido PrrF no identificado, que Fur responda a la acciéon de una
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proteina reguladora que desempefe una funcion similar a los antisentido o
porque existe realmente una activacién directa por Fur.

La regulacion a través de RyhB tampoco justifica todos los genes activados via Fur
en Neisseria meningitidis, por lo cual se supuso que existia otro mecanismo para

252, 253
A

la activacion directa de estos genes si, en este microorganismo se

describid por primera vez el papel activador directo de Fur sobre la transcripcion

253 En estos casos Fur-Fe®" se une

de algunos genes como norB, panly nuoABCDE
en la region upstream de los promotores y directamente activa su transcripcién
por la polimerasa in vitro. En semejanza, Fur cargado con hierro en H. pylori
parece ser un activador de la transcripcion del gen nifS >*.

Un caso especial en E. coli es el del gen ftnA. Los resultados confirman que éste
estd inducido por hierro de una manera dependiente de Fur aunque, a diferencia
de otros genes regulados positivamente por Fur-Fe*, la expresién de ftnA es

independiente de RyhB **°

. En su lugar la proteina histona-like H-NS es la que
mediatiza la dependencia de Fur para la expresion de ftnA a través de un
mecanismo de represion antagonizado por Fur. H-NS reprime directamente la
transcripcion de ftnA y esta represion se ve revertida por Fur. Cuando Fur ocupa
los sitios de unién de H-NS en el promotor de ftnA desplaza H-NS y evita que se

reprima la transcripcion 235

. Asi que en este caso Fur esta actuando de activador
pero no porqué reclute la RNA polimerasa sino por un mecanismo de

antirepresion.

7.2.3. Otros modelos de regulacion

En todos estos casos la actividad de unidén al DNA requiere hierro unido a la
molécula pero en algunos sistemas las proteinas Fur pueden unirse también al
DNA en ausencia del metal cofactor. Uno de los hallazgos mas interesantes, que
permanece sin explicacion, es la observacion de que mutantes Fur incapaces de
unir hierro de S. enterica contintan ejerciendo su funcion en la respuesta acido
tolerante %, rompiendo de esta forma el paradigma de la necesidad de hierro
para la interaccion de Fur con el DNA. Aunque en este sistema no se conocen qué
genes son a los que se une Fur en ausencia de hierro, o como afecta a su
regulacién. Pero la evidencia de la union de Fur en ausencia de hierro si ha sido
claramente documentada en H. pylori. En este organismo, la expresion de la
ferritina es constitutiva en un mutante fur, se ha propuesto que Fur actua de
represor en ausencia de hierro unido y la desrepresion aparece cuando Fur une
Fe®* . Estudios de uni6n al DNA in vitro postulan la disminucién, mediatizada
por hierro, de la afinidad de unién al DNA en este sitio, pero no de los sitios
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%6 Un modelo similar ha sido propuesto para

reprimidos en presencia de hierro
explicar la induccidn de sodB mediada por hierro en este mismo microorganismo.
Asi, apo-Fur se une a la regidén promotora de sodB, aunque con baja afinidad y la
unién se libera en presencia de manganeso *’. Las caracteristicas estructurales
gue distinguen estos sitios de unidon a Fur en ausencia o en presencia de su
cofactor no han sido dilucidadas. Ademds la habilidad de Fur para unirse en
distintos sitios en presencia o en ausencia de hierro también puede jugar un papel
en la autorregulacién del gen fur por un mecanismo de antirepresién en esta

misma bacteria 2°%,

7.2.4. Control del consumo de hierro por Fur en E. coli

La observacién de que Fur induce la expresidn de genes que codifican proteinas
gue contienen hierro sugiere que la biosintesis de algunas de estas proteinas se

23529 |4 respuesta iron-sparing (que

modula segun la disponibilidad de hierro
“ahorra” hierro) permite ajustar la produccion de proteinas que requieren hierro
cuando no existe suficiente cantidad de este elemento para combinarse con ellas
(Figura 1.17). Ademas la represion de procesos no esenciales que requieren hierro
incrementa el suministro de hierro para otros procesos importantes para la
supervivencia celular como por ejemplo la biosintesis de DNA, permitiendo una
utilizacion del hierro mas eficaz. Pruebas que apoyan este mecanismo provienen
de la observacion de que el contenido de hierro de los mutantes fur de E. coli esta
reducido un 70% **°. Una parte (50%) de esta reduccidon se debe a la falta de
proteinas de almacenamiento, pero la reduccidn del 20% residual se debe a los
bajos niveles celulares de Fe-proteinas **°. La habilidad de E. coli de modular la
expresion de Fe-proteinas en respuesta a la disponibilidad de hierro podria
explicar como este microorganismo consigue y tolera una reduccién de 10 veces el
contenido de hierro celular durante el crecimiento en condiciones limitantes de
hierro 2*°.

El descubrimiento de nuevas rutas iron-sparing controladas por sRNAs en otras

bacterias gramnegativas (Shigella spp., Vibrio spp., y Pseudomonas ** 24" 2%

’

ademas de la caracterizacion de un sistema funcionalmente similar en B. subtilis

261 Saccharomyces cerevisiae 262 y C. diphteriae 263 confirman la importancia de

este proceso para la adaptacion frente la limitacion de iones metalicos.
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Figura 1.17. Modelo de la interaccion de Fur y RyhB para regular el balance de hierro. El balance
entre las actividades de Fur y RyhB controla el nivel y la utilizacion del hierro intracelular. La
expresion de RyhB regula el secuestro de hierro inhibiendo la sintesis de las proteinas no
esenciales que utilizan este elemento. Cuando los niveles de hierro son suficientemente elevados
se activa Fur y se reprime el gen ryhB. Esta represién permite la expresién de proteinas que
requieren hierro que pueden volver a secuestrar dicho elemento. En este modelo, el SRNA RyhB
incrementa los niveles de hierro incluso en ausencia de expresidn de los genes para su captacion.
Fur también actua directamente sobre |la expresion de los genes para la adquisiciéon de hierro, que
regulan a su vez el nivel intracelular de este metal mediante su captacion. 28

7.3.

Como se ha comentado anteriormente, la proteina Fur es muy abundante en la
célula. De hecho, incluso en abundancia de hierro los niveles de Fur son altos, y en
condiciones de estrés férrico la concentracion de Fur se mantiene o aumenta

220

ligeramente ““". Esto sugiere que la regulacion de Fur es muy compleja y rigurosa.

7.3.1. Regulacion a nivel transcripcional

7.3.1.1. Autorepresion

El gen fur de E. coli se encuentra downstream del operdn bicistrénico fldA-fur.

Esta ordenacion la encontramos en otras bacterias como K. pneumoniae, H.

219

influenzae y Y. pestis “—. El tipo de regulacion mas generalizado es el de una

moderada autorrepresion del gen fur. En E. coli ésta se produce gracias a una caja
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4

Fur situada en la regién intergénica fldA-fur ***, como también pasa en otros

265 Cabe destacar el modelo de

microorganismos como N. meningitidis
autoregulacién del gen fur propuesto en H. pylori, que se basa en la participacion
de tres regiones operadoras. La region lll es el sitio anti-represor al que se une la
apo-proteina induciendo su propia expresion, la region Il es el sitio de represién
clasica al que se une la holo-proteina reprimiendo su expresién y la region | es un
operador bifuncional que puede actuar como sitio de represidon o activacidon en
funcion de los niveles de Fur en la célula. Se ha sugerido que la regidén | es la
encargada de mantener la homeostasis de la proteina >,

Aungue el numero de casos es menor, en algunos procariotas no se ha detectado

actividad autorreguladora de la proteina Fur como por ejemplo en Bartonella **® o

en P. aeruginosa 267,

7.3.1.2. Moduladores de la transcripcion

Ademas de la propia proteina Fur, hay otros moduladores de transcripcion que
regulan la expresion del gen fur. Este es el caso de los reguladores de respuesta al
estrés oxidativo OxyR y SoxRS. En E. coli, OxyR es un regulador que se activa en
respuesta al H,0, y activa la expresidon de Fur uniéndose a su propio promotor.
Por otra parte, SoxR también se activa en respuesta al aumento de H,0, y activa
SoxS, que a su vez induce unas 10 veces la transcripcion del operdn fldA-fur 2*°.
Esta regulacidon revela una conexion interesante entre el estrés redox y la
homedstasis del hierro. El incremento de los niveles de Fur durante el estrés
redox incrementa la capacidad de unién de Fe?* en el citosol, reprime el
transporte de hierro e induce los sistemas de almacenamiento de hierro. Estos
efectos reducen los niveles de hierro libres en el citosol durante el estrés oxidativo
y ello a su vez permite contrarrestar la toxicidad inducida por este elemento.

En E. coli, también se ha descrito la activacion de Fur mediante el complejo CAP-
cAMP, donde CAP es la proteina activadora del catabolito o proteina receptora del
cAMP, lo que sugiere un nexo entre la regulacion de los niveles intracelulares de
hierro y el estado metabdlico de la célula **.

Por otra parte, se ha demostrado la participacion de algunos homoélogos de la
familia Fur en la regulacion del gen fur. Este es el caso de PerR, uno de los tres
homdlogos de Fur en B. subtilis implicado en la respuesta al estrés oxidativo, que

reprime la expresion de Fur cuando se une al co-represor Mn?* 268,
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7.3.2. Regulacidn a nivel postranscripcional

En E. coli también se produce la regulacién indirecta de Fur a nivel
postranscripcional. En este organismo se ha detectado que la traduccién del
mRNA de fur esta acoplada a la del transcrito uof (upstream open reading frame),
situado delante del gen fur. Por otra parte, la traduccidon de uof esta regulada
negativamente por el RNA antisentido RyhB. En condiciones de estrés férrico,
RyhB se expresa y reprime en trans la traduccién del transcrito del gen uof, con lo
gue interfiere indirectamente en la expresién de fur asegurando su inhibicién en
deficiencia de hierro 2*°.

7.4.

7.4.1. Sistemas de deteccidn de genes regulados por Fur

Para identificar los genes cuya expresion esta regulada por Fur se han utilizado
diversas técnicas bioquimicas y genéticas. Una de las mas habituales es la
obtencién de mutantes en los que se ha inactivado la expresidn del gen fur para
estudiar el fenotipo de la cepa mutante con respecto a la salvaje. Sin embargo, en
ciertos organismos esto no ha sido posible ya que fur es un gen esencial para su
supervivencia y los mutantes no son viables, como por ejemplo en P. aeruginosa
20 N. gonorrhoeae ov. anguillarum 272

Los avances en el campo de la gendmica asi como la secuenciacidn completa de
los genomas de diversos organismos ha permitido el desarrollo y la aplicacién de
los microarrays de DNA o RNA, una técnica muy potente para visualizar cambios
globales en la expresién génica de un organismo ante distintas condiciones
nutricionales y/o ambientales, o bien para comparar el perfil de expresion de
cepas mutantes respecto a las salvajes. De esta forma se ha analizado la expresién
diferencial del genoma en funcién de la disponibilidad de hierro y Fur en diversos

273 252 257 pasteurella

, Mycobacterium tuberculosis ***, Pseudomonas aeruginosa *’* o
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microorganismos como E. coli *’°, N. meningitidis ¢, H. pylori

multocida **°
Synechocystis “>. Toda esta serie de trabajos han permitido identificar un extenso

y variado grupo de genes cuya expresion depende de los niveles de hierro.

7.4.2. Elreguldn Fur

La proteina Fur es un regulador clave del metabolismo del hierro en procariotas °.
Inicialmente, se supuso que su funcion fisioldgica se limitaba a la regulacién de
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genes relacionados con la adquisiciéon de hierro, pero estudios posteriores han
determinado que el control de Fur se extiende a un gran nimero de genes en E.
coli (cyoA, flbB, fumC, gmpA, metH, nohB, nrdH, purR y sodA) implicados en
multiples procesos celulares (respiracion, quimiotaxis por flagelos, ciclo TCA,
glicdlisis, biosintesis de metionina, encapsidacion de DNA fagico, metabolismo

276, 277

purinico y resistencia al estrés redox) . Asi que Fur puede considerarse como

un verdadero regulador global del metabolismo bacteriano.
7.4.2.1. Homedstasis del hierro

Como ya se ha mencionado anteriormente, el grupo mas importante de genes
regulados por Fur, por ser el mds numeroso y ampliamente extendido entre
procariotas de distintos géneros es el que engloba a los genes relacionados con la
adquisicion de hierro, que incluye tanto a los sistemas de captura de hierro como
a los de transporte, imprescindibles para la internalizacién del metal en la célula.
El gran numero de genes controlados por Fur no se limita a las bacterias
gramnegativas sino que la captacién de hierro también se regula por Fur en el
organismo grampositivo B. subtilis. Analisis de microarray globales han permitido
identificar 20 operones regulados por Fur, la mayoria involucrados en Ila
adquisicién de hierro 2%

Innumerables estudios han demostrado que, como en E.coli y B. subtilis, Fur juega
un papel esencial en los sistemas de adquisicion de hierro y otros muchos
procesos homeostaticos en un gran numero de patdgenos bacterianos. En P.
aeruginosa Fur regula la produccion de los siderdforos pioverdina y pioquelina 279,
En S. aureus un sistema de transporte de sideréforos y genes para la captacion de

280, 281

ferricromo también estan regulados por Fur . A parte, también regula genes

involucrados en la adquisicién de hierro desde fuentes del huésped como el grupo

hemo y la transferrina. La proteina Fur de V. vulnificus regula la utilizacion de

282

hemo “°°, mientras que Haemophilus ducreyi utiliza este metaloregulador para

28 La proteina

controlar la expresidn de una proteina de union a la hemoglobina
Fur no solo juega un papel en la adquisicion de hierro en patégenos animales sino
gue también es importante en patégenos de plantas como Pseudomonas syringae
en la cual reprime la produccién de sideréforos 2845 en Bradyrhizobium japonicum

donde controla irr, el regulador de la ruta biosintética de hemo 2> ¢,
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7.4.2.2. Virulencia

Fur esta implicado en la expresion de factores de virulencia asociados con el éxito
infectivo de numerosos patégenos. Para muchas bacterias patégenas, la
deficiencia de hierro que se encuentran en el interior del huésped es interpretada
como una sefal de su entrada que desencadena la expresién de sideréforos vy
otros factores de patogenicidad como las toxinas tipo “Shiga” en E. coli, la
endotoxina A en P. aeruginosa, la hemolisina en V. cholerae, o la toxina diftérica

221,279, 287 1| 54 accidn de diversos factores de virulencia, como

en C. diphteriae
dichas toxinas, podria permitir el acceso a fuentes de hierro, como la ferritina o el
grupo hemo de la hemoglobina, ubicadas en el interior de las células del huésped
221

Asi, el gen iha que codifica un regulador de la produccién de adhesinas en Y. pestis
o E. coli presenta una caja Fur, de forma que estas proteinas se sintetizan cuando
hay escasez de hierro en el medio, como en el caso anterior, éste podria ser el
mecanismo indicador de la entrada en el huésped.

La quimiotaxis, que parece jugar también un papel importante en la patogénesis
de distintos microorganismos, también se encuentra regulada por Fur. Se ha
destacado, por ejemplo, la presencia de cajas Fur en los promotores de genes
implicados en todos los procesos de regulacion y transduccion de sefial de

quimiotaxis tanto en E. coli como en V. cholerae Schmitt 22,

7.4.2.3. Resistencia frente a la acidez

La resistencia a pH acido es un paso importante en la virulencia de determinados

26, 289, 290

patégenos como S. typhimurium o H. pylori Muchos sistemas de

regulacién global se ven implicados en la respuesta al estrés por pH acido, como

21 |a implicacién de este dltimo se ha

26, 257, 290, 292

RpoS, OmpR, PhoP, y también Fur
demostrado tanto en S. Typhimurium como H. pylori , comprobandose
en el primero que su actuacién es independiente de la presencia de hierro
intracelular y que ademas, las dos funciones, la de regulador de la tolerancia a
acido y la relacionada con el transporte de hierro, pueden separarse

funcionalmente %,
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7.4.2.4. Respuesta al estrés oxidativo

En este caso se ha descrito que la proteina Fur es capaz de interaccionar con los
promotores de diferentes genes implicados en la detoxificacién de los derivados
reactivos del oxigeno. La superdxido dismutasa dependiente de manganeso,
codificada por el gen sodA de S. Typhimurium, E. coli o P. aeruginosa *** forma
parte del reguldn Fur, asi como la superéxido dismutasa dependiente de hierro
(SodB) %2 2% 3unque en este caso su sintesis se ve incrementada en presencia
de hierro. Por otra parte, los principales reguladores de la respuesta al estrés
oxidativo en E. coli, OxyR y SoxRS, inducen la expresiéon de Fur con lo que se
demuestra nuevamente el papel activo de Fur en la respuesta al estrés oxidativo
219,29 ppy cualquier caso, el sentido bioldgico de esta activacién se ha de buscar en
la necesidad de evitar el dafio que puedan causar los radicales libres generados
cuando la concentracion de hierro intracelular es elevada. También se ha
demostrado la implicacién de Fur en la defensa frente a las especies reactivas de

nitrégeno en E. coli **’.

7.4.5.5. Metabolismo energético

La inactivacion del gen fur de E. coli lleva a la incapacidad de crecer en fuentes de

146

carbono no fermentables ~, lo que sugiere un defecto en la respiracion. Genes

relacionados con el metabolismo intermediario como la aconitasa A (acnA), la
fumarasa (fumA) y el operdn succinato deshidrogenasa (sdhCDAB), entre otros,

estan regulados indirectamente por Fur a través del RNA antisentido RyhB s

e
especula que el control dependiente de Fur de los complejos respiratorios que
contienen hierro representa un mecanismo homeostatico por el cual la
producciéon de esta serie de proteinas ricas en hierro se regula en funciéon de la

disponibilidad de dicho elemento (respuesta iron-sparing) 273,
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I.Objetivos

El principal objetivo del presente trabajo ha sido tener una vision global del
regulon Fur en el patégeno intracelular S. enterica serovar Typhimurium y la
relacion de este regulador con los mecanismos de virulencia de dicho
microorganismo. Para conseguirlo se ha utilizado un microarray genémico que ha
permitido la comparacion de los patrones de expresion génica entre una cepa de
Salmonella enterica salvaje con los de una cepa mutante deficiente en el gen fur,
asi como los de una cepa salvaje creciendo en condiciones de escasez de hierro.

Los objetivos parciales de la presente tesis doctoral han sido:

Determinar la red de regulacidén génica dependiente de la proteina Fur

- Diferenciar dentro de la red génica aquellos genes regulados de manera
directa o indirecta por Fur.

- Determinar la forma de regulacidén de Fur sobre la isla de patogeneicidad 1 de
Salmonella (SP11)
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lll.Material y Métodos

1.Cepas bacterianas, plasmidos y condiciones
de cultivo

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados y construidos en este estudio
estan listados en la Tabla Ill.1. Las cepas de E. coli y S. Typhimurium fueron
crecidas en condiciones de aerobiosis en los medios (Annexo A.1): LB (Luria-
Bertani), TB (Terrific Broth), BHI (Brain-Heart Infusion), SOB (Super Optimal Broth)
o SOC a 20, 37, 30 o 432 C. Cuando fue necesario se afiadieron en el medio de
cultivo los antibidticos ampicilina (Amp), kanamicina (Km) o cloramfenicol (Cm) a
las concentraciones finales de 50 0 100 ; 50 o 150; y 34 pug/ml para las cepas de E.
coli y S. Typhimurium, respectivamente. Para los estudios en condiciones de
escasez de hierro se afiadié el quelante EDTA (acido etilendiaminotetraacético) al
LB a una concentraciéon de 1,5 mM, 30 minutos antes de la inoculacidon de las
células de S. Typhimurium.

Tabla lll.1 Cepas y plasmidos utilizados

Nombre Caracteristicas Referencia
Cepas de S. typhimurium
ATCC 1408 Cepa de referencia ATCC®
LB 5000
LB 5000 LB 5000 que contiene el plasmido TS pKOBEGA,; AmpR
UA 1827 LB 5000 que contiene el plasmido TS pcp20; AmpR
SV 5015 SL 1344 pero His"
UA 1779 ATCC 14028 Afur::cat; Cam"
UA 1875 SV 5015 que contiene el pldsmido TS pKOBEGA; AmpR
UA 1880 SV 5015 Afur::cat; Cam®
UA 1881 SV 5015 ArfrA::kan; Kan®
SV 5015 ArfrA
UA 1882 SV 5015 ArfrB::kan; Kan"
SV 5015 ArfrB
UA 1883 SV 5015 ArfrA::kan ArfrB; Kan®
SV 5015 ArfrA ArfrB
UA 1884 SV 5015 Afur::cat ArfrA::kan ArfrB; Cam" Kan®
UA 1891 SV 5015 AhilD::kan; Kan®
UA 1892 SV 5015 Afur::cat AhilD::kan; Cam" Kan®
UA 1888 SV 5015 Py;p::kan; Kan®
UA 1889 SV 5015 Pyp+::kan; Kan®
UA 1890 SV 5015 Afur::cat Pyp::kan; Cam® Kan®

SV 5015 Afur::cat Ppyp~::kan; Ca m" Kan"
Cepas de Escherichia coli
supE4 NlacU169 (80 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-
1relAl
BL21(DE3)pLysE F ompT hsdSg (rg mg) gal dcm (DE3) pLysE; Cam"®
BL21(DE3)pLysS F ompT hsdSg (rg mg) gal dcm (DE3) pLysS; cam® Stratagene

DH5-a Clontech
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continuacion Tabla Ill.1

Nombre

Caracteristicas

Referencia

Plasmidos

pGEM®-T
pET15b

PGEX-4T-1

pKOBEGA
pKD4

pCP20
pGEM_P0031
pGEM_P0190
pGEM_P0363
PGEM_P0581
pGEM_P0820
pGEM_P1190
pGEM_P1192
pGEM_P1255
pGEM_P1303
pGEM_P1584
PGEM_P1587
PGEM_P1588
pGEM_P1777
pGEM_P2086
pGEM_P2097
pGEM_P2196
pGEM_P2197
pGEM_P2374
PGEM_P2782
PGEM_P4535
pGEM_P0368
pGEM_P0732
pGEM_P0740
pGEM_P0964
pGEM_P1092
pGEM_P1143
pGEM_P1170
pGEM_P1499
pGEM_P1570
PGEM_P1625
PGEM_P1671
pGEM_P1732
pGEM_P2035
pGEM_P2036
pGEM_P2037
pGEM_P2038
PGEM_P2065
PGEM_P2186
PGEM_P2246
PGEM_P2328
PGEM_P2454
pGEM_P2470

Vector de clonacion para PCR; AmpR
Vector de expresion con cola de histidinas; AmpR

Vector de expresion con GST; AmpR

bla Pgap gam bet exo pSC101 oriTS; AmpR

bla FRT kan FRT PS1 PS2 oriR6K; Amp®, Kan®

bla cat cI875APgflp pSC101 oriTS; Amp", Cam®

PGEM-T con un fragmento de 305 pb del Pyy3; (-265 a +40)

PGEM-T con un fragmento de 244 pb del Py;4, (-190 a +55)

PGEM-T con un fragmento de 370 pb del Py343 (-299 a +71)

PGEM-T con un fragmento de 295 pb del Pysq; (-254 a +41)

PGEM-T con un fragmento de 302 pb del P44 (-249 a +53) (STM0820)
PGEM-T con un fragmento de 300 pb del P;;4, (-251 a +49)

PGEM-T con un fragmento de 305 pb del P, (-250 a +55) (STM1192)
PGEM-T con un fragmento de 271 pb del P55 (-250 a +21)

PGEM-T con un fragmento de 296 pb del P, (-252 a +44) (STM1303)
PGEM-T con un fragmento de 303 pb del P,,,» (-255 a +48) (STM1584)
PGEM-T con un fragmento de 303 pb del P54, (-242 a +60)

PGEM-T con un fragmento de 246 pb del P;545 (-207 a +39)

PGEM-T con un fragmento de 310 pb del Pyema (-266 a +44) (STM1777)
PGEM-T con un fragmento de 403 pb del P4, (-277 a +126) STM2086)
pGEM-T con un fragmento de 427 pb del P45 (-304 a +126) (STM2097)
PGEM-T con un fragmento de 300 pb del P,;4; (-248 a +52)

PGEM-T con un fragmento de 318 pb del P,;4;, (-236 a +82)

PGEM-T con un fragmento de 226 pb del P,37, (-193 a +33)

PGEM-T con un fragmento de 314 pb del P,,;514 (-284 a +39) (STM2782)
PGEM-T con un fragmento de 203 pb del P4s535 (-147 a +56)

PGEM-T con un fragmento de 310 pb del P,,5 (-256 a +54) (STM0368)
PGEM-T con un fragmento de 309 pb del Pyy,c (-246 a +63) (STM0732)
pPGEM-T con un fragmento de 318 pb del P 44 (-191 a +127) (STM0740)
PGEM-T con un fragmento de 298 pb del Py,;4 (-249 a +49) (STM0964)
PGEM-T con un fragmento de 269 pb del Py, (-222 a +47)

PGEM-T con un fragmento de 282 pb del P 5 (-236 a +46) (STM1143)
PGEM-T con un fragmento de 287 pb del P,y (-250 a +37) (STM1170)
PGEM-T con un fragmento de 303 pb del P49 (-253 a +50)

PGEM-T con un fragmento de 276 pb del Py, (-248 a +28) (STM1570)
PGEM-T con un fragmento de 359 pb del P44,5 (-301 a +58)

PGEM-T con un fragmento de 287 pb del P57, (-254 a +33)

PGEM-T con un fragmento de 289 pb del P, (-249 a +40) (STM1732)
PGEM-T con un fragmento de 299 pb del P, (-250 a +49) (STM2035)
PGEM-T con un fragmento de 306 pb del Py, (-212 a +94) (STM2036)
PGEM-T con un fragmento de 300 pb del P,q,r (-251 a +49) (STM2037)
PGEM-T con un fragmento de 301 pb del Ppg 4 (-251 a +50) (STM2038)
pPGEM-T con un fragmento de 267 pb del P,us4 (-237 a +30) (STM2065)
PGEM-T con un fragmento de 318 pb del P,;4; (-268 a +58)

PGEM-T con un fragmento de 308 pb del P,,» (-255 a +53) (STM2246)
PGEM-T con un fragmento de 306 pb del P,,,,4 (-256 a +50) (STM2328)
PGEM-T con un fragmento de 308 pb del P, (-250 a +58) (STM2454)
PGEM-T con un fragmento de 312 pb del P, (-271 a +41) (STM2470)

Promega
Novagen
GE
Healthcare
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continuacion Tabla Ill.1

Nombre

Caracteristicas Referencia

pGEM_P2532
pGEM_P2759
pUA1111

pUA1112

pGEM_PhilA
pGEM_PhilC
pGEM_P2912
pGEM_P2944
pPGEM_PcsrB
pGEM_P3150
pGEM_P3163
pGEM_P3190
pGEM_P3215
pGEM_P3217
pGEM_P3500
pGEM_P3820
pGEM_P4037
pGEM_P4257
pGEM_P4277
pGEM_P4297
pGEM_P4304
pGEM_P4305
pGEM_P4343
pGEM_P4405
pGEM_Pfur
pGEM_P0191
pGEM_P0364
pGEM_P1520
pGEM_P0443
pGEM®-T

PGEM-T con un fragmento de 300 pb del P53, (-250 a +50)

PGEM-T con un fragmento de 318 pb del P,;5, (-270 a +48)

PGEM-T con un fragmento de 337 pb del P (-282 a +55) (STM2875)
PGEM-T con un fragmento de 337 pb del Ppp+ (-282 a +55) (STM2875)
gue contiene mutaciones en la caja Fur.

PGEM-T con un fragmento de 382 pb del Py;,4 (-291 a +91) (STM2876)
PGEM-T con un fragmento de 343 pb del Py (-291 a +52) (STM2867)
PGEM-T con un fragmento de 301 pb del P,9;, (-249 a +52)

PGEM-T con un fragmento de 276 pb del P,g4, (-247 a +50)

PGEM-T con un fragmento de 297 pb del P,z (-247 a +50)

PGEM-T con un fragmento de 299 pb del P, (-250 a +50) (STM3150)
PGEM-T con un fragmento de 300 del P3;53(-250 a +50)

PGEM-T con un fragmento de 301 pb del P3;4 (-51 a +250)

PGEM-T con un fragmento de 313 pb del P3,;5 (-239 a +74)

PGEM-T con un fragmento de 302 pb del P, (-250 a +52) (STM3217)
pPGEM-T con un fragmento de 302 pb del P, (-252 a +50) (STM3500)
PGEM-T con un fragmento de 303 pb del P3g,, (-250 a +53)

PGEM-T con un fragmento de 289 pb del Py, (-250 a +39 (STM4037))
PGEM-T con un fragmento de 241 pb del Py, (-240 a +37) (STM4257)
PGEM-T con un fragmento de 274 pb del P, (-231 a +43) (STM4277)
PGEM-T con un fragmento de 295 pb del P,z (-245 a +50) (STM4297)
PGEM-T con un fragmento de 286 pb del P4z (-236 a +50) (STM4304)
PGEM-T con un fragmento de 238 pb del P43p; (-194 a +49)

PGEM-T con un fragmento de 295 pb del Psy4 (-259 a +36) (STM4343)
PGEM-T con un fragmento de 303 pb del P s (-252 a +51)

PGEM-T con un fragmento de 366 pb del P, (-296 a +70) (STM0693)
PGEM-T con un fragmento de 365 pb del Pg,,4 (-299 a +66) (STM0191)
PGEM-T con un fragmento de 229 pb del Py, (-188 a +41) (STM0364)
PGEM-T con un fragmento de pb del P4 (a ) (STM1520)

pGEM-T con un fragmento de pb del P4 (a ) (STM0443)

Vector de clonaciéon para PCR; AmpR Promega

2.Manipulacion de acidos nucléicos

Las técnicas de biologia molecular empleadas en este trabajo se realizaron

siguiendo los protocolos ya descritos por Sambrook et a

298
I. 7%

Las extracciones de DNA cromosdmico se llevaron a cabo mediante el kit Easy-

DNA™ (Invitrogen) siguiendo las especificaciones del fabricante. Para las

extracciones de DNA plasmidico se utilizaron: el kit GeneJet™ Plasmid Miniprep

Kit (Fermentas) siguiendo las especificaciones del fabricante para extracciones a

baja escala de vectores derivados de pGEM-T®; o mediante los procedimientos

descritos en los anexos A.2 y A.3 en el caso de otros vectores des de cepas de E.
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coli o S. Typhimurium, o de la necesidad de extraer DNA a mayor escala,
respectivamente.

Para la purificacion de DNA, en solucién o a partir de geles de agarosa, se utilizé el
kit comercial illustra™ GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare),
siguiendo las especificaciones del fabricante. Las enzimas de restriccion (New
England Biolabs y Roche) y la enzima T4 DNA ligasa (Promega) se emplearon
segun las indicaciones de la casa comercial. Para la cuantificacién de &acidos
nucléicos en solucién se utilizaron los espectrofotémetros GeneQuant™
(Amersham Biosciences) o NanoDrop 2000c (Thermo Scientific).

Para la amplificaciéon de fragmentos de DNA mediante PCR (Polimerase chain
reaction) se utilizé el kit Exoand™ High Fidelity PCR System (Roche), siguiendo las
especificaciones del fabricante; los cuatro dNTPs (Thermo Scientific) se afadieron
a una concentracion final de 0,2 mM cada uno; los oligonucledtidos (Invitrogen)
utilizados en cada caso (Tabla Ill.2) se afiadieron a una concentracion final de 500
nM; y cuando fue necesario se afiadié BSA 0,5 mg-ml ™ para estabilizar la reaccion
de la polimerasa.

IELIERIIPA Oligonucledtidos utilizados

Nombre Secuencia

Obtencion de cepas mutantes

rfrA_P1 AGGGCCCGGAGCGTACTAAATGTACGTGAGGAGCACGAGCACTTCCCGGGGACAAAA
TGACAAGTAAGCCAGGCTGAAACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

rfrA_P2 CACTATTTCACTCATTCCTTATCTCCTGCAGGGTTAATTGTGTATTTACACTCGCTG
AGAAAGAAAATTCCGTCAACCGCATGGGAATTAGCCATGGTCC

rfrB_P1 CGGCGCTGGAGATGACCCCGTATCACGCAAAATAGCGCGGCTGAAAAAAGACCATGA
ATTCGACATGGGATAGATAGCGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

rfrB_P2 GGAAAGTGAAGTTTGTGATGTCCATCACCTTTTAGCGTCGTGGATAAAAGCGCATAA
ATATCAGGGTTGCAATCATTAATATGGGAATTAGCCATGGTCC

hilD_P1 CTCCGACTCCCGGAGAGTTATGAGATCATCCTTAGCTCGGCTCAGATAACGTTAAAG
GAGCGCGTTTACAACATTATATCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

hilD_P2 TAGTTTTAAAATATTTTTTGAAACATTGAATGAAGTAGGACGTGCTATCATAACCAC
ATTTTAATGCTACAGCATTAACACATATGAATATCCTCCTTAG

PhilD_P2 GCGATGTCTGTCGTTCTCGATAGCAGCAGATTACCGCACAGGACACAGGGATTCCTG
ATGAAAATAGAATGAAAAGTGAGATGGGAATTAGCCATGGTCC

PhilD_P1 AGTAGTTTAAGCCCCAATGGGGATGATGGTTCTTTTAATATGTGTTGAGACGCATTA
TACAGAATAAATTGATTTTATTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

PhilD*_P1 AGTAGTTTAAGCCCCAATGGGGATGATGGTTCTTTTAATATGTGTTGAGACGCGCCG

CACAGAACGGGCTGATCCCGCTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
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continuacion Tabla I11.2

Nombre Secuencia Nombre Secuencia

Promotores

PfhuA_up CAATTAATCACGGTAATAGTGCC PfhuA_dw TGTGGCTACTACAACTGCG
PfoxA_up GCTGCGTGACGCGTCTCTTAC PfoxA_dw GCCATACGCGTTGTCGCAAAC
PmarR_up CAGTGTGCAAGTTAATATCC PmarR_dw AAATAGTTATTTAACAGGCG
P2197 up ATATCAAGGCAACTCTCCATCG P2197_dw TGACGGCATTAAATAACGTTTCC
PhemA_up ACAGGTGCCGTTTTATGG PhemA_dw  TTACGCTTATCAGGCCTG
P4547 up ACTCAGCAATATGAATGAAGGGC P4547 dw AAGGCCTTCCTGTATAAGAGG
Pmigl4_up CATACGCGGATGTGCAGATC Pmigld_dw CCAGCGGGTTAATATACGC
P0363_up GATGGTCGCGATATGGTG P0363_dw ATGAAGTCGCTGACGGAAAAG
P1588 up TTCATCATTCAGATCGCG P1588_dw GGTCAGGCTTATATGTTG
P0O031_up CATTGTAAGTGTGCGTGC P0031_dw AGGCCTTGCGCCATAATTC
P2374 up CGTGAACCATTCCTTTGCC P2374_dw TGCACGATGCCAGTCTTGG
P1255_up GTCGGGTGGGAAGACGC P1255 dw TTGTTTCTCCCGGCGCAGC
P4535_up CCTGACCTTCGAAACAGAAC P4535_dw TTTAAAACTCCGCTGGCC
P1190_up TTCCAGCAGCGCGCGACGC P1190_dw TGAGCGGTACGAACCGGATC
PansP_up CTGGCGTCTTATCTGGC PansP_dw TCGTTTCGCCGCATGTTG
P1587_up CGTGTATAGCTGCTTCACAC P1587_dw GAAGGTCAGAGGCAATAAG
P0190_up ACGATCCGGCGAATACG P0190_dw CAGGACGTGACGGTTTC
PrfrB_up CTGAAACGAGTGTTGACTGC PrfrB_dw TTCAAGATTACCGGCGTAGG
PrfrU_up CTGGATTCAGCTAGATTTACG PrfrU_dw AGCGTGTACCTTGCTACAG
PcyoA_up CCCACTTACAGACCTCATCC PcyoA_dw TTGCTCCAGTCCAATCTGTC
PmoaA_up GTAAAAGTGTGATTTTCACG PmoaA_dw AAACGCAAGTAGTAAAAC
PplsX_up GACGCTCTGACCGCAGTCAC PplsX_dw CGGAAGGACCAAAATCGCCC
PastC_up CCAGAATTATATTTGGCAAC PastC_dw ACCATCCATTCATCAAAG
PmelR_up TTGCACATGTGCGGGTCG PmelR_dw ACCTTCATGGTGGCACGCG
PdcuS_up AGTTTCATGGGGCGTTTG PdcuS_dw TAAAATGTGATACCGCATACG
P1625_up GTTCGCCATAATGTCATGCC P1625_dw CAAATGTATGAAGGTGGCGC
P1671_up GATTTATAATCTCACGGGC P1671_dw TACTGAGATTATTATGGC
P2912_up TAATCCTGCGATATAACCG P2912_dw TAAACAGCGACATACGCTG
P3012_up CAATGACGTTGATTCCACC P3012_dw GTGGCGACTGAAACACCG
P3163_up GCCAACTGTAAGCAAATTGC P3163_dw TTTGATCGCGAAGATCGAC
P3215_up GTCGTCATTTTTTGCCTTCG P3215_dw TCTCGATCTTTGCAGCAACC
PompW _up GAACCGATGCCTGCTGTTG PompW_dw CCCATGGGTATTTATGTTC
P2759_up CGATCGCCCGATGCTTTG P2759_dw GCCGTAGCGGGCGTGCAG
P3190_up GGTAGGGCTTCCCCCAATCG P3190_up AATAAAGGTGGCGGCGCC
PfdnG_up TAAAAAATTGTCTGCGGC PfdnG_dw AATAAACTGCCACTTATAGC
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continuacion Tabla I11.2

Nombre Secuencia Nombre Secuencia
PnuoA_up GCGAATGCCCAGTGATGAG PnuoA_dw CCCCCTGGTCGAAGAGTC
PhybO_up TCACGACGGTTAATGCCG PhybO_dw GAGAATCATTCCGGGATGG
PfdoG_up AGCGCAGATCTTAAAGAAC PfdoG_dw CGTGAGGTTGTGAAATCAG
P2186_up TCTTTATACCGGTTGCGG P2186_dw AATGGCGTAAAACCAGGC
PcydA_up ACGGCGTAATATATTTGCGG PcydA dw AAAGGACGTATACCGTTTCC
PdmsA_up ATATATCGGCTAATCCTCGC PdmsA_dw GACGGCTCACCTCGGCTG
PnrfA_up AAAAGTGATCCGTGTCCGG PnrfA_dw TAAGGCTGAAGAAACGGC
PfrdA_up GCCTATAATGGCAAGATC PfrdA_dw TTTGCGCAGGCGTATCGG
P1499_up ACTAACGTCCTGCGGCTAAC P1499_dw GAACGACACGCATAAAATTC
P2530_up CCCGCCAGCGCCAGCATGA P2530_dw TTCGGCAAGCCAGTCGGCG
P4305_up TTACTGACGTTCAGAATGCG P4305_dw GCAGTGGTAGCAAAAGGC
P3820_up CATAACAGCCCAACGGTG P3820_dw GTTGGCTATCGTTCGTTTTG
PpckA_up CTTTCTTACATGAATGCG PpckA_dw TTGATACCATAAGCCTTG
PprpB_up ATTCATCTTTAAGGGGCG PprpB_dw ATTCTCTTTAGCGAGCGC
PpocR_up ATGCGAACCAGATTCACAGC PpocR_dw TATTGACAACCACAACCGCC
PcbiA_up AACCGCTTCCTGTGCCTGC PcbiA_dw TGCCACATTTGTGGTAGGG
PpduA_up TGCGTCTTTCGCCATATC PpduA_dw  GCTGCGGTTAAGCCTTTG
PpduF_up CGGTGCCTAAAAATTCCG PpduF_dw TGATAAGTTGGCTTGTGC
PeutS_up TTGCCCGGCACAAATTCC PeutS_dw CACAAATCGAGTGATACGC
PeutR_up CTTCGGGTAACGCTTCATG PeutR_dw AGAAAGCACCCCAGGTAC
PphsA_up CTGCAAAAAAGAACGACG PphsA_dw TACGTGTTATTGGAATTG
PcsgB_up AGGTGCGCGATACACTATC PcsgB_dw GCGCACCCAGTATTGTCAAC
PmviN_up TGGCGGTAGTAATTCATCG PmviN_dw CTTTTGTATTCCAGACCCTG
PsiiA_up ACTCATCTTTGTTGTGGG PsiiA_dw CAACAAAACTAGGCCACGG
PsopB_up TAATGAGGAAACGCTTCTG PsopB_dw CGAATATTCTTCGTCACGG
PhilA_up GCGCTGACTCTCTCTGCACC PhilA_dw TCTGAGCGTAGCAGGGAGCC
PhilC_up TGCAGAAAATGCACCATGCC PhilC_dw GGTGATTATTGCTAATGGCC
PhilD_up GCAGCAGATTACCGCACAGG PhilD_dw AGTTATCTGCGGCAGGACGC
PcsrB_up AGCCTTTCCTTGTAACACC PcsrB_dw GTAATCGTTTGCCCTAACAG
PhilD_-205_up  TGTATAATGCGTCTCAACAC PhilD_-51_up  TCAGTAGGATACCAGTAAGG
PhilD_-158_dw  CCAATGGGGATGATGGTTC
PhilD* _up AGGGATTCCTGATGAAAATAGAATGAAAAGTGAGAAGCGGGATCAGCCCGTTCTGTGCG
GCGCGTCTCAACACATATTAAAAGAACCATCATCCCCATTG
PhilD*_dw ACAATGGGGATGATGGTTCTTTTAATATGTGTTGAGACGCGCCGCACAGAACGGGCTGAT

CCCGCTTCTCACTTTTCATTCTATTTTCATCAGGAATCCC
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continuacion Tabla I11.2

Nombre Secuencia Nombre Secuencia

qRT-PCR

hisG_RTup CCGGGTCTGGTAATGGATGG hiSG_RTdw  TTCTGGTCGAGGTAGCGTTTGA
0363_RTup  GCGTTTGGCGAGCGTTATGG 0363_RTdw _?TGT/E?ATGCTATGGCGAGAGGTGG
cyoE_RTup  CCTGCTGGCTGGGGGTAATG cyoE_RTdw  CAACGGCAAACGCAATGATGTA
cyoC_RTup  ACTGCCGTTCGTTCTGGTTGA cyoC_RTdw  CATGATGCGGGTACGGTTAGTG
cyoB_RTup  TAGCGGTGCCGGTATTGTTATC cyoB_RTdw  CCATTTTTCAGCCCTGCCTTAGT
cyoA_RTup  GTATAGCCCGAACTGGTCACACT cyoA_RTdw g?éGTTCATCACGGAGTTGGAG
0581_RTup  CCATTTCCGCTCAGGTTATCG 0581_RTdw  TGCGTACGGCCATGCTTTTCTT
marA_RTup  AGACGCAACACTGATCGCTATTA marA_RTdw ATTGGTGATCCGGTATTTGTGT
marR_RTup  CATTCCGCTGGGTCGCTTGAT marR_RTdw  GGTCTTGCCCTGGTCGTTGAT
1588 RTup GCTCAAGAGTTAGGCGTCAGTA 1588 RTdw TGGTAGATCTCAAAGCGGAATG
1774 RTup  TTGCGCTCTCCGTCAGTTTGTT 1774 RTdw  GGTGGCGAGTTTAATGATGATG
rfbK_RTup GGCTGCGATCCTTAGTGTTGA rfbK_RTdw  TTTCCCGATCCTCTTTGCTTAC
rfbX_RTup AGAATGCAGAGCCAAAAACAAAAG  rfbX_RTdw  GACCAATTCGGCAAAAAGTA
rfbA_RTup GATCATCAGTACGCCACAGGAC rfbA_RTdw TGATAAGCGAAGACGGTAGCAC
rfbB_RTup CGCTGCCGTTATTTACTG rfbB_RTdw GATTTTTCTTCTCATTGTGTCC
4547_RTup  GGCCGATTGTCCTTACACTGTCT 4547_RTdw ZCTTGCTGATTCTGTTTTCCATTC
cydA_RTup  TTACGGCCTGCTGCTGAAAC cydA_RTdw  CCCACGGCTGACGACCATAC
cydB_RTup  TGGCGGGTATCGTAAGCGTAGG cydB_RTdw  GAGCCGGAACCAACCACAGGAT
1671_RTup CAGGTTATTCGCGAAGGAGTTTG 1671_RTdw iTAGGGAGGCCGTAGGTTTCTG
cbiA_RTup TGAACGCCCCGATAACACAG cbiA_RTdw  CTCCCCAGATACATCAGACCAC
pocR_RTup  CGGCAGCATCCCCAGCATAG pocR_RTdw  AACGCGTGAATAGTCCATCTCT
pduF_RTup  TCTCTAAAGGCGCAATGTGGTG pduF_RTdw  CCGGCAAACTGGGCAATAATA
prg)_RTup ATAGGGCAGGCGGTCAATA prg)_RTdw GAGCGTAATAGCGTTTCAAC
hilA_RTup CTGCCGGTGACCATTACGAA hilA_RTdw TTTGTGTCCCAGCGAAGTCC
hilD_RTup GAGATACCGACGCAACGACT hilD_RTdw AAGCAGGAACAGCAGAAAAT
sipC_RTup TGCGTTGTCCGGTAGTATTT sipC_RTdw  TGGTTCCGGCATTAGATTTA
2912_RTup  CGCATCGGGCCAAACAAAA 2912_RTdw ATCGGGATGGCGCTGACTAAAC
csrB_RTup GACGCTTCAGCAGGACACG csrB_RTdw ~ CCAGACCCGCCGAACATC
3163_RTup  GCTGGATGCGCGGATTCTGG 3163_RTdw CAACGGCGAGGTGCTGGTGAC
3215 _RTup  TTTTTGGCCACGGGGAACTT 3215_RTdw  CTTTTAGCCGCGCCTGAATA
frdA_RTup GCGTCGCTTCGGTGGTATGA frdA_RTdw  GATGCCGCCGTTGGTGTTAT
sodB_RTup  AAGGCACGGCGTTTGAAGG sodB_RTdw  GGCGTACCGGCATTTGAGG
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continuacion Tabla I11.2

Nombre Secuencia Nombre Secuencia

foxA_RTup TAGCGCCGCCGTGTATCGTA foxA_RTdw ATGCCGGAGCCCAAAGTCAG
eutR_RTup  TACAGCGAATTTGCACCATCTT eutR_RTdw  cGCGTCGCCGGAATACCA
eutE_RTup  TCCGGCGGCGAAAAAGGTCT eutE_RTdw  CGGCAGGTCGGCGGTCTCAT
recA_RTup TGGCTATCGACGAAAACAAACA recA_RTdw TTCCGCATCGATAAACGCACAG

Comprobacion y Sobreexpresion de proteinas

GGATCCTTATTTAGTCGCGTC

Fur_Ndel CATATGACTGACAACAATACCGC Fur_BamHI ATCGTGC

rfrAext_up TCAGTTTGTTCACGGCAAGC rfrAext_dw  CGTAATCTTTCGGTTCAGCG
rfrBext_up TGGGGTTTATGCAGCAGG rfrBext_dw  CGTTAGCGGTTTATTTGCCG
M13FpUC GTTTTCCCAGTCACGAC M13RpUC CAGGAAACAGCTATGAC
T7-pro TAATACGACTCACTATAGGG T7-ter GCTAGTTATTGCTCAGCGG
P1 GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC P2 CATATGAATATCCTCCTTAGT
K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC
C1 TTATACGCAAGGCGACAAGG c2 GATCTTCCGTCACAGGTAGG
2.1.

La introduccion de plasmidos en cepas de E. coli se realizd por transformacion
inducida en células tratadas con CaCl, o por electroporacién. Por su parte, la
introduccion de plasmidos en las cepas de S. Typhimurium se realizd por
electroporacién. La transferencia de DNA desde una cepa de E. coli a una de S.
Typhimurium se realizé afladiendo un paso intermedio de transformacion sobre la
cepa de S. Typhimurium LB5000, que carece del sistema de restriccién pero que
metila el DNA segun el patron de S. enterica.

El método de transformacidn inducida usando células competentes tratadas con
CaCl, mediante choque térmico (Anexo A.6) se utilizé para transformar DNA
plasmidico en células competentes de E. coli BL21(DE3) pLysE y E. coli BL21(DE3)
pLysS (Stratagene) (Anexo A.4). El método de transformacion por electroporacion
(Anexo A.7) se utilizd para transformar DNA plasmidico en células
electrocompetentes (Anexo A.5) de E. coli o S. Typhimurium.

La confirmacién de los clones transformantes en cada caso se llevé a cabo
mediante: PCR (oligonucleédtidos especificados en la tabla 1Il.2) y/o mediante
digestion con enzimas de restriccidon. En todos los casos las construcciones fueron
confirmadas mediante la secuenciacién que se realizd en el servicio de
secuenciacion de Macrogen (http://dna.macrogen.com).
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3.0btencion de mutantes de S. Typhimurium

Para la obtencion de mutantes de S. Typhimurium se utilizaron dos métodos: la
inactivacion génica mediada por la recombinasa Red del fago A descrita por
Datsenko et al. (One Step Inactivation) 299 con algunas modificaciones (Anexo A.8);
y la transferencia genética mediante transduccién generalizada con el
bacteriéfago P22int-7 (HT) (Anexo A.9). Todos los mutantes obtenidos fueron
confirmados por PCR (oligonucledtidos especificados en la tabla II1.2) vy
secuenciacion.

El mutante SV5015 Afur::cat fue construido mediante transduccién, utilizando el
bacteriofago P22int-7 (HT) y la cepa ATCC14028 Afur::cat como cepa donadora.
Las cepas knockout para los sRNAs, SV5015 ArfrA::kan y ArfrB::kan, fueron

I. %%, La cassette de resistencia

construidas utilizando el método de Datsenko et a
a kanamicina fue amplificada desde el plasmido pKD4 utilizando los
oligonucleétidos de 100-nt que contenian una region de 80-nt homéloga al gen de
interés (P1_rfrA/P2_rfrA y P1_rfrB/P2_rfrB, Tabla Ill.2). Los productos de PCR
fueron transformados a la cepa SV5015 que llevaba el plasmido pKOBEGA. La
cassette de resistencia a Km se elimind (Anexo A.8) transformando el plasmido
pCP20 a cada cepa, obteniendo los mutantes simples SV5015 ArfrA y SV5015
ArfrB. EI doble mutante SV5015 ArfrA::kan ArfrB se obtuvo mediante
transduccidn, usando como donadora la cepa SV5015 ArfrA::kan y como receptora
la cepa SV5015 ArfrB. El triple mutante SV5015 Afur::.cat Arfr::kan ArfrB se obtuvo
por transduccion a partir de un lisado de la cepa SV5015 Afur::cat e infectando
con éste la cepa SV5015 ArfrA::kan ArfrB.

El mutante SV5015 AhilD::kan se obtuvo utilizando el mismo procedimiento de
inactivacion génica en un paso con los oligonucleétidos adecuados (P1_hilD y
P2_hilD, Tabla Ill.2) y transformando el fragmento de la PCR en la cepa SV5015
pKOBEGA. El doble mutante SV5015 Afur::icat AhilD::kan se obtuvo por
transduccion del fragmento AhilD::kan sobre la cepa SV5015 Afur::cat.

Las cepas mutantes derivadas de S. Typhimurium SV5015 Pp;p::kan y Ppip+::kan,
que contienen la cassette Kan® insertada en la zona promotora del gen hilD

300), fueron

(posicidn -192 respecto el coddn de inicio de la transcripcién de hilD
construidas mediante el método de inactivacion génica en un paso descrito
anteriormente. Los productos de PCR obtenidos con los oligonucledtidos
adecuados (Phip_P2, Phip_P1 y Phip+_P1, Tabla 11l.2) desde el plasmido pKD4, se

transformaron a la cepa SV5015 pKOBEGA. En ambos casos la orientacién de la
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transcripcion del gen kan fue opuesta a la del gen hilD, para evitar interferencias
en el promotor de este gen. Igualmente se comprobd que la expresion del gen
prgH situado downstream de hilD no se afectaba por la presencia de la cassette
Kan®. Las construcciones Ppip::kan Y Phip*::kan fueron transferidas a la cepa
SV5015 fur::cat mediante transduccidn para obtener las cepas SV5015 Afur::cat
Phip::kany SV5015 fur::cat Ppyp+::kan.

4.Analisis transcriptomico

4.1.

Para hacer los estudios de expresion génica se utilizaron chips de DNA o
microarrays. Estos chips fueron disefiados dentro del marco del proyecto
Patogenom, un consorcio espanol coordinado por el Dr. F. Garcia-del Portillo
(Centro Nacional de Biotecnologia, CNB-CSIC, Madrid) y con la asistencia técnica e
informatica de las Unidades del CNB-CSIC de Gendmica y Bioinformatica y del
Servei de Genomica de la UAB. Los investigadores responsables que formaron el
consorcio fueron: el Dr. Miguel Vicente (CNB-CSIC, Madrid); el Dr. Josep
Casadesus (Universidad de Sevilla, Sevilla); el Dr. Antonio Juarez (Universitat de
Barcelona, Barcelona); el Dr. Jordi Barbé (Universitat Autonoma de Barcelona,
Barcelona); y el Dr. Iiiigo Lasa (Universidad Publica de Navarra, Pamplona). Los
microarrays Salgenomic (ver caracteristicas depositadas en el Miami database
[http://www.ebi.ac.uk/miamexpress] con el nimero de acceso A-MEXP-846)

tienen representado todo el genoma de la cepa S. Typhimurium SV5015, una
variante no auxoétrofa para la histidina de la cepa SL1344, cuya secuencia estd
disponible en el Welcome Trust Sanger Institute
(ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Salmonella). A partir de esta secuencia se

crearon oligonucledtidos de 70-mer utilizando el sistema “OliGO”
(http://www.bioalma.com), que posteriormente se inmovilizaron en los cristales

(slides), en las correspondientes coordenadas (spots) del microarray. En la figura
1.1 se representa un esquema del slide, que consta de 7.344 spots para cada una
de las dos réplicas (cuadricula o grid), por tanto cada slide presenta un total de
14.688 spots.

Los spots incluyen controles internos del array que son espacios vacios (empties) y
oligonucleétidos disefiados sobre genes de otras especies bacterianas o
eucariotas. Si restamos todos estos controles quedan 6.976 spots, de los cuales la



[ll.Material y Métodos m

mayoria estan representados por duplicado y son oligonucledtidos
correspondientes al genoma de la cepa S. Typhimurium SV5015.

e T g bloque (306 spots)

réplica (24 blogues)

14.688

spots

shide |2 réplicas)
Figura lll.1. Representacion grafica de un slide del microarray.

31 5o predijeron 5.096 marcos de lectura

Utilizando el programa Glimmer 2.13
abiertos (ORF: open reading frame) dentro de la secuencia del genoma de la
SL1344. De estos, 4.274 son genes ortélogos a genes previamente anotados a la
secuencia del genoma de la cepa de S. Typhimurium LT2 *°, que en el array
conservaron la nomenclatura de ésta (STMXXXX) para evitar discrepancias (50
genes STM estan representados mas de 2 veces en el array y sirven de control
interno). Los genes de la SL1344 que codifican para rRNAs se predijeron en base a
los anotados en la LT2 y utilizando el algoritmo Smith-Waterman implementado
en el pack informatico FASTAv2.0 (programa SSEARCH) 392 14 prediccion de tRNAs
se hizo con el programa tRNAscan-SE*®. Un total de 21 rRNAs y 86 tRNAs fueron
predichos en el genoma de la SL1344. En el microarray también estan
representados 96 genes que corresponden al plasmido de virulencia pSLT,

anotados con este mismo nombre, pSLTXXX. Los 2.512 spots restantes se
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identificaron consecutivos a CNB1344-0001. Estos ultimos incluyen, ademas de
1.690 regiones intergénicas (IGRs) no codificantes, dos tipos de secuencias
codificantes: (i) 42 sRNAs (identificados utilizando el algoritmo Smith-Waterman
en la base de datos del genoma de la LT2 **) y (ii) 780 ORFs predichos en el
genoma de la cepa SL1344 pero que no se encuentran en el genoma de la LT2.

4.2.

La técnica de microarray gendmico se basa en el analisis de la expresion génica de
la célula a partir de la poblacion de mRNA existente en un momento determinado.
Normalmente se parte de dos muestras, una de referencia (que seria la cepa
salvaje sin tratar) y una muestra problema a estudiar. Cada muestra se marca con
un fluoréforo diferente y después se compara la sefial que se obtiene de cada
uno. El método utilizado en este estudio sigue una estrategia un poco distinta. Se
hibridé la “muestra problema” como cDNA (DNA complementario) marcado con
Cy5 juntamente con gDNA (DNA gendmico) de la cepa salvaje marcado con Cy3,
este Ultimo sirvié como referencia interna. Como ha sido descrito previamente 3%,
este método permite hacer comparaciones transcriptomicas entre cepas y/o

condiciones de crecimiento distintas.

En la figura ll.2 se representa a modo de esquema el protocolo que seguido para
obtener los datos de los microarrays gendmicos. En el presente estudio se
compard el transcriptoma de la cepa SV5015 con el que presentaban la cepa
SV5015 tratada con EDTA y la cepa deficiente para el gen fur. La primera fue la
muestra de referencia y las otras dos fueron las muestras problema. Para
aumentar la fiabilidad, los experimentos se llevaron a cabo por triplicado,
partiendo de tres muestras bioldgicas independientes para cada experimento.

Figura lll.2. Esquema del procedimiento seguido en el marcaje del cDNA y del gDNA.
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Los procedimientos detallados usados para el andlisis transcriptomico se
describen en el anexo A.10. El RNA total de las cepas de S. Typhimurium SV5015,
SV5015 tratada con EDTA y SV5015 Afur::cat se obtuvo utilizando el kit SV Total
RNA Isolation System (Promega), siguiendo las especificaciones del fabricante.
Para cada experimento fueron procesadas tres muestras bioldgicas
independientes (RNA;, RNA, y RNA3). Los restos de DNA fueron eliminados
tratando los 100 pl de cada extraccion de RNA con la DNasa del kit Turbo DNA-
freeTM (Ambion), dos tratamientos consecutivos con 4 pl del enzima incubando
durante 45 minutos a 372 C. La ausencia de DNA después de este tratamiento fue
confirmada mediante una PCR utilizando los oligonucledtidos especificos para el
gen fhuA de S. Typhimurium (Tabla [1l.2). La calidad de la muestra de RNA fue
testada mediante un Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) y se procedio a la
retrotranscripcion (RT) de estos mediante la enzima SuperScript Il reverse
Transcriptase (Invitrogen), obteniendo los cDNAs correspondientes (cDNA;, cDNA,
y cDNA;). Para obtener una maxima cantidad de cDNA y disminuir la variabilidad
entre las diferentes réplicas bioldgicas, se hicieron 3 réplicas de cada reaccion con
cada RNA, las muestras fueron tratadas con RNasa H (Epicentre) y fueron
purificadas y concentradas (juntando las 3 réplicas de cada cDNA) utilizando el kit
QIAquick PCR Purification (Quiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Por otro lado se hizo una extraccion de DNA gendmico de la cepa salvaje SV5015
(kit Genomic DNA [Quiagen]) y éste se fragmentd mediante un proceso de
sonicacién.

Después de la purificacién del cDNA y el gDNA se procedié al marcaje de las
muestras con los fluoréforos adecuados, utilizando el kit BioPrime® Plus Array
CGH |Indirect Genomic Labeling System (Invitrogen). Mediante el enzima exo-
Klenow se amplificaron las muestras obteniendo DNA amino-modificado que se
marco posteriormente con los fluordforos Cy3 y Cy5, obteniendo el y el
gDNA¥*, respectivamente. Se estimd la cantidad de marcaje incorporado utilizando
el espectrofotémetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific), y se hizo una mezcla
de los dos en una proporcién 1:3 (gDNA*: ). Antes de la hibridacién los
cristales se fijaron a 600 mJ y se incubaron 1 hora a 422 C en la solucién de
prehibridacion (SSC 6X, 0.5% SDS, 1% BSA). Después de secar la mezcla
gDNA:cDNA en un Speed-vac se disolvié con la solucidon de hibridacién (50%
formamida; SSC 3X; 10% SDS; Denhardts 5X; 5% Dextransulfato ), se desnaturalizé
5 minutos a 952 C y se aplicé a cada slide del microarray, obteniendo 3 chips para
cada muestra inicial de RNA. Se mantuvieron en una camara de hibridacion
protegidos de la luz a 422 C durante toda la noche. Se procedié al lavado de los
microarrays, con 50 ml de cada solucidn en agitacion y protegidos de la luz: tres
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lavados de 5 minutos a 422 C con la solucion 1 (SSPE 0.5X [stock SSPE 20X: 0.2 M
tampon fosfato, pH 7.4; 2.98 M NaCl; 0.02 M EDTA], 0.1% tween 20); 3 lavados de
5 minutos a 372 C con la soluciéon 2 (SSPE 0.5X); y dos lavados de 5 minutos a 372 C
con la solucién 3 (SSPE 0.1X). Después del lavado de los microchips, se procedio a
la lectura de cada marca por separado, utilizando dos canales del escaner
distintos, uno para cada fluoréforo. El laser verde (543 nm) excita a Cy3, mientras
que es el laser rojo (633 nm) excita a Cy5. Las imagenes fueron captadas a una
resolucién de 10-um, y los datos numéricos de las intensidades de cada spot
fueron determinadas utilizando el software QuantArray 3.0 (PerkinElmer,
Wellesley, MA) o el genepix Pro 5.0 (Axon, Sunnyvale, CA).

4.3.

El software GenePix se utilizd para cuantificar las intensidades de los spots y del
background. Los siguientes analisis se llevaron a cabo en R (http://r.project.org)

utilizando los paquetes informaticos limma 3* y affy 3% del proyecto Bioconductor
(http://bioconductor.org). Las intensidades de los spots fueron corregidas

respecto al background utilizando la opcion normexp de lima con una desviacion
de 50. Después, estas intensidades fueron convertidas a log (base 2). Para
compensar las desviaciones entre las intensidades de los spots debidas a
diferentes marcajes y/o a las eficiencias de deteccion en las réplicas de cada
microarray, las intensidades corregidas se normalizaron utilizando la funcidn
“normaliza.quantiles” del paquete affy. El procedimiento descrito se realizd por
separado en las intensidades de Cy3 (que provienen del cDNA) y Cy5 (que
provienen del gDNA) y los valores normalizados obtenidos se nombraron “log-
RNA-signal” y “log-Genomic-signal”, respectivamente. Los “log-Genomic-signal”
sirvieron como una estimacion de la cantidad de DNA presente en cada spot del
microarray, y fueron utilizados para corregir las diferencias en los “log-RNA-signal”
debidas a las diferencias en la cantidad de DNA. Por tanto el logRNAsignal final es:

log-RNA-signal; = logRNAsignal — logGenomicSignal = log (RNASignal/GenomicSignal)

El log-RNA-signalr fue normalizado de nuevo y con el paquete limma se ajustd un
modelo lineal para cada gen, que permitid estimar la expresidn diferencial de éste
entre la muestra de RNA salvaje y las muestras EDTA o fur. Con el andlisis
estadistico se tratd cada spot del array como a un gen diferente, haciendo Ila
comparativa entre spots de diferentes muestras biolégicas pero en coordenadas
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idénticas. Los cambios en la expresién de un gen concreto fueron determinados
por el valor logRatio(M) (M value), que representa el logaritmo en base 2 del ratio
entre las dos muestras a comparar, el nivel de significacién de estos valores se
expreso con el pardmetro adjusted p value. Los valores fueron considerados
significativos cuando el logRatio(M) fue < -1 6 > 1 vy el adj. p value fue menor de
0,05. Se tuvo en cuenta que las dos réplicas de un gen concreto, posicionadas en
coordenadas distintas, se comportasen igual. Para visualizar graficamente el
resultado de aplicar los distintos filtros estadisticos a los valores se utilizé el
programa FIESTA (http://bioinfogr.cnb.csic.es/tools/FIESTA).

Para poder comparar los datos obtenidos en distintos arrays se utilizo la base de

datos Matrix 2.5, creada con el programa informatico Acces (Microsoft). Una vez
introducidos los datos de cada experimento se pudieron consultar los genes que
aumentan o disminuyen su patron de expresion en un solo experimento; los genes
coincidentes entre dos experimentos; y los genes no coincidentes, aplicando en
cada caso los criterios de seleccion necesarios (logRatio(M); adj. p value; locus;

grupo).

5.RT-PCR cuantitativa a tiempo real (qQRT-PCR)

El método de RT-PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) se utilizd para
cuantificar las variaciones en los niveles de expresién génica entre dos muestras
mediante el andlisis del RNA total. Sirviéd también como método de validacién de
los resultados obtenidos en los microarrays.

El RNA total de las cepas de S. Typhimurium se obtuvo utilizando el mismo
protocolo que el de extraccion de RNA para los microarrays, con el kit SV Total
RNA Isolation System (Promega) (anexo A.10.2). Las muestras se trataron con
DNasa (kit Turbo DNA-free™ [Ambion]) (anexo A.10.3) y se purificaron para
eliminar los restos de inhibidor de la DNasa con el protocolo de clean-up del kit
RNeasy Mini Kit (Quiagen) (anexo A.10.4). Se comprobd que no habia restos de
DNA cromosdmico en las muestras de RNA mediante PCR y se visualizaron los
RNAs mediante una electroforesis de agarosa para comprobar su integridad.

Las reacciones de gRT-PCR se realizaron mediante el kit LightCycler RNA Master
SYBR Green | (Roche), que permite la realizacién de las reacciones de RT y de PCR
en un paso, y el aparato LightCycler Instrument (Roche). Los oligonucledtidos
utilizados estan listados en la Tabla Ill.2, todos ellos fueron disefiados mediante el
programa Primer Select (DNA Star, Inc.) con una temperatura de hibridacién de
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572 C. Se monitorizé la fluorescencia de cada ciclo de amplificaciéon a una longitud
de onda de 521 nm para excitar el SYBR Green | incorporado en el dsDNA, y los
datos obtenidos se analizaron mediante el LightCycler Software (Roche). Los genes
de expresion constitutiva hisG o recA fueron utilizados para realizar una curva
estandar con diversas concentraciones de cada RNA. A partir de esta curva
estandar se calculé el valor de expresidn de cada gen extrapolando en el crossing
point (momento en que la reaccién entra en la fase exponencial) de la curva y
obteniendo la concentracion de RNA inicial. Para comparar la expresién de un gen
concreto en dos muestras bioldgicas distintas se calculd el factor de expresion
como el ratio entre la expresion de un mismo gen en la muestra X e Y.
Consideramos que la expresidon de un gen aumenta cuando el factor de expresién
es 2 2 y que disminuye cuando es £0,5.

Los experimentos se repitieron un minimo de dos veces, utilizando réplicas
bioldgicas distintas.

6. Purificacion de proteinas

El gen fur de S. Typhimurium se amplifico utilizando los oligonucledtidos fur_Ndel
y fur_BamHI (Tabla 1Il.2), que incorporan en su secuencia las dianas para los
enzimas de restriccion Ndel y BamHlI, respectivamente. El fragmento de PCR
obtenido se clond primero en el vector de clonacién pGEM®-T, siguiendo las
especificaciones del fabricante. Se libero el fragmento de DNA que contiene el gen
fur mediante las enzimas de restriccién apropiadas y se transfirid al vector de
expresion pET15b (Novagen). Con éste vector se incorpord a la proteina nativa
una cola de seis histidinas en el extremo N-terminal de la proteina, ademas de la
diana para la proteasa Trombina. La correcta clonacién en fase del gen fur en el
vector recombinante fue confirmada por digestién, PCR y secuenciacion utilizando
los oligonucleétidos T7_promoter y T7_terminator (Tabla 1l1.2). Este vector
derivado (pET15b_fur) se transformd a la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysE, de los
clones obtenidos se realizd un screening para seleccionar aquel que
sobreexpresaba una proteina de fusién de 19 kDa (17 kDa de la proteina Fur mas
2 kDa de la cola de histidinas) tras la induccién del cultivo con IPTG.

Para purificar la proteina Fur se realizé una resiembra de un cultivo ON de la cepa
BL21 pET15b_fur (1/50) en 50 ml de LB y se incubd a 372 C hasta que llegd a una
DOssq de 0,5. En este punto la adicion de IPTG a una concentracién final de 1 mM
permitio la induccion de la expresion de la proteina de fusion. Después de incubar
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a 372 C durante 3 horas mas se peletearon las células centrifugando 10 minutos a
8.300 g y se resuspendieron en 3 ml de tampdon Wash-equilibration (50 mM
tampdn sodio-fosfato pH 7, 300 mM NaCl) que contenia el inhibidor de proteasas
Complete Mini protease inhibitor cocktail (Roche). La suspension celular se lisd
mediante sonicacién durante 6 minutos a 50 W utilizando el aparato Braun
LabsonicU (Braun Biotech International), manteniendo durante todo el proceso la
muestra en frio. Los restos celulares fueron eliminados por centrifugacion durante
10 minutos a 12.000 g y el sobrenadante se mezcld con 1,5 ml de resina BD Talon
(Clontech) previamente equilibrada con 10 volimenes de tampon Wash-
equilibration. La unién de la proteina de fusidon con la resina se llevd a cabo
durante 30 minutos en agitacion leve y posteriormente la resina se lavd durante
10 minutos en agitacion vigorosa dos veces. El primer lavado se hizo con tampdn
Wash-equilibration y el segundo con tampdn Bis-Tris (10 mM tampdn Bis-
Tris/Borato pH 7,5, 10% glicerol (v/v), 1 mM MgCl,, 40 mM KCI, 100 uM MnCl,).
Para eluir la proteina se corté con 25 U de la proteasa Trombina (Amersham
Pharmacia Biotech), que libera la cola de 6-His que une la proteina con la resina,
en 100 ul de tampdn Bis-Tris durante 16 horas en agitacion.

La actividad de la proteina Fur se confirmdé mediante ensayos de movilidad
electroforética utilizando como sonda los promotores de los genes fhuA y foxA, ya

que la unién de Fur a estos estd descrita >%’.

Para la visualizacion de las proteinas, estas se cargaron en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12 o 15 %, para proteinas mayores o menores de
20 kDa, respectivamente. La electroforesis se llevé a cabo durante 90 minutos a
150 V en tampdn TGS (Tris-Glicina-SDS, Pronadisa), y los geles se tifieron con
coomassie (0.1 % coomassie blue, 10 % acido acético, 40 % metanol). Para la
cuantificacion de proteinas se utilizd el método de Bradford utilizando la BSA
como patrén.
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7.Ensayos de movilidad electroforética (EMSA)

Los ensayos de movilidad electroforética (EMSA) se llevaron a cabo para testar la
capacidad de unién de la proteina Fur a un fragmento de DNA determinado. Se
consideraron las zonas promotoras de cada gen como la regidn que se expande
entre los nucledtidos -300 y +50 respecto el coddn de inicio de traduccién. Los
oligonucledtidos disefiados para amplificar las distintas zonas promotoras estan
listados en la Tabla Ill.2, a partir de estos se obtuvieron los distintos fragmentos
de DNA por PCR y se clonaron en el vector de clonaciéon pGEM®-T. La presencia del
promotor deseado fue confirmada mediante la secuenciacién del plasmido
utilizando los oligonucledtidos M13pUCF y M13pUCR del vector pGEM®-T (Tabla
ll1.2). Las sondas de DNA para los EMSAs fueron obtenidas mediante una
amplificacion por PCR utilizando uno de los dos oligonucleétidos M13pUC
marcado con digoxigenina (Dig) en su extremo 5’, y la posterior purificacién de la
banda de PCR des de un gel de agarosa de bajo punto de fusién al 1-2 %.

Los EMSAs con la proteina Fur purificada se llevaron a cabo utilizando el protocolo
descrito previamente 206, pero con algunas modificaciones. En cada caso 100 ng
de DNA-Dig se incubaron con concentraciones crecientes de proteina purificada
(tipicamente 0, 5, 25, 100 y 375 nM) en el tampdn de unién (10 mM tampdn Bis-
Tris/Borato pH 7.5; 5 % (v/v) glicerol; 100 pg ml™* BSA; 1 mM MgCly; 40 mM KCl;
100 pM MnCly; y 0.2 mg ml™ DNA de esperma de salmén). Para determinar si la
union de Fur al DNA era dependiente de la concentracién de cationes divalentes
se incorporé en el tampdn de unién el quelante EDTA a una concentracién final de
1 mM. Para los ensayos de competitividad se afiadié a la mezcla 200 veces mas de
DNA no marcado especifico (del promotor que se estd estudiando) o inespecifico
(DNA que incluye el promotor del gen recA). Las mezclas de unién (20 ul) se
incubaron durante 10 minutos a 372 C, y se cargaron en un gel PAGE no
desnaturalizante al 5.5 % [pre-run durante 10 minutos. a 150 V en 20 mM tampdn
Bis-Tris/borato pH 7.5 y 100 uM MnCl,]. Los complejos DNA-proteina fueron
separados primero a 100 V durante 30 minutos. y después a 150 V durante 3
horas mas.

Después de la electroforesis, el DNA marcado fue transferido a una membrana de
nylon Biodine B (Pall Gelman Laboratory) y fue detectado usando el anticuerpo
Anti-Digoxigenin Fab Fragments marcado con fosfatasa alcalina y los sustratos
NBT (4-Nitro blue tetrazolium chloride) y BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate) siguiendo las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics).
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8.Footprint con la proteina Fur

Los ensayos de footprint se utilizaron para visualizar la regidn de interaccion de la
proteina Fur con la zona promotora del gen hilD. Estos se llevaron a cabo en el
laboratorio del Dr. Juan Carlos Alonso (CNB-CSIC Madrid).

Brevemente, 10 nM de un fragmento de DNA de 375 pb ([a-32P]-NcoI-H/'ndII Phip)
del plasmido que contiene el promotor del gen hilD (pUA1111), se incubaron con
concentraciones crecientes de la proteina Fur purificada (de 3 a 200 nM) durante
15 minutos a 372 C en el tampoén de unién (50 mM Bis-Tris/borato pH 7.5, 5 %
glicerol, 10 mM MgCl,, 1 mM MnCl,). La digestion con DNasa | se llevé a cabo
afiadiendo el enzima en el tampodn de unioén con CaCl, 5 mM durante 5 minutos a
372 C. La reaccidén se pard afiadiendo EDTA 25 mM. Las muestras se precipitaron
con etanol, se resuspendieron en 6 pl de tampdn de carga y se fraccionaron en un
gel dPAGE al 6 % 3% Como marcador de peso molecular, se llevé a cabo una
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reaccion de secuenciacion G + A °~ que se corrid en paralelo con las reacciones de

footprint correspondientes.

9.Transcripcion in vitro

Para comprobar si la proteina Fur tenia un efecto sobre la transcripcién de hilD se
llevaron a cabo ensayos de transcripcion in vitro en el laboratorio del Dr. Juan
Carlos Alonso (CNB-CSIC, Madrid).

Los ensayos de transcripcidon in vitro se realizaron utilizando como DNA los
vectores pUA1111 (pGEMT_Phip) 0 pUA1112 (pGEMT_Pyp+) lineales, o el vector
PGEM-T que sirvié de control negativo. Los DNAs (2 nM) se preincubaron con
concentraciones crecientes de proteina Fur purificada (de 3 a 400 nM), durante 15
minutos a 37 2C en el tampdon D (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 % glicerol, 5 mM MgCl,,
1 mM MnCl,, 2 mM espermidina, 10 mM DTT) en una reaccion de 25 ul. Se
afiadieron una unidad del holoenzima RNAP Ec’® de E. coli (USB, Cleveland) y 0,5
mM de cada rNTP (con [a—SZP]—rUTP). Las reacciones se incubaron durante 60
minutos a 37 2C y se pararon afadiendo 15 pl de tampdn de carga y calentando
las muestras a 75 2C durante 10 minutos. Los transcritos generados se separaron
en un gel dPAGE 6% *'°.
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10. Métodos bioinformaticos

Las secuencias de DNA utilizadas en este estudio para el disefo de
oligonucleétidos se obtuvieron de la herramienta Comprehensive Microbial
Resource (CMR) del J. Craig VenterTM Institute (JCVI) (http://cmr.jcvi.org/tigr-
scripts/CMR/CmrHomePage.cgi), que muestra anotados los genes de la cepa S.

typhimurium LT2. La comparacién de secuencias de DNA entre esta cepa y la cepa
SL1344, que esta totalmente secuenciada y anotada
(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/bacteria/ salmonella.html), se

realizd mediante la herramienta de BLAST del Welcome Trust Sanger Institute
(http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/salmonella).

Se utilizé el paquete de programas DNAStar (DNAStar Inc.): el programa
PrimerSelect para el disefio de oligonucledtidos para gRT-PCR; el programa
EditSeq para la edicion de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas; el programa
SegMan para el acoplamiento de diferentes secuencias con regiones de
homologia; y el programa MapDraw para la busqueda de secuencias de enzimas
de restriccion.

Para el alineamiento de multiples secuencias se utilizd el programa ClustalW?2
(http://www.ebi.ac.uk /Tools/clustalw2/index.html) del European Bioinformatics
Institute (EBI).

Para la busqueda in silico de cajas Fur se utilizd el programa Virtual Footprint

(http://prodoric.tu-bs.de/vfp/) utilizando como matrices la caja Fur de E. coli K12

(8 y 18 mer) y la de P. aeruginosa PAO1 3.
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IV.Resultados y discusion

1.Estudio transcriptomico de la cepa fury la
cepa salvaje tratada con EDTA de S.
Typhimurium

1.1.

Los resultados obtenidos después del procesado de los arrays de la cepa fur (array
Fur) y de la cepa salvaje crecida en presencia del quelante EDTA (array EDTA), se
presentan en la Tabla IV.1. En dicha tabla se han considerado aquellos genes que
modificaban de forma estadisticamente significativa (con un adj. p value menor de
0,05) su patrén de expresion respecto a la cepa salvaje, es decir, que presentaban
un valor de expresion (logRatio(M)) menor de -1 o mayor de 1 (Figura IV.1).

Numero de genes que cambian su patron de expresion en los arrays EDTA y

Tabla IV.1
Fur
EDTA Fur
Genes
total % total %

STM 1176 27.5° 1043 21.2°
pSLT 23 23.9° 11 11.5°
CNB 581 23.1° 592 23.6°
TOTAL 1780 25.8° 1646 23.9°

Porcentajes calculados respecto el total de cada tipo de gen: “sobre 4.274 STM; ®sobre 96 pSLT;
‘sobre 2.512 CNB; %sobre 6.882 totales

Como puede observarse, sobre los 6.882 genes de S. Typhimurium representados
en el array, un total de 1.646 se expresaron de manera diferencial en la cepa fur
respecto a la cepa salvaje. De forma que la deficiencia en dicho gen altera la
expresion del 24% de los genes representados en el array. Algo mayor es el
numero de genes que alteran su expresion cuando el cultivo se trata con un
agente quelante como es el EDTA. En este caso 1.780 genes, que representan casi
un 26% del total de genes presentes en el array. En ambos casos la mayor parte
de genes que alteran su patrén de expresién pertenecen a las clases STM y CNB.
Cabe mencionar que alrededor del 70% de los genes CNB que modificaron su
expresion respecto a la capa salvaje pertenecian a la categoria de IGR (regiones
intergénicas).
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Figura IV.1. Visualizacion de los datos de los microarrays Fur (A) y EDTA (B) en el programa
bioinformatico FIESTA antes y después de aplicar los criterios de seleccidn (logRatio(M)>1d6<-1y
adj. p value < 0,05). En rojo quedan representados los genes con un logRatio(M) mayor de 1, en
verde los genes con un logRatio(M) menor de -1.

Estos resultados claramente indican que el transcriptoma de S. Typhimurium esta
estrechamente relacionado con las concentraciones de hierro extracelular y que
es el regulador Fur quien de forma directa o indirecta se encarga de modular la
expresion génica adaptandola a la concentracion de hierro existente. Que el
nimero de genes afectados por la presencia del quelante sea superior al
detectado por la ausencia del regulador Fur no es sorprendente ya que, en el
primer caso no sélo se estda afectando a los genes relacionados con la
concentracion de hierro sino todos aquellos vinculados con algun catién divalente
secuestrado por el quelante, como por ejemplo Zn*, Mg** Mn*".

Cuando se analizaron los resultados agrupando los genes segun el valor de su
logRatio(M) se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla IV.2. En este
caso, los datos se trataron separando aquellos genes con un valor de logRatio(M)
mayor de 1, que corresponden a genes que aumentan su expresion o estan
inducidos en el array, de aquellos que presentan un valor inferior a -1 y que por
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tanto disminuyen su expresién o se encuentran reprimidos. Cabe aclarar que el
incremento de la expresidon de un gen detectado en el array de la cepa fur indica
que la presencia del regulador tiene, de forma directa o indirecta, un efecto
negativo sobre la expresidn del gen en la cepa salvaje. Del mismo modo, aquellos
genes con una expresion disminuida en ausencia de Fur son genes en los que el
regulador ejerce un control positivo. Igual pasa en el caso del tratamiento con
EDTA en el que es la disminucion en la concentracién de cationes divalentes la
responsable de los cambios observados en la expresidn génica.

Numero de genes que cambian su patron de expresion segun el valor de

Tabla V.2 logRatio(M) en los arrays EDTA y Fur
EDTA Fur

Genes . . " 5

logRatio(M) >1 logRatio(M)<-1 logRatio(M)>1 logRatio(M) < -1
STM 558 618 459 584
pSLT 10 13 8 3
CNB 362 219 266 326
TOTAL 930 850 733 913

De los 1.646 genes que cambiaron su patron de expresion en la cepa fur, 733
(44%) lo hicieron incrementandola, mientras que los 913 restantes (56%)
presentaron una expresién disminuida. Estas proporciones en el mutante fur se
mantuvieron en las categorias de genes STM y CNB (56% y 55% genes reprimidos,
respectivamente), siendo siempre un poco mayor el nimero de genes que
disminuian su valor de expresion y por tanto sobre los que Fur tiene un efecto
positivo en la cepa salvaje. Aproximadamente las mismas proporciones se
observan en los datos obtenidos con el tratamiento con EDTA, corroborando asi
los resultados anteriores.

En conjunto, la distribucién equitativa entre genes que incrementan y genes que
disminuyen su expresion en los dos arrays indica que Fur tiene un efecto tanto
positivo como negativo sobre la expresion génica de S. Typhimurium, igual que se
ha descrito en E. coli y en otras especies bacterianas 229,234

También se analizaron los datos obtenidos segin los grupos funcionales
(asignados para cada gen como role category en la base de datos Comprehensive
Microbial Resource http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/CmrHomePage.cgi). En la

Figura IV.2 podemos observar el numero de genes que pertenecen a cada uno de
los 19 grupos funcionales existentes. De nuevo, los cambios en el perfil
transcripcional de los genes de los diferentes grupos fueron similares en los dos
arrays, tanto si incrementaban como si disminuian su expresion. Como era
esperable dado el elevado numero de proteinas de funciéon desconocida en el
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cromosoma de S. Typhimurium, el grupo mayoritario era el de genes sin funcién
asignada (no data). También se observé un gran nimero de genes que forman

parte de islas génicas (islands).

Fur
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Figura IV.2. Representacion grafica del nimero de genes inducidos o reprimidos en los arrays fur-
y EDTA, pertenecientes a cada una de las 19 categorias funcionales del CMR (Comprehensive
Microbial Resource)

De los grupos funcionales que incrementaron su expresién en el array, tres
destacan sobre los otros: los asociados a la biogénesis de la pared celular y a la
membrana externa (cell envelope biogenesis and OM); los relacionados con el
metabolismo y transporte de hierro (inorganic ion transport and metabolism) y los
relacionados con transcripcidn, estructura ribosomal y biogénesis (translation,
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ribosomal structure and biogenesis). En el primer grupo se engloban muchos
genes pertenecientes al cluster rfb, relacionados con la sintesis del antigeno O del
lipopolisacdrido de membrana; el segundo grupo contiene toda una serie de
genes relacionados con diferentes sistemas de captacién de hierro; y el udltimo
grupo abarca una gran cantidad de genes que codifican para proteinas
ribosomales. En el caso de los genes reprimidos destacaron los grupos de
movilidad celular y secrecién (cell motility and secretion) y de estructura de
superficie (surface structure), de los que forman parte todos aquellos genes
implicados en la quimiotaxis y en la sintesis de los flagelos; el grupo de produccion
y conversion de energia (energy production and conversion), al que pertenecen
muchos genes del metabolismo anaerdbico de la célula; y el grupo de islas de
patogenicidad SPI1-SPI5 (island SPI1 to SPI5), que agrupa los genes existentes en
estas cinco islas de patogenicidad de S. Typhimurium. En resumen, el analisis de
los datos segun la agrupacion funcional validé una vez mas los datos obtenidos en
los arrays ya que, dado que el regulador Fur se describié como el regulador

principal de la homedstasis de hierro en la célula *°® *¥’

, cabia esperar que los
genes afectados por su ausencia estuvieran relacionados con dicha funcién asi
como en la adaptacidon de las envueltas celulares a las concentraciones externas
de los distintos cationes (en el caso de EDTA) o del hierro (en el caso de Fur).
También se ha asociado el hierro con la estructuracién de citocromos y otras
proteinas en las que este catidén actuaria como cofactor, asi que su asociacion a
genes vinculados con la produccion energética o con la biogénesis podria
justificarse. Mas sorprendentes eran las relaciones de Fur con otras funciones
como aquellas asociadas a las islas de patogenicidad que indicaban que el hierro
podia ser un marcador importante para la expresion de factores de virulencia
codificados en las islas SPI11-5 o con la movilidad celular. Extendiendo el control
ejercido por este regulador a otros ambitos distintos de los relacionados con la

homeostasis de hierro.
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1.2. Efectos globales en la expresion génica debidos a la ausencia

del complejo Fur-Fe**

Como se ha citado en la introduccion la interaccion de Fur con el DNA, y por tanto
su papel regulador es dependiente de la presencia de hierro en su estructura *’.
Aunque se han propuesto algunos mecanismos de regulacién de Fur en ausencia
de su cofactor ! en el presente trabajo se pretendié estudiar el regulén Fur en
respuesta a la concentracion de hierro. Por ello, de todos los datos obtenidos en
los arrays se seleccionaron aquellos genes en que su expresién se modificaba
tanto en el array de la cepa fur como en el de la cepa tratada con quelante,
infiriendo que la coincidencia en los dos ensayos implica una relacion entre el
regulador Fur y la presencia de hierro.

La Figura IV.3 es una representaciéon de los genes STM que coincidieron en
términos de variacion de su expresion génica (inducidos o reprimidos) en los dos
estudios. En cada caso, el area del circulo muestra el nimero de genes totales
mientras que la zona de solapamiento entre los circulos representa el nimero de
genes coincidentes en cada situacién. Se puede observar que el porcentaje de
genes EDTA coincidentes es menor que en Fur, un 51 % frente a un 57 %,
respectivamente. Se analizaron los genes discriminando aquellos que
incrementaban su valor de expresién (inducidos) de los que lo disminuian
(reprimidos) y se observé que el porcentaje de genes coincidentes es mas elevado
en el caso de los genes reprimidos. Asi, un 57% y un 60% de los genes coinciden
en presencia de EDTA y en la cepa fur, respectivamente.

EDTA (1176) Fur (1043) Figura IV.3. Representaciones gréficas en
diagramas de Venn de los genes
inducidos / \ reprimidas coincidentes en los arrays ETDA y Fur. En

cada caso, el area de solapamiento indica el
numero de genes que se comportan del
mismo modo. En la parte superior de la
figura, el total de genes STM que cambian su
valor de expresidon en ambos arrays. En la
parte inferior, los genes STM inducidos
(rojo) o reprimidos (verde).

EDTA (558) Fur {459)  EDTA (618) Fur (S84)
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1.3.

1.3.1. Genes pertenecientes al regulon Fur descritos con anterioridad
1.3.1.1. Genes asociados con la captacién y homeostasis del hierro

Como se comenté en el apartado anterior, y como era de esperar, el analisis
funcional de los genes que variaban su patrén de expresién en ambos arrays ponia
de manifiesto que muchos de los genes estaban implicados con el transporte y
captacién de hierro. Asi, no sélo el array quedd validado por los controles
realizados (ver material y métodos) sino también por el hecho de que genes
previamente descritos dentro del regulon Fur en S. Typhimurium o en bacterias
filogenéticamente relacionadas como E. coli, presentaron el comportamiento

esperado 276, 288, 307

. En la Tabla IV.3 se listan dichos genes relacionados junto con
sus niveles de expresiéon (logRatio(M)). Como puede observarse, en todos los
casos se observa un incremento de la expresion respecto a la cepa salvaje tanto
en la cepa crecida en presencia de quelante como en el mutante fur, con una
Unica excepcion, el gen foxA, que en ambos ensayos aunque presentaba un
logRatio(M) mayor de 1, no superd los niveles establecidos en los criterios
estadisticos. Sin embargo, si que se observd el incremento de la expresién de

dicho gen en los ensayos de gRT-PCR usados para la validacion del ensayo.

Los genes que presentaron un mayor incremento de su expresion fueron aquellos
relacionados con la sintesis de sideréforos como la enterobactina (entA-F) o la
salmoquelina (iroB-N), cuya vinculacién con Fur asegura que la célula no
malgastara energia produciendo estas proteinas cuando la concentracion de

hierro es suficiente 2’3

. También se ven representados en esta tabla otros genes
cuyos productos estan asociados con la captacion y el transporte de hierro como
fepABCDEG (captacion de Fe**-Ent), fhuACDB (captacion de hydroxamato-ferrico),
feoAB (incorporacion de idn ferroso), fhuE (captura de Fe2+—coprogen/écido
rodotorulico), fhuF (captura de ferrioxamina B) y cirA (incorporacién de
hidroxibenzoato-ferrico). De igual manera, se observa la represion ejercida por Fur
sobre los genes tonB y exbBD, requeridos para la transferencia dependiente de

163,184 Asi como el

energia a través de la pared de los complejos Fe?*-sideréforo
aumento en ausencia de Fur del gen ydiE, descrito como un factor de captacién de

hemina y regulador por Fur 307,
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Igualmente otros genes cuya vinculacién con Fur se ha descrito con anterioridad
también incrementan su expresion en ausencia de este regulador. Es el caso del

operdn sufA-E que funciona en el ensamblaje de complejos hierro-sulfuro durante

296, 312

la escasez de hierro y el estrés redox y los genes sitABCD localizados dentro

de la SPI1, que codifican un sistema de captacion de hierro y manganeso °’.

Genes implicados en el metabolismo del hierro controlados por Fur ya
Tabla V.3 [Ssl P P v

Gen' Cadigo ID Descripciénz EDTA’ Fur®
fhuA outer membrane protein receptor / transporter for
Fe-hydroxamate

ABC superfamily (atp_bind) / hydroxymate-
dependent iron transport

ABC superfamily (bind_prot) / hydroxamate-
dependent iron uptake

ABC superfamily (membrane) / hydroxamate-
dependent iron uptake

foxA VY STMO0364  ferrioxamine receptor NS NS
entD STM0584 enterochelin synthetase, component D +3,7° +4,16°
outer membrane porin, receptor for Fe-
enterobactin

STM0191 +4,23%  +5,1°

fhucC STM0192 +3,87°  +5,05°

fhuD STM0193 +2,43°  +3,82°

fhuB STM0194 +1,57°  +2,29°

fepA STMO0585 +5,82°  +6,6°

Fes STMO0586 enterochelin esterase. Fe-enterobactin utilization +6,59° +8,3°

entF STMO0588 enterobactin synthetase, component F +4,43° +4,57°

fepE STMO0589  Fe-enterobactin transporter +3,61°  +3,53°

’ : : - :

fenC X STMO590 ABC superfamily (atp_bind) / Fe-enterobactin +2,88° +2,95°
transporter

fepG STMO0591 ABC superfamily (membrane) / Fe-enterobactin +2,47° +2,92°
transporter

fepD STMO0592 ABC superfamily (membrane), Fe-enterobactin +1,77° 2,79°
transporter

putative POT family transport protein (entS
enterobactin export)
ABC superfamily (peri_perm), Fe-enterobactin

ybdA W STM0593 +3,03°  +4°

fepB N STMO0594 +2,84°  +2,78°

tranporter
entC STMO0595  enterobactin biosynthesis +5,12°  +6,71°
entE STMO0596 enterobactin biosyntesis +4,34b +5,27°
entB STM0597  enterobactin biosynthesis +6,24°  +8,26°
entA STM0598  enterobactin biosynthesis +4,55%  +5,76°
ybdB STMO0599 hypotetical protein (enterobactin metabolism?) +3,81° +5,2°
fhuE A STM1204 outer membrane receptor for Fe-hydroxamate +1,34° +1,29°
transport
ydiE AN STM1346  putative hemin uptake factor +2,13° +2,78°
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continuacion Tabla IV.3

1

3

Gen Cadigo ID Descripciénz EDTA® Fur
sufA STM1369  Fe-S formation +3,73°  +3,86°
sufB STM1370  putative ABC transporter / Fe-S formation +4,22° +4,13°
sufc STM1371 putatlv'e ABC superfamily (atp_bind) / Fe-S +5.22° +5°
formation
sufD STM1372  Fe-S formation +3,87° +4,42°
sufs STM1373  Fe-S formation +3,52° +4°
ynhA STM1374 putatlv'e SufE protein probably involved in Fe-S 43.27° +3.42°
formation
tonB AN STM1737  energy transducer uptake of Fe and B, +1,83° +2,91°
ftnB Vv STM1932 ferritin-like protein. Fe storage NS NS
cirA A STM2199 outer membrane porin, receptor for colicin I, TonB- +2,83b +3.76°
dependent
iroB STM2773 putative glycosyl transferase, related to UDP- 177 +6,56°
glucuronosyltransferase
iroC STM2774  putative ATP binding cassette (ABC) transporte +2,57° 47,08
iroD STM2775 Similar to enterochelin esterase of E. coli +2,63° +7,26°
iroE STM2776  putative hydrolase of the alpha/beta superfamily +2,62°  +7,45°
iroN STM2777  TonB-dependent siderophore receptor protein +2,74°  +7,29°
SitA STM2861 Salmonella iron transporter: fur regulated +5,49° +4,78°
sitB STM2862 Salmonella iron transporter: fur regulated +4,3° +4,09°
sitC STM2863 Salmonella iron transporter: fur regulated +2,31la +1,68a
sitD STM2864  Salmonella iron transporter: fur regulated -1,35a -2,09a
exbD STM3158 ;ptake of enterochelin tonB-dependent uptake of NS NS
12
exbB STM3159 ;ptake of enterochelin tonB-dependent uptake of +2,61° +2.78a
12
feoA || STM3505  Fe(ll) iron transport protein A +3,02°  +3,4°
feoB V| STM3506  Fe(ll) iron transport protein B +2,57°  +3,06°
fhuF AN STM4550  Fe-hydroxamate transport +3,07° 43,76

!La orientacion génica y la organizacion transcripcional estan indicadas por lineas verticales y
recuadros, respectivamente
2Descripciones derivadas del Tigr
*El incremento (logRatio(M) >1) o la represion (logRatio(M) <-1) de los niveles de expresién
causados por EDTA o Fur. NS son genes que no tienen un adj. p value significativo (<0,05). °las
dos réplicas del array se comportan igual y el nivel de expresion es una media de los dos (n=2).
®indica que los genes solo se afectan en una copia (n=1)
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1.3.1.2. Genes asociados a funciones distintas a la captacién y metabolismo
del hierro

Se ha descrito que el regulador Fur controla, aparte de genes relacionados con el
metabolismo del hierro, otros involucrados en funciones distintas 2’% 2’7 313314 p
la Tabla IV.4 se muestran los valores de expresion obtenidos en los arrays de la
cepa Fur defectiva y en presencia de EDTA para los genes que se ha descrito que
pertenecen al reguldn Fur pero cuya funcidon es distinta a la captacion vy

metabolismo del hierro.

IE1ENAYA-B Genes controlados por Fur no involucrados en el metabolismo del hierro

Gen' Cadigo ID Descripciém2 EDTA® Fur®
gmpA N STM0772 phosphoglyceromutase 1 NS +2,84°
sdhC STMO0732 succinate dehydrogenase, cytochrome b556 NS -1,15°
sdhD STMO0733 succinate dehydrogenase, hydrophobic subunit NS -1,45°
sdhA STMO0734 succinate dehydrogenase, flavoprotein subunit NS -1,73b
sdhB STMO0735 succinate dehydrogenase, Fe-S protein NS -1,02b
sodB N STM1431 superoxide dismutase, iron -1,45° -1,86°
fumA || STM1468 fumarase A (fumarate hydratase class 1), aerobic NS -1,84°
fumC STM1469 fumarase C (fumarate hydratase Class Il) NS NS
acnA N STM1712 aconitate hydratase 1 NS NS
nrdH STM2805 glutaredoxin-like protein hydrogen donor +6,62°  +7,63°
nrdl STM2806 stimulates ribonucleotide reduction +5,5° +6,68a
nrdE STM2807 ribonu'cleoside diphosphate reductase 2, alpha +3,59° +4,16°
subunit
nrdE STM2808 ribonl{cleoside-diphosphate reductase 2, beta +317° +2,42°
subunit
sodA \/ STM4055 superoxide dismutase, manganese +3,76°  +1,9°
fumB A STM4300 fumaraS(-e B (fumarate hydratase class I), 3,61° 3,74°
anaerobic

'La orientacion génica y la organizacidn transcripcional estan indicadas por lineas verticales y
recuadros, respectivamente

2Descripciones derivadas del Tigr

*El incremento (logRatio(M) >1) o la represién (logRatio(M) <-1) de los niveles de expresién
causados por EDTA o Fur. NS son genes que no tienen un adj. p value significativo (<0.05). °las
dos réplicas del array se comportan igual y el nivel de expresion es una media de los dos (n=2).
®indica que los genes solo se afectan en una copia (n=1)

Entre ellos destacar los genes que codifican las superdxido dismutasas SodA y

SodB, regulados por Fur de manera negativa y positiva, respectivamente >, El

incremento de los niveles de expresidon del operdn nrdHIEF, que codifica una
ribonucledtido reductasa no esencial, también concuerdan con la represion
ejercida por el complejo Fur-Fe®" sobre el gen nrdH, el primero de la unidad

314, 316 .
. Asi

transcripcional, descrita recientemente como los niveles de
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desregulacién de los genes fumAC, fumB y sdhCDAB. Se sabe que la cepa fur de E.
coli es incapaz de crecer en presencia de fumarato y succinato como Unicas
fuentes de carbono. Este fenotipo parece estar vinculado a la expresién de los
genes fumA y fumB que codifican la fumarasa y por otro el operén sdhCDAB que

146

codifica una succinato deshidrogenasa El gen fumB estd controlado

positivamente por la presencia de Fur y hierro **" y los genes fumA y sdh también

235

pero indirectamente a través del sRNA RyhB “°, dicho patréon de expresion

concuerda con los datos obtenidos en los dos arrays.

1.3.2. ldentificacion de nuevos genes pertenecientes al regulon Fur de S.
Typhimurium

Uno de los objetivos principales del presente trabajo fue determinar Ia
composicion del reguldn Fur de S. Typhimurium para identificar nuevos genes
cuya expresion estuviera vinculada a la concentracion de hierro a través del
control por parte de dicho regulador transcripcional. Es evidente que el estudio
del transcriptoma realizado permite diferenciar todos aquellos genes que de
forma directa o indirecta estan relacionados con la red de regulacion de la
proteina Fur. Sin embargo, en cualquier red génica es importante poder discernir
sobre qué genes el regulador ejerce un efecto directo y establecer asi los niveles
de regulacién dentro de la propia red. Para ello se utilizaron dos estrategias
distintas, ambas basadas en la capacidad de Fur de interaccionar con regiones
promotoras de los genes que regula *%.

En primer lugar se definieron las unidades transcripcionales (UTs) que
conformaban todos los genes que variaban su expresion en los ensayos
transcriptomicos. Se consideraron como pertenecientes a una misma unidad
transcripcional aquellos genes que no tuvieran regiones intergénicas mayores de
150 pb, que se transcribieran en la misma orientacién que los genes adyacentes y

que tuvieran el mismo patrén de expresion en los arrays 229

. En los casos en que el
patron de expresion de posibles genes que podrian conformar una UT no fuera el
mismo o los datos del array para alguno de los genes no fuera estadisticamente
significativo, éste se confirmdé mediante gRT-PCR, comparando el nivel de
expresion del gen problema en la cepa fur respecto al de la cepa salvaje.

De todas las UTs definidas se buscé la regidon promotora, considerando ésta como
los 300 pb anteriores al codén de inicio de la traduccidn del primer gen y los 50 pb
posteriores al mismo vy se realizaron EMSAs. A modo de control positivo de estos
ensayos se utilizaron las regiones promotoras (P) de los genes fhuA y foxA (Pgua y

307

Prxa, respectivamente), ambos reprimidos directamente por Fur . Como era



IV.Resultados y Discusion

esperable los EMSAs revelan que dichas regiones promotoras interaccionan con la
caja Fur (Figura IV.4). Ademds puede observarse que la adicion de
concentraciones crecientes de proteina Fur provocan la aparicion de diversas
bandas de interaccién caracteristicas de proteinas que presentan interaccion
cooperativa, como es el caso de este regulador transcripcional.

A B

il

S TR R S

37 B

I "
5 -G ETTACG A TAGTEE TG TCATC TC TAARRG T/ (Te e TTATT taCRATARAGatgoT L Tgy-3*
e e s i

Figura IV.4. A. Gel SDS-PAGE, sobreexpresion y purificacion de la proteina Fur. Los carriles 1y 2
contienen extractos crudos de la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS pET15_fur en ausencia y presencia
de IPTG 10 mM, respectivamente. El carril 3 contiene la proteina Fur purificada, después de liberar
la cola de histidinas cortando con la proteasa trombina. Los pesos moleculares del marcador de
peso molecular Broad Range (Biorad) estan indicados a la izquierda. B. EMSAs con Fur y las
regiones promotoras de los genes fhuA (Pmua) Y fOXA (Pga). En cada caso: 20 nM de DNA
marcado en presencia de concentraciones crecientes (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) de
proteina Fur. Se muestra la movilidad de los fragmentos de DNA en ausencia de proteina (carril 1).
C. Organizacion génica y zonas promotoras de los genes fhuA y foxA. En cada caso esta
representado: en minusculas y negrita el coddn de inicio de la traduccion; en morado la caja Fur
identificada por el programa Virtual footprint, con las posiciones respecto al codén de inicio de la
traduccion indicadas. Las flechas muestran la organizacién de los hexameros (NATWAT) y las letras
minusculas indican una diferencia en la secuencia consenso.
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Posteriormente se realizd una busqueda in silico de cajas de unién de la proteina
Fur en su region promotora. Para ello se utilizd la herramienta bioinformatica
Virtual Footprint (http://prodoric.tu-bs.de/vfp/) '
busqueda los que se indican en detalle en el apartado de material y métodos. La

usando como criterios de

busqueda in silico identificé una posible caja Fur con 3 repeticiones del hexdmero
consenso (5’-NATWAT-3') **! en Psua €n la posicidn de -50 a -30 respecto al coddn
de inicio de la traduccién. El primer hexdmero tiene una orientaciéon 5 - 3’
respecto al gen, mientras que el segundo y el tercero estan en sentido inverso y
cada repeticion estd separada por 1 pb (=21€1€). Las dos primeras son
repeticiones perfectas de la secuencia consenso, mientras que la tercera varia
solo en un nucleoétido. En el caso de Psyxs se determind la presencia de una posible
caja Fur, entre las posiciones -27 y -8, compuesta por tres hexameros orientados
2> —2>1&, variando en 4 nucleédtidos de la secuencia consenso. En ambos casos los
resultados de la busqueda in silico se correlacionaban con los descritos para

ambos promotores %’

La confirmacién mediante EMSAs de la presencia de regiones de interaccién de la
proteina Fur en las regiones promotoras de los genes que alteran su expresion en
los ensayos transcriptdmicos y la identificacion de las cajas de unidn in silico,
permitio diferenciar de entre todos ellos aquellos sobre los que el regulador Fur
tiene un efecto directo y por lo tanto aquellos situados en un primer nivel de
control dentro de la red génica. Por otro lado, todas aquellas UTs en las que no se
identificd una regién de interaccidn, estan, dentro de la red génica, como minimo
en un segundo nivel, es decir, su expresién varia porque Fur esta regulando algun
gen que a su vez regula dicha UT (segundo nivel) u otra que contiene un gen que
de algin modo acaba relacionandose con la UT identificada (mas de segundo
nivel). Estas relaciones en cascada son las que finalmente conforman todo el
regulon Fur y definen toda la respuesta que, de algin modo, se dispara en funcién
de la concentracion de hierro extracelular.

Se identificaron un total de 70 UTs cuyo patron de expresion estaba vinculado a la
concentracion de hierro y a la presencia del regulador transcripcional, éstas a su
vez, se clasificaron en funcidn de si incrementaban o disminuian su expresion.
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2.ldentificacion de nuevos genes reprimidos
por el complejo Fur-Fe**

El estudio de transcriptdmica permitio identificar un total de 70 genes que
incrementaron su expresion en ausencia de Fur y en presencia de EDTA, que no se
habian asociado con anterioridad al reguldn Fur. En la Tabla IV.5 se representan
estos genes que estan formando un total de 22 UTs. Se observaron 62 genes que
forman parte de 12 UTs policistrénicas distintas mientras que los 10 genes
restantes se transcriben individualmente. A nivel funcional, dichos genes se
agrupan en tres categorias mayoritarias: reguladores transcripcionales, proteinas
de membrana y genes de metabolismo.

Genes con un valor de expresion mayor de 1 en los arrays EDTA y Fur
Gen' Cadigo ID Descripcién2 EDTA® Fur®
N STMO0031 putative transcription regulator NS +1,832
transpeptidase of penicillin-binding protein
1b (peptidoglycan synthetase)
V' STMO0363  putative transcription regulator, AraC family +1,468 43,653 22,63

FI

mrcB \/  STM0190 +1,060  +1,332

cyoE STMO0439 grg;c;):yani::s:;()fa rnesyltransferase (haeme +2'1b 42,223 3,29

cyoD STMO0440 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit IV +4,672 43,843

cyoC STMO0441 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit IlI NS +5,18b 3,52

cyoB STMO0442  cytochrome o ubiquinol oxidase subunit | +2,65b +1,622 3,42

CyoA STMO0443  cytochrome o ubiquinol oxidase subunit Il +6,162 +4,422 3,66
\V STMO0581 putative regulatory protein NS +1,32 2,32

moaA STMO0802 molybdopterin biosynthesis, protein A NS +1,08b

moaB STMO0803 molybdopterin biosynthesis, protein B +1,152 +1,95°

moaC STM0804 molybdopterin biosynthesis, protein C NS 1,763

moaD STMO0805 molybdopterin biosynthesis protein NS +1,992

moaE STMO0806 molybdopterin converting factor, subunit 2 NS +1,73

yceD \, STM1190 putative metal-binding +1,752 +1,82

plsX putative fatty acid/phospholipid synthesis

STM1192 +0,83b  +1,14b

protein

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase Ill
acetylCoA ACP transacylase
malonyl-CoA-[acyl-carrier-protein]
transacylase

fabG STM1195 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase +1,192  +1,423

fabH STM1193 +1,062 +12

fabD STM1194 +1,148  +1,23
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continuacion Tabla IV.5

3

Gen Cédigo ID Descripcién’ EDTA® Fur FI
putative ABC transporter periplasmic
12 a a
STM1255 binding protein +3,469 +2,63
STM1256  putative ABC transporter +1,8738 41,572
STM1257  putative ABC transporter +1,36@ +1,542
putative ATPase component of ABC-type
STM1258 a b
transport system +2,089 41,53
STM1259 putative ATPase component of ABC-type +102b NS
transport system ’
astC succinylornithine transaminase, also has
1 a a
STM1303 acetylornitine transaminase activity 2,23 +1,97
astA STM1304 arginine succinyltransferase +2,5328 42,373
succinylglutamic semialdehyde
a a
astD STM1305 dehydrogenase +2,22 +2,21
astB STM1306 succinylarginine dihydrolase +1,252  +1,393
astE STM1307 succinylglutamate desuccinylase 1,37b NS
marB STM1518 multiple antibiotic resistance protein +1,43b +1,92
transcriptional activator of defense systems
a a
marA STM1519 (AraC/XylS family) +1,9 +1,56 2,47
marR STM1520 tra nscrlptlonz.al repre.ss_or f)f marRAB +113b NS 1,03
operon, multiple antibiotic ’
ansP V' STM1584 APC family, L-asparagine transport protein +1,368  +2,312
STM1585 putative outer membrane lipoprotein +2,872 42,462
STM1586 putative periplasmic protein +3,882 45,169
yncD V| STM1587  paral putative outer membrane receptor +1,460  +1,82b
yncC /N STM1588 putative regulatory protein, gntR family +1,180 +1,21b 4,73
ychA STM1773 putative transcriptional regulator NS NS
sirC STM1774  Regulation of invasion genes +1,02b +1,32b 3,11
hemK STM1775 putative protoporphyrinogen oxidase NS NS
prfA STM1776 peptide chain release factor RF-1 NS NS
hemA STM1777  glutamyl tRNA reductase NS NS
rfbP STM2082 LPS side chain defect: bifunctional enzyme: +241b NS
undecaprenol-phosphate ’
LPS side chain defect:
bK STM2083 NS b 247
f phosphomannomutase +142 !
oM STM2084 LPS side chain defect: mannose-1- NS NS
phosphate guanylyltransferase
LPS side chain defect: rhamnosyl
b b
rfoN STM2085 transferase +1,1 *+1,75
rfbU STM2086 LPS side chain defect: mannosyl transferase NS NS
rfbVv STM2087  LPS side chain defect: abequosyltransferase NS NS
rfbX STM2088 LPS side chain defect: putative O-antigen NS NS 244
transferase
LPS side chain defect: CDP-abequose
b b
rfbl STM2089 synthase +2,97 +1,57
LPS side chain defect: CDP-6deoxy-D-xylo-4-
a a
rfbH STM2090 hexulose-3-dehydrase 42,392  +1,04
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continuacion Tabla IV.5

1

Gen Cédigo ID Descripcién’ EDTA® Fur FI
rfbG LPS side chain defect: CDP glucose 4,6-
’ a b
STM2091 dehydratase 42,999  +1,02
LPS side chain defect: glucose-1-phosphate
a a
rfbF STM2092 cytidylyltransferase +3,128  +1,2
LPS side chain defect: CDP-6-deoxy-
bl STM2093 a a
f delta3,4-glucoseen reductase +1,47 +1,23
rfbC STM2094  dTDP-4,deoxyrhamnose 3,5 epimerase +1,282 1,132
rfbA STM2095 dTDP-glucose pyrophosphorylase +2,792 +1,823 2,05
rfbD STM2096 TDP-rhamnose synthetase +2,212  +2,092
rfbB STM2097  dTDP-glucose 4,6 dehydratase +1,99b  +1,75b 2,59
STM2197 putative phosphoserine phosphatase +1,582 NS
STM2198 putative regulatory protein +2,342 44,052
V' STM2374  putatiave helix-turn-helix regulatory protein  +1,08P  +2,23b
Mig14\/ STM2782 putative transcription activator +1,862 +1,713
STM4535  putative PTS permease +2,572 42,223
STM4536  putative PTS permease +2,422 42,059
STMA4537  putative PTS permease +1,7328 +2,22
STM4538  putative PTS permease +1,4738 +1,9@
putative glucosamine-fructose-6-phosphate
STMA4539 b b
aminotransferase +1,765 42,16
putative glucosamine-fructose-6-phosphate
STM4540 b a
aminotransferase +1,29% 40,89
viiQ putative transcriptional regulator
STM4547 NS NS 15,58
(LuxR/UhpA family) !
transcriptional regulator (activator) of bgl
a a
bglJ STM4548 operon (LuxR/UhpA +1,558  +2,07

En rojo se representan los 22 genes cuya regién promotora se probd mediante EMSA.
'La orientacion génica y la organizacidn transcripcional estan indicadas por lineas verticales y
recuadros, respectivamente.

2Descripciones derivadas del Tigr.
* El incremento (>1) o la represidn (<-1) de los niveles de expresion (LogRatio(M)) causados por
EDTA o Fur. NS son genes que no tienen un adj.p.value. °las dos réplicas del array se comportan
igual (n=2) y el nivel de expresion es una media de los dos. ®indica que los genes solo se afectan
en una copia (n=1)
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2.1.

Diez de los genes listados en la Tabla IV.5 son reguladores transcripcionales, de
ellos, cuatro forman parte de UTs policistronicas (marR, sirC, STM2198 vy
STM4548) y el resto de UTs monocistrdnicas. Estos ultimos codifican la proteina
Mig-14, regulador que contribuye a la virulencia de Salmonella en el modelo
murino '8 proteinas asociadas a familias de proteinas reguladoras como AraC
(STM0363) o GntR (yncC) y el resto se anotan como probables reguladores
transcripcionales (STM0031, STM0581 y STM2374). Los EMSAs realizados con las
regiones promotoras de las distintas UTs, mostrados en la figura IV.5, ponen de
manifiesto que, de todos ellos, la proteina Fur sélo interacciona directamente con
el promotor del gen STM0363 (Poss3). En este caso, el anadlisis bioinformatico
detectod una posible caja entre las regiones -97 y -77 respecto al coddn de inicio de
la traduccidn (Figura IV5). Esta caja estd formada por 3 hexameros separados por
1y 2 pb el uno del otro, organizados de forma >1<2->. El segundo y el tercer
hexamero difieren en un nucledtido de la secuencia consenso, mientras que el
primero coincide completamente.

Los anadlisis comparativos con las bases de datos existentes realizados con la
proteina STM0363 determinan la existencia de un dominio de interaccién con el
DNA en el extremo C-terminal de ésta y la incluyen dentro de la familia de
posibles activadores transcripcionales del tipo XylS/AraC. Sin embargo, no se
conoce qué genes puede estar regulando esta proteina pero sera de bien seguro
el responsable de la activacion de otro/s gen/es vinculados con el reguldn Fur. En
este caso, y dado que aparentemente se trata de un activador transcripcional,
el/los gen/es que se encuentren bajo su control directo estaran formando parte
de los genes que incrementan su expresion en ausencia de hierro o en la cepa Fur
deficiente.



100

IV.Resultados y Discusién

A
' |
< STMI2197 °
.‘_
i il '] L
~  Jcha w hemk }\‘ prtA 1\-’ hentd ]—
o
| § 'i,EiEE
B
P rsava \Paisg | Phena {Pasaz Pmig14
i 2 3 4 51 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 & S5[1 2 3 4 5
- |l ot o S e e - oD
Poass | Pyme | Pooxs | Poss: | Paazs
1 2 3 4 5 3 4 5 |1 2 3 4 5|2 7z 3 4 5|1 72 3 4 5
ey
: - W
" L LIS R R R
C
IJ
5 BT TG TR TG T a o C A G T T T e e GGG IO GG TE TTA TTCAGAC TG TCATEACC T CGTA
GGATTTOGC TC O TEAC TEA TAC OO COGEACGOGE TTTC S TOGCTEGC GAAAGOGOG TTTTTATCGACAGA TC GGLGTTTATS
A7 7

e ——— - ——— A o
GATCACCTTTEC TOECCTTATC TETOCOC TCARTA GOGGTIGATAAT i[-l- TTeTOf [ El'lA :I‘[’G"[fu‘l'[":'_'l:-fu‘il:ﬂ_‘

CGCAGTGATA TG TTACACAG TGS TARCGC TCTGGTATARC GCAGATARACGGTATTGATAAt gtctccgatctectgtca

ctottcogecgecocggcgatgaaaaagatciittecgtcagogact -2

Figura IV.5. Reguladores transcripcionales con un valor de expresién >1 en los arrays. A.
Organizacion de las UTs policistrénicas mostrando el promotor mediante una flecha. En color rojo
oscuro se indican los genes con las dos réplicas inducidas en el array Fur y en rojo claro cuando
sélo una de las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor sefialado utilizando
concentraciones crecientes de proteina Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en ausencia de
proteina (carril 1). C. Zona promotora del gen STM0363. Las secuencias subrayadas indican los
oligonucleédtidos utilizados para amplificar la sonda Pgss3, en minusculas y negrita se indica la
regién de codificacién del gen STM0363. En gris se indica la caja Fur identificada con el programa
Virtual footprint. En morado se indica la secuencia de la posible caja Fur y se enmarcan los
hexameros que forman la secuencia de unién indicando en cada caso su orientacién mediante una
flecha. En minusculas se representan los nt que varian de la secuencia consenso.
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2.2.

Un total de 33 genes pertenecientes a 9 UTs codifican proteinas asociadas a la
envuelta celular o con funciones en la sintesis de la misma (Tabla IV.5).

De ellos, 13 genes se agrupan en tres operones, uno contiene los genes STM1255-
59 y codifica un sistema de transporte de tipo ABC, otro estd formado por los
genes STMA4535-40 y da lugar a una permeasa de tipo PTS (PEP-dependent
phosphotransferase system), y el ultimo (genes STM1586-5) son una proteina
periplasmatica y una lipoproteina. Otros tres genes codifican una posible proteina
de unién a metal (yceD), una permeasa para el aminoacido L-asparagina (ansP) 319

y un receptor de membrana externa (STM1587), respectivamente.

Para identificar si su vinculacién con Fur era directa o indirecta se realizaron EMSA
usando como sondas las zonas promotoras de las distintas UTs identificadas (P12ss,
P4s35, Pycen, Panse, P15s7-6). Como puede observarse en la figura IV.6, de todas ellas,
solo el promotor Pjsgzs sufrio un retraso electroforético en los ensayos de
movilidad. La sonda P;5g7.6 usada en los EMSA corresponde a la region que separa
dos genes (STM1587 y STM1586) que estan dispuestos de manera divergente en
el genoma y separados por 264 pb. Ademds el gen STM1586 forma unidad
transcripcional con el gen anterior, STM1585. Asi la zona P;537.6 en realidad ocupa
la region promotora de dos UTs. El gen homodlogo a STM1587 en E. coli es el yncD
gue codifica un receptor para el transporte de hierro dependiente de TonB 320 y
STM1585 se anota como una supuesta lipoproteina de membrana externa.
También se ha descrito que, en E. coli, los homélogos a STM1587 y STM1586

23 En este caso el incremento de la

estdn reprimidos por la proteina Fur
expresion detectado en los ensayos transcriptdmicos confirman para S.
Typhimurium lo descrito en E. coli y ademas, los EMSA realizados sobre la region
promotora de ambas UTs determinan que la regulacidon que Fur ejerce sobre ellas
es directa. Estudios in silico de la region P;sg7.6 permitieron la identificacion de una
posible caja Fur entre las posiciones -169 y -150 respecto al inicio de traduccién de
este gen STM1587 formada por tres hexdmeros organizados 2>—2>2< que sdlo

discrepan en 2 nucleétidos de la caja consenso de E. coli (Figura IV.6).
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Figura IV.6. Proteinas de la envuelta y para la sintesis de la pared con un valor de expresion >1
en los arrays. A. Organizacién de las UTs policistrénicas mostrando el promotor mediante una
flecha. En color rojo oscuro se indican los genes con las dos réplicas inducidas en el array Fury en
rojo claro cuando sélo una de las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor sefalado
utilizando concentraciones crecientes de proteina Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en
ausencia de proteina (carril 1). C. Zona promotora del gen STM1587. Las secuencias subrayadas
indican los oligonucleétidos utilizados para amplificar la sonda P55, en minusculas y negrita se
indica la region de codificacidn del gen STM1587. En gris se indica las cajas Fur identificadas con el
programa Virtual footprint. En morado se indica la secuencia de la posible caja Fur y se enmarcan
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los hexdmeros que forman la secuencia de unién indicando en cada caso su orientacion mediante
una flecha. En minusculas se representan los nt que varian de la secuencia consenso.

A parte de los anteriores, los estudios transcriptomicos también determinaron la
asociacién del reguldn Fur con genes cuyos productos génicos estan vinculados a
la sintesis de la pared bacteriana. Este es el caso del gen de una sintetasa del
peptidoglicano (mrcB) y del grupo de genes rfb que consta de 16 genes
involucrados en la sintesis y acoplamiento del antigeno O (AgO) del
lipopolisacarido *2*. La organizacién génica de los genes rfb se representa en la
figura IV.6, los genes pertenecientes a este cluster pueden clasificarse segun su
funcion 3% 322 Asi pues, existen genes relacionados con la biosintesis de los
azUcares TDP-Ramnosa, CDP-Abecuosa y GDP-Manosa (rfbBDAC, rfbIFGHJ vy
rfbMK, respectivamente); genes que codifican distintas transferasas, de la
abecuosa (rfbV), de la manosa (rfbU), de la ramnosa (rfbN) y de |la galactosa (rfbP)
y finalmente el gen rfbX que codifica una proteina integral de membrana que esta
involucrada en el ensamblaje del AgO. Aunque la estructura de estos genes parece
indicar que se transcriben todos como un unico operdn se han localizado dos
posibles promotores, uno delante de rfbB, y otro en la regidn intergénica entre
rfbV y rfbU. Por ello se eligieron estos dos promotores (P s y Pry) para realizar
los EMSASs con la proteina Fur.

En ningun caso, ni usando el promotor del gen mrcB o los descritos para el cluster
rfb se observd interaccidon con la proteina Fur, asi que este regulador, pese a
modular la expresién de dichos genes, no esta actuando directamente en S.
Typhimurium sobre el control transcripcional de los genes rfb ni del gen mrcB
(Figura IV.6).

2.3.

Por ultimo, en la tabla IV.5 también aparecen algunos genes que tienen funciones
metabdlicas. Concretamente se puede observar que los genes de aerobiosis cyoA-
E, que codifican la citocromo ¢ oxidasa, ven incrementada su expresién en el
mutante fur y en presencia de EDTA. Estos resultados se contraponen con los
resultados reportados en otros trabajos realizados en E. coli en los que se describe

que dichos genes son activados por la proteina Fur % >3

. Por este motivo, se
confirmaron los datos del array Fur mediante ensayos de qRT-PCR y, como se
observa (Tabla IV.5), los resultados obtenidos corroboran los observados en el del
array (Figura IV.7). Demostrando inequivocamente que, a diferencia de lo descrito

en E. coli, Fur ejerce un control negativo los genes cyoA-E en S. Typhimurium.
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IV.Resultados y Discusion

Ademas, los EMSA usando la regién promotora del gen cyoA (P0a) revelaron que
la relacion de dicho promotor con Fur es indirecta ya que no se observé ningln
cambio en la movilidad electroforética del promotor (Figura IV.7).

YA mas asfl

#-Hhh'* - W b/ vl -

Figura IV.7. Genes del metabolismo con un valor de expresion >1 en los arrays. A. Organizacion
de las UTs policistronicas mostrando el promotor mediante una flecha. En color rojo oscuro se
indican los genes con las dos réplicas inducidas en el array Fur y en rojo claro cuando sélo una de
las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor sefalado utilizando concentraciones crecientes
de proteina Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en ausencia de proteina (carril 1).

Los genes moaA-E, vinculados con el metabolismo del molibdeno, también ven
incrementada su expresion en un mutante Fur defectivo o en condiciones de
escasez de hierro como puede observarse en la tabla IV.5. Sin embargo, como
muestran los EMSA (Figura IV.7), el vinculo con la proteina Fur es indirecto. La
relacion del reguldn Fur con el molibdeno no es sorprendente, este elemento es
un oligoelemento esencial para S. enterica ya que forma parte de enzimas
importantes para la respiracién anaerdbica %%, El metabolismo del molibdeno es
estrictamente dependiente del metabolismo del hierro a distintos niveles, ya que
la biosintesis del cofactor Fe-Mo se basa en la sintesis de complejos Fe-sulfuro 3%,
por lo tanto su asociacion con el reguldon Fur hace evidente la relacion entre el

metabolismo de ambos elementos.
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Finalmente destacar que también ven modificada su expresion los genes plsX-fab
y ast, que codifican enzimas implicados en la biosintesis de acidos grasos 324 y la
arginina succiniltransferasa 32 respectivamente. Los estudios EMSA realizados
utilizando como sonda Ppsx Y Pastc fueron también negativos, denotando la
implicacion indirecta de Fur en el cambio observado a nivel transcripcional (Figura
IV.7).

3.ldentificaciéon de nuevos genes activados por
el complejo Fur-Fe**

En la tabla IV.6 se listan los 190 genes que presentan un valor LogRatio(M) menor
de -1 en el array y por tanto aquellos en los que el complejo Fur-Fe*' ejerce un
efecto positivo sobre su expresion.

Como se ha citado anteriormente, muchos trabajos demuestran que Fur puede
tener un efecto activador directo sobre algunos genes en numerosas especies

223,256,273 Ep este trabajo de

bacterianas como N. meningitidis, H. pyloriy E. coli
Tesis Doctoral se decidid determinar si en el regulon Fur de S. Typhimurium
también existian genes que tuvieran una regulacién similar. Por ello, siguiendo el
mismo procedimiento que el utilizado en el caso de los genes regulados
negativamente, se determiné si el regulador transcripcional se unia directamente
a los promotores de los genes que regula positivamente.

De la misma manera que con los genes inducidos en el array, se clasificaron los
genes en funcion de las categorias funcionales asociadas con su anotacién. En este
caso los genes se agruparon bdsicamente en cuatro tipologias funcionales
distintas: reguladores transcripcionales, proteinas de la envuelta, genes asociados

con el metabolismo energético y genes asociados a virulencia.
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IELERVAE Genes con un valor de expresién menor de -1 en los arrays EDTA y Fur

Gen Cédigo ID Descripcion EDTA Fur FI
prpB STMO0368  putative carboxyphosphonoenolpyruvate mutase NS -1,6b
prpC STMO0369  putative citrate synthase _1'4b 2,348
prpD STMO0370  putative protein in propionate catabolism -1,22a NS

putative acetyl-CoA synthetase, propionate
prpE 5TM0371 catabolism operon -1,088 1,199
cydA cytochrome d terminal oxidase, polypeptide
STMO0740 subunit | -2,574 -3,162 0,24
cytochrome d terminal oxidase polypeptide
cydB STMO741 '\ o -1,842  -2,133 0,45
dmsA STM0964  naerobic dimethyl sulfoxide reductase, subunit A -4,813 -4,972
dmsB STMO0965  naerobic dimethyl sulfoxide reductase, subunit B -5,4a -4,993
dmsC STMO0966  anaerobic dimethyl sulfoxide reductase, subunitC 5 g2a -4,653
pipC Pathogenicity island encoded protein: homologous
STM1090 to ipgE -3,132 -2,412
sopB STM1091  Salmonella outer protein: homologous to ipgD -5,243 -2,822
csgB minor curlin subunit precursor, nucleator for
STM1143 assembly NS _1,44b
curlin major subunit, coiled surface structures
’ b
csgA STM1144 cryptic -0,97 -1,793
csgC STM1145  putative curli production protein -1,612 -1,332
mviN \/ STM1170 putative virulence factor -4,132 -2,234
ynfl STM1495  putative component of anaerobic dehydrogenases NS -0,71b
STM1496  putative dimethylsulfoxide reductase -1,32a -1,322
STM1497  putative dimethyl sulphoxide reductase -5,284 -5,3a
STM1498  putative dimethyl sulphoxide reductase -2,55a -2,534
STM1499  putative dimethyl sulphoxide reductase, chain Al -2,453 -3,092
fdnl formate dehydrogenase-N, cytochrome B556(Fdn)
STM1568 gamma subunit, nitrate-inducible NS -2,178
formate dehydrogenase-N, Fe-S beta subunit,
fdnH STM1569 nitrate-inducible -3,374 -3,974
fdnG STM1570  putative molybdopterin oxidoreductases 4,422 -4,022
ydcl \l/ STM1625  putative transcriptional regulators, LysR family -4,872 -1,552
putative bacterial regulatory helix-turn-helix b
\l/ STM1671 proteins, araC family NS -1,92 0,28
ompWN STM1732  outer membrane protein W colicin S4 receptor -3a -2,653
cobT nicotinate-nucleotide dimethylbenzimidazole-P
>TM2016 phophoribosyl transferase -1,972 -3,822
cobS STM2017  cobalamin 5-phosphate synthase -1,763 -1,234
bifunctional: cobinamide kinase cobinamide
cobl >TM2018 phosphate guanylyltransferase -2,032 -1,882
chiP STM2019 synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide a a
precursor 2,1 -1,76
. synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide
chio STM2020 precursor -1,852 -1,872
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide
cboQ STM2021 precursor -1,672 -2,273
. synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide
cbiN STM2022 precursor -2,012 -2,082
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continuacion Tabla IV.6

Gen'  Cédigo ID Descripcién’ EDTA® Fur® FI
cbiM synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide b b
STM2023 precursor -3,03 -1,22
. synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide b a
cbil STM2024 precursor -2,34 -2,36
. synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide
- a - a
chbik STM2025 precursor 2,38 2,33
. synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide a a
cbil STM2026 precursor -2,53 -2,26
chiH STM2027 synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 223 1 g5a
precursor
chiG STM2028 synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 282 243
precursor
. synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide a a
cbiF STM2029 precursor -2,16 -1,93
chiT STM2030 synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide -1,67b NS
precursor
, synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide a b
cbiE STM2031 precursor -2,73 -3,56
. synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide
- a - a
cbiD STM2032 precursor 2,41 2,27
. synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide
- a - a
chiC STM2033 precursor 2,92 1,61
, synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide a a
cbiB STM2034 precursor -3,13 -2,92
chi STM2035 synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 2,583 NS 0,68
precursor
Propanediol utilization: transcriptional regulation,
pocR /[\ STM2036 AraC family NS -1,528 0,55
pduF 4\ STM2037 If’rqpanedlol utilization: propanediol diffusion NS NS 0,16
acilitator
pduA STM2038  Propanediol utilization: polyhedral bodies -1,61b -1,45b
pduB STM2039  Propanediol utilization: polyhedral bodies -2,683 -1,912
pduC STM2040  Propanediol utilization: dehydratase, large subunit -2 5a -3,09

Propanediol utilization: dehydratase, medium

pduD || STM2041 "

NS NS

pduE STM2042  Propanediol utilization: dehydratase, small subunit -1 41b -2 49b

Propanediol utilization: diol dehydratase

pduG STM2043 reactivation NS -1,953
pduH STM2044 E;:Et?c:t?;c: utilization: diol dehydratase NS NS
pdul STM2045  Propanediol utilization: polyhedral bodies -1,912 -1,14b
pduk STM2046  Propanediol utilization: polyhedral bodies -1,55b  -1,56b
pdul STM2047  Propanediol utilization _1'53b NS
pduM || STM2048  Propanediol utilization -1,043 1,160
pduN STM2049  Propanediol utilization: polyhedral bodies _1,43b NS
pduO STM2050  Propanediol utilization: B12 related _1,35b -1,092
pduP STM2051 Propanediol utilization: CoA-dependent _1,42b NS

propionaldehyde dehydrogenase

pduQ STM2052  Propanediol utilization: propanol dehydrogenase -1,283 -0,73b

pduS STM2053  Propanediol utilization: polyhedral bodies NS NS
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continuacion Tabla IV.6

1

3

Gen Cédigo ID Descripcién’ EDTA Fur FI
pduT STM2054  Propanediol utilization: polyhedral bodies NS NS
pdulU STM2055  Propanediol utilization: polyhedral bodies NS NS
pduV STM2056  Propanediol utilization NS NS
pduW STM2057  Propanediol utilization: propionate kinase NS NS
pduX STM2058  Propanediol utilization +1,388 NS
phsC Hydrogen sulfide production: membrane b a

>5TM2063 anchoring protein -2,07 -1,87
Hydrogen sulfide production: iron- sulfur subunit a a
phsB STM2064 electron -2,68 -2,97
Hydrogen sulfide production: membrane
26 - a
phsA STM2065 anchoring protein 2,6 2,82
putative NADPH-dependent glutamate synthase
- a - a
>TM2186 beta chain or 2,25 2,75
yeiA STM2187  putative dihydropyrimidine dehydrogenase 1,512 -2,3a
nuoN A\ STM2316  NADH dehydrogenase | chain N NS 1,472
nuoM || STM2317  NADH dehydrogenase | chain M NS -1,932
nuol STM2318  NADH dehydrogenase | chain L NS -1,743
nuoK STM2319  NADH dehydrogenase | chain K NS -1,592
nuol STM2320  NADH dehydrogenase | chain J NS -1,882
nuol STM2321  NADH dehydrogenase | chain | NS -2,032
nuoH STM2322  NADH dehydrogenase | chain H NS 2,492
nuoG STM2323  NADH dehydrogenase | chain G NS -1,812
nuoF STM2324  NADH dehydrogenase | chain F NS -1,552
nuoE STM2325  NADH dehydrogenase | chain E NS -1,622
nuoC STM2326  NADH dehydrogenase | chain C,D NS NS
nuoB STM2327  NADH dehydrogenase | chain B NS -1a
nuoA STM2328  NADH dehydrogenase | chain A NS -1,252
eutR putative regulator ethanolamine operon b a
STM2454 (AraC/XylS family) -1,59 -1,23
eutk STM2455 putative ca.rboxy_sf)mt_e structural protein, NS NS
ethanolamine utilization
putative carboxysome structural protein, a a
eutl STM2456 ethanolamine utilization -1,57 -1,17
eutC STM2457  ethanolamine ammonia-lyase, light chain -1,82a -1,812
eutB STM2458  ethanolamine ammonia-lyase, heavy chain -2,062 -1,662
CPPZ-55 prophage chaperonin in ethanolamine
- a _ b
eutA STM2459 Utilization 1,41 1,51
putative transport protein, ethanolamine a a
eutH STM2460 utilization -1,87 -1,44
paral putative transport protein in ethanolamine
-2 97a - a
eutG STM2461 utilization 2,2 1,71
eut) STM2462  paral putative heatshock protein (Hsp70) 2,592 -2,032
putative aldehyde oxidoreductase in ethanolamine
- a - a
eutk STM2463 utilization 2,79 2,06
eutN STM2464  putative detox protein in ethanolamine utilization -2 722 -1,972
eutM STM2465  putative detox protein in ethanolamine utilization -2,913 -1,882
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continuacion Tabla IV.6

Gen'  Cédigo ID Descripcién’ EDTA® Fur® FI
eutD putative phosphotransacetylase in ethanolamine a b
>TM2466 utilization -2,63 1,75
putative cobalamin adenosyltransferase,
-2 44 N b
eutT STM2467 ethanolamine utilization 2,4 0,99
eutQ STM2468  putative ethanolamine utilization protein -3,012 -1,592
eutP STM2469  putative ethanolamine utilization protein -2,11° -2,25b
eutS STM2470 pu_t_atlv.e carboxysome structural protein, ethanol 08 b 15°
utilization
STM2528  putative dimethylsulfoxide reductase -1,97° -1,49°
STM2529  putative anaerobic dimethylsulfoxide reductase -1,87° -1,3°
STM2530  putative anaerobic dimethylsulfoxide reductase -2,59° -3,02°
putative dipeptide/oligopeptide/nickel ABC-type a
\l/ >TM2759 transport systems, periplasmic component NS -1,56
avrA STM2865  putative inner membrane protein -1,3° -1,98°
sprB STM2866  transcriptional regulator -3,84° -2,92°
hilc STM2867 ?aa;tif;lal regulatory helix-turn-helix proteins, araC 6,36° 2.72°
orgC STM2868  putative cytoplasmic protein -2,87° -3,01°
orgB STM2869  putative inner membrane protein -2,66° -2,26°
orgh STM2870 putative flage||.3r biosynthesis/type Ill secretory 6,73° 392°
pathway protein
prgk STM2871  cell invasion protein lipoprotein, may link inner -7,99° -3,82°
prgJ STM2872  cell invasion protein cytoplasmic -7,7° -3,73 ° 0,22
prgl STM2873  cell invasion protein cytoplasmic -4,78° -3,83 °
prgH STM2874  cell invasion protein -8,69° -3,73°
hilD \l/ STM2875  regulatory helix-turn-helix proteins, araC family -2,76° -2,42 o
hilA \1/ STM2876  invasion genes transcription activator -5,58° -3,05* 0,53
iagB \l/ STM2877  cell invasion protein -4,45 b -3,13°
sptP STM2878  protein tyrosine phosphate -2,57° -2,71°
sicP STM2879  chaparone, related to virulence -7,21° -3,78°
iacP STM2881  putative acyl carrier protein -5,16° -3,64°
SipA STM2882  cell invasion protein 62 -4,11°
sipD STM2883  cell invasion protein -9,55° -4,22°
sipC STM2884  cell invasion protein -9,05°  -4,08° 0,19
SipB STM2885  cell invasion protein -7,78° -3,82°
sicA STM2886 surfac.e presentation of antigens secretory 772° 361°
proteins
spas STM2887 surfac.e presentation of antigens secretory 401° 3.42°
proteins
spaR STM2888 surfac.e presentation of antigens secretory NS NS
proteins
spaQ STM2889 surfac.e presentation of antigens secretory 3,54° 335°
proteins
spaP STM2890 surfac.e presentation of antigens secretory 4,97° 442°
proteins
spa0 STM2891 surfac.e presentation of antigens secretory 4.88° 313°
proteins

surface presentation of antigens secretory
proteins

spaN STM2892 9,2° -4,13°
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continuacion Tabla IV.6

Gen'  Cédigo ID Descripcién’ EDTA® Fur® FI
spaM surface presentation of antigens secretory ) a ) a
STM2893 proteins 9,85 4,91
invC STM2894 surfac.e presentation of antigens secretory 78° 4,68°
proteins
invB STM2895 surfacg presentation of antigens secretory 87° 443"
proteins
invA STM2896 invasion protein -5,14°*  -3,85°
invE STM2897 invasion protein -3,66°  -3,14°
invG STM2898 invasion protein outer membrane -5° -3,13°
invF STM2899 invasion protein -6,84°  -4°
invH \l/ STM2900 invasion protein -2,35° -2,39°
\l/ STM2912  putative transcriptional regulators, LysR family -0,99° —1,46b 0,47
csrB STM2966  Regulatory SRNA NS -2,38°
STM3012  putative transcriptional regulator -1,13 o -1,08b 0,39
hybG STM3143  hydrogenase-2 operon protein -1,3° -1,64°
hybE STM3144 putat|.ve hydrogenase expression/formation 2aa 197°
protein 4
hybE STM3145  putative hydrogenase -3,36° -2,07°
hybD STM3146  putative processing element for hydrogenase-2 -3,15° -2,31°
hybC STM3147  hydrogenase-2, large subunit -3,09° -2,47°
hybB STMV3148 ﬁutatlve cytochrome Ni/Fe component of 333° -3,08°
ydrogenase-2
hybA STM3149 function unknown, intitally thought to be 2,877 2.22°
hydrogenase-2
hybO STM3150  putative Ni/Fe hydrogenases, small subunit -3,2° -2,69°
yghC 4\ STM3163 :)aur':]a;lt;\)/e transcriptional regulator (AraC/XylS 1,23° 1,03 048
ygiE \l/ STM3190  putative divalent heavy-metal cations transporter -1,24° -1,68°
yaqjl Vv sTm3215 putative transcriptional regulator -5,32° -1,97° 0,17
pckA \l/ STM3500  phosphoenolpyruvate carboxykinase -2,27° -1,74°
/I\ STM3820  putative cytochrome c peroxidase -3,11° -2,97°
fdhE STM4034 putat{ve formate dehydrogenase formation _1,031, 1,25°
protein ? Mn_fn
fdol STM4035 formaFe dehydrogenase, cytochrome B556 (FDO) NS 233°
subunit
fdoH STM4036 formate dehydrogenase-O, Fe-S subunit NS -2,32°
fdoG || STM4037  formate dehydrogenase -1,45°  -2,86"
SiiA STM4257  putative inner membrane or exported - -1,58°
siiB STM4258  putative methyl-accepting chemotaxis protein -1,76° -3,54°
sic STM4259 putative ABC exporter outer membrane 474 a 3,05 a
component homolog
SiiD STM4260 membrane permease, predicted cation efflux 5.54° 2,337
pump
SiiE STM4261  putative inner membrane protein -1,91° NS
SiiF STMA4262 putatlive ABC-type.bactenocm/lant|b|ot|c exporter, NS NS
contain an N-terminal
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continuacion Tabla IV.6

Gen Cédigo ID Descripcién’ EDTA® Fur® FI

nrfA STMA4277  nitrite reductase periplasmic cytochrome c(552) -1,84b —1,25b

nrfB STM4278 formate-dependent nitrite reductase a penta-

a b
haeme cytochrome c 3,24 175

putative nitrite reductase formate-dependent, Fe-

a b
S centers -3,29 -1,66

nrfC STM4279

nrfD STM4280  putative nitrate reductase, formate dependent -2,7° -1,71°

formate-dependent nitrite reductase involved in

b b
attachment of -1,69 -1,72

nrfE STM4281

nrfG part of formate-dependent nitrite reductase

, -1,11° 1,06
complex involved

STM4282

melR/[\ STM4297  Regulator of melibiose operon (AraC/XylS family) +1,25b -2,33°

melA || STM4298  alpha-galactosidase -2,97°  -3,53°
melB STM4299  GPH family, melibiose permease Il -3,36° -1,28b
dcuR STM4303 response .regulator in two-component regulatory 213° NS
system with
deus STMA4304 sensory histidine kinase in two-component _1,221, -3,07b
retgulatory system
STMA4305 putatlye anaerobic dimethyl sulfoxide reductase, 2,58 —2,84b
subunit A
STMA4306 putatlye anaerobic dimethyl sulfoxide reductase, -3.37° 213°
subunit B
STMA4307 putatl\_/e anaerobic dimethyl sulfoxide reductase, 315° _2134b
subunit C
STM4308  putative component of anaerobic dehydrogenases NS -
Bcl STMA4339  outer membrane lipoprotein (lipocalin) NS -1,232
frdD STMA4340 fumarate_ reductase, anaerobic, membrane anchor -1,9ga 3,042
polypeptide
frdC STM4341 fumarate. reductase, anaerobic, membrane anchor _1'991, -2.182
polypeptide
frdB STMA4342 fumarjate reductase, anaerobic, Fe-S protein _2'393 3212
subunit
frdA STMA4343 il:?jr:ite reductase, anaerobic, flavoprotein _11933 2,792 0,53

En rojo se representan los genes cuya region promotora se probé mediante EMSA.

'La orientacién génica y la organizacion transcripcional estan indicadas por lineas verticales y
recuadros, respectivamente.

2Descripciones derivadas del CMR.

*El incremento (>1) o la represion (<-1) de los niveles de expresion causados por EDTA o Fur. NS
son genes que no tienen un adj.p.value °las dos réplicas del array se comportan igual y el nivel
de expresion es una media de los dos. ®indica que los genes




IV.Resultados y Discusion
3.1.

En la tabla IV.6 aparecen reguladores transcripcionales conocidos que alteran su
patron de expresion, concretamente se observa melR y dcuR. Estos genes
codifican, respectivamente, el activador transcripcional MelR, que forma parte del
operén mel para la utilizacion de la melobiosa como fuente de carbono 3%, y el
regulador DcuR que forma parte, junto al sensor DcuS, de un sistema de dos
componentes. Los EMSAs realizados con las regiones promotoras de ambos genes
fueron negativos, asi que su vinculacién a Fur es indirecta.

Otros seis genes anotados como posibles reguladores transcripcionales
organizados en unidades monocistrénicas son: STM1625, STM1671, STM2912,
STM3012, STM3163 y STM3215. De todos ellos, Unicamente el promotor del gen
STM3215 (P3;,15) vario su movilidad electroforética en los EMSA realizados (Figura
IV.8). Estudios in silico del P3,;5 identificaron una regién de unién de Fur localizada
en la posicidn -188 a -166 respecto al coddn de inicio de traduccion y formada por
cuatro repeticiones hexaméricas orientadas 22>—=2>-1<, que difieren en 4 nt de la
secuencia consenso de E. coli.

Pese a ello, no se conoce por el momento el reguldn relacionado a estos posibles
reguladores transcripcionales. En este caso seria necesario poder extender
estudios transcriptdmicos de mutantes de dichos genes para observar las
variaciones en la transcripcién de los genes por ellos controlados. De esa forma se
podria ordenar la red génica disparada por Fur y asociada a la presencia o
ausencia de hierro.
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Figura IV.8. Reguladores transcripcionales con un valor de expresion <-1 en los arrays. A.
Organizacion de las UTs policistrénicas mostrando el promotor mediante una flecha. En verde
oscuro se indican los genes con las dos réplicas inducidas en el array Fur y en verde claro cuando
s6lo una de las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor sefialado utilizando
concentraciones crecientes de proteina Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en ausencia de
proteina (carril 1). C. Zona promotora del gen STM3215. Las secuencias subrayadas indican los
oligonucledtidos utilizados para amplificar la sonda P3,;5, en mindsculas y negrita se indica la
region de codificacion del gen STM3215. En gris se indica las cajas Fur identificadas con el
programa Virtual footprint. En morado se indica la secuencia de la posible caja Fur y se enmarcan
los hexameros que forman la secuencia de union indicando en cada caso su orientaciéon mediante
una flecha. En minusculas se representan los nt que varian de la secuencia consenso.
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3.2.

Como puede observarse en la tabla IV.6, tres genes, ompW, STM2759 y STM3190,
gue codifican proteinas de membrana disminuyeron su expresién en los ensayos
transcriptdmicos realizados. Los ensayos EMSA con los promotores Pompw, P2759 Y
P3190 determinaron que no existia ninguna relacién directa con el regulador Fur
(Figura 1V.9), y que por tanto son genes regulados de forma indirecta.

Porco Peion

J‘-‘U“ w Vigwy

Figura 1V.9. Proteinas de la envuelta con un valor de expresidn <-1 en los arrays. EMSAs de cada
promotor sefialado utilizando concentraciones crecientes de proteina Fur (5, 25, 100 y 375 nM,
carriles 2-5) o en ausencia de proteina (carril 1).

El gen ompW fue caracterizado por primera vez en E. coli como un receptor para

327

la colicina S4 *“'. En S. enterica la porina OmpW parece mediar el flujo del

32 un compuesto téxico de dipiridilo con

compuesto toxico metil-violégeno
capacidad de generar aniones superdxido. Otro de los genes regulado
positivamente por Fur es el STM2759 anotado como un posible componente
periplasmico de un sistema de transporte tipo ABC. Los componentes
periplasmaticos de los sistemas de transporte de tipo ABC normalmente son
guinasas encargadas de transmitir energia al sistema de transporte para la
translocacion del compuesto asociado a dicho transportador. Sin embargo en este
caso se desconocen tanto las caracteristicas del transportador asi como su
funcién. Y, finalmente, también disminuye su expresion en los estudios de
transcriptomica el gen STM3190, homdlogo al gen zupT de E. coli, que ha sido
descrito como un transportador de iones metdlicos de amplio espectro ya que
puede captar diversos cationes divalentes como el zZn*, el Fe*, el Co* vy

posiblemente el Mn?* 3%,
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3.3.

3.3.1. Genes de respiracion

En la tabla IV.6 se observa la presencia importante de genes relacionados con la
respiracion. Asi, aparecen distintas deshidrogenasas (DH) como la formato DHy
(fdnGHI), la NADH DH | (nuoA-N), la hidrogenasa 2 (hybOABCDEFG), |la formato
DHo (fdoGHI), y una probable hidroxipirimidina-DH (STM2186-87). Del mismo
modo se observan distintas reductasas terminales: la quinol oxidasa bos (cydAB),
la dimetil sulféxido (DMSO) reductasa (dmsABC), la nitrito reductasa
(nrfABCDEFG), la fumarato reductasa (frdABCD), otras unidades transcripcionales
gue codifican probables DMSO reductasas (STM1499-95, STM2528-30, STM4305-
08) y una hipotética citocromo ¢ peroxidasa (STM3820). Los resultados de los
EMSAs realizados demostraron la interaccion directa de Fur en el los promotores
Phypo Y P21ss (Figura IV.10). La identificacion in silico de la caja Fur en Ppypo la sitda
en la regidén -103 a -78 respecto al inicio de traduccion y esta formada por 4
repeticiones del hexamero consenso, todos orientados de forma directa
(€2€& €& €). Esta se encuentra en la posicion -186 a -162 en P,;g5 y en este caso

estd compuesta por cuatro repeticiones hexaméricas siguiendo un patrén
1<,

Dentro del reguldn Fur de S. Typhimurium también aparecen genes implicados en
el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) controlados positivamente por Fur aunque de
forma indirecta >, como es el caso del gen pckA (Figura IV.10). S. enterica, como
otras bacterias entéricas, estan expuestas a altos niveles de propionato en el
tracto digestivo humano. El propionato es un acido graso de cadena corta (SCFA)
producto de la fermentacion y la mejor estrategia de defensa de las bacterias
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frente a estos compuestos es catabolizarlos eficientemente . S. enterica

convierte el propionato a piruvato a través del ciclo del acido 2-metilisocitrato, la

mayor parte de estos enzimas estan codificados por el operdén prpBCDE 331

115




IV.Resultados y Discusion

B
Prang Pouas Prypo P fdoc P21
1 Z 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 i 4 5 1 2 3 4 5
- HL—"
|
l-HHUu..-.,..-- i?zuh v ot bl ol W -hn‘!"!
Peyan Pamsa P Pfian Piass
1 2 3 4 5 i ¥ 3 4 5 1 £ 3 8/ 3 1 i 3 4 35 | 4 3 4 5
HHH““ h_h‘r . e b N -u -biu“h
|P2sa0 P30 Pis20 Pocta Pocan
R T S N TN T N I T M T
HHHLII:] N o ""_-". . -"'H-'I'J | o v i b
C
P,

nypL}
i toacgacggttaatgccgtgagaagtgatgagagtattatetocagtoat TTTATAGTIATTCCGTTACGANGRCC TGS
- =103
[}

|
cmmmm@mmmw-. .'EcTtTTtTrnT ATS| Tac

GOCATRA FATAGTETARTTAATTAAAGCARGATAATROCCCTETTGGE
AtcaaccttogagtogatanceggocatanagasgogascogooatoccI0aatoatione -3

P

2ids

5 totitataccggitgcggititttatttactggaatgattatttatct it e L L LAt COTTAATCTATT TATTATCCCT
156 162

ATTCTTTCACAGAATACCCTTCTTTCAR TG TTRGEC TEGECEETAGA TTTTAGH TCATTAARACGCETTATTTGCGTTTC G
CTTAATTTATTCARGCATTARGGAAGATTATAtgocgoaacasaat tatotggatgaactcacgoctggt thtacgocatt- 3



IV.Resultados y discusidn

Figura IV.10. Genes de respiracion con un valor de expresion <-1 en los arrays. A. Organizacion de
las UTs policistronicas mostrando el promotor mediante una flecha. En verde oscuro se indican los
genes con las dos réplicas inducidas en el array Fur y en verde claro cuando sélo una de las réplicas
se induce. B. EMSAs de cada promotor sefialado utilizando concentraciones crecientes de proteina
Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en ausencia de proteina (carril 1). C. Zona promotora de
los genes hypO y STM2186. Las secuencias subrayadas indican los oligonucleétidos utilizados para
amplificar la sonda de cada promotor (Ppyy0 ¥ P2i1ss), €n mindsculas y negrita se indica la regién de
codificacién de cada gen. En gris se indican las cajas Fur identificadas con el programa Virtual
footprint. En morado se indica la secuencia de la posible caja Fur y se enmarcan los hexameros que
forman la secuencia de unién indicando en cada caso su orientacidn mediante una flecha. En
minusculas se representan los nt que varian de la secuencia consenso.

La vinculacién de Fur con la expresion de todos estos genes relacionados con el
metabolismo energético no es de extrafiar ya que la mayoria de estos complejos
respiratorios contienen hierro en sus moléculas. Por ello, se puede especular que
Fur estd interviniendo de nuevo en la homedstasis del hierro a través del control
sobre la sintesis de proteinas que requieren este catién como cofactor 2”>.

3.3.2. Genes implicados en la sintesis y utilizacion de coenzima B;;

De entre los genes controlados positivamente por el regulador Fur destacan
aquellos implicados en la sintesis y utilizacion de la desoxiadenosilcobalamina
(Ado-B1, o Ado-CBL) (Tabla IV.6). Dichos genes estan representados en los
clusteres cbi-cob (STM2016-35), pdu (STM2037-58) y etu (STM2474-70) (Figura
IV.11). En todos los casos los analisis de movilidad electroforética demostraron
que la regulacién de Fur sobre estos distintos operones era indirecta (Figura IV.11)

A diferencia de E. coli, S. Typhimurium puede sintetizar de novo la coenzima By;.
Esta sintesis sélo es posible en condiciones de anaerobiosis y requiere el operodn
de genes llamado chi-cob (STM2016-35). Este mide unas 17 Kb y contiene 20
genes pertenecientes a dos grupos: genes cbi, involucrados en la sintesis del anillo
de corrina (cbiABCDETFGHJKLMNQOP) y genes cob para el ensamblaje del centro
nucleotidico (cobUST) **. Este operdn presenta un control propio mediado por la
proteina PocR, codificada por el gen pocR que se encuentra entre los operones
cbi-cob y pdu como una UT independiente. PocR actia como activador del
sistema, uniéndose a su mismo promotor y delante del gen cbiA, en el promotor
del operdn cbi; ademds también tiene una funcion activadora sobre los
promotores de los genes pduF y pduA, el grupo de genes adyacentes al operdn
cob **2. Como muestran los resultados del array, el gen pocR también forma parte
del reguldon Fur ya que ve disminuida su expresién en ausencia de hierro o del
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complejo Fur-Fe**. Asi que el control positivo por parte de Fur sobre el gen pocR
podria justificar la relacién entre Fur y el operdn cbi-cob, aunque los ensayos
EMSA realizados demostraron que la regulacion es indirecta. En conjunto, todos
estos resultados parecen indicar que el operdn cbi-cob podria encontrarse en un
tercer nivel de regulacion ya que Fur regularia a algun regulador que a su vez
modularia la transcripcién de pocR, cuyo producto génico activaria la expresion
del operdn de sintesis de cobalamina.

Ademas de los genes requeridos para la sintesis de Bi,, el analisis con los
microarrays permitié establecer la regulacién de Fur sobre dos grupos de genes
mas, los pdu y los eut, implicados en la utilizacion de propanediol y etanolamina,
respectivamente. En ambos casos estos genes también estan asociados a la
produccién de coenzima By, ya que necesitan de ésta para su funcién.

La utilizacion del propanediol requiere de la expresidn de los genes del operdn
pdu que permiten la conversion de propanediol a propionil-CoA. Este grupo de
genes, localizados adyacentes al operdn cbi-cob, engloba 22 genes controlados
también por el activador transcripcional PocR. Los resultados del array
demuestran que la mayoria de ellos (14 genes) disminuyen su expresidon en
ausencia de Fur y en presencia de quelante y las pruebas de movilidad
electroforética de las dos regiones promotoras (Ppgur Y Ppaua) indican que la
regulacién mediada por Fur es indirecta (Figura IV.11). El propanediol es un
subproducto del catabolismo de la ramnosa, un derivado de la celulosa y la
fucosa. Ambos azlcares se encuentran en el tracto gastrointestinal de mamiferos

habitualmente asociados a la superficie de las células epiteliales del intestino 333
335

Figura IV.11. Genes implicados en la sintesis y utilizacion de la coenzima B;, con un valor de
expresion <-1 en los arrays. A. Organizacion de las UTs policistréonicas mostrando el promotor
mediante una flecha. En color verde oscuro se indican los genes con las dos réplicas reprimidas en
el array Fur y en verde claro cuando solo una de las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor
sefialado utilizando concentraciones crecientes de proteina Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5)
o en ausencia de proteina (carril 1).
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Por otro lado, el uso de la etanolamina como fuente de carbono y nitrégeno
depende de los 17 genes eut. La etanolamina es un componente fosfolipidico de la
membrana de las células eucariotas y procariotas y una fuente de carbono vy
nitrégeno importante para Salmonella durante la infeccion 3% En la tabla IV.6 se
observa que la ausencia de Fur y la presencia de quelante producen una reduccién
en la expresion de los genes eut, aunque los ensayos EMSA realizados indican que
la vinculacién con Fur parece ser indirecta (Figura 1V.11). El operdn eut presenta
un regulador propio, EutR, encargado de incrementar la expresiéon de los genes
implicados en el catabolismo de la etanolamina en presencia de este compuesto y
vitamina Bj,. Igualmente, la expresion del gen eutR esta vinculada al regulén Fur
segun los datos transcriptémicos obtenidos en este trabajo, pero del mismo modo
que el caso anterior, los estudios de movilidad electroforética realizados con la
region promotora P.,r descartaron el control directo por parte de Fur de este
regulador transcripcional.

Finalmente, destacar el operdon phsABC que codifica la tiosulfito reductasa
encargada de reducir el tiosulfato a sulfito e hidrogeno sulfato. Igual que los
anteriores este operdn presenta una disminucidn de su expresion en ausencia de
Fur o en presencia del quelante. Ademas los EMSA realizados también denotan
que la relacion de Fur con este operdn es indirecta dado que no se observa ningun
cambio en la movilidad del promotor Ppsa en presencia del regulador
transcripcional (Figura IV.11).

La tiosulfito reductasa codificada en este operdn es esencial para el metabolismo
del tetrationato, el aceptor final de electrones cuando la etanolamina y el
propanediol son usados como fuentes de carbono y energia en condiciones
anaerobicas.

3.3.3. Control positivo indirecto a través de los sSRNA RfrA y RfrB de genes
implicados en la sintesis y utilizacion de coenzima B,

Como se puede observar hasta el momento, algunos genes pertenecientes al
regulén Fur son activados directamente por este regulador transcripcional. De
todos modos, la mayoria de los genes controlados positivamente por Fur
presentan una regulacién indirecta. Como se ha comentado en el apartado
introductorio, la activacion de la expresidon génica promovida por Fur ha sido
descrita en E. coli mayoritariamente como un proceso indirecto a través de un
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SRNA regulador llamado RyhB “*>. En concordancia con nuestros resultados Massé
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et al.

identificd los genes nuo, fdo, cyd y frd como genes activados por Fur de
manera indirecta a través de RyhB.

En Salmonella han sido descritos dos sRNA homodlogos a RyhB de E. coli,
denominados RfrA y RfrB (RNA for Fur response) **. El primero es el gen paralogo
al ryhB de E. coli K1-2, mientras que el ortdlogo, rfrB, no se encuentra en el
genoma de E. coli K-12 (Figura IV.12). Aunque no era el objetivo principal de este
trabajo se quiso estudiar la vinculacidén de estos dos sSRNA en la regulacion de los
genes para la sintesis y el metabolismo de la cobalamina por su novedad y por ser
especificos de Salmonella y no de E. coli. Para ello se construyeron varias cepas de
Salmonella deficientes en cada uno de ellos o en ambos (Figura IV.12).

El gen sodB codifica la superdxido dismutasa B cuya regulacion por los sRNAs esta

claramente definida %*3

. Por este motivo se utilizd este gen como control positivo
en estos ensayos, estudiando su nivel de expresiéon en los distintos entornos
genéticos que se pretendian comparar. En concordancia con lo descrito con
anterioridad **> 3*°, en la figura IV.12, se observa que la delecién del gen fur
provoca una disminucién considerable de la expresion del gen sodB. Del mismo
modo, los resultados obtenidos en estos ensayos de RT-PCR cuantitativa a tiempo
real también confirman los resultados obtenidos en los arrays (Tabla 1V.4). Para
maximizar las diferencias en el patrén de regulacién en los distintos entornos
genéticos, los valores de transcripcion se compararon con los observados en la
cepa fur deficiente, donde el nivel de expresion de sodB es el mas bajo. Como se
observa en la figura IV.12, la delecién de ambos sRNAs en la cepa fur permite la
induccion de la expresion del gen sodB, demostrando asi que Fur esta controlando
la expresion de este gen a través de los sSRNAs rfrA y rfrB. Ademas, los resultados
obtenidos concluyen, tal y como fue descrito en el trabajo de Ellermeier et al. **,
gue en Salmonella estos sSRNAs actian en conjuncion, ya que la deficiencia de sélo

uno de ellos no afecta a la expresidon del gen sodB en un mutante fur.
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Figura IV.12. sRNAs RfrA y RfrB. A. Posicion de los sSRNAs en el genoma de S. Typhimurium y su
secuencia. En gris se indica la caja Fur identificada con el programa Virtual footprint, en morado la
secuencia de la posible caja Fur y enmarcados los hexdmeros que forman la secuencia de union
indicando en cada caso su orientacidn mediante una flecha. En minusculas se representan los nt
que varian de la secuencia consenso. B. Construccion de diversas cepas mutantes de S.
Typhimurium. En el gel de la izquierda se muestran los fragmentos de DNA de las cepas mutantes
individuales para los dos sRNAs, sin (A) y con la cassette de kanamicina (Kan) comparando el
tamafio con el de la cepa salvaje (wt). En el gel de la derecha se muestra la amplificacion de los
genes fur, rfrAy rfrB en el triple mutante fur ArfrA rfrB::kan. C. Ensayos de qRT-PCR del gen sodB.
Se compara el factor de induccion (Fl) de dicho gen en diferentes cepas mutantes en un entorno
salvaje (gris claro) y en un entorno fur- (gris oscuro). Las lineas rojas indican cuando se considera
un factor de induccién positivo (>2) y cuando negativo (<0,5). Se indica la desviacién estandar de
cada experimento realizado un minimo de 3 veces.
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Asi pues, siguiendo como patrdn de referencia el comportamiento del gen sodB,
se analizé mediante gRT-PCR qué cambios habia en el patron de expresion de los
genes pocR, cbiA, pduB, eutR y eutE en una cepa fur rfrA rfrB. Como puede
observarse en la figura IV.13 los resultados obtenidos confirmaron que los genes
pocR, cbiA y pduB estan controlados por los sSRNAs en Salmonella ya que en un
mutante fur cuando se eliminan los sSRNAs aumenta la expresion de dichos genes.
Por el contrario los genes para la utilizacion de la etanolamina (eutR y eutE)
mostraron unos niveles de expresidén constitutiva cuando se comparé la expresion
en la cepa fur respecto la cepa fur rfrA rfrB (Figura IV.13). Estos resultados
permiten concluir que la sintesis y la utilizacién de la cobalamina y el propanediol
estdn controlados por los dos sRNAs en Salmonella, mientras que los genes eut
estan controlados por Fur de una manera indirecta mediante un mecanismo
distinto ya que no se observd ni union de éste en ninguno de los promotores
probados ni una vinculacion de los sSRNAs en su regulacion.

[=1
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Figura IV.13. Ensayos qRT-PCR de distintos genes para la sintesis y utilizacion de la cobalamina.
Se compara el factor de induccion (Fl) de los genes pocR, cbiA, pduB, eutR y eutE en un entorno
fur- (gris claro) y en un entorno fur- rfrA- rfrB- (gris oscuro). Las lineas rojas indican cuando se
considera un factor de induccién positivo (>2) y cuando negativo (<0,5). Se indica la desviacidén
estandar de cada experimento realizado un minimo de 3 veces.

Estudios paralelos a este trabajo utilizando la cepa mutante fur rfrA rfrB

permitieron la publicacién de un articulo (anexo B.1 337

) en el cual se describe que
Fur controla también de manera indirecta a través de los sRNAs los principales

reguladores de la respiracion anaerdbica de nitratos NarP y NarL.
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3.4.

La vinculacion de Fur con la patogenia ha sido ampliamente descrita. No sélo por
qué se haya relacionado a Fur con la regulacidn de numerosos genes de virulencia
! sino también porqué cepas deficientes en el gen fur de diferentes especies
bacterianas ven disminuido su potencial de colonizacion y virulencia en sus

280, 284, 338341 Aqi sucede con mutantes fur de S.

respectivos modelos animales
Typhimurium cuando son administrados oralmente en ratdén, aunque se
comportan del mismo modo que la cepa salvaje cuando la via de administracion

| 3423%3 Este efecto ha sido atribuido en la bibliografia a la mayor

es intraperitonea
sensibilidad de la cepa fur al pH acido, la cual dificulta su paso por el estdmago.
Sin embargo, la administracién previa de bicarbonato, que tampona el pH del
estdmago, no supone el restablecimiento total de la virulencia de la cepa salvaje,
asi que otros factores parecen ser necesarios para explicar este fendmeno. De
hecho, se ha demostrado que los mutantes fur parecen tener una menor
capacidad de invasion de las células epiteliales **2.

El estudio transcriptomico realizado permitid determinar que la mayoria de los
genes asociados a la virulencia que estan regulados por Fur y la presencia de
hierro estan relacionados con procesos de adherencia e invasion de las células
epiteliales del intestino. De hecho, no soélo genes de virulencia, también aquellos
implicados en la degradacion de azlcares presentes en el intestino y sobre las
células epiteliales como se ha descrito en el apartado anterior. Esto concuerda
con el hecho que la alteracion del proceso infectivo de los mutantes defectivos en
Fur parece estar relacionada con los primeros pasos del proceso infectivo, pero no
con lo que pasa una vez se ha superado la barrera epitelial.

Como puede observarse en la Tabla IV.6 incrementan su expresién en presencia
de Fur y hierro los genes del operén csgBAC (también denominado agf de “thin
aggregative fibers” en Salmonella spp.). Este operdn codifica las fimbrias tipo curli
implicadas en el proceso de adhesidon del patégeno a su huésped ya que
interaccionan con matrices proteicas como la fibronectina, la laminina y el
plasminégeno, y por tanto son muy importantes para iniciar la adherencia y la

3% También se encuentra regulado positivamente el

colonizacion de los tejidos
gen mviN, que fue descrito por primera vez en Salmonella como un factor de
virulencia esencial en el modelo murino **. Ni el promotor del operdn csgBAC ni
el del gen mviN dieron positivos en los EMSAs realizados en presencia de

concentraciones crecientes de la proteina Fur (Figura 1V.14) y por tanto se debe
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inferir que el efecto positivo sobre su transcripcion por parte del regulador Fur es
indirecto.

El control de la expresidn del gen mviN de Salmonella no se habia asociado con
anterioridad ni al reguldn Fur ni a la concentracion de hierro aunque si que se ha
descrito que el gen homdlogo a mviN en Burkholderia pseudomallei ve afectada su
expresion en funcion de la concentracion de hierro en el medio. Aunque en este
trabajo no describen si la modulacion de su expresidon debida a hierro esta

vehiculada por Fur 346

. Los resultados obtenidos demuestran que en el caso de
Salmonella, la relacion con hierro esta asociada al regulén Fur, aunque dicha
relacion es indirecta ya que Fur no parece unirse a la region promotora.

En referencia al operdn cgsBAC, destacar que su regulacion por parte de Fur,
aunque indirecta, estd en consonancia con el hecho de que dentro de este regulén
también se encuentren genes que forman parte de islas de patogenicidad que
también estan asociados con procesos de colonizacién (como es el caso de SPI1 o
SPI4) 8. Apuntando el hecho de que quiza la concentracion de hierro mediante el
complejo Fur-Fe?* pueda ser una buena sefial para el inicio de los procesos de

colonizacion del epitelio intestinal.

Como se acaba de comentar, de los genes que disminuyen su expresidén en los
arrays y que estan asociados a la virulencia de Salmonella destacan una gran
cantidad de genes que forman parte o controlan diversas islas de patogenicidad.
De este modo, el T3SS codificado por la SPI1, asi como proteinas efectoras
secretadas por éste (codificadas en genes que estan localizados en SPI1 cémo
SipABCD, sptPy avrA, o en otras partes del cromosoma cémo sopA, sopD y sopE) y
el RNA regulador CsrB; el T1SS y la proteina SiiE de la SP14; y los genes sopB y pipC
codificados en la SPI5 disminuyen su patrén de expresion en un mutante fur
(Tabla IV.6).
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Figura IV.14. Genes asociados a virulencia con un valor de expresién <-1 en los arrays. A.
Organizacién de las UTs policistronicas mostrando el promotor mediante una flecha. En color
verde oscuro se indican los genes con las dos réplicas reprimidas en el array Fur y en verde claro
cuando solo una de las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor sefialado utilizando
concentraciones crecientes de proteina Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en ausencia de
proteina (carril 1). C. Zona promotora del gen hilD. Las secuencias subrayadas indican las zonas
promotoras -35, -10 y el inicio de transcripcion (+1). En mindsculas se indica la region de
codificacién del gen hilD. En azul y gris se indican las cajas Fur identificadas con el programa Virtual
footprint (caja Ay B, respectivamente). En verde se indica la zona de unién de HilD y HilC.

Los analisis de movilidad electroforética realizados con las diferentes regiones
promotoras de los genes reguladores de la SPI1 (hilA, hilC y hilD), del RNA csrB, de
siiA de la SP14 y del gen sopB de la SPI5 demuestran que Fur sélo se une a la region
promotora del gen hilD (Figura IV.14). Se realizé una busqueda in silico de posibles
cajas Fur en la regiéon de Ppjp que se expande de la posicion -247 a la +90 respecto

3% En concordancia, se predijeron dos

al coddn de inicio de la transcripcion (+1)
cajas Fur (Figura IV.14): la CajaA, en la posicion -191 a -163, corresponde a una
region rica en AT (contenido dG + dC inferior al 15 %, respecto al 50 % del total del
genoma) y esta localizada 100 pb upstream de los sitios de unién de HilD y HilC; y
la CajaB, en la posicién -48 a -30 (contenido dG + dC de aproximadamente un
30%), que se solapa con el elemento -35 de Py;p y esta situada 30 pb downstream

de los sitios de unién de HilD y HilC 3 (Figura IV.14).

3.4.1. Uniodn de Fur al promotor PhilD

Para saber cual de las dos cajas, o si ambas unian Fur se realizaron deleciones del
promotor Ppip, generando los fragmentos FrgB, FrgC y FrgD (Figura 1V.15). Como
podemos observar en la figura 1V.15, sélo el FrgD (que abarca el intervalo -247 a -
123) es capaz de unir Fur, mientras que cuando se utiliza el FrgB (-170 a +90) o el
FrgC (-16 a +90) no se observa unidn. Asi pues, es evidente que Fur interacciona
con la regién comprendida entre -247 y -123 que contiene la CajaA (-191 a -163),
asi como Fur-Mn?* no interacciona con la region central del promotor de hilD (-91

a -57) que contiene los sitios de unién de HilD y HilC 7% 3%,
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Figura IV.15. Unién de Fur al promotor P.;,. A. Diagrama de la region P,p. Las cajas Fur Ay B
estdn marcadas en azul y gris respectivamente. La region de unién de HilD y HilC se muestra en
verde. Todas las posiciones indicadas se refieren al inicio de la transcripcién +1 del gen hilD. La
regiéon de codificacion de hilD se sefiala mediante rayas. B. Experimentos EMSA utilizando los
fragmentos de DNA FrgA (P,ip), FrgB, FrgCy FrgD del promotor de hilD en ausencia (-) o presencia
(+) de 50 nM de proteina Fur. C. Ensayo de Footprint de PhilD utilizando concentraciones
crecientes de Fur (1,5-100 nM). Las posiciones estan relacionadas con el sitio de inicio de la
transcripcion. Los tres hexameros de la CajaA estan enmarcados y orientados mediante una flecha
D. Secuencia de la CajaA salvaje y la CajaA* mutada. Los 3 hexameros de la caja Fur y su
orientacidon también estan indicados. Se muestra el EMSA utilizando las sondas de DNA Py;p 0 Ppip=
en presencia o ausencia de 50 nM de proteina Fur.

Para determinar mejor la especificidad del sitio de unién de Fur a Ppjp se
realizaron ensayos de footprinting. A bajas concentraciones de Fur (0,5 dimeros
Fur/Pnip DNA), sdlo la region de -189 a -170, que contiene la CajaA, se protegid del
ataque de la DNasa | (Figura IV.15, carril 4). La CajaA contiene tres copias de la
secuencia hexamérica consenso, separadas cada una por 4-pb. Dos hexameros (I y
II) estan orientados en directo y el otro (Il) en inverso (24<4->), formando una
caja Fur tipica *%.

Finalmente, para demostrar la implicacion del operador rico en AT (CajaA) en el
reconocimiento de Fur a Pujp se obtuvo una sonda de DNA con la CajaA mutada
(Phip*) que se utilizdé en estudios EMSA (Figura IV.15). Como era predecible, Fur
reconoce y se une especificamente al DNA que contiene la CajaA intacta, pero no
se puede unir a Puip+ que contiene mutaciones en la region de la CajaA (Caja A*)
(Figura IV.15).

3.4.2. Fur activa directamente la expresion de hilD in vivo e in vitro

Los estudios EMSA realizados en este trabajo y expuestos anteriormente
confirmaron la unidn de la proteina Fur con Pgjp. Un estudio paralelo demostrd
gue Fur activa la expresion de la SPI1 aumentando la cantidad de proteina HilD
mediante la utilizacién de fusiones génicas transcripcionales y traduccionales ***
%7 Ademds, estudios recientes han descrito que Fur puede modular la expresién
de hilA controlando negativamente los niveles del regulador global H-NS 38 En
presencia de Fur-Fe®" la expresion de hns se reprime y la disminucion de la
concentracion de H-NS reduce por tanto la represiéon que ejercia sobre el
promotor de hilA permitiendo de esta forma un aumento en la expresiéon de este

gen 348,389 i embargo, el mecanismo de activacion de la expresion de hilD
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mediada por Fur continuaba siendo desconocido. Los resultados obtenidos aqui
expuestos fueron publicados en el articulo del anexo B.2 de este trabajo 30

Para determinar si Fur incrementaba la utilizacion de Ppp in vivo se ensayd el nivel
de transcripciéon basal del gen hilD en diferentes cepas mutantes de S.
Typhimurium. Las regiones promotoras salvaje Ppjp y su variante Puip+, cada una
con una cassette Kan® upstream, se integraron en su loci nativo, dando lugar a las
cepa salvaje Ppp::Kan y la cepa mutante Ppjp+:Kan, respectivamente. Cabe
destacar que las mutaciones en la CajaA* (Ppip+, Figura IV.15) estdn localizadas
upstream de las regiones de union de HilD, HilC, RtsA y de la RNA polimerasa
(RNAP) 7% 3% Ademds la presencia de la cassette Kan® delante de la CajaA no
modificd la expresion de hilD, ya que el nivel de transcripcién de este gen fue
similar al obtenido usando la cepa SV5015 salvaje (Figura IV.16A). Los niveles de
MRNA hilD fueron analizados mediante qRT-PCR y normalizados respecto el gen

351

recA que no esta asociado con el regulén Fur *>~. Como control, se determind en

las mismas condiciones de cultivo, la expresion del gen foxA que es reprimido por

Fur 3%

. No hubo ninguna evidencia de que la mutacion Pup+ afectara a la
expresion de foxA, pero en ausencia de Fur o en presencia de EDTA la expresién
de este gen se vio incrementada (Figura IV.16A). En condiciones de saturacion de
hierro el nivel de mRNA de hilD fue 10 veces mayor que en condiciones de escasez
de hierro (Figura IV.16A). El hecho de que el nivel de expresion de hilD en las
cepas, Puip+::Kan y fur fueran muy similares sugiere que la inactivacion de la CajaA

no tiene ningun efecto sobre la expresion basal de este gen.

En condiciones de saturacion de hierro la expresién de hilD en el mutante
Pnhip+::Kan fue similar al observado en condiciones de baja concentracion de hierro
(Figura IV.16A), sugiriendo que la activacion de Ppjpp no se da a través de un
mecanismo de des-represion transcripcional. Ademas, en la misma cepa mutante
los niveles de hilD fueron similares a aquellos medidos en el mutante Py;p::Kan fur
(Figura IV16A), lo que implica que una secuencia de la CajaA salvaje en cis es
necesaria para incrementar la acumulacion del mRNA hilD.

I. ** no se observé

Sin embargo, en el estudio realizado por Ellermeier et a
ninguna disminucion en la expresion de hilD en ausencia de ambas proteinas, HilD
y Fur, mediante fusiones transcripcionales. Estos resultados se confirman con los
obtenidos por experimentos de qRT-PCR utilizando la cepa fur hilD en la cual,
como era de esperar, la expresidon de hilD se incrementé con un factor de 1,2 +
0,18 respecto a la cepa salvaje. A pesar de que la ausencia de Fur o la disminucién
en la concentracion de hierro resulté en una clara reduccién en la expresién de

hilD (Figura IV.16A), las dos proteinas, Fur y HilD, parecen ser necesarias para la
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completa expresion del gen hilD in vivo. Esta respuesta tan compleja puede
explicarse por el hecho de que, solamente cuando la proteina HilD alcanza un
nivel significativo es capaz de activar la expresion de hilA y mas alla inducir su
propia expresién >2.

Finalmente para acabar de confirmar que la presencia de Fur es suficiente para
activar la utilizacidon de Pyp, fueron llevados a cabo estudios de transcripcion in
vitro con el DNA de Pyp o de Pyip+ linearizados con Hindlll y la RNAP de E. coli
(Figura IV.16B). Se obtuvo una Unica banda de transcrito utilizando el DNA
linearizado, indicando que hilD se expresa a partir de un Unico promotor (Figura
IV.16B, carril 1). La longitud de este transcrito esta totalmente de acurdo con los
transcritos iniciados en P.;p determinados por primer extension 300, confirmando
que el transcrito de 116 nt corresponde al transcrito genuino desde Pyjp. Los
transcritos con pesos moleculares menores fueron atribuidos a sitios de pausa de
la RNAP ya que no se predijo ninguna secuencia promotora obvia en las regiones
upstream.

En presencia de Mn?"y en ausencia de Fur los niveles basales de los transcritos de
116 nt provenientes de Pyip y Ppip+ fueron similares (37 £ 3 AU (arbtrary units)),
sugiriendo que las mutaciones en la CajaA no afectaban la utilizacién de Py;p+ En
presencia de Mn2+, la utilizacion de Py;p o la acumulacion de transcritos de 116 nt,
incrementd con el aumento de concentracién de proteina Fur, alcanzando un
punto Optimo cuando fueron afiadidos aproximadamente 2.5 dimeros
Fur/molécula de DNA (123 + 5 AU). Niveles similares de utilizacion de Pyip se
observaron cuando se usé como molde DNA superenrollado (Puipsc), descartando
asi cualquier requerimiento topoldgico para la activaciéon de su transcripcion. A
concentraciones de Fur-Mn* por debajo de la saturacién la utilizacion de Py;p
incrementé mas de 3 veces sobre el control sin Fur-Mn?*, mientras que la adicién
de Fur-Mn*" no produjo un aumento de los niveles de transcripcién de un
promotor no relacionado (P,) (27 £ 5 AU) (Figura. IV.16B).
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Figura IV.16. Activacion de la expresion de hilD in vitro e in vivo. A. Niveles relativos de mRNA de

hilD en diversas cepas bacterianas y concentraciones de hierro. Estos niveles se estimaron
mediante qRT-PCR en las cepas PhilD, PhilD*, Afur PhilD o salvaje (wt) crecidas en concentraciones
de hierro altas (LB) o bajas (DPD). Para demostrar que la utilizacion de PhilD no se ve afectada por
la cassette kanR se muestra el nivel de hilD en la cepa salvaje. Como control se muestra el nivel de

expresion de foxA que esta reprimido por Fur en todos los entornos genéticos. Para cada condicion

el nivel de expresidn relativa fue calculado como el ratio entre la concentracién relativa de cada

MRNA con respecto a la obtenida en la cepa isogénica PhilD. Se muestra la desviacion estandar de
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tres experimentos independientes. B. Transcripcion in vitro de PhilD en ausencia (-) o presencia de
concentraciones crecientes de proteina Fur (1,5-200 nM). En la grafica se muestra la sintesis
relativa de mRNA desde PhilD (circulos rellenos) y PhilD* (triangulos vacios) en ausencia o
presencia de concentraciones crecientes de Fur. También se representas las unidades arbitrarias
(AU) del vector pGEMT (cuadrados vacios) como control no especifico

La utilizacion de Ppjp+ no se vio incrementada a concentraciones iguales o incluso
mas altas de Fur-Mn?* gue aquellas requeridas para activar este promotor. Como
puede observarse en la figura IV.16B, el complejo Fur-Mn** interacciond con la
CajaA, sugiriendo que la proteina facilita la utilizacién de la regidn Py;p por parte
de la RNAP in vitro. Por tanto se puede concluir que Fur-Mn®" actda como un
activador transcripcional de la expresién de hilD en S. Typhimurium. Sin embargo,
en presencia de aproximadamente 20 dimeros Fur/molécula de DNA, no se
observé dicha activacion del promotor Pp;p, al igual que tampoco fue observada
en Ppip+ ni en P, (Figura IV.16B). Fue descartada la posibilidad de que alguna
RNasa contaminante o algun otro efecto no especifico fueran responsables de la
reduccién de la sintesis de RNA a concentraciones constantes de Mn?* y mayores
de Fur, por ello se hipotetizé que el complejo Fur-Mn*" evita la activacién de Puip
debido a su union cooperativa. Asi pues, la unién de la proteina a lo largo de la
region promotora esta interfiriendo en la interaccidon de la RNAP con Py;p en lugar
de estimularla, devolviendo la expresién de hilD a sus niveles basales.

3.4.3. Fur activa indirectamente la expresion de genes de las islas de
patogeneicidad 4y 5

HilD es uno de los reguladores principales de la SPI1 y que justifica la disminucién
de la expresién de todos los genes de la isla y de algunos de otros genes situados
fuera de la misma, por el efecto cascada mediado por el control sobre otros
reguladores transcripcionales ejercido por HilD.

El gen sopB (también conocido como sigD) se encuentra dentro de otra isla de

patogeneicidad, la SPI5, que contiene 4 genes mas (Figura 1V.14) que contribuyen

353

a la enteropatogénesis de Salmonella °. La isla puede dividirse en dos regiones,

el extremo serT que codifica para los genes pipAB, y el otro extremo que incluye el

gen sopB. La proteina efectora SopB es translocada por el T35S1 *** gracias a la
asistencia de la chaperona PipC codificada en la misma SPI5 **°, y su regulacién se
356

coordina con la expresion de los genes de la SPI1 *°°. SopB ha sido caracterizada

como una inositol polifosfato fosfatasa que provoca la secrecion de fluidos en el

| 357 358, 359

lumen intestina y que juega un papel importante en la invasiéon . Por el
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contrario, la expresion de pipB y pipA esta relacionada con la expresion de la isla
de patogeneicidad SPI2 %
IV.14) dieron resultados negativos. Asi pues, se puede atribuir la disminucién de la

. Los EMSASs realizados con la proteina Fur y Psops (Figura

expresion de éstos genes en la cepa fur o en presencia de EDTA a un control
indirecto de la proteina Fur a través de la regulacién de hilD y por tanto de la SPI1.
La SPI4 es otra isla de patogeneicidad implicada en la unidn a las células epiteliales
y que contribuye a la enteropatogénesis en el modelo murino 381 Esta constituida
por 6 genes: los siiCDF codifican componentes de un sistema de secrecidn tipo 1;
el gen siiE codifica una proteina de secrecidn; y los genes siiAB con funcién

desconocida %2

. El T1SS es el responsable de secretar la proteina SiiE que se
asocia a la membrana externa y funciona como adhesina cuando esta en contacto
>332 Se ha demostrado que la regulacion de la SP14 se
. La proteina reguladora de la SPI1, HilA, se une a la

region 5’ upstream de siiA y es requerida para la expresion de la SPI4 %3 Mas

con las células epiteliales

solapa con la de la SPI1 ***

adelante se sugiri6 que HilA promovia la expresion de esta isla actuando de

antagonista al silenciamiento por la proteina H-NS 3%

. Fur, junto con el hierro,
estan regulando la expresién de los genes de la SPI4, pero parece ser que este
efecto no es directo ya que Fur no se une a P4 (Figura 1V.14) y, como sucede con
los genes de la SPI5 puede ser debido a un efecto indirecto a través de la

disminucion de la expresion de SPI1 en estas mismas condiciones.
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Se ha podido observar que el reguldn Fur de S. Typhimurium es muy extenso y
abarca des de la captacion y utilizacién de hierro hasta la regulacion de funciones
vitales para la célula bacteriana como el metabolismo o la virulencia. La proteina
Fur ejerce el control sobre todas estas funciones a distintos niveles y con
estrategias diferentes en cada caso.

Por un lado existen genes que estan regulados en un primer nivel, es decir que Fur
actua uniéndose directamente sobre su promotor, y otros que lo estan a un
segundo nivel a través de los sRNA rfrA y B o a través de reguladores controlados
directamente por Fur. Ademas los mecanismos de control de Fur pueden ser tanto
de represién como de activacion.

El papel de Fur cdmo represor de la expresion de algunos genes es el mas
conocido y estudiado, aunque aln aparecen trabajos donde se revelan nuevos
genes controlados por este modulador en distintas especies bacterianas. En este
estudio, aparte de confirmar el control que ejerce Fur sobre todos los genes
relacionados con la captacion y utilizacion del hierro, se ha demostrado que Fur
controla directamente dos nuevas proteinas codificadas en los genes STM0363
(regulado transcripcional) y STM1587 (receptor de membrana externa), y que de
algin modo también controla genes importantes para la sintesis del LPS.

En cambio, el papel de Fur como activador es mas controvertido. Muchos estudios
de expresidén génica global han dejado claro que Fur controla positivamente, de
alguna manera muchos genes. El sistema de control indirecto mediante sRNAs es
el mas aceptado y globalizado en muchas especies bacterianas, pero también es
verdad que cada vez mas aparecen nuevos mecanismos para explicar el control
positivo que ejerce Fur. En este trabajo se demuestra que Fur de S. Typhimurium
puede actuar como activador de la expresidon génica uniéndose directamente a la
zona promotora de los genes que regula, asi como ocurre en algunas especies
como Neisseria.

Ademas se ha evidenciado una funcién de Fur como sensor de posicién en el
huésped gracias a su capacidad de unirse a hierro y a su poder de discriminacion
entre el estado de oxidacion de éste elemento. Asi pues, el control de Fur sobre
genes tanto de virulencia como del metabolismo anaerdbico, estaria indicando a
la célula bacteriana su posiciéon dentro del organismo y por tanto permitiria
adecuar la expresion de ciertos genes en el momento en que los precisa.
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Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

1. El reguldon Fur de S. Typhimurium estd compuesto por 1646 genes de los
cuales 733 estan regulados negativamente y 913 estan bajo un control
positivo.

2. En el presente trabajo se han identificado 62 nuevos genes que se
encuentran controlados negativamente por el complejo Fur-Fe?*. Entre
éstos se encuentran reguladores transcripcionales, genes cuyos productos
estan implicados en la sintesis de pared, codificantes de proteinas de la
envuelta y genes metabdlicos.

3. Los datos obtenidos en este trabajo han permitido identificar 190 nuevos
genes regulados positivamente por el complejo Fur-Fe*' cuyos productos
comprenden reguladores transcripcionales, proteinas de la envuelta,
proteinas implicadas en el metabolismo energético y del metabolismo del
coenzima B, y proteinas necesarias para la virulencia de S. Typhimurium.

4. El complejo Fur-Mn?* puede actuar como represor o como activador
transcripcional. De los nuevos genes identificados que estan regulados
negativamente se une a la regién promotora de STM0363 y STM1587. De
los nuevos genes regulados positivamente se une a la regién promotora de
STM3215, hypO, STM2186 vy hilD.

5. Los sRNAs RfrA y RfrB de S. Typhimurium actian conjuntamente para
regular, mediante un mecanismo indirecto, algunos genes activados por el
regulador Fur. Entre ellos destacan los genes pocR, cbiA y pduB implicados
en la sintesis y la utilizacion de la cobalamina.

6. El complejo Fur-Mn?" activa directamente la transcripcion de hilD, el
principal regulador de la isla de patogeneicidad 1 de Salmonella (SPI1).

7. Fur, conjuntamente con el Fe?* es un regulador transcripcional global y
ademas ejerce un papel como sensor de anaerobiosis y localizador de la
célula bacteriana dentro del huésped.
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1. Composiciéon y preparacion de medios de
cultivo

1.1.

Medio de cultivo utilizado para el crecimiento habitual de cepas de E. coli y S.
typhimurium.

Disolver en 1 L de agua MQ: 10 g de triptona; 5 g de extracto de levadura; y 10 g
de NaCl o 5 g en el medio LB para obtener células competentes. Afiadir 15 g de
agar para obtener LB sélido. Autoclavar durante 15 min. a 1212 C,

1.2.

Medio utilizado para el crecimiento de las cepas de E. coli y S. typhimurium
transformantes a los que se realizaron extracciones plasmidicas.

Preparar dos mezclas por separado: (i) disolver en 900 ml de agua MQ 12 g de
triptona; 24 g de extracto de levadura; y 4 ml de glicerol. (ii) disolver en 100 ml de
agua MQ 2,312 g de KH,PO, vy 16,432 g de K,HPO,4 3H,0. Autoclavar por separado
durante 15 min a 1212 C, dejar enfriar y afiadir la solucién ii a la primera para
obtener un volumen final de 1 L.

1.3.

Medio de cultivo utilizado para la expresidn fenotipica de los cultivos de E. coliy S.
typhimurium electrotransformados.
Preparar siguiendo las especificaciones del fabricante (Oxoid).

1.4.

Medio utilizado para el crecimiento de células competentes para
electrotransformar en el procedimiento de inactivacién génica mediante un paso.
Afadir a 1 L de agua MQ: 20 g de triptona; 5 g de extracto de levadura; 0,5 g de
NaCl; y 0,5 ml de KCI 2,5 M. Mezclar, ajustar el pH a 7 y autoclavar 15 min a 1212C.
Antes de su utilizacién afiadir DL-arabinosa 20 mM estéril.
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1.5.

Medio utilizado para la expresiéon fenotipica de cepas de S. typhimurium
electrotransformadas en el procedimiento de inactivacidn génica mediante un
paso.

Preparar justo antes de electroporar anadiendo al medio SOB DL-arabinosa vy
glucosa a una concentracién de 20 mM cada una.

1.6.

Medio utilizado para la seleccion de cepas transductantes no lisogénicas.

Disolver en 966 ml de agua: 8 g de triptona, 1 g de extracto de levadura, 5 g de
NaCl, 15 g de agar, 833 mg de amarillo de alizarina y 132 mg de azul de anilina.
Autoclavar 15 min a 1212 Cy afadir 34 ml de glucosa al 40 % estéril.

2. Miniextraccion de DNA plasmidico con LiCl

i La noche anterior preparar un cultivo de la cepa o clon seleccionado en 3
ml de TB con los antibidticos adecuados

ii.  Centrifugar los 3 ml de cultivo en fase exponencial 1 min a 12.000 g en una
microcentrifuga y eliminar el sobrenadante por aspiracion

iii.  Afadir 100 pl de solucién | y resuspender con ayuda de un vortex

iv. Afadir 200 pl de solucién Il y mezclar por inversion. Dejar en hielo 5 min

v.  Afadir 150 pl de solucidn Il y mezclar por inversidn. Dejar en hielo 15 min

vi. Centrifugar 10 min. a 12,000 g y recuperar el sobrenadante en un tubo
nuevo

vii. Afadir 1 volumen de isopropanol (450 ul) y mezclar por inversién. Dejar 5
min a temperatura ambiente

viii. Centrifugar 5 min. a 12.000 g y aspirar el sobrenadante

ix. Resuspender el pellet en 200 ul de TE y 2 pl de RNasa (25 mg/ml). Incubar
20 min minimo a 372 C

X.  Anadir 400 pl de LiCl 5 M y 500 pl de cloroformo

xi. Centrifugar 10 min a 12.000 g y recuperar la fase acuosa (la de arriba) en
un tubo nuevo

xii. Afadir 1 ml de etanol absoluto frio y agitar por inversion. Precipitar el DNA
durante un minimo de 30 min a-802 C

xiii. Centrifugar 10 min a 12.000 gy aspirar el sobrenadante
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xiv. Anadir 500 pl de etanol 70% frio

xv. Centrifugar 5 min. a 12.000 g y eliminar completamente el etanol

xvi. Secar el pellet en un speed-vac

xvii. Resuspender en 40 pl de agua MQ o TE

xviii. Visualizar la extraccién en un gel de agarosa al 0,7 % y conservar a -20 ¢C

Soluciones utilizadas

Solucién |
Se prepara un stock 2X autoclavado:
50 mM Tris HCI (pH 8)
20 mM EDTA (pH 8)
La solucién de trabajo es 1X y se conserva a 4 2C

Solucién Il
Se prepara al momento y se conserva durante 2 semanas como maximo
5 ml SDS 10%
1 mINaOH 10 N
44 ml MQ
Solucién Il
Se prepara directamente la solucién de trabajo
600 ml acetato potdsico 5M
115 ml de acido acético glacial
Ajustar el pH a 4,8 con HCl y ajustar el volumen a 1 L con MQ

TE

Autoclavar una vez preparado
10 mM Tris-HCI
0.1 mM EDTA

Cloruro de Litio
Preparar una solucion 5 M de LiCl en agua y autoclavar
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3. Maxiextraccion de DNA plasmidico

Vi.
Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Xiii.

Xiv.

XV.

XVi.

XVii

Hacer un cultivo overday de 10 ml de medio TB con los antibidticos
correspondientes por la mafana, por la tarde hacer un cultivo overnight en
100 ml de medio TB (diluciéon 1:10)

Repartir el cultivo en dos tubos de polipropileno de 80 ml.

iii. Centrifugar durante 10 min. a 8.300ga 42 C.

Eliminar el sobrenadante por decantacidn y resuspender el pellet en 4 ml de
solucién | (2ml a cada tubo). Una vez resuspendido con ayuda del vortex
juntar en un Unico tubo.

Afiadir 8ml de soluciéon Il y agitar por inversion hasta a observar la
formacién de un moco. Dejar el tubo 5 min en hielo.

Afiadir 6 ml de solucidén lll, agitar por inversion y dejar 10 min en hielo.
Centrifugar 10 min a 8.300 g a 42 C.

Recuperar el sobrenadante (intentando no coger precipitados blancos) y
pasarlo en un tubo corex de 30 ml.

. Afadir 0,6 volumenes de Isopropanol absoluto (10,8 ml aproximadamente)

y tapar con Parafilm® para mezclar por inversion. Dejar 15 min a
temperatura ambiente.

Centrifugar 10 min 2 9.000 g a 202 C

Decantar el sobrenadante y dejar a temperatura ambiente unos 30 min o
hasta que se evapore el isopropanol.

Afadir 1 ml de MQ y 10 ul de RNasa concentrada (25 mg/ml) e incubar en
un bafio a 372 C durante 30 min o hasta que se resuspenda el DNA

Repartir en tubos eppendorf 500 ul de la solucion y afiadir 1 ml de Tierra de
Diatomeas. Agitar por inversion y dejar 5 min. a temperatura ambiente.
Montar en una gradilla tubos de 5ml con las columnas Wizard® y jeringas de
5 ml. Pasar como a maximo 3 ml por columna. Cambiar el tubo de plastico.
Pasar por la columna 3ml de etanol 70%. Colocar la columna en un tubo
eppendorf.

Centrifugar 5 min a 9.700 g. Colocar la columna en un eppendorf nuevo.

. Poner 50 ul de MQ previamente atemperada a 502 C en el centro de la

columna. Esperar 5 min y centrifugar 5 min mas a 9.700 g. Repetir este paso
para tener un volumen final de 100 pl.

xviii. Visualizar la extraccion en un gel de agarosa al 0,7 % y conservar a -202 C.
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Soluciones utilizadas
Soluciones |, Il y llI: las mismas que las utilizadas en el protocolo de la
miniextraccion plasmidica.
Tierra de Diatomeas
Autoclavar previamente el material: botella de 500 ml, erlenmeyer de 250 ml y
probeta de 250 ml.
i. Poner 3,5 g de Tierra de Diatomeas en el erlenmeyer de 250 ml (utilizando
guantes y mascara).
ii. Afadir 50 ml de MQ estéril. Dejar 3 h minimo para separar el sobrenadante.
iii. Preparar la solucion GM-TE: 100 g Guanidine hidrocloride, 14 ml EDTA 0,5
M, 8,75 ml Tris-HCI 1M pH 7.5, 50 ml MQ. Disolver hasta que quede
transparente. Enrasar con la probeta hasta 175 ml con MQ.
iv. Eliminar el sobrenadante de la Tierra de Diatomeas.
v. Tapar la botella con papel de plata. Afadir la solucién de Guanidina y
mezclar.

4.Preparacion de células competentes con
CaC|2

El dia anterior preparar: 100 ml de LB para competentes temperado a 372 C, 100
ml CaCl, (100mM) frio y un cultivo O/N de la cepa adecuada con los antibidticos
correspondientes.

i Resembrar 1/100 en 100 ml de medio de cultivo a partir del O/N

ii. Incubar a 372 C en agitacidén hasta llegar a una DOss5o de 0,4-0,6, que
corresponderia a la mitad de la fase exponencial del ciclo de
crecimiento de las células (aproximadamente 108 cél./ml)

iii. Equilibrar 2 tubos de polipropileno estériles con el cultivo.

iv. Centrifugar el cultivo a 8.300 g 10 min a 42 C.

V. Eliminar el sobrenadante. Resuspender el pellet en 25 ml de CaCl, 100
mM frio (sin vortex). Juntar los dos pellets en un tubo (vf= 50 ml).

Vi. Dejar de 15 min. a 1 h en hielo.

vii. Centrifugar a 8.300 g durante 10 mina 42 C

viii. Eliminar el sobrenadante. Resuspender suavemente el pellet en 5 ml

de CaCl, 100 mM frio.
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Xi.

Xii.

Dejar el tubo en hielo durante 1 h para permitir que las células entren
en estado de competencia (protoplastos)

Anadir glicerol para obtener una solucién al 20 % (1ml de glicerol al
100%)

Hacer alicuotas de 100 ul y conservarlas a -802 C hasta el momento de
Su uso.

Con uno de los viales, hacer un recuento de viables y un control de
resistencia a los antibidticos correspondientes.

5.Preparacion de células electrocompetentes

El dia anterior preparar: 1 L de LB para competentes atemperado a 372 C, agua

MQ estéril fria, glicerol al 10 % frio y un cultivo O/N de la cepa adecuada con

antibidticos si es necesario.

Vi.
Vii.

viii.

Xi.
Xii.

Xiii.
Xiv.

Resembrar 1/100 en 1 L de medio de cultivo a partir del O/N

Incubar a 372 C en agitacién hasta llegar a una DOssq de 0,4 o0 0,6
dependiendo si son células recA+ o recA-, respectivamente

Equilibrar 6 tubos de polipropileno estériles con el cultivo

Dejar el cultivo en hielo durante un minimo de 15 min

Centrifugar el cultivo a 8.300 g durante 10 min a 42 C. Eliminar el
sobrenadante

Afiadir el resto de cultivo a los tubos y repetir el paso v

Afadir MQ estéril fria y disolver el pellet con la ayuda de un vortex
Centrifugar a 8.300 g durante 10 min a 42 Cy eliminar el sobrenadante
Repetir los pasos vii y viii

Afiadir 20 ml de glicerol 10 % y agrupar todos los pellets en 2 tubos
Centrifugar a 8.300 g durante 10 min a 42 C. Eliminar el sobrenadante
Afadir 0,5 ml de glicerol 10 % a cada tubo y disolver el pellet con la
pipeta. Juntar en un tubo

Hacer alicuotas de 45 ply conservarlas a -802 C hasta su uso

Con un vial hacer un recuento de viables y un control de resistencia a
los antibidticos correspondientes
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6. Transformacion de células competentes por
choque térmico

i Descongelar en hielo la alicuota de células competentes y mantener en
hielo durante todo el proceso

ii. Anadir el DNA plasmidico a transformar al tubo con las células
competentes (minimo 10-40 ng de DNA en un volumen maximo de 10
ul)

iii. OPCIONAL: para permitir un mejor intercambio de calor, trasvasar la
mezcla a un tubo de cristal

iv. Dejar el tubo en hielo un minimo de 15-30 min

v. Hacer el choque térmico durante 90sa 422 C

Vi. Incubar en hielo durante 2 min

vii. Anadir 1 ml de LB al tubo i mantener en hielo durante 2 min mas

viii. Incubar el tubo a 372 C en agitacién durante 45 min, para permitir la

expresion fenotipica de la resistencia antibiotica

iX. Sembrar en placas con los antibidticos adecuados (tipicamente 100 y
300 pl de la suspension)

X. Incubar las placas O/N a la temperatura adecuada

7.Transformacion de células
electrocompetentes

i Descongelar en hielo la alicuota de células electrocompetentes vy
mantener en hielo durante todo el proceso

ii. Afadir el DNA plasmidico a transformar en el tubo con las células

electrocompetentes

iii. Pasar todo el volumen dentro de la cubeta de electroporacion (2 mm
electrode gap de Biolabs), en el espacio que queda entre los dos
electrodos, vigilando que no queden burbujas

iv. Preparar el electroporador (MicroPulser™ de Biorad) ajustando el
pulso eléctrico a 2.0 o 2.5 kV/cm? para las células de E. coli o S.
Typhimurium, respectivamente
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Vi.

Vii.

viii.

Colocar la cubeta con la muestra en el electroporador y dar la descarga
eléctrica

Rapidamente recoger el contenido de la cubeta con 1 ml de BHI frio y
pasarlo en un tubo nuevo

Incubar los tubos durante 45 min. a 372 C como tiempo de expresion
fenotipica de la resistencia

Sembrar el cultivo en placas para permitir la seleccion de les células
que hayan incorporado el plasmido transformado

Incubar las placas O/N a la temperatura adecuada

8.0btencion de mutantes de S. Typhimurium
mediante el método de inactivacidon génica en
un paso

Método basado en el protocolo descrito por Datsenko et al.

8.1.

Disefiar los oligonucledtidos apropiados de 100 pb que contengan: 80
pb flanqueantes a la regién que se desee substituir y las secuencias P1
(5'- GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC -3) y P2 (5’-
CATATGAATATCCTCCTTAGT -3’), ambas flanqueando la resistencia a
Kan del plasmido pKD4

Realizar una PCR con los oligonucledtidos apropiados utilizando como
molde el plasmido pKD4 en un volumen final de 200 ul, siguiendo los
protocolos estandar del laboratorio. La temperatura de hibridacion es
de 562 Cy el tiempo de extensién de 1 min 30 s

Cargar la PCR en un gel de agarosa al 0,7 % v verificar que el fragmento
obtenido tiene el tamafio correcto (1,6 kb)

Recortar la banda de DNA vy purificar utilizando el kit illustra™ GFX PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Al final eluir con un volumen de 90 ul
de MQ
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V. Para eliminar los restos de DNA molde digerir el producto de PCR
purificado con el enzima de restriccion Dpnl (en un volumen final de
100 pl afiadir 3 pl de enzima)

Vi. Incubar a 372 C ON

vii. Purificar la digestion utilizando el kit illustra™ GFX PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare), siguiendo las especificaciones del
fabricante

viii. Dializar el producto obtenido durante 20 min con un filtro de dialisis de

0,05 um de diametro de poro (Millipore)

8.2.

Para permitir la recombinacion, las células competentes deben presentar el
plasmido termosensible pKOBEGA, que contiene la recombinasa Red del fago A bajo
el control de un promotor araB inducible por arabinosa.

i. Preparar un cultivo O/N en LB con Amp de la cepa con el pKOBEGA e
incubara 302 C

ii. Hacer una resiembra 1/100 del cultivo O/N en 50 ml de medio SOB con
Amp y DL-arabinosa 20 mM

iii. Incubar a 302 C hasta una DOggg de 0,5 (aproximadamente 3 h)

iv. Centrifugar las células 4.600 g durante 15 min a 42 C. Eliminar el
sobrenadante

v. Resuspender el pellet en 20 ml de glicerol 10% frio

vi. Repetir el paso iv

vii. Resuspender el pellet en 10 ml de glicerol 10% frio

viii. Repetir el paso iv

ix. Resuspender el pellet en 5 ml de glicerol 10% frio

X. Repetir el paso iv

xi. Eliminar completamente el sobrenadante

xii. Resuspender en 300 pl de glicerol 10% frio

xiii. Preparar alicuotas de 100 pl

xiv. Utilizar las competentes el mismo dia para incrementar la eficiencia.
Mantener en hielo hasta el momento de usarlas
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8.3.

Vi.

Vii.
viii.

8.4.

8.5.

Afiadir a la alicuota de células competentes 10 ul (1-2 pg) del producto de
PCR purificado y mezclar suavemente
Dejar en hielo de 10 a 15 min

iii. Transformar con el electroporador ajustando las condiciones a: 25 uF, 200

ohmios, 2.5 kv

Recuperar las células de la cubeta con 1 ml de medio SOC frio

Incubar durante 1 h 30 mina 372 C

Sembrar la mitad de la transformacion en placas con medio selectivo.
Reservar la otra mitad del cultivo a temperatura ambiente

Incubar las placas O/N a 372 C

En el caso de no obtener transformantes se siembra el resto de cultivo
(paso vi).

. Comprobar los clones transformantes mediante PCR, utilizando los

oligonucleétidos externos a la construccidon y los K1 y K2 internos a la
cassette de Kan del plasmido pkD4

Incubar los clones transformantes en medio LB con el antibidtico
adecuado (Kan) a 432 CO/N

Resembrar el cultivo 1/100 en medio LB e incubar overday a 432 C
Sembrar diluciones del cultivo (tipicamente 10® y 10°) en placas LB
Kan e incubar a 432 C

Hacer réplicas de los clones aislados en LB Kan y LB Amp e incubar O/N
a30ecC

Seleccionar aquellos clones que ya no crecen en Amp

Preparar células competentes de la cepa resistente a Kan (protocolo 4)
Introducir el plasmido pCP20 en la cepa por electroporacion (protocolo 6)
Sembrar las células transformadas en placas selectivas para los antibidticos
e incubarlas a 302 C
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a. Para eliminar la cassette de resistencia, preparar un cultivo O/N de
la cepa que contiene el pCP20 en medio sin antibidtico e incubar a
432 C
iv. Resembrar el cultivo 1/100 en medio LB e incubar overday a 432 C
v. Sembrar las diluciones 10 y 10° del cultivo en placas sin antibiético e
incubar O/N a 432 C
vi. Hacer réplicas de los clones aislados en placas LB, LB Amp y LB Kan.
Incubar las placas a 302 C
vii. Seleccionar aquellos clones que solo crezcan en las placas LB sin
antibidtico
viii. Comprobar por PCR con los oligonucledtidos externos a la construccién
gue se ha eliminado la cassette de resistencia

Transduccién generalizada con el fago P22int7
HT

9.1.

i. Hacer un O/N de la cepa donadora (la que contiene el gen mutante) con el
antibidtico adecuado

ii. Resembrar 1/50 en 10 ml de LB con el antibiético adecuado

iii. Incubar a 372 C en agitacién hasta una DOssg 0,4 - 0,5 (aproximadamente
2:108 cfu/ml)

iv. ARadir el fago P22 int7 HT para obtener una MOI de 5-10 (10° fagos
aproximadamente)

v. Incubar 20 min a 372 C sin agitacién

vi. Incubarde 4 a5ha372Cen agitacidon

vii. Centrifugar el cultivo 10 min 2 9.000 g

viii. Recuperar el sobrenadante y filtrar utilizando un filtro estéril con un
didametro de poro de 45 pm

ix. Titular el lisado y anadir cloroformo (5-10% del volumen)



V2’ VIl. Anexo A

9.2.

En el caso de obtener un lisado con un titulo inferior a 10° pfu/ml, se necesitd

realizar un aumento del titulo siguiendo el protocolo:

Vi.

9.3.

iv.

V.

Vi.

Preparar un cultivo de la cepa donadora a una DOsso de 0,4 — 0,5

Mezclar 100 pl de la cepa y 100 pl de una dilucién tal del lisado fagico que
permita obtener de 1.000 a 10.000 calvas por placa

Sembrar la mezcla en doble capa de agar e incubar a 372 C O/N. Sembrar
varias placas

iv. Afadir 2 — 3 ml de MgSO; 10 mM a las placas y dejar en agitacién

moderada a 42 C durante un minimo de 4 h
Recoger el MgS0O, de las placas y la capa de agar con las células
Seguir los pasos vii-ix del apartado anterior

Hacer un cultivo O/N de la cepa receptora
Resembrar (1/50) en 10 ml de medio LB y dejar crecer hasta una DOsso de
0,4 —0,5 (2-:10% cfu/ml)
Preparar cuatro tubos:
a. MOI 1: 500 pl cultivo celular + 500 pl lisado fagico (2-108 pfu/ml)
b. MOI 10: 500 pl cultivo + 500 ul lisado fagico (2-10° pfu/ml)
c. Control cepa: 500 pl LB + 500 pl cultivo
d. Control fago: 500 pl LB + 500 pl lisado fagico (2-10° pfu/ml)
Incubar los tubos 25 min a 372 C sin agitacion
Incubar los tubos 3 h a 372 C en agitacion
Sembrar en placas selectivas 0,3 mly 0,5 ml

vii. Incubar 24 —48 h
viii. Comprobar por PCR los clones transductantes

9.4.

Los transductantes que nos interesan son aquellos que han introducido la

mutacion pero que no son liségenos por el fago P22 int7 HT. Para seleccionarlos

haremos varios pases en placas verdes, seleccionando aquellos clones con

coloracion verde claro.
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10. Microarrays de DNA

10.1.

Para los ensayos realizados se escogié el final de la fase de crecimiento
exponencial como momento éptimo para los posteriores estudios de expresion. El
cultivo se preparé siguiendo el siguiente procedimiento:
i. Partir de un cultivo O/N en placa de LB, con los suplementos antibidticos
requeridos en cada caso
ii. Preparar una suspension de la placa en 1 ml de LB
iii. Afadir a una botella con 15 ml de LB una cantidad de suspension tal para
tener una DOssg de entre 0,04 y 0,06
iv. Incubar el cultivo en agitacién a 372 C hasta que llegue a una DOssq de
entre0,9y1
v. Dividir cada cultivo en 2 tubos para centrifuga con 5 ml cada uno
vi. Centrifugar el cultivo a 8.300 g durante 10 mina 42 C
vii. Descartar el sobrenadante por decantacion. Dejar los pellets en hielo hasta
el momento de su procesado
En el caso de los cultivos tratados con quelante se afiadié el suplemento de EDTA
a una concentracion final de 1,5 mM a la botella con los 15 ml de LB y se dejé 30
min en agitacién a 372 C antes de afiadir las células.

10.2.

Para evitar la degradacion del RNA, todo el material utilizado fue libre de RNasas.
Las soluciones preparadas se trataron con DEPC (dietil pirocarbonato) siguiendo
las instrucciones del fabricante (Sigma). El material de vidrio se traté a 18092 C
durante un minimo de 3 h y todo el material fungible utilizado estaba libre de
RNasas.
Se procedid a la extraccidn del RNA total de cada pellet de 5 ml utilizando el kit SV
Total RNA Isolation System (Promega):

i. Resuspender cada pellet en 100 pl de Buffer TE RNasa-free (Sigma) con 50

mg/ml de lisozima (Sigma)
ii. Incubar 10 min a temperatura ambiente
iii. AfRadir 75 pul de reactivo de lisis. Mezclar suavemente por inversion
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iv. Afadir 350 pl de la solucién RNA dilution. Mezclar suavemente por
inversion

v. Calentar a 702 C durante 3 min

vi. Centrifugar 10 min a maxima velocidad. Transferir el sobrenadante a un
tubo nuevo

vii. Afiadir 200 ul de etanol 95% y mezclar con la pipeta

viii. Transferir todo el volumen a una Spin Column Assembly y centrifugar 1
min a 12.000 g. Descartar el eluido

ix. Afadir 600 pl de Wash Solution. Centrifugar 1 min a 12.000 g. Descartar el
eluido

X. Anadir 50 pul de DNasa mix (preparada previamente: 40 pl de Yellow Core
Buffer, 5 pul de MnCl, y 5 pl de DNasal) free directamente a la membrana
de la columna

xi. Incubar 15 min a temperatura ambiente

xii. Anadir 200 pul de DNasa Stop Solution y centrifugar 1 min a 12.000 g.
Descartar el eluido

xiii. Afadir 600 pl de Wash Solution y centrifugar 1 min a 12.000 g. Descartar
el eluido

xiv. Afadir 250 ul de Wash Solution y centrifugar 2 min a 12.000 g

xv. Transferir la columna en tubos eppendorf, afiadir 100 pl de Nucleasa-free
Water a la membrana y esperar 1 min

xvi. Centrifugar 2 min a 12.000 g

XVvii. Cuantificar las muestras mediante el espectofotdmetro GeneQuant
y las cargar en un gel de RNA para comprobar el estado del RNA

10.3.

Para eliminar cualquier resto de DNA presente en la extraccion de RNA se

procedié al tratamiento con DNasa con el kit Turbo DNA-free™ (Ambion). Para

cada extraccion de RNA (90 pl aproximadamente):

i
ii.
iii.
iv.

Afiadir 10 pl de 10X Reaction Buffer y 4 pl del enzima TURBO DNase™
Incubar a 372 C durante 30-45 min

Afiadir de nuevo 3 pl de enzima e incubar 30 min mas

Para inactivar la reaccion afiadir 10 ul de DNase Inactivation Reagent y
dejar a temperatura ambiente 2 min, resuspender el contenido de vez en
cuando

Centrifugar 2 min a maximas revoluciones
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vi. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo sin llevarse el precipitado
blanco que forma el inhibidor

vii. Repetir los pasos v y vi dos veces mds para asegurarse de que no queda
nada de inhibidor ya que podria interferir en los pasos posteriores

viii. Cuantificar de nuevo las muestras con el GeneQuant, cargarlas en un gel
de agarosa y hacer una PCR para comprobar que no hay DNA cromosdmico
en las extracciones

10.4.

Para eliminar cualquier resto de inhibidor de la DNasa que haya podido quedar, y
concentrar las muestras de RNA se utilizo el protocolo de Clean-up del kit RNeasy
Mini Kit (Quiagen):
i. Juntar las dos extracciones de RNA que provienen de la misma muestra
(200 )
ii. ARadir 350 pl de Buffer RLT, mezclar suavemente con la micropipeta
iii. Afadir 250 pl de Etanol absoluto frio. Mezclar suavemente con la
micropipeta
iv. Transferir toda la mezcla (800 pl) en una columna montada sobre un tubo
de elucién
v. Centrifugar 15 s a 8.000 g. Descartar el eluido
vi. Afadir 500 pul de Buffer RPE
vii. Centrifugar 15 s a 8000 g. Descartar el eluido
viii. Afladir 500 pl mas de RPE
ix. Centrifugar 2 min a 8000 g. Descartar el eluido
X. Opcionalmente se puede centrifugar 1 min mdas para asegurar que no
gueda RPE
xi. Transferir la columna a un tubo eppendorf nuevo
xii. Eluir la columna anadiendo la cantidad de MQ RNasa-free para obtener
1,5 - 2 ug/ul de RNA
xiii. Cuantificar el RNA, cargarlo en un gel de agarosa y hacer una PCR para
comprobar que no hay DNA
xiv. Preparar una alicuota (unos 2 pl) que esté a 300 — 500 ng/ul para
comprobar el estado del RNA con el Bioanalyzer
xv. Conservar el RNA a -802 C
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10.5.

10.5.1.

Retrotranscripcion

Se procedié a la obtencion de cDNA a partir del RNA total mediante una

retrotranscripcién utilizando el kit SuperScript’™ Il Reverse Transcriptase

(Inwtrogen) Se llevaron a cabo 3 reacciones para cada muestra de RNA:

Vi.

10.5.2

Combinar en un tubo: 15 pug RNA; 150 ng de Random Primers (Invitrogen);
3 ul de 10mM dNTP mix (Invitrogen); agua RNasa-free hasta un volumen
final de 22 ul

Incubar la mezcla en un termociclador a 652 C durante 5 min y mantener a
42 C

Afadir a la mezcla anterior: 7 pl de 5X First-Strand Buffer; 3.5 pl de DTT
0,1M; 200 U de SuperScript 11l RT; 40 U de RNaseOUT (Invitrogen); y 0.5 pl
de agua RNasa-free

Mezclar e incubar en el termociclador: 10 min a 252 C, 50 mina 502 Cy 5
min a 852 C. Conservara42C

Afiadir 3 U de RNase-H (Epicentre)

Incubar a 372 C 10 min

. Purificacion del cDNA

Tenemos 3 reacciones de retrotranscripcion que provienen de un mismo RNA. En

el siguiente paso el cDNA se purifica y se concentra juntando las 3 reacciones en
una columna de purificacion del kit Q/IAquick PCR Purification (Quiagen):

i
ii.
iii.
iv.
V.
Vi.
vii.
viii

Aiadir 5 volumenes (176,5 pul) de Buffer PB a cada una de las 3 reacciones
Montar las columnas dentro de los tubos recolectores

Recoger las 3 reacciones en una sola columna y centrifugar 1 min a 9.700 g
Descartar el eluido

Afadir 750 pl de Buffer PE y centrifugar 1 mina 9.700 g

Descartar el eluido. Volver a centrifugar 1 min 2 9.700 g

Poner la columna en un tubo eppendorf nuevo

.Eluir el cDNA anadiendo 50ul de H,O RNase-free a la membrana de la

columna. Dejar reposar 1 min y centrifugar 1 min 2 9.700 g

. Cuantificar el cDNA con el GeneQuant y conservar a -802 C hasta el

momento de su uso
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10.5.3. Obtencion del DNA genédmico
10.5.3.1. Extraccion de DNA gendmico

Para la extraccion de DNA gendmico de la cepa SV5015 de S. Typhimurium se
utilizé el kit Genomic DNA (Quiagen) (Genomic DNA buffer set y las columnas de
purificacion Genomic-tip 100/G):

i. Partir de un cultivo de 6 ml en fase exponencial
ii. Centrifugar durante 10 min a 9.000 g a 42 C. Descartar el sobrenadante
iii. Para cada extraccion preparamos las siguientes soluciones:
a. Buffer B1+RNasa: Afiadir 35 pl de solucién RNAsa A (20 mg/ml) a
3,5 ml de Buffer B1. Quedando a una concentracién final de 200
ug/mil
b.Stock de lisozima: disolver la lisozima a una concentracion final de
100 mg/ml
c. Stock de proteinasa K: Preparar una solucion de proteinasa K a
concentracién de 20 mg/ml
iv. Resuspender el pellet en 3,5 ml de Buffer B1+RNAsa vorteando a maxima

potencia. Es importante obtener una solucion homogénea para
incrementar la eficiencia de lisis de las bacterias

v. Afadir 80 pl de stock de lisozima y 45 pl de stock de proteinasa K

vi. Incubar a 372 C durante 30 min

vii. Afadir 1,2 ml de Buffer B2 y mezclar por inversion varias veces. Incubar a
502 C durante 30 min

viii. Centrifugar la muestra durante 10 min a 9.000 g a 42 C

ix. Mientras se centrifuga la muestra, equilibrar una columna de QUIAGEN
Genomic-tip 100/G con 4 ml de Buffer QBT

X. Colocar la columna sobre un tubo, afiadir los 4 ml de Buffer QBT y permitir
gue éstos pasen a través de la columna por gravedad

xi. Recuperar el sobrenadante de la muestra del paso viii y vortear durante 10
s

xii. Ahadir el sobrenadante a la columna equilibrada y permitir que vaya
pasando por gravedad

xiii. Lavar la columna con 7,5 ml de Buffer QC

xiv. Repetir el paso xiii
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xv. Eluir el DNA en 5 ml de Buffer QF atemperado a 502 C, recogiendo el
eluido en un tubo

xvi. Afiadir 3,5 ml (0,7 volumenes) de isopropanol a temperatura ambiente

Xvii. Agitar por inversién el tubo de entre 10-20 veces

xviii. Centrifugar inmediatamente a 12.000 g durante 15 mina 42 C

xix. Eliminar el sobrenadante y limpiar el pellet con 2 ml de etanol 70% frio.
Vortear brevemente i centrifugar a 12.000 g durante 10 minutos a 42 C

xX. Eliminar el sobrenadante y secar al aire durante 5-10 min

xxi. Resuspender con 200 ul de MQ

XXii. Incubar a 552 C durante 1-2h

XXxiii. Determinar la concentracion en el GeneQuant, cargar en un gel de
agarosa al 0,4 % y conservar a -802 C hasta el momento de su uso

10.5.3.2. Fragmentacion del DNA gendmico

Juntamos 3 extracciones de DNA, obteniendo un volumen final de 600 pl. El DNA
se fragmenta por sonicacidon durante 1’ a 50 W en ciclos de 0,3 s, utilizando un
homogenizador ultrasénico Braun Labsonic U (B.Biotech) con una sonda pequefia
de titanio (40 T).

La fragmentacion se chequea cargando la muestra en un gel de agarosa al 1%

10.5.4. Marcaje de las muestras de cDNA y gDNA

Para marcar las muestras de cDNA y gDNA se utiliza el kit BioPrime® Plus Array
CGH Indirect Genomic Labeling System (Invitrogen). Este sistema utiliza un
mutante del fragmento Klenow de la DNA polimerasa | (exo-Klenow),
aminohexilacrilamido-dUTPs (aha-dUTP), y fluoréforos Alexa Fluor® (Alexa Fluor®
555 succinimidil éster y Alexa Fluor® 647 succinimidil éster) para marcar las
muestras de DNA diferencialmente.

10.5.4.1. Amplificacion y marcaje del cDNA y el gDNA

El primer paso permite la hibridacion del DNA con los random primers, seguido de
una extensién mediante una reaccion de polimerizacién usando el enzima exo-
klenow. Asi se obtiene una amplificacion de 7 a 10 veces el material de partida.
Para cada reaccion:
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i. Afadir: 20 ul 2,5X Random Primer Solution; 4 ug cDNA o gDNA; hasta 44 pl
de agua RNA-free

ii. Incubara 952 C durante 5 miny enfriar en hielo 5 min mas

iii. Afadir a cada tubo: 5 ul de 10X NucleotideMix aha-dUTP; 1 ul de Exo-
Klenow Fragment (volumen final de 50 pl)

iv. Mezclar e incubar 1h 30 mina 372 C

v. Afadir 1 ul mas de Exo-Klenow Fragment y repetir el paso iv

vi. Afadir 5 pl de Stop Buffer al tubo y mantener en hielo

10.5.4.2. Purificacion del DNA marcado

Se purifica el DNA amino-modificado utilizando columnas de centrifuga del
BioPrime® Plus Purification Module with Purelink para eliminar los nucledtidos
gue no han sido incorporados, siguiendo las instrucciones del fabricante:
i. Afadir 200 ul de Binding Buffer B2 a cada tubo y mezclar con la
micropipeta
ii. Pasar la mezcla a una PureLink™ Spin Column
iii. Centrifugar 1 min a 7.000 g y descartar el eluido del tubo colector
iv. Afadir 650 pl de Wash Buffer W1
v. Repetir el pasoiii
vi. Centrifugar 2 min adicionales para eliminar restos de Wash Buffer y
colocar la columna en un tubo eppendorf nuevo
vii. Afladir 50 pl de MQ RNasa-free e incubar 1 min
viii. Centrifugar 2 min a maxima velocidad
ix. Repetir los pasos vii y viii

10.5.4.3. Marcaje con los fluoréforos

Para precipitar el DNA con etanol:

i. Afadir a los 100 pl de la muestra purificada: 3 pl de acetato sddico 3 M; 2
ul de glicégeno y 300 ul de etanol

ii. Incubartodala nochea-202C

iii. Centrifugar a 42 C a maxima velocidad durante 20 min y eliminar el
sobrenadante

iv. Lavar con 250 pl de etanol al 70 %

v. Centrifugar 2 min a maxima velocidad y eliminar el sobrenadante

vi. Dejar secar el pellet 10 min
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El siguiente procedimiento es para marcar el DNA con los fluoréforos Alexa Fluor®
reactive Dye correspondientes: el 555 (rojo) para marcar el cDNA y el 647 (verde)
para marcar el gDNA:
vii. Afadir 5 pl de 2X Copling Buffer. Es importante proteger los tubos de la luz
a partir de este momento
viii. Afadir 3 pul de DMSO
ix. ARadir 2 ul de DMSO al vial de Alexa Fluor® reactive Dye para resuspender
el fluoréforo y pasar todo el contenido al tubo del paso vii
X. Incubar el tubo a temperatura ambiente durante 4 h minimo

10.5.4.4. Purificacion del DNA marcado fluorescentemente

Paso de purificacién mediante el mismo procedimiento del apartado purificacién
del DNA marcado, afiadiendo primero 40 pl de MQ RNasa-free a cada muestra
antes de empezar, hasta el paso viii.

Se cuantifican los marcajes con el espectrofotémetro NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific), en la opcién de cuantificacién de para obtener la concentracién en
pmoles/ul.

10.6.

Antes de empezar con la hibridacidn se fijan los cristales a 600mJ y se incuban en
100 ml de solucidn de prehibridacién (SCC 6X; 0.5% SDS; 1% BSA) 1h a 422 C.

10.6.1. Hibridacién
i. Mezclar el marcaje de gDNA y cDNA en una proporcion 1:3
ii. Secar la mezcla en el Speed-vac
iii. Afiadir de 70 a 100 pl de solucién de hibridacién (50% formamida; SSC 3X;
10% SDS; Denhardt’s 5X; 5% Dextransulfato)
iv. Desnaturalizar 5 min a 952 C y mantener en hielo
v. Aplicar la muestra encima del cristal
vi. Incubar a 422 C en la oscuridad O/N
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10.6.2. Lavados

Lavar los cristales con 50 ml de cada solucién de lavado en agitacién (500 rpm) y

protegidos de la luz:

i
ii.
iii.
iv.
V.
vi.

Vii.

Lavar 5 min con solucion 1 (SSPE 0.5X; 0.1% Tween20) a 422 C

Repetir el paso i dos veces mas

Lavar 5 min con soluciéon 2 (SSPE 0.5X)

Repetir el paso iii dos veces mas, para eliminar bien el Tween20

Lavar 5 min con solucion 3 (SSPE 0.1X) a 372 C

Repetir el paso v

Secar en una centrifuga a 600 rpm. Guardar a temperatura ambiente en la
oscuridad hasta el momento de escanear
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S-I.II'I"I'HII'\I'. Ansgrobig metabolism s controlled by severul rareenptional regulotors, inclod@ng AreA, For, NarP, and Narl,
wills the For and ArcA prolems sensiinve to the eell's redox siatis. Specifically, the two-component ArcAB systom s actival-
ol 1m respomse 1o the exidation state of membrase-bound qupones, which are the central electron carmiers of respiraton. For,
by contrast, directly semses celbulir oxidston sinms :Im'.u1.|,!1 the [dFed%] cluster Esent in is owm srgore, 1o this mldy_ ]
third addi Gomal redox-associnted pathway that controls the nitrate respiration regulors Narl. and Mol was identificd. The
resulis showed that, m Salmarella saserio, the expressson of these tao iranscriptional regulacors s under the contred of Fur,
a motalloregalitor that scrses the prococe of Fe™ and regilabes the homoostasas of ths cabion insde the oell Thes, the Fu-
Fe** complex incresses the expression of aprl. and represses that of merf®. Furthermere, studics of 5 smneric noutants defoc-
v m the Furrogulated sENA RieA and BirH showed ihat those sRNA contmol both narf and marf. cvpressson. These resales
confirm Furas a global regulmor based on it imalvement noi onlly in sron opebe and deioxification b also in the eoniro|
ol i irabe/ it e respuration by sersng o bular rodox status. (Dol Micrabiol 2000; 131):33.39]

Keywords: Salmoneila enterica - forne uptake regulator - nitrate respiration - sBENA comtro] - o - anacrobioss

Introduction prodem plavs a major role i bacierial swilching from acro-
b i anacrwhic growih, acting as a posdive repulator af 2 set
-nlﬂrn.:n svlved o anserahic mpimr'mn |40 Fnr iz sctive
im Ehe ahaence of aRypen, in which case it 'Il'lﬂ:'lﬁﬁ”!' Bards
] ﬂrg\u-l.‘l?d.-\ A, :rl'.:n:ing the \-J:l;rrcuinrt nfpcnﬂ wnder

The H.-gl.tlm:hm of electron-transg y (CF-
for the ath'llmlnn of hacteria & envinoremental cond B

[22.44) and s curriad ow by several global mechanisms. In

the absence of oxyvgen, the ArcASArcE system inhibits the
cxprossion of genos roquired fior oplimal eergy production
whien this clemeni i the final eleceron asccepeor [44]. The For

"Corropanding auibor: 5 Caopory

1 Byt st il (e L omg sl | Bl i
Facubsi ¢ isaxEnoes

T'ngreist Auencme de Haydons
ES193 Deflamare, SpEan

Tl + M- 20581 lofd, Fea + M- LE0TAT
E-muil susans cam poysrwsh.gm

T Vbl sl I Crimrignan mimd Nl o m i work

its regulation [4,24]), Conversely, the presence of oxygen
imbicrs o conformational clange in the Far regalaior such
ibai o loses its specific-DNA bnding capacity. prompling a
decrease in the expression of genes requinesd for annermbic
growth [4],

In fuculiabve ansoobee bactera, cloctron accoplons anc
oficn engagad in o spocific order or hicrunchy [44] Under
anexic comdibors, nirate is the prefornad clectron accepior
and its presence resalis in che repression of other anaerahic
matlvaays (&), In Emerobacteriaceae, tbe ase of nilmale as
wiell a3 mitrie 13 usder the conbol of ihe twoe-omponent rog-
|H‘_'|:ﬂ-r|.' Rywiems Nardl/L amd Marl'0) [37.41] NarX amd
Nar() nbembrane SETBOTY kinases ane actvated i'l:.' 13 pres-
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cnoe of ather neiraie or mimie and medsic phosphorybiion
of the eyoplasmic regulotors Narl, and NarP [37.41]. In the
phasphorylased sate, these tunscripgioral regulators contmol
e expression of ther larget geves [41], In some caes, the
Marl apd Marl* regulons fundsomlly overlap amd the twe
prefetne may have opposing effects [32,44]. For imince, the
respirsry nimie redosiase (encoded by the ARASCDEFG
genesharsd periplasmic nirate reductase (mapSDAGHRC) are
repressed by Narl and activated by MarP [#], Other genes,
such s nitrele roductase-A (merGHLG s the cytoplasmic
niiri e reductase (nteBC), are positively regalated anly by
Warl. [4144],

Hacierml nigraie and niirie respirminry reduciases require
irom im their reactive cemter g oy oat their hiological actie-
ity [20]. ln many bacterial groups, Fe™ uptake is under the
cuire] of Fir (ferme uptake regulator), which normally acs
&% 8 megotive regulator of several genes involved in this
precess [20]. s Escherichia call, the fior gene product i &
| 7-kDa protein that b Fe'*-dependent DNA-binding acti-
vity [3]. Genes urder the direct comral of Fur require at beast
throe contiguous NATIATjAT-ike hexamers in thar pro-
miiers. This sequence. known as the Fur box, can appear in
cither ihe director the inverse nniendation, When iron i pres-

Tahle 1. Strams and plasmids sl m dhis sork

enit i U mednom, the Fur-Fe" protein complex binds w the
Firr box and represses genes unda Fur control [1738] In
addithon, the £ coli Fur prdein controls some genos indiroct-
Iy, through repression of the Hyhl small BRMA (sENA)[27)
Usually, Ryhll paire af the rbosome hinding site of s
mRNA targets and induces degradation by recruiting the
RMNA degradimome [ 28] Thus, Fir cxerts a positve eiffocl on
RhyB-comrolied penes. However, negative indirect control
by Fur via Byhl also has been described [36]. In this case,
Byhii birds 1o the upstream regionof the £, cofd ohid mRNA,
thereby disrupting an imrinsic inhihstory structure that
secpesters Lhe ribosome-binding <ite and the (it ranslation
codon. The ByhB inleractim therelre roulls i a posative
eifect on sbid iranslacicn |56).

Despite the Fe'' requirement of hacterial nitrate and
nilrde respEatory reductases, o our mowledpe the relston.
ahip between e Fur regulator and the synthesis of these
crizymes has mol bom sisdol. Acoosdmdy, and i ibe con-
iexiof the significant role played by respimbory noimie roduse-
tses im Salmanela errerica niric oxide bomensimsis [ 1],
we examined expression of the genes rarl. ol narf® in this
pathopen nder condsions of low Fe™ and in a 5 enterice
fur-defestive mutnt i the presence or ahsence of O,

S il plasmids B clevam fesuns LS E
Medmrmr L1 emirr o U mm
£V f014 S 1 Bl (451
UAITT ATCC 18008 Aflr—var; Cam® [T
Li 1x80 ARV S0UE bl Afheraiast Cum® Thm wawlk
UM 1878 S 13 carming the pOU PGA TS plasmid; Amp" This weork
L1 1881 Ax SV 300S Bt Argd o, K Thels vt
LI 18ED A AV A0S na Argelt las: Ka® This work
LA 1883 A5 SV S01E b Ar dsdn ArF B Kas® T
LA 154 A SVS 013 bt Aoy Sl S e, Cam® Kar® Tt wawl
Facherickia ol vimom
(LY mupe ! Al ST (800 LA 1 b b v 3 omaldd gror A% dhil | mndad 1 =t
BLINDES pLmE F s Tl (5,07 ol oo (DEY] plydl Gy Sruugens
Pmnds
T oy, By vpremsn vestor, Amp® Nowa e
ot PO clomang vegior, Amp® Fromegs
FOTRTITRY Bl Py, i B aas 87 101 i TS )
At ilal FRT K FRT P51 P52 onKiK [nz]
T il vt cPEAT WP pRET il S =]
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Materials and methods

Bacverial straine, plasmids, and growth conditons. fu b
rlis jodi el X mipees direne sl m i anwk e Bded m Tahle 1 In
alll conmm, siramw were ineshated @ 1790, For oue o diom, wrsim wene
prreen m Luma-Berans bvah (1AL For anserche e, mnda warr bad
o e [ ey B fpwoppen £ oo ac i {MOPS ) modhoss 3] wib s
el ine-diibom o, descriteed le Sewan @ el (42 sl wiidh dhe wodinon of
B0 e b ke el 40 s PN, g carbon and i ineie s, el pidin e

Tuble £ {8igonucleoiale uwd in ths wink

By, b s e, B cullures were Dcubaled o GeaPak (BIL | s e
with the HIY L Pk B anmig syatem, The mu
& gondnions was moriioeed by B BHL Sy son e indicuer sips. Whan
Ag iy, pepicillin { 100 ppimb, chlormphbmicol (&g mi), ksnarmcn
(130 g, or EDTA (1.5 mAT) was addad o ihe culnee. DA echniqees
weite thowe dewribed elsewhere [19]

Rial-tloes quaniliative RTPCR assays, BNA wm i leod 53 pre-
vy dipembod [7], Rmbismes gquasidstivg BEPCR analyis ol gone
e im wa gamaed vl Gor ol lepmymnanp by reponiml 6]
s suiahle oligoni obsde prmey pass o tach pems (Tabde Ik In

Mame Soguence (F-u ¥ Posiica® A pplicaiion
M _Midel CATATO A TRACAACANTACO ] Ut puiiamess ] Bir ol Bl 5 il ol fuae @it
S _Damill GOATCC TTATTIAGT COOGTCATOGT G 454 Lavever primeer el i olanis the Senmrion for pene
Prark up CHBAAAAGTOGTC ATCACC 20 Ll paiamir s ni olbviain chee oot region of aar
Prdell_dw GOCAGTTGOT TANCCA G 4 L g i ae el 0 b TS Promotet Iepod o auel
il Pl AMEHHOCTHIAGCTTTACTAAATOITACTTOADNA 5714318 T premer i construc § antorica ofed mustam by one dep masti-
GEADTATCACTTOD PSR AT A A RATEATAA walt
CTTAM G AT ORAAAD pi i g e petg ot
o _F2 CACTATTTCACTCATTOCTTATCTOC TGOAGG 37 i8akr P2 prmer o consine 5 osstoricu wfl munmm by one dop nac
GTTAATTOTGTATT TACACTOGCTGAGAAA A vl i
AMATTOCTTTE ARG st s e stp pacs
ol Pl CEFGOGCTOAGEAGATOACDOCGTATCACGUAAAL  1REFTE" P prisesr o oon@net 5 eatoricd oF 0 nunem by o ogp muti
TAGOGOGGETEAAAAAAGACCATOAATTOGAC VA
ATGRGATAGATAGE G g s g gpagoigc o
ol P2 CHAAATTOAATTTOTOATOTOCATCACCTT  1353024° P2 promes e qonsned § ostorics o mutant by one dep sl
TTARCTITOG TR ATAAMAA GG ATAANTATCA vatiom
GO TURCAAT CATTA AT g g s o Mg R
el _wp TCALTT IO TTCACOC A A 37122917 Uppa pramer for 8 endoricw rivd muts| coafirmation
el i COTAATCT IO T TC A FTESE6  Laveew primer for X e d et cndl
o ap TR TTTAT GO GO AL YASFICE Ll i Tow K enlerce £ mikes ool melon
Rl dw CGTTAGOGGET TTATT TLOCG ERSRNNT Ly primer Bor 5 oalod o A ki gonlimmation
nard T wp COTA TR TIAT OO 1 Lipper primer msad 6o nadyae sl gene £ by RTCR"
a7 b ACTUTCUTTOOM TEATRIATAL TAA &7 Livwer iy msad 0 snalyze san™ gens ex] try RTgfrR
nard KT wp CAATA AT AR AAC OO A CTATE 1 Lipper primner waad bo ssallyae warl. s by TR
narl BT dw CTTIAGDGOOGT GAOGATATCTICT 30 Lot i e wiedl 0 iy ol peme anpressen by BT -gURY
s KT up AMICCALTR OO TT TOA A (E]] Ly arirmey o] b sy sl o by ETgPCR"
st WT chw O CIT A COTECATTTOR 434 Livwer primer wsad o srslvre sl peos enpreasa by RTgiCR'
Jad WT up TAGOOOOOOCTTOTATONTA U572 Uipper primer sl bo seyoe et pee wig Ty K TPCR"
S KT g AT AR TU A (L] Lavewer primer uspd it sabyes foud gene expresion by rl'-.ff'l‘
FResincton endosiskeae recogmilon sies e wdalbaed. '] amd 172 hommeding 1o Tl phIH plasnel are efiel i kewer caw.

' Posmon of the ¥ anad o e ol genu cleotide with repect 5 the oemiiam e ol of the aarespontmg pme
‘Position ofrhs ¥ ond of e oli gonucleotide with respect101he & gmiorica serovar Typhimures LT penome sequesce in e Mational Coeer for

Biease bl opy [nlormsamon.
*RT-qPC R, seakdime qusm b ve RT-POR.
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all cawcs, ihe prsslin woper soreobvnd woih respoct @0 the Als prog. This
Bosgsclioeping peng id mot aflemed oilier by w08 CORCERDMMN oF Uhet Py
g v by ol 1 |5, 0], T mdecian Ecior {IF | of sach pee ender
sach growmg condibon = deifned o e e betsogn s expresam
eithet the fer of s o ¥ mumm dersvaiives of s ihe prevmce of TDTA md
i Bap wrilidfy e i

Constructien of Salmonsia snisrics muEtant m“‘lﬂu
The X paierine 511844 for muiad . W

Bon, m proviously reporiod |7, u-rnlllrf’“l-l'ﬂlm hll:h.'rqh'l—l
L1177 m domce wirmm | 7], Thae ul the prsphage i

sl I was o J by lk:ﬂ..rq ehgm -mlu Froen
o, w described previouly |11] Sobeoenlls owrerics ol amd o808
-hﬂiiwmr-ddvqh_ﬁw“hdmmﬂmi
mahid [FZ]. The | " wi ki fed
Hmhﬂtblphurﬂliun-hhltﬂllhqdwhndnm
g an Bk repym beenobogous by Dgei pese (Tably 71 All PCH prod
e wene Wafonmed (n UATE TS Tabde 1) carryiecg de pRAONEGA plasimsd
[5]. 1 oy, the rembnoy cosite s proised wdng te plP 200 ples
m=al [#] When merdml. ithe grn et aonsdnets werr eanslomed o the anahle
duivat e strain by tsadecion, currid el st decribed shove [T] Al
mutan onnmdnsds wor wnfind b POR saing G spprogrisic o gonse
eleorides (Table 7) 6 well B by soquensing.

Far puritic and o mobiltty shik assays.
Per profein was purithal wing te pET15h owreigresion vecior
(Mo, 8 pre vae by déacr Basd | 5] bt wilk el catemia ety e
X rnenica fur prac wa POTL-amph fied el donal iom ghe pFET1 5 cpres
ey wretow, i b was irena Rl o el slnean 030 (008 gl vl i
ovgregros e moodal proigm, The For profos s moefied seng the
Talea Menl Aflinmy Resm KinClostdch ), 56 g pongd | 500, The prodas sas
whuiwd byvmm (e iy cobemn by Oesmbn clesvage and wmg the g
praos clution bufTer 10 e Bis-Tro Soeat g baffer, pH T8, 1P glyeenl, 1
i Ml 0 w00, 100 M MeCLE The sciiviy of the perified Far
g i sk Sown Sl hased g it sbedify Lo bty fa ol promssie [41)
POR g & D0 ke lal ohgonciestale wis, (0Tl o0 b o [Ny
DA probees (Table 20, a0 desonbad 1] Dlectrophonets miobl by M
amaryy (FEMEAG wer done s previondy iy

uifers [14]. The bsdag mines wes Boubaed for |0 mis @ :I-‘.'T ater
whaclh the el wee kaded onin 3 §.5% pobocory il pell D60
blal DM A-protcm mmplees worg decaied Bl my the mesulacurge’s
| Rinche) prowoood

Lh Sl

Results and Discussion

To deiermeme the puinmve relanonship berween anaerobic
miglabalian and iron, the expression kvels of the genes arcd,
froe mard, and moael were determined by quantilative mal-
nime RT-PUCR amalysis assays conducied in the presence of
ihe chelaior EIXTA or in a X ewierica far-defective genetic
background Additon of the chelator 1o the ¢ultiure mengased
e cxpression of mrl, and decreased thai of rarf® (Feg. 1AL
Wovie that the menscriptional bebavior of marl. and sard® in the
JSur mmitant was e same @ in the wald-lype strain gram m
e presemse of EINTA (Fig. 1A) However, arcd expression
was not affecied by the presence of eiher the fur mutation or
PI¥TA jedxin nof showmp Likewise, and s expecied, the tan-
seriptional expression pattem of e did not change (st oo
shiewn), sanee K ool thas gene s nol ender Fur control

|34, By comrst, ihe genes focd md cod¥ were, respeciively,
cvers and under-eapressed in the 5. enterica flar mutant, in
concordanoe with previous data [ 1525

T further confim the relationship between Fur and aoel®
and marl geie expression, guantiative teal time RT-PCR
exnpenments under ancxic conditions and i the presence of
nmitrade wore abo carricd oul. As shown an Fig. 1. the expres-
sinn levels of both genes were in concordance with those
observed under oxic conditions. The For prolemn is known e
repross expresaon of the narl gese [ 35], This negative con-
ol mant interfere i the IF levels obsered under anoxic
conditions. For this reason, merl indoction was lower than
that cheerved in e presence of oxygon, where For wis not
activie amnd control by the Fier peotein of mard was masvimeted.

Maoreover, and in accordance wich ihe above-mentioned
resailis, Farmedimted fegulation of s aid apel. may ako
affoet the expresson paitems of genes eocoding eneymes
di!‘h:l]_"f mvalved in nismie rﬂplrplinn. Fiwr this reason, the
behavior of £ enderios nar] nopl. e, and arl was ans-
Iyaad in the presance of EDTA and in the Sre-defoctive drin
(Fag. 1H). Mot thal, in E. colt. Marl posbvely repulates
nimie reducinse A (encidesd by eartaffLS) and the cytopls-
mic mitrie educisse (arE 0 whereas mp (omcoding
periplnamic nirate roduciase] amd eer (respirmiory nimme
reductase) are regulated by Narl. mnd Narfl which act as
reprossor e setivator, respectively [41.44] Figee 1B
shows that basal expression of rapd and wefil decreased in
the S, emierica fur mutant whereas the mansenpon of mari;
ard airdl ircmeased dmmatically, These resules are in concor-
dmee with the transoription behavior of naed. and soeef in the
presenze of EDTA and in 5 emarica fure eells (Fig. 14)
Moseater, the sapd’ and mirll resalts ae in agreenent with
datn obtained i armys porformod wsang Fur-defiective E ooli
srin [11] These data wnequivecally show that in
Kalmonella eaperica the niteste amd pitmte respization
processes me aswociated with the Fe'' concentration and
under Fur contrel, through the transcriptomn] regulation of
Marl® and Marl.,

As deseribed above, Fur con ot direcily a3 a repressor by
bimbmg o e Fur box, loecated m the prometor eegion of its
et genes [ 17]. Since mard, expression was increased m the
Jur manan siein, in oelicn searches wene done 1o determine
whether the marl promoler incladed a putative Fur box, b
momne was slemiified. Likewise, EMSAs mmp ihis promoto
region and the purified Fur protein evealed no shift in pro-
mater mobility [data not shown ), Together, these data pro=
vide evidence thal negative regulation of sl by For mist
be ndimegt.

Tt hars boen widely sexied thad, in £ oofi, the positve, indi-
rect regulatory action of Fur is associated with the RhsB
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Fig L (A) Expeesuion of Suleossfla ensemor norl md s geses under diferem groweh conditony. Crme
enpresin kvels wene detormensd en el esied weh |5 =M FDTA sl m s § cmimica S mulan drivaine,
URAS S OF BRONIE conditions, A5 3 2oateod, 1he fard s sl pitd were also Daned, ke, FEpCAEh; &
Fiar repreiad of soovmed pave (1 Expoesiaon of e Na P ml Nal segulsal genes sir, e, arll, md
neid m & evorica EIVTA rewind colls s in e for smuian | sérem, The eap kvrl, mm d by i

uive real tme IT-POR, b shown 5 the Fatlo bevwom. 8¢ relative mBNA concenation of ach peng in cther
EDTA-wesial cells of i the for mmrent smd ot o ihe 5 eaeron will-npe s, mENA conosnmmson: wee
aormElal o 5 ol a hidl e epresion. Doted ing mdicale a (F = 1 o wheb axpieoon usder e teo
pondimons dog Aol b Ingach cag, the mea vabog Tom thigg diffrem bickgical neplicale b ibowe, (EPmor
s, S0}

amall KNA (sRMA) [29], Moreover, and 23 noted ahove, it
has been shown that some genes indinealy repressed by Fur
are ol mzociated with the RbvB sRNA regulon [36].
Salmomella ealferion cont@ns two sRNA, RirA and RETE,
homologous o the product of the £ coli okl gene and
which alse parueipaie in the Fur-medimad posfiive control of

several iwon-reimed penes [16]. In this comiext, and vo deber-
mine the role of £ erserica RivA and Rt sENA in the con-
trol of meeP and morl, expression, drins defective n either
e o in both were constsctal. The results, shown in Fig 2,
clearly indicated that the pamem of werf and nonl, expression
was aliered by the absence of both sRMA either in the pres-
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Ay L Eypevision of e pmes mir Sl asrl @ the sheanie of RitA
i Rl sRMA under ovki o sonic condimes. The evpresion level
way calculsind sy v s bewem sl and sar. pee eupresdon
Sabmongia metorica pivd ol e sires and (el observed w le far
omiank. Ad g coninl io conliom ihe abdiy of #NA o e po
wnpreiaiim, ihy IF of mel8 gene b ihoan, The e perimesds wes of hev
wiey Garrind ol o iy resolie sralviord = deseribad m R 1

cnoe or m the absence of oxypen wherens m the saingle-genc
Towianis 1 was the seme a5 in ihe wild-type strin jdats naot
shoam). Thus, in 8 eaterica, both sRNA are necesary for
Fur regulotion of aarf amd marl. Similar resals were
describend forthe 5 endericy sodB gene reganding its regula
trom by sHEA [ 16 Morcover, in 5. dypsbkimarioon fur ofed ofef
mwimnts, the level of merf” mENA imeressed wheress that of
marl, decrensedd (Fig. 20, indicating that sRNA regulation
renust b di feremt for these yenes.

The expression of mest peses mvobied in the anacrovbse
g_rm'th. of faculintve bectens i linked to the presEnCce oF
absenee of G- Unii now, two diffaent pailrays w control
anaerobic metabolism were known, both associoed with the
cllular onidation o reduction {redo ) status, Cne such pail-
way 1 through the For regulator, which diectly scises ovve
fen fevels. Under condinsors of very low oxygen ieosion, For
is in a dimernc Qate, containg a [4Fe-45] cluser, and is ahle
1o bimd DA siiespecifically. As oxypen becomes mvailable,
& onversion from the Emenc to the monomenc [2Fe-25]
atic i3 produced through oxnbin, geeemiting a non-DA-
handing form of the regalaior [4,10,.25.24] The Are AR ve-
DM Y FICm i% the second pudwmy rl:-;uluing oelhilar
conversion from semobic 1o ansgerobic growth, In this case,
e redon sktus of membranc-tound gainoncs, the central
clecion camers of resparstion, mediates mo-phosphionyls-
tioe of the sensor kirnse Arcl sctivator [ 18261 It hkas been
<howm that most niirifes or nifmeedependent respimony
genes are wnder Fro regulation bal their cxprossion is ko
conirallod by the regulaiors Nad 1 or MarX L, which ane sen-
ssiive in the presence of mmie snd raerwie, respectively, ns
final electron scceptors under anoxic conditicns [37,44], Our

dats provide eviderce of o third, as Y undescnibed, pathway
of anacrobic respiratory ranscriptional control osoctod
with eellular redox smius imvolvieg the Marl ond MNarl®
nitrate response regulaiors, Fxpression of these genes was
clearly shown w depend on the meccliular Fe'™ congentra-
tsam and on Fiar control. This, the Fur probein séénid o acl as
a sensor of anoxde conditors sinee free Fe™ ix present i il
absence of 0, and only the Far-Fe™ complex is able 1o bind
in che Furds, Chgr I'Irlt;ﬁnp SUPPON & rode fior Fur ss n an.I
regulaior, dae to s imvohoement nod oaly in iron uptake wd
detoxification b als in serning the ocllalar redox stans.

. Thos wawrk was Serubed by granis. JFL 5000 7%
from e Spmik Mmaby of Scamgr e reeveison (MICTNMG and
HEASCE 108 $om ke Amrnomous Cove e of Cmslenis (GOR GUA
. " of ay by B e AT Wi e deephy
bl i Prof, (G5, (hepo fow e pengrous gl of plasmed pREVBEA, andl
e Joan P fof his cooellent ko] hsismnes
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Fur Activates the Expression of Salmonella enterica
Pathogenicity Island 1 by Directly Interacting with the
hilD Operator /n Vivo and In Vitro

Laura Teixide', Begofa Carrasco”, Juan €. Alonse’, Jordi Barbe', Susana Campoy'*
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Abitract

Frevious sudies have evablished that the sexpression of Safmanelio enrerica
for ephhelial invaskon, Is mainky regulated by the HID protein The ferric uptake regulator, Fur, In wm

lﬂmdn‘ﬂ‘“!.vﬂﬂlkmldd
madulates the

mﬂmdhimmmﬂmmmmmhﬁm“mquMIMMhh
WmmmwnAHd-wMImwmmﬂhmmhﬂupmm
- 191 10 - 163 redat b 10 the hill? tanscription stan ste. Futhermoss, in & Py varlant with mutations in BoxA, Py, FurMn*
binding i3 imvpained, in wive experiments waing 5, enderico straing carmying wild-type Prap or the matant varient P showed
that Fur activates hilld opresiion, while in vir esperiments neaabed that the Fur- * protein is sfficient b increrss: bl
WMTWIM&‘WMMIMHMMM » by Ibnaling §o Ehee wpstneam Bosk seduence,
directly stumulates the exprestion of hilD in 5. e,

Cinapiore Tesad L Corastd B Aloaio 0O, Btd L Cimpoy & (2000) Tar Actnilel P Doprision of Saimonids anintas PRRogE iy land 1 by Directy
Irvimant g vy s DS O matne v Wom el b Vi, BLe% OB 857 @ 1011, chest 1001 17 W sl puesee CX1 1T 1

LABER: M Raial el UMbty ol Chibeuec, Cafmday
Briwiv ol levuary 20, 3010 Robepted Saed 4 3007, Pulbell aheed My & 2001

Copyright: © 311 Telkio = hhmmﬂhﬁrhﬂ“ﬂmﬂhﬁ-hfnn—unhﬂumum which permim
i el Ll wier, W el oty vl P sl bt b iy [t L R e e g e T e T

Fumding: Thiv work wan seppormd by the inherio de Oencie @ nowecian TR fgosgs BRSSO o I8 end BRSSO T o LCA L end tiw
v vl W ot (ko (ISR RERT B340 Lo LB BT wviad W Pl il ey b e S Pl ol B inis Wi U TPH. Ther bt hiaind i il i1 sty dhicidirs.
dals ibstios B2 andind, Sechesn 19 pubiah, & prepinitin of 1R mdnsc il

= Fomad 4 umsna Campoyitust o

Gty bbrashii The aulbes i e e (el o anistiog milereds eo.

Intreduction

Mplmenely mévea B a lacienal pathogen thal causes nismerma
dhwaws, ramgmg Irom gassoersicnis o ssicoie ssbcboms, n
several hamts inchadimg hamans, Maoreover, it b ope of the most
imporen pathogem asoclaond with Bod-bome lless worldwide
[1.2) A eiardy dep im the patbogr ness of pon-typhoidsl Selasdl
lllrr'rq. aihes tharir .il'ﬁ'!.' ) pErEtrae Ak bl rp'.llrl'lml
larvaskon b mediaed by the presoce of 3 ype 11 scpoion syaem
(T385), which i rocoded on the tightly regulased Sl
Iul!uwi'i\ wlkand | AP [ "ll The spmm reggulsios vl A1,
Hils, ||rnrlh' mtivairs qlir CRpUTRNLG ol the ol aml jpfd
operom, whikh eneode the composemts of the TS apparsnm
|6,7). ImF faclices the cxqpresion of several effowr geoes on
S pinl chewleerr G the 5 mbess prrvane |B-1], Dpdem, i1
eupresdlen i anider the control of other rranseripoanal sohasn,
HID aeed HHREC, Blewie enooded within the SPI, and Hood
licated ehewbere i the chromosmne [11-13. Thes three
Irlnu:n[illll o rni |:|IE‘r|lIlnIb| mrtivaie el oomly  Hdd
AT . b each ol anel (brir o, than CTRTIrR A
a coamipies. feed-Earwand repulatary boop | 14]. Moredver, 30 sl
HUY can chresthy acinate mef ll.'lrrmllrlnh' al Halh [11]

'S CRETeE aben rwubadaired In several sl rmams-
mental senals | 5,15), ensaring that the sysens s svailable by the
tiene il lzactenal ||.1I]l||.;|ll| reac b the dhistal wnall teviestine, wlere
arrmasn ol the epathsebald menakayer ks plaee (5] Foe ecample, o
in well brsosvm thar osmaodarity and bile mh conornmution infhenee
T35S prodistion by controlling Al expresdon throagh the Envils

ﬁ PLas DN | www.plosane.sng

I]rqllt ol Banh e LRl T g TE ll-‘rl.hllnh ||l|

In melslimm, i has bevm dhesn thsat Fluqdulr nr "iFr and
II 2" eoncentrations, sensed by the Pl /ol and PhalY Piol)
wyibernd, pespedtively, e [lewise imvobed B ST regalation
[3.09). In wich mem, the womor system omtroks expresam of tie
skl Lt iy HilE, wharh m rmoalked by o groe kxcatrad aobale ol
SFLL. It has beenm migeesind that the negative regabatory effects of
HAE arr roceiml by skt isrrsse ten owrdh) Hdl}.luhllm Hillk-
mediaed sevivation of &l & prevenyed (3], Amithser proses, H-
NS, has abe been described w0 conool SN, This puckeioeacil-
s i bid prodeing binds so e promster segion of KL e, S8TF
anal dat. genes il i "ilril--_r |2|_ﬂ|,

Lromn concentratinn b alse assocised with T35S expresion [25].
Fe'™ b essential for Baserial developumend [24-26] and 5 i is
vardrungrsl with  afdfernt  free-inm  sermiratinem |hr;r“ s
wikrvismm process, Mormally, B Fr™ i wrarer okl the bt
dar i wequenration by sovernl dferent cclalar mechasbems
125.27]. However, im abe lumen of e small ineemine, where
dirtary iron i maidy absoebeed [28], there & alundans free Fe™
Acvnrdmphy, d has been |rll|rh1! thai wrewral of the Sadweanlls
prnes ihat are l—.lFIr-.rtl i thon o scasor remman wbesil @ lu_l:g
ns the Bacterium i confimed the insewingd hemen 2], The Fe™
concrnmation b thoaghn v acy as 2 dgnal den allows the paihogen
b seriae it kcation inakde the bos [249).

Thr Fur frmre pieske :rwlhl:lr!ll!ﬂ‘!’lll i thee maum seyubsior ol
e Bansresimsl inomamy haoers As s major segulaee sl gene
expremion, it no onby comrob genes imobved in iron homeaansh
Feat alis ultmately connfinstes nmscchaer irin levels with many

My 2011 | Viekume & | lmwe § | e15711



otherr celluler prooeses [30]. In reneripdonal and ersmsbadoml
pene fusioes, Fur was shisn o sithvate 5P ogresion by
spwiraimag ihe amoeni wfl HE l.'ﬂ] Rorcrni sfinbes sbrarrdedl dhe
alulicy of Fiar w modulare ild expeession by negaively conoolling
the bevels of the H-N5 ghobad regabator [1]. In the presmce off
Fnrll'r"_h'l r-'l.[rnlu'lll i r|-|r|-|.l-|| The n-h'mg i rrame inihre
H-%% crowrntragioon rrahees the s that 1 exrres ou the
kil promoser, this allswving a rise 5 the eqpresion of this gene
[31,3%]. Nevertheless, the peeviously described Fuar Fe™smedis ed
awtnaimn ol &8 CRjETmEE el i i I'."I."Ilj

I Eshrilia mk Fir exhibs Fe™dependem DNA-binding
acriviry s & pecific sequence, namely the Far hox, locaed in the
b ll".llll. |i"-nr|| |$rr|i}! nT.I'r-rri by i [0, 14 Fiar
box b 8 1bp comsenan sequence organiced cither o
imerted pepests separated by L-bgs, or 6 ot beast thres: oontiguois
hesamers, 5-MATWAT-3" (where N i any oucleotide and W i
an Ao oa 'l Jl!l"l m rriber a dhrect of an dvere ereeaiaben
[33-35]. In the Fe'“sbwound form, £ coff Fur repeeass gene
imuboml i repimidm, fagellar demotase, the TCA opde,
!'I'!,wlh L L it hsune lucsysibesw, |ﬁ.'|ur 13848 |ull.1q|g_ 14
wymthorsis, pusine metabalivn, and recow sorem Fesbmaner 5639
Moreenver, £ ool Fur Bias abo an indirect positive effecy on some
genes by repredsing the cxpreasion of the oiwll [#0]. The absence of
Khyll fne pairing an the rihosomal hinding dee of mEN A of gene
positively  regulared by Par prevenn  dheir  degradaton by
paibmcipernd renatneent of the RNA degradosams |41]-

Vi haw been ocharanerimd = waeeal afvs baoeeral e
[42-43] and abier Par=regalated pabways oot relamed with JlRNA
have been descriteed [46]. For mataooe, in Naoers ssasgids, the
Furll"r-:'-' il|n1|i|r'| b lwwm shown GG acd r]irllrﬂ:, E
lrI:nl:nFilmll witncabor oiwr § Tl i ghe jrinmrT n-giln ol
several virolemec-asocimed genes [17). Unber Fur aetrarien
|u||n|.'.11.'l. have leemn II'IIIHH' PR LT - aerupmna,  Yrerma
i, "H-ﬂ-rir!'n[u\ arw| & ok e ‘]l Ui . onderas Baiis AN A,
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Fur Actrateds Wil xpression

Witk and BArll, lve beon bdenriffed. Boch are boonokogoas w f2
i Byhll and panticipate s the Far-mediated peaitive coatrod of
proies dvich s e |i"°|.|“q| Neveribekes, meihier REA por REGR
mwrhatrs Fur gcmizal ol ) FupuTu l‘_!l-] Sorrssey, shervi
conerol by Far of the SPL represor, 05 has been ruled oan [23),
To wderseamd the modecular mevhamium{s) that munbabsir il
FRpETREn |rF I'l:r"-'r:-. wer armsihoed wheiher ithe Fur rrm ol X
miwiad seronar Typhimurium direcdy comroll WD expression,
Oir remdles shiw thiar Fur proerin, in i mensl-doimsd fom, binids
ti an AT-rich operatn kcated peream of the K0 pronsoger
regann fJH;' vl @ avis efiaectly w3 |l:|r-.rl",i||:ll.l i il
7T I e |'q'l'|."| |rhl o chwwdaic the mole of o @ g
regaladion of SP expresion and provide e fire evidenoe of 8
Furaredimed et artivptiosn mechashm (n 5 sk

Materials and Methods

Bacterial strains, plasmigs and growth conditions

Al tsacverial sersing and plasmids used = dss work are lbaed =
Table |. PBacwerial culwres were grown an 370 i@ LB When
erceasiny, ampicilline | 1000 jig/ mdl, chiloramphenicad 54 pg/ml, o
hn.urryl'il [ I'ﬂ'rm.l'rﬂnr:. arkilel en ihe bacirrad cubuae. Ween
rarraleul 'E.‘.'-d.lmlﬂ YY) waa mleberd i ghe mochiorn a1 a
copenratn of 12 msl |:l-l,!ﬁ|.

tn silico srarches for Fur binding sites
T "I'ﬁrllT Faan sparEmg — M7 m PH [elene o de
mnu|lq|ﬂiwm-mummmw
Virmuad Poorprios anline famework progmm | 4] The sasches wese
rauried ol usng the pee-rxiding P aougias | Hi-mer ) matris [54].

Protein purification
X mmdervaw o weas 'H':k-:ur‘iﬁnhn'lrg mtalde lll.iw—rl-ulirb!
Malle 515 doned =i #e Ill‘:l 15 ryErnn i, ]

L. Mok OME | www plsvore ovg

Talde 1. Bacrersl straing and plaemids ed in this wake
ermin or plasmid e rvart festure S
| iemansiig setran jirara
WIS 5 aiesbin ooy Typdimaerhen SLELM His" (]
LATATE Y b carring. phe AT Gl T plnmi: A (1]
[ITEE L] A IS Bt ARE ) O (1]
UATET A TVEDLE i ANk K T ety
LIERL A5 LATERD Bat Sk dan: Cm®, e Ehu ituaaty
uA1EsE A TYSOLS Bt ¥ Kl i luly
A D A3 01 S Bt B e R Phis ity
LIERL ] A LAY 00 et s P O, T iy
Factharicfiia ool sl
[T S A D0 ESCEAM 15D AT s T el | et 141 e Conte
WL R F* mmp T bl g "y | i i (T0) byl 0™ L g ene
| Puneris:
HETI5 i Ly oo ihos we i, e [T
b P rinning et Amp® honugs
PROBTGA B s a0t 0 pECIDR 0TS Ll
e biva FET B FAY PE1 P53 el [ ]
w11 POEM-T with & 117 b wpanning P |~ 247 e 50 Thin Wty
PR IE PGENT T miih AP 05 Sparurn] Fuges (=47 1 +900 Lo MULBESS) 1 Bonk e iy
i W1 1 1 Ml v SRTH P 1 1 50000
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VIIl. Anexo B

transRwmed into £ oo BL21DES) playek grain. The Fur peolein
wai purded gy the Taloa T Aletal Ay Resn Ki
[Clantech), an repmeted [55), aml cluned from the alfimey coliama
by cheoambin cleavage im bufer A 30 mA Bo-Trie/borace pH 7.3,
5 mAl Mglle, 10% glycerol) comalning 500 mM NaOl Fur was
then liaded ante a Q-fepharce equililirated with baafler A
AnE i Lt o D] o oluser] wich a GlRh- [0 o Nall
grafeest, K mirie Far, which o froe of B omd H-N5 proicia, »
expeessd an dimers, The activity of parifled S mimcs Far was
onnfimmed by elecrophoeetc moblig shift seays [FMSA0 which
teated the ahility of the protein o bind the promater region of a
vanfamnel hrlrlwﬂ:lnlwlﬁ‘l E"ﬁl J‘.-'I' R ahwas the Fur
Iy oegion i P asd dhe EADSA reaules ining guirifiod Fur
preaein,

Electrophoretic mobdity shift assays

Appropriate INA probes were ohtained by PCR wing sitable
TGl el -n&l,.np;hq'lh rr.ﬂ‘; ﬁl_l Far FAMSAL were ibine
an r.rrr:.r-r# beverlexl, wily ﬂ.',:l e B bmesre l'l?l In rach
case, 1Whng of each DIGlabeled DNA probe 20 aM) was
Incuhard with inaeasing concenmtiom of Fur in bulfer B
(10 3l BisTrisborate pli 75, 3% gycerd, | mdd MeCl,
A0 Al KL D0 g IS A Al 007 ey saboens germ DA ml)
with o withang [EE} 30 ALt For eompetitr sy, of bead
200-Fpld exorss of cither mpecilic or nomspeciic non-labeled DA
wal added T siay the hinding ability of Fur in in spo form,
EDTA dhelar was icduded in the binding mixtee at a
cniwrmiradse of 1 mM, The |l':l'ﬁq e way oscubuiesd e
10 mém mr 370, sfer which the e e b 3%
podyacryamide gel eleorophoresis (PAGE) in Bis-Tris bafler [37].
The DNirlabeled IPNA-protcin comgleses were  detected by
follenwing thie manufactuger’s [Boche) protoool

Footphnting aday

Fir the ring nmay, the 578y (2P Nal-Hmdll £,
DNA (10 00} from pUAIIT) was inosbated with increasing
oonceniratnmt of Far (1.5- 100 oM for 15 nkin at 370 o bffer
€ (50 A Bis Triwbmrae pH 7.5, 5% ghoenl, 10 mA0 Ay,
I mAl h'rﬁ'ﬂﬂ I 0 lhl,'-i.l.'l\ v warred] ami 'l} P |
the enryme n bialng buler conmining 3 mAd Call; fellowal by
Incwharion for 3 min ar 37°C; the reactions wene siogpped by the
addition of 25 mM EIFTA The sangdes were cihanol procijpita-
-H|.| n-nHrqH m I'l|,|.|. il Il.'l‘|£ hl"l’_| ] Mraatneed on G%
iberemhpreig i P.ﬁl_l-"'.l!d’ll. M Ihl::'r-ﬁ-rul-'nr"h irmarher, a1 #
A sequence reaction [39] was earried ou and run in paraliel with
the coaresponifing arprinting reacion.

Construction of 5. enferica mutant derivatives

X miea LA IRAR and UAISES sbrains, |'||d.'-'r"—n_; Rm.'
aNarr -:err-d af g imlma 197 amd catbarr '-‘I-l"r “w i
the Fur BoxA mumne variang (1, and the Sl bmock-nan
et (U AR ) were comarscted using the ore=aieps POR-based
gene replacemnent method as descrileed [60) and the apguopriae
oliganuddroticke [Tabile 511 The PCR producis were aefismed
i LIATHT S carvyiog the pROHBECA plaserod [Talde 1L Inthe S
of Pige mutam derbvanive, sranseripion ariesmton of the ey
pene wak oppeosie dust of ihe S gene, thos ovolding promoer
inderference. Indeed, the espreason of eeither WU oor H1r.
dhnatrearm prphl geres won allecied ey the presenae ol the Kan®
cametir in UAIEEE, aod she rgeeessiin bevch weee the seme as
these ohambned using the BV wild-rype strain, All construcn
were randoned as desrhed [61] inlo the SV3015 wikd-tpe
suwin or the null S muman derpaibe (g, UALERE by
anubuction mryg the P iHT baoerophage anl the

-ﬁ PLoS OME | waw ploscneong

Fan Activatey &l Expueaion

suitalde ¢onsructed strain as domor, The alwenoe of the prophage
i b hctanie was determinml by drealing them osto green
plates, an deseribed prevenaly [i2] The lsaiend metarms wene
verified by PUR, using the approprime primen (Table 511, ard by
nuclentide sqquencng.

Quisiititatiie AT-PLR aidayd

Chmmiiive el mene RT-PCR (gRV-PCR) asmys of 60 or
Jind expresion in differem peneric backgrounds were corrbed oo
Irrl'ru.um.lu thi mtfﬁmhmwmw n LB ooechim,
it o | v o i When reeded aml
iy groweraie an kroslimibng cenvirmnent TP wai ackded 0 ik
meidium, All bamerial wraing were owrnight cultueed and then
alilustea] 1/ VW in vhe apguropsiae medis fwith or withows DPEY s
mcubaied arrobically a1 3770, Ohce the bacterial diare reached
Oy, =R, the ol swere basveded amd then the RNA wan
cxtractod wany the Quagen Ry b bllowing ibe mamilace
e’ insuctions The gRI-MCR asays were performed as
peevioudy reporned [53] using sulble oligeouckeotides (Table 51,
It shouid b noted that the Wi oligenecdeotde pair i ocated
| mErTam the H:.'n.' saartr Emerton oie oo tbe B0 ke ks
anzdazi Il.'.ﬁ.lﬂ!llj,llml allimimg abtrrmimates ol -t mESA el
itk genevle background The resils were normalized wigh
resgeect v wcdl, 5 ot nds rd comtrod gene nof aneciated with the Fur
regabon [64). A chamge i the sol expression pamemn was ot
wlmerved m any ol the rrrhr .I'l‘rlll:-h amayed wn ik sfdy
(e Figare 52, 1 whicgh 165 RNA b meeed s the smnelapdl The
relathe expressdon bevel wis defimed s the rtio benween the
expremion of MY or food i ewch mutant dernative and that
olwerved in the UALESH strain confaining a wikd-fype upnireasn
Fur jEuTHTT o [Pl

In yitro ransaription assays

The Mg IWIFEAm Srgn, Fludn; =147 w "N [relaree
the rpanscripgion sar siee], with eitber & wilbnpe Boh or Roshs
mastant varised was choned mio pGEM® T, gensrating plasmids
PUANLTE @ned pliAL 1L, respeotneely (Talde 10 Jy o iranscrige
e amary (el framarption| weee prefarmecd asng 10 pb of
Hiwldemved pUALTL jronesining Fud o pUATHE (), o0
with pGEMET plambd IXNA (P 2 an unrelaced Par comrol
The pLIALTIT vecton wias alsy usid as & sipercoded DNA BNAT
templaie. Al of it DNAL were preincubsaied with Eervasio
srnurrdratenn o b [ 5 rﬂll:lllr 15 e oat 370
buifer I¥ (50 m3 Tra-HUI pH 7.5, 5% glyomol, 3 mM Mgld..
1 mA Motlly, 2mM pemidine, 10 mM DTT) o oa 25l
reaction One unit of K of RNAP Ea™ hileenmyme [LSH,
Cleveland) sl 005 mdd of each (NP jwith - Rl were
added, “The reastionm were moabated ke Gl me a0 370 amd then
wipped by ihe addivion of 15 W of loading buter oowed by
hearing i T3°C for 10 min. The i it gereraned transcrigs fom
the Enear templates, which contained the chismed Pl or Pugs, the
vecins e ek arull Ehe Ilwﬂ_liﬂl ri!lll 1l veidor, wene
wrparadnid i B% dPALE, il sl o faed ao cheserilacd
(63

Results

Fur-Mn™ binds Poo DNA with high affinity

A warh Il.Fq:ﬂpliul Hprr‘:u.ﬁlq:ln:h K rmbeema B0 14 .th
qmu'-" —247 lm.:rrf.-nﬂr i the m’im start sifr ||'.'“_
wan carried oo using the Virmual Foogprine online framework | 34).
Avcdordingly, fwo patative Fur bises were peediaed (Fguse LAE @
BoxA, an pusition =11 w =163, cormespoding @ oan AT-mch
:I!w'lu (bl & ol rauskren -:I"l-".i.l v W% Do ther totad ?I'l'.'-':u
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VIIl. Anexo B

Fur Azeraate D Eapueion

5 ~GCAGCAGATTACCECACAGCACACAGCCATTCCTOATGARAATAGAA TEARAAGT

pistative

GOOTCTCAR AL AT ATTARAA AR CA T AT O AT TG OGO T TAARC TAC TO TACATARAT TACCCARAT T IGGGT TCT T T TEET G

sk
TAACARTCAGACCATTGCC ALCA CACHE RN A NGO EERL A T T AGAT TT T TTCAGIAGGATACCAGT AAGGRACATTAARR

eiewEilve Mosl -3

-2 *1

TARCATCARCARALGLGATRATATgaAnAt gt arcrt tiglaagt satagtratsagegt ectgrogragat aare - 50

B c
___,_:-——"_"_-__'FTI'TI;;I"I - ® - » A
LS - - E + M 100 il
o b [
Vol -
) - - el -FD
- -
o
me - . N "
Hurriabeies P, DA = - * «
Morciphobed romospecl; DA - " B -
Fis perrdmin = - * .
- |-
- e |

Figure 1. Far-Mn™ ipecifically binds P DAL A Upitieam ieghon (= 247 1o «50, Frghl of the & mpeics 51154 W0 gene, The pule Fu
Dot A& (=190 86 ~ B0J) and B | -4 80 - DO, kdentified through the Viehal Footpint framewark progrim, s Boed i Blue Sl gei reipectively,
with the Hilll ard HIKC birding region (- 57 eo — 91 [127] showm in green. The - 35 and 10 [ mgiorn and the +f
anacripdon st ste [12) are underfined. The ¢ of hi0 b denoced in lowercase characten. B DWSA of Pog DMA (Fighkl (20 nM] in the
presene of inceasing concemnracions {25, 115, 50 and 187 nkl) of Fur prooein in buffer B. The maobility of Pug DNA in che absence of Fur protein s
ahstrars 0 & condenl [~ | € EMEA of the Fegh probe in the periencn of Bhe chelitor EDTA o with fo Mn™ added ta bniffer B The mobility of the B,
Db prabe in buffer B containing Ma'" in the sbwence ar presence af 50 nkd Fur peocein inshown m a negatihve and posizies cortrnl, respectiely. O,
EMSA of the Frg pecbe inhe pes snce of sbaence of nondibbled Pue or pEEM®T DNA used a8 3 Spedfic of nan-spediic competitin, retpactively.
The specficky of Fur binding wad determined wig a 200fold exdett of The conssponding non-labeled DMA The presence of abrbence of 3

comprrt i ndicated by + o0 -
Mﬂﬁ.ti?lﬂwninn-rml!ﬂllml

law:abmll — |[I“1l ||T.ilrlr||||l ke HOHN el |-|lh:|n_l.'i|1 ami]
(i) Boall, = poston =88 o =30 Wi + 00 oonsem —31%),
overlapping the promocer =35 eloment ad sumed ~ Jkbp
ikramatresm from the FIITD and HBC binding dites |12] (Figare 1AL

T vailelair itk fimwtbcnn ol ilarer jrstabine Fur buaubng b ilar
A& mimwd Fur peoses was porifed snd EMSA sudies were
performied sisg the P region eition =347 1 2005 a peobe
| Figpere |n: All ENISA s worre abome (o b Brr aimiamnng SnT asa
vommyiming wials b of I-.p:" abaw By aBs greaier galshiy ancler armbe
rocmlitmun |"|1_I'f| A alarmyn @ F-Flrr 1Bl Fapure 51, = ibre
presence of Mo®™, Fur dimon bousd with high specificity and
afimity 10 Pyne with an apparcm bisding constant (K] of
alwiad 4,52 1.5 :|§.lI ebmen] .1-|.lh-'|.|ir-i:| i PrErakEuL [ B
1o complex 30% of labeked DAL In contrasy, in the absence of

ﬁ'_ PLaS OHE | wwe plasore ang

'!lq:'- Fr ﬁlhn’-:rq the mileliim of EIFTA, Fug e simble 1o G
o complex with Fan DNA (Figare 10, uggestng s metal-
dependern DANA-binding activity [66]. In ackliion, the Far-3n™
comphex diiplayed 5 higher DXA afinity than Fur-Mg™ ([Figure
Bl 'l'lw-ﬂ".-: e l.trrﬂdll:uuw bt Far hesby e e Fug

with 1l same characerriies pi thase repaoseed when i
aeD as a repressor [33].

T el e l‘;nr;ﬁrh ol ilve reaction, l:ul'.‘rlli'llll -n'l.]-lrilrrnh
e l.wﬁlrrml._ A lage rorss I'.ﬂ'.lll-l-nﬁl:l ol rI'I|H|.|Il|.'d'l A
Irﬂ:".."i'l.‘-'l TENA ] wass aumalde 0 ] 1T wirth Pm'II H.l.r'.'stnr'
hinding, whemas am ewoess of nooclibeled Pyn DNA Rlly
comipeted ke binding with kleled Fap DNA (Foure 1D D
el imr Ii.ririlu.l af basd one l"ur!\.ln."'ll':ruilq air Ll.|.r|.|-1|l B

P, mipponing the @y alie predicdons,
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VIIl. Anexo B

Fur-Mn® binds to BoxA DMNA
Ty whacmbaie slewdy ol tber Iady prILagivr Fur bwes, o corn bath,
Tinads Fur=Sin™ , seris] deletion of the Py, gl wiere alimined,
generating Frghl, Frell and FrgD Fgare 24 As shown
‘e 28, Frgld ppammiog ibe =247 w0 =125 imerval) o mot
I"r!H =1 e S g Frgd? (=16 w0 &80 sl j"lu-:\ln?'
(Figure 208, 11 thereiane Bleby that 5 For-Ma™ ipberaci with
the reggeni spanming =47 w6 - LE pontaining the paistive BouA,
191 o = 163% and (i@ Fur-Mn®™ interacts neither with the core
P rl-!ilq mar wily the =0 5 =57 i:'r.lrn.;lll which mwludes the
MDY axed HEK Dinding sioes [12,21]).

Fur-Mn’* recognize BoxA DNA and spreads o adjacent
regions

T e 1 rnlprhlh'r‘ % weee carmieal g frther
derermiee ibe specific Par Mo™ bindis g sive in e P region, At
low FurMn™ condenirations (0.5 Far dmend Py DINA), anby
thie = 1@ o =~ 170 region. inclsding Bosd, was protecied froam
IxMmee | presck (Figure 3, lane 4L ‘The BoxA gite conesing thpee
copies of the hexameric 3 -NATWAT-Y Far comemius sequence
separated from each oder by dbp. Two hexamens (ulmines 1 and
I} sre i the direet (==} orentatan snd one (sibaie 1) is in the
e [w=| I"I’i.lr.lul.'—!l-l‘l'—‘l-l‘l—l"_ sumnlawmeng inoa l:ril'l]
Fur b [35) M limiceng Fur-Ma™ concesarationn, the
soqquence inchoded submines T and 11 spaced by 4=ty by subnie 101
o Flu-h |.ri|lrlr|lr e Faguare T, AR gl cabyraiimge  anel
sl uraimag I"l.'Hn" i ek b L::‘ll fin 100 P50 LT
[¥MA ratiodl, an emenided DNase | -prosecred mienal (o = 147

Fur Acthanes hID Expeeasion

b = 1) wins dsbeersd [Figure & lanes 1- 3. Sites hypersensithe 1
¥ | stk were sl |“|.|r|-||1_uw|'=q ST upEn l'lll‘?ll.":.
lmiul=ag o vl meyy g chgortaan of ibe [N A oeciared, 15 o
likely thar, by conperacive inserscrion, Far-Ma™ dusnd Emised
spread oo the 3 (= 30bpd sl 37 [~ IEbp) regions of Moo
DA (Figure 5L Fur-3In ™, under the concenmratimns wed, haed
befiore reaching v MM, HIC, Hitd hinding region (=91 o

57 Siniar results were described in £, ool when Fur-Ma®® acts
as a tranacrijtivnd repressor [33,67,68].

Tix ereet the oontrdniton of the AT-nch u e oAl
[Henh] o Fur poeogriten of Pag DA, & mtas Bk TENA
Page) wns comtructed aned then weed in EMEA experimenis
[Feguere 4] As r:.|r|1r||_ X rmleren Far q,'ln'l‘r\qﬂ'g’rrrl"rﬁ.rrrl FI.JI
DNA with wiliderype Ted in the upsream region bue Galled 1w
bk PJ!'-D"' CETVING Mntarion im the theee sahsites of the Fur box
regh (Fguee 415,

Fur activates hiD gene expression i wivo

T drirrmmw whether Fur suoreass Fyg aidbxatom o o, the
Iﬂn.nli.nu lewel ool delf) wean aeayrel moarvrral & mies iru.rq.l
W ld-npe Py A0 e Fogyrs viriant, eais winhs an ST, Kan®
o, were invegrared nm thelr nagive loous, beading m soralm
UATAE aeed UAITES, respecively (Table 1) It b wonb odng
that thie mikatsms in BowA® [Pyge, Figae 44 were localid
upmireann of e Hll), H3C, Bad [12), and ENA puobaseras
'H\"\-P:' |-:||h'“ wiwy | |]Jl| }:gur- VAL M, i [ Raati s ol Ehe
h-1 aanwrfir q-lrr-:ri ol Boad ol ol wrm by &dip L it T
simcr the tmnscription. kevel of thin proe wan smilar @ tha
obtaired wing the ¥V501 5 wild-nvpe mrin (Fagure 3,

.
Boxh BoxB
247 -AT0 -2 S [3]
L L
| =181 <163 ' <1 A7 A8 30 | |
: : FroA
[ :  Frgh
. FraC
| FroD
E
DMNA, FrgA (P Frg8 FrgC FrgD
Furpeotein | - + . . + . &
PO~ o
! l = PO
Fo | N #4
H e
(e - — u « FD

Figure 2. Fur-Mn™ specilically Binds BoxA in Puo A Diagram of the P region The putsie Fur Sou, located #om - 191 e~ 163, and
Bool feam —a8 ba — 30, are ramed in Bise and gray, spectively. The HIC snd HID binding site [1 21 se thown in green. The positions refier b the
+1 Eanttrption (2 site of the W gene [12]. The &ID coding region & tbiped. B BMSA experiments. uing Fegh (Pl Frgh, Fegl, asd Feg DRA
jprobes. (0 nkl) o (ke Py, region in the dheence (=] o presence (+) of 50 Al Far pregein

dok 10137 Ljoumal pene(0 19711 o002
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e rar| EEaEEE e e e )

- '!-n&"'ll

1 23 4 687 8 8

Figare I Footpint assay of s DA wiing moreasing Fuar
concentratians. The 175-bp [5 “F Mol dnail Pog, ap wrand) DA
15 Ml was noulated with indreading Far tondentratand (1.5-100 nkil
The poditions e reblid b the rankirpton Sat e 1+1) 120 The
thiee Bl uadnites ane booed andcrlangeel, with arrow denosing then
relative onentation. Abbestions: -, shdence of Fur. © 3 G+ A
seqquence Ldder ol the DMNA probe vt wied s moleculs sise madker
dioi 101371 erurnial poree SO0 571 1 013

Ihe if) mBENA kbveh wire analyerd s ||HI-H:H il
mormabEed Wikl reapect 1 the vl gene, which 6 not ssecaed
with the Far regulon [H]. As o conrol, exquession of the fied
g, previedaly s io be Far repreased  [36], waa also
meangred usiler the mme groweh condigons, There was no
evidhence thar the Py ges mumarion affecred ficd ccpression (FPigure 31
L the abaence of Par or when i was sance [P additicn),
fand wxpresson el swereawed (Figuee 3

mamirmd with the
abdity ol Fiir-Fe®™ 1 roperm f',_. whkratsn |[Sh), Lo s
sanerared conditions, WO mBENA level was = 10-0ald higher (bas
umider ron-lmiting condifions [DPD sddition) Figue 50 Similsr
meailin were dderved whiem 1S5 mMd EIVTA was sdded io the
b an a chel alor [obaia ool dvoeaas), The Dol thai dedd) expresusn
Tewrd iy ose LIANEEE (P TVFTY meldliminnl, LA (%0t amid
UAINSD [(Afar wraing were simder sagpess thar Inacthvagion of
Doy [im Figpe) had o0 effect o hasl expresin of e gene.

G Aos 0N | wew pbionsong

VIIl. Anexo B

Fair Acthates D Expneathon

A

T TR

CAGAAGCEEGATCARCOCETTO TR TEORRE ~1°

BaxA® 5

Py DNA * L - -

P DNA " i

Fur protsin - .
PO=+ |

™ R

Figure 4. Fur-Mn® daes ot bind o a mutated Booh (P A-
Lequuense of wildrype Bk It Pug, and the mumaard Bowed® vanam i
Py, Theit thees subrities of the Fur Box snd thes nelative odientalion ane
ahe indicated. B BMSA wsing 30 ol Pyp, o8 Puge DHA and 50 n
Fur-bin™. The preserce o absence of a component is indicaned inside
the wable by + or -, mspectively.

ok 111171 foumal pore BO18TT giid

Unider iran-samurates] conditins, the expreskn of AP B

wy ik g wibar ms ik o geel iuler

wini by ormdkgion [Fgane G,
foed Bol odeur By 8 mechaniam imahving ransonpensl de-
regurnaat, ln the Fjgee mustand ilerseakne, A mENA ek e

siggesbing thal Py acinmiai

sl sumdar 10 duwsr olaaimel wely (e wikl v Play iz o el Fur
manan ersin (Figgare 5, imphang tae o wildenype Bowk sequenoe
i o [ peorssary for tee Inoreased scumulagion of B mENA

IhHatr m 6 cavesd do fhess Thuloge, bevwrvorr, a0 fhepr wow fn
deeremse i W) expression in the abaence of beth HID and Fur
pveeing, derermined using transcripeiona] finkons [25] This was
conlEmed by gRT-POR experinents wsng the VAT [
Abalf serain, in which, as expeored, hill) expresion was increased
by & facrar of 1 2+000 with respea i the wildrype srain
Monethekew, oven thoah the dhsence of Fur or & decrise in the
oy nesrrntratisn resulted] imoa clear reheimm okl eypresson
Figure A1 heah HELY and Far apguear 10 bt neeeaary b fall &
eapremarn of e gooe. This comples resposnee might be explauned
Uy ik Esct dhai ondy when ide Hddld prorm T lws 3 ugrmheani
thevalanld B o able o acvivare b expiresmion of S0 s Tanbsr
inchice ies pwn expresion |2

Fur-Mn® activates hilD oxpretsion in vilra

Tor sdhibress whether the presnce of Fur M ™ i miffiient w
activabe S utilization, @ s ansnpion expernents with
hiwariree] f'_“.|ﬂ AL o Py "JII ATES IR A& were Flrll:.llllr\-li
Figure ), A imple mranseripy hanel was ohesimed with Ml
linearized DNA ndbcatmg thist &l & esprescd fom & sk
proenuier | Figure A, booe 1L The ength of she Irmrra was o
Tl agrecment wirh ramcrpes i a1 P, as denerenined by
primer eaension [ 12], confirming thar dse | fonr oramsarips was
i e Ll ey U bm Flug Mo LERLSR g T waith il
makeilar e seene armlamed m KA AIAEE U o
whwiom promeoter sequences could be predicoed in che puative
UpEETYAN FEgh.

May 2011 | Volume & | lsue § | 1%



200

VIII. Anexo B

Fui Activated B0 Erpemizion

2.8 -I
24 J.

22

1.8
1.4

1.2

Rlative exprassicn level
=

[i1:]
L]
4
02

T T T

oD

Fm Fp-:.- Algr wi
Pﬁﬂ

LB
Fue Prage

B0
wi

B

hilD gene

foxA geng

Fligure % Relative AP0 mRNA levels in several Basterial soraing and inon cancentanebons. Relriee il mrA wem e mevaced by of T-FCR in
P WA EEE), P IAVEETL 8 P, ATETOL o wilkd-type BWED15] ftraing geawn in high LID or low PO inn concetriben, ad deknbed in
hmn“ﬂlﬂdmﬂim1ﬂml|-l'ﬂl.1"unlﬂﬁmI1MJH1HBT‘EMMMHME.“:MHMh'ﬂi\h
wildht ypar SWEOL 5 abrain feat) 1 abio dhowen, The expressdan level of focd, which i repreiued by Fu [561 in all genetic Back i i coanufiticn, v
d-emrrnn-ndulmml#nrmhtmﬁruhdt:grmmﬁmhﬂlmclkuhmdllﬂrnﬂuu‘udmmhﬁmnﬂmmndmﬁm

reupect 1o that abtsined in the Kogenic
independerd cuperirments (eadh in triplicne] B dhoam
doi 1 13T Lo pore 00 F 4TI g0

In the prescice of Mo™ and the abwenie of Fur, sieady-state
lriwls of the I ik LEEUEE LT Froen P amml Mg weiv dimiler
e | arbarary usiis, LR, usgprsisng thai BornA miuts s
i mo alfent P utilizmtos (Figure 0l In the presoce of
W™, Pugn milibacion, o sccumulacdon of the 1 16-m ranscripe,
imcreased with increasing Far concentration, with an opgimim
rarhee]l when = 2.5 Fur e DNA moleoule wrre mbiled
IIEE S ALY e GA), Samdar bveds ol Pogy solaiam s
obamined wsing supercolled DNA [Pear) o wmplare, ruling o
any  topoksgenl  requirement  For  ansmiplion sctvaton
(Figure &1, At sib-atartog FurMo™ aeceatratons, P
uiahsinm mwrrasre] by oo dlsan ol iner ihe ovmind s boimai
Fur-ain™" (Fagure 6, However, the sdition of Fur-Ma™ did no
significnmly Inevense the lewels off ermneerignion of on unreled
proamder (V) 2725 AL (Figuee 6B

Frsere utifization was ot ugailcaiily mcrvawd at Fore-Ma™
rancrmiratenm el s o hagher than tluse reguored o arinaie
il pevamanrr | Fegure Gl As seen in Figare G5, Fur-Xn™, ar uab-
smnEating o half=amurming concenmatom, ineraced with Boch,
siiggeaing that the protein Gacilieates RNAT utilizatonn of the Myn
reins [ m iberefore Bleby thai Fi Mun™ acts s 2 rame il

D oS OME | wwe plowen.org

wilid-type ttraim (P and mowmmalited ta that of the § erdedce sel gere, The mesn ssler ram thoes

activabor of 5. ekl §&ll} expresion. S Bra s e activa ton
wean cal alrrural sl Booh woas bmsbroaieed Iy mesians g
half-ssnraring Furdn™ concenmratoms are apparenty necesany
o transicription adivation of the &0 promaoter & ade However,
= the [Lia il ol = i Fir denendTESA molecale, samibar
ainaben was el claeoyee] (Fguee BRL Sanee — N Far e
DA molecule simlprky did por afeen the expeeision of Faps o
an |mL|hrr|||l:nurhn [ (Figuee i), a coeamanaii R Nawr o sy
wilberr manegerilic clfm can be ruled o an ryumulde fr the
reduced RMA snthesb mr comsmame Mer™ amd higher Fur
concensrations. It could be hyporbesized tha For-Sn™ prevenes
Py e imainy haseed o i |rllu'hr|| CrRE TRl 1'I'l'llrllll Thim,
mucleoproein amembly song the promoter segion may erkee
with, rather than simulsve, e meracion of RNAP widh Fype
reburnang bl espeesinn o it baal bl

Dricussion

W show that the S sioics 80 gene, whose produo i the mos
impeatant regalatod of the HA activator and therefiee of S
THRS exporsazn, oostaim a Fur bimling e (BeA) o e

ey 311 | Woleme 6 | ue § | @19F00



A
1E=
1" 2 ¥ & 6 BT &8 8 W

B

ran

iF-i}

0

-]

B
=
<

”/‘J

0 “""n-""'n"

E——-‘“‘— -

1503 8 12 #A W W0 200
Fur (nM)

Figure & I Weo ranscription of P in the presence of Fur
protein A Lines Hdi-cleaced pUKTETT DXNA (10 nd1} containing
;Hr:; pre-rscubated with increating -:-::I-:mum of Fu |l:-
Tranceoriprion reactond, periomed
of inoreasing corcemraions dhmmmwmww
08 m of gach mrmm--”n-mm The rec i were indubated
fout & min at 3T Trarcripts i witra Fron the P
tmplate: DNA woie soparabed o &% dPAGE The in wiitn manscrigis
from Py and thelr lengrhs are shiown. The sines of the markers are
inicated B, Linear HindB-clegwed pAUA1111 o0 GLIATELY DRA (10 kg
CErRuining R, of Py wal pue A with § Eoncevian-

upsream region of Fgy (= 191 w = B3 Par, B 5 mealbound
fearmms, hwwana with high s@imiey o BeocA in P TENA b ut no 1o the
BoxA mukasd vanant [BoxA® in Fege In mee and o e
I'I.T"l'll'_'I:lh rrvraled il Fuir boid do ibe upmtrram rlemeni ol
Py wcivcaird LI n.rrr-.'lml lunt ghicl a2 troasr tramms e EE
Ircomy Flape Tl mrtal-bieaml Far ajgErars i I a cheri
transcriptcnal activator of the X msbioa Adl? peoe. Bremg this the
fimt eidencr of P actioe ety 2y an aciivaior @ ths
Twaetrraam

In e Dewarral Ty, Farter™ s |I=.I'|'H'I.'TI;FI.II.I] labaat b
Dbimfing o cogmate aes within poadtion =35 0 +]12 in the
e regaan [$347.57,70-72). In these cased, ramcniption of
the tange |=rnnE e a ldiwr kel Ln. wirre lEwlrame ralkey Ihlul.ll:|
'|.|-1.'r-|t'l|: III'-'I'-‘iirll r'hmnnilq [I-hllll.,':"ll H.p'-."ilni" lwirmll
1 Bond s Fag, whah i sl e ol HEDN, ! faer
Figure 1A |12]0, or even B bisding shes |21 ], aanaes RNAR

ﬁ‘. PLoS DHE | werw.plrsane. ceg

VIIl. Anexo B

Fur Actiates hild Exprewion

urilizx i of Plge A sinilsr upaream beeaion of e Par mgnme
the ha been described e Foractkaoed genes in ocher
miwroorganaana | 46,47.51,74.75), wgeieding & clowe e batio e big
letwrrn the keation of de Far bimling sie in e jpromoier of the
comnitimlled] grne sl @ nole aoan e ainr

The majority of mamsaipconal accvaserns, upon binding w their
oognale upairesm demvent sdiscent otk core NAP sites, eithir
deive the recruitaent of the Litter 80 the target paoneoster of alier
the conformation of the prometer DNA o Geiliate BNAP
Llp:l.l'lg Ehl :‘-ll Here we Ilrll.'lh' the Gt madericr of a dimect
e hanmm of &, mimea & e EITE actrvadan by shenwing
that Par-Min™ bimds 1 5 distal EpEEAm: RERRInG sequence, We
thus propose thar P Fe™ b saficens, & nitw, 1 Incremse RNAF
rrerndmeni, IE o |p|M‘ Elmi qu-l"-!. akiize alirrs ihe DINA
samlnrmatem, bvane [aw | ||.||'|I1-|.rn|.lnr sl wWrrr s
obtrriedl There are mor Aidenees for Faredn™ and BXNAPR
erareion and sovharion vis 8 looglng meehanism, hoy FusAln ™
b ne i warget sie are solfckens fr increased Fan wilsion,
It can b ernimged, however, that the HIE) regulation = mow s
coniplex an sugzeated the S0P exguesson miulla obiained & the
il Al S mnstard sned the fact that R, HIC aml HEl
IOCOgEIAT A T dhnwrwirram Fur amd -“-.rrqﬂ'r' A g
Hadn arl  Hiwaebied ropreeseE,  mgErsieng ifami il
complex control regon (=120 e =3T) lid within Boxh (=1
o = 165 and the core promoser region (=60 v+ 10 [21,23).

The TR ol SPIl & Leivis o be  aecchibee] s
v eial sggnals, whd -:-l:-rl'llir sl Lulirn:prn.lll-|
[4]. Amnang theie dpuals, a eelsmanskg benaeen eseracelalar eon
concentratons and 5] expresion bus been vugeenad [23] and
an imdlirect maocisdon of Fur and & evpresion dhroogh H-55
iescritwd [3]. In addition, several reperts have shown that ks
oxyEen Comcentrabions, oech g tuse presont i the EieatEmal
hpmen, vireair Al | l'l.l.".llll. Hlll'l_ﬂll-l Free inm m swane
ol thor bawi, b Fe™ w abmindent i b it limnen, wilwe e
it in efficienitly abscrhed by inteatinal epitbeelial ool [H]. Fur does
ol wrw omyvgen condentrations divectly et i @sicad able o
muisiior the redos syl via ibe equillbiem betveen Fe'™ and

flr |I||! bt bl lse mosteed thai the Fure be™ romple ol
ewrtweial mmal thai, as l-'r1" v mnabylde, 1F cannni I Brasbeeasee]
adde the el [‘l-‘l:,-l'fl

This work deseribses the dErea actvation of SP1 by Farthrough
it interaction with an mpEmbram reginm e Pgy aml tbui skl mew
minrmmabon b bar S regukatnm rinslrls |".'|,f."|.1|! ,l"‘qrr |
Taken mogether, nasr cdsan ahed Bghe na the mole of Far in 339170
conerol, ally, Fur is sbie 1o conmal, chber direoby din the
cae of LN or indirecsly throagh H=N5% (in fild, S0, & and
g, all the mam reguliton of SPL These results strengthen the
relatasauhip between & mieia imasveness and both non and
eyl coanentrationm inside the bow, Acosdicely, ibe cxpresion
il I‘I.'JHLH.'\I ol mlod, ars] n||r.|.r|l||r|'||||, it ool TN iasiale]
ler stiomaawd cuwor X mmiraca eracho ke qﬁ-]nrl'li wurlar, wlerr
rom conceptragans are hagh el those of covgen low, 17354
expremon ha been poporsed as essenial for epithelial invasion
[5]. Onee Fe™ levels decrease or those of ), increase, the pumler
of Fur }'-e"tmqﬁ:qﬂ sbeoubd ddiandnish markedly, as should T35S,
which in oo loager needer] aned mmst remain silees inoushsequens
seps of the \lecion process [5], This equence of svenn s
supporeed by 2 proviously putlished reporr in which, the opinhelial
invasiveness of Fur-lefective mutants was abown, in an acid
senstive independent manner, to ke kower than that of the wikd-
Iy adrain FIE‘] Ihreet reppalatEna |ll,. Fur |i'm-|1[rr“in| muvmak]
Al s l:.iil gl irarmshwizm wwre ile I'r'h roternirsiam
T ARcE, aHyadiag Pgm o aheler hrzaodee rlnl;lm ai N N
that indirecely momirel siber genes positvely regulaied by Fur,

My 2011 | Volame & | baae 5 | 2197010



VIIl. Anexo B

(Intestinl lumen
[02)+ [Fe]t)

H-NS

HilA

O

{T355 production)

INVASION

Flgure 7, Schama of SPI1-Far mediated regulstisn. & Fu 5P
regulation madiel after Cllermaeder ot ol (23] and Treoel ot A |31 Geoen
anmowi Indicats & dincct activation elieat ied Bnes ©osm pand 1o dieegt
rrpurridbon, The thick geon adrens it the hercin deic dbod pal iy
iof direst sethation by Fur of KID gene espredtion M-M5 catral of the
i), W, i and il promoters b abo dhown 212231]
k19,1371 foumal gane 0915711 07

Supperting Infermatien

Figure 51 A SDEPAGE showing the Fur puified prowein,
Lamws | andl ¥ comrespanid to ness-indis ord and WG -indsiced <<l

References

1 Pang T, Blamns 0, Maley BR Abwegg M (PR Tiplul ooy sl by
maliiir Bimb & snilbsiaiig o Lall g Thiiale Blavidiid 5 T2 g

T Mhaprsals 55, Ml |, -1.-.|m.| B, Augpila 1, Bobh 80 o ol (OTE T ghetd
[ ETE 'k | . L3in lslrn s D S0k S0 I-'!-

B Jemar WD S05. Rad i & vy of roe
w v, | Slurvinad 41 S S, "-Illl e

L -r“rdll'. St [l (01T | e e rryul
of ke I npw El avaretiss sy in Selewnsills snsskos sanear

Typhbmackis an Oyan Mayobdad 1T P41

B Nt FGoain A Bl U0 Mlackell 10 (2000 A thynamie vins ol 1he qurmd
sl b e Mades i lein of Ralioacdls dirm s e B Mlesdaad T 7L &L

i RLomirody ©OF, Bajaj W, Lew A (306 Tl on seyuiromens b i s
st by HEL 5 vingdoses determunt mevsbied s 8F120. Aol Slasted
13 UM

T Lasivoh £F, Law C0% (200 The Salessiwlle pailiigumaiy idaskl iy 01
wiiraaea i, MRiaaders Indat § 171 1781

B Morcie KH, Blle V1 FR0E Bm F s revpa il Lir rupaivasaon of gres srovlleg
proswioe servim] by e SPAL Ape 1] swoton st s Sabs s

iyl | Bacoriad SHE 4%1% 4 7H

B Eelelery Ko Galan 10999 DN romsiadl '] il Bab | b
i iy D espwio] wesiiiem Ly TERTIR PP R T B s |
Wik popiliaial s thnias BmF aid R lideon loanas 3 d0mr 410

ﬁ PLab DHE | werar pleone.neg

Fur Aetrabes, hil} Expresian

cride extracts of B2 HIMESpday s containing the 5 mibrka o pene
e m ihe |l]-._T|!.r|l wertor, laar 1 B the llq.'l‘l—.ﬂm Trarimo
comsining the Far nadve proein afier duombin digedon, B,
Echtme of Moy indirating the Joration of the Fur binding site i
ldae, The AT start combm b Ewlicagm] in okl © EMSA
r.rrfl'u-n-'rl CLE"3 FIEC] L bl F‘q.;tr‘r | ] uil_]pd it Fu.-ﬂ'rr!
Fur prolein ab incresmy concentrations (15, 125, 530, and 1087
uil_l Tame i-:|'-1|1'-'.;||-1|:- nrlai}'llrﬂr Tanen Fnl-l wiibenii Fus
m the lasuhng mesire

TR

Figwee 81 Fur-Mn™" Dingls with higly affmsiey oo P DNA. The
A7 5y (= S2F<Neal Mt LN (2 M) Fragmens eosiaming Fus
was incubated with inceasing Par conoenmaioms (5-400) for 15
iy b AT m e A fm mAl HelrmMaraie lndler FH 1_'-.
‘Hn.l:q.wml, 10 mA M, | AL NG or E 30 m3 BTy
becsraee hasfler pll 7.5, 5% ghoerod, | mdd MgClhy, 00 mA1 MpClL
Thee absende of a comgundnt i indicabed by < FID, proteinefee
Fa DA KL imeermediose  complewes; PLL proieinDiNA

Figure 33 gRT-POR asmave of il expeesim i the different
proete hackgrounds wed inothils work. For esch condidon, te
relative mid expreanin bvels were caleulated aa the ratio of it
mBE XA rweeninpinm wilh L LA L] ihad rdiamwe] i ghe '-.l.‘rnir
mh'-d‘:rrtr.-n IP‘-!'-'“ ain] porrmalized i b ol the X enfoas 165
RMA. The mean value Erom thee indepenident oxperiments (rack
in eriplcai) i ahuriam,

{1

Tabde §1  (ligoma cheodiles used in dhis work.

[T

Achnowledgments

W wre aleeply oulelwel an Pl G A Lihgg e e gememmin pin ol
plaamic ﬂumﬂ. andd 1o Slarta Blar Corwa and Joan Muiis Eor their

raor e wobnEal asimaae,

Author Contributions

1 e e bt ddmagred dos L LT R U IS Beriarmes]
b experiments LT BC S0 Analyasd the doe LT BC JCA B 20
Lienipdnian] irapriis’ st vals sialvs oedu 05 L Wi e P
i NI

W Derss KW, Mile V1, (5000 Tige 10 ismerton o hapeons e paiom
il et of vindends geies by Sah Esil Biel b el
nyphirnaisam. Emis | 30 1850 1861

11 Schesbier LML lae G5 2060 ) k!ﬂf?ﬁrﬂu- ewmsbors, I aed HET

Amendy lasal sl hisrpare the Sal Wi 1k el s . Nl
My ), 1ZE0- ] 505,

12 ddribmemi 1N, Kby K 2000 DN bdmuling soviies of e W aml
BB otk vl ascary oo s of ol | wrvma Tiphl
1 Baiemiad 100 U1UH A 1RE

1L Elermrier C0 Shead M (30E B awl Bol ceedesely soeslae
exprrmion o e prason and Sgela goee b Sulsondls ssieics soer
Ugjrbamarions. | Bacoesiad (0% SO0 00

14 oy O, (e I Skl 100 2005 FED, 350 and K comstinnis
8 Bewdl Borwunl D sl gvandveds enprimmasss o de 51T fope ihare werrel ssa
il Frplaie KL e Slnedslls celedcs wieeal  Tiplesaeei Rl
Wbl 5T A0 - TR

I%, Ay @7 | FeF% domeis sl embimae ety sl of cllmcanrbs mvadon |
Wiarld 4% Spa: M. e BT

e Lo Bl e €% SRR 1 Ruden. oof S ol bR b gl o il
i Rabpranills suirtcs avisas Bypliss e | Raiviad (0% 27002745,

17, Pramely AS, Gagson 5 DR Sadosmss Ba o vacs ripenar Vo
ki hjeriell b e piiiad e of Bale Dilicy R K8 i ML 20

May 2001 | Volare & | lnee 5 | 19711



(8}

n.

%
o
m
0

Le8

AT

a2
p1s

h LY

at,

m

A,

4L

LI
3
i

al,

Wil A 42 anlier RE, hllﬂ“—nl:ﬂ-l—hh‘lﬂn

ity For oo LR J Baciersal iEN
AT I

Fegws BA, Blamman S0 Bebdass | S0y & (0] PP P vmns
sl aani; ol Sdmoriilla rvph i fem invisss i cvidee Bl s

h”mﬁ-m]l“hl!? LS 1H

Bavwrs MA ekl TF, Wikem K1 Joe BE 20000 HIEL meves il HElD

aina] purgatin ln o gudases bl panvijaln sl e e oty Sokicss L

AL W Tyl ek plemayye Dnben Dmemsin 710
IExch= k1.

[Pekbmevah PV s ) O0T] Bk of s v it junsirins ik

L T T e P T Ty BT LIS S YT
g il Far ol mmsinn § I il | SR L

Sarre W, sl % Wasg ¥, Ml il 8, Bows H, o8 ol (508

Srbernbve whivebong ol Gwaign DA whibs b 0507 ¢ omiein By s =500 s b b

Salmnwlls. S 118 IW-T90

B id (R, Skl [M 2000 P irflladt cigerasd ol B el la

pattegrmsciy mand | spe U1 soeeion opeem Geesagh Hil) | Bacicrnd (EE

[T

Wi D (10T Dl il il thami, Mavivianl Mo 07 450

Katlalge G, Dover LG GO0 [rs saahollas s pallograe hawris. Amis

Koy Ninmated 34 551500,

Sctuide UL, Baubssnn SH 2008 bes ssl mendsal ninin. Sl Be

Alwiiliad 7 WAL

Wasidhiyiininn U, Db b jolanr 12008 ) ek boial stons sonis 6 ot daboiplnme

o rmepheren Asmi Mo Mivailed W0 &1 1a0T,

Coomnrm] MUK, Ui | (0008, Paibmays of s alsopriies. Bl Calls S

TR 79 T4

e A, Saas b PNl 00 T he protiai s i, iy st oo im ScUBUTY

e L e g T

Blmubial 1% 0 =195

LU T e L T e e ey Py R T TR S |

- Mawn G, Locons J31 Cangeey !.lnl.l:h'&l’lm.mhl’. [ P
suhdundiog el =l

VIIl. Anexo B

Fur Actrabes WD Dxpression

.+ Alweari, P, Nlotn 5. Bk A Slaier BY 5008 Rrguision of e Holisr

4 T arsl

il eluarr vyt 1Lt
#JE-H_ -.uyﬂ;q il
Waasn Pl hasii D, L0 Y Gain o, Hlas ¥, ot al (V00 Tl smeirajunsihs T
epilon s Vordos posn | Berwdad PG 5063305

Maredad A, Hugpom CU, Woaltadl 38R, J Wk b ¥,
hal. (00 rvikactioms of the erwivin goum B o B b ol 1y o 2o
o wntebliead oy vl f BAS0% whrmiag sl b Rl bscbepesnderss Mhal
Mimallsd 730 BIT 65T,

. Saiks A, Lascrhis 8 Fapeaeet B Slurm O Rolle B o ol S008) {Sorp

vempwmanag sk od sl RN ma b gt o e il
Je e e N L T P TR R
m"h“l“.mlm.\.llﬂnﬂ.ﬂlﬂﬂllb
o e mmlion il gt pes maodng @
h—'hqpu—nnﬂ-“:-.:m"l-m.l
Ilmfhl 108y K, Girow A, Sebwrr 30, Klsko | eval, 2905 Vinsad Foaapeis
PROMIKIG w6 winiralr remcenil B0 iofslon phnlines @
Banriformsties 21, 4 BEI-41 FL

jr

ol all [ 1
dﬂ'mﬂﬂﬁﬂmﬂlﬂﬂ.

| Weali MU, Besmdar A], Ssiflewis 1, Melies © {1908 P gl of
LY T

vprm . e e o s o g § Bairma
135 SIOn-412
e Dggwmas W, Cleammin ¥, Hemssn M, Nl M (V88 Wloal s
dvgdaain il pns reprdan s L e e R e e
aff ihr sl i wemm o R W ] Rl Bl 0 W M
b s Dl AR, Agirvm 5, Methivmisis | Povnaisbon % Pasharwion W, o o, 27000
Plaanbl vy siimlen imtiid ol bl i il o ol mds ol
,ﬁ:ﬂnlmuﬂ—-uﬂm Py Ml Aovadl Sk A7 A 0T T T
MM Ollwee W{ERTT A rw octlanll G sparer g [NA. P il
At S 1% AT Sl Sk

18-, 0, Dabemko KA, T s BL 000 Ui it of sbdidirseaml g
;':-!l.“#ll. rﬂ:;TﬁTﬁ:rr_L;HI: I-IF--I'FJH;HI ool K17 ming TOR peadans, P Nl ol &0 U & & 97
o s o Salmimile mesis wmsw Tipbbsaiem | Naenad 19 ol !.jmlll#f-ﬁﬂni'ltﬂqﬂiﬂ-l-ll.ﬂim
- s ik ‘m:“*.pqd_
Brhwobirs IAL Juin 8, Ablue & Lee C8 [ROF The sl skl hining J’m“ Vil B 106K,
proawivs HNS, HU, aml Wi offei WA cqjmmson in Salbwoscls eresics AR, Dhawie RAY, Beossiwin D1, Roals JR(TRES Acboareon] PMamrisl G & el
i | pibasinnain, livks | liaimean. 1. 30020- 8434, b Uit Dagimariag: Cold Spieag Maitsa, AV, Cubl Sming Mates
Bk 1, Pors-Marn ), b Lavns V(1099 Opaieg ) el Latns sy
Wi gl mealierrglarion 1y e P peein, | Barierid 6] GIP0ASTE 6 Camgesy 8, B M, Palmashiun 8, Cans P, Wagees AL @ ol
the Lowonnan ¥, Wor 5 Hierroew L, Neilosk B (15987 O soopmom ul e 1 LA imlmin of proe rpresnn o
-“F_Jﬂ_tm&mu-n.ﬁhhquhnpu- M e g, ol Mol W0, 0870
(e} ragueeas, || aibrsd 169, X38-NI0 =, hpmj.mﬂluiﬁmmmxmﬂqdm
Bsaiboa N, Moo [11 [ N0F Waoguedion of 00K by K o v rguviarian in Sddmonrls saiwres e ayphisseian o ldgh
nlahe Far bom consenses sapenur. § Racieril . S06-3ETT ibrpty By | I ol | B T Bl T
ml.m”“lﬂ”l‘-wh il o lmﬂh&hﬂlm“dﬁﬂdd
rastoria, Bl adion sl st laation il s iros-rajplatee] Laharediia AN wogralals Mok sombatiom oo ssaghmisainden] [INA DA Bogunis el
ol s by o A ot seay, | Mol Ba e S01. Rk 3 i,
Park 5] fasrmalas BF (160 Chvips, o, ot sl abs comtod ad A e JW, Helwaon B (30T Fancmd sprcisksation shilis il Far fanily of
ke Fonnmrwr Ban sl fmndl proscs off Ealeriabda ok olf iler arwih r, mecialisenpeler oy Morneial M0 84% 000
aill ial e pAqledts | Bewiad 177 02 00T, (-8 hdhrl.hll-hﬂu].dihlm\ m.Mu—nJumlnq
Tuﬂdhﬂ“ﬁnﬂwdpﬁ--mwdﬂnqﬁ gurpatia G the Tae ol Fasthwrt ba
udaﬂ,&nuh’mm_ihh hhﬂuﬂ_—l.lhﬁ#u JH{.‘E—HE'HM:FI’H.
vl e Enams. | Rawerisll 170 7500 3, . Lawrm Jlo Milmek MA 30T Anbinise =f & o bindog dm e
Vimsrraw N, Rearey D 0HY A mwiinedd Boy dwaed choasinng ol . sagalysen, | B vwiad DI 2 V-ZIRD,
Faa ealoakia o waem e ledegilal bd s ﬁ-l-ﬂ'“-l-lu ad W, ek K, e [0, Sl N1 Bas O QUL The mide of piapled padiie
hlmotieogy Lish Py 12 WITI-N0ED Grantlae b bon 18w wmoee s off o AP D mype dinws s 1ol wpans o b ol e
Alaw L Cswwnan § THE A eeslll BNA wpulsics il csperesm o proes Flas® Paihung b o 10350
lrvleril s b v lalecliain b Hecheiiobas ek P Mall Aol S LS AR T, g W, bonaiy | 11000 S i basi Tl bt allatiad Uases P of @5
BN R L basllng o R pices = b
Mliin B, Facia TT, fooni wiis & (00Y Cosijlod dografaiin ol & sl [pemvimn. | Pl wwkid 171 1ol L0
ropallatry BN sl s mENA s = Esderichis oo Cenm Dew 17 T Tarks B Toss [ (09T Do sl sneen ocskstem of Falesbda oofi
IFN-IHDL M HF G e simege b b resim e ghival = galaon Vi asd Arch
u-ul.hhutnd—n-hhﬂmu-q-n-q-d o Basabrgg wor FFA. Bl Mlirachiiod % %300
e vipremal egdanon of te Vil chobors S g | winl 0Ti Hﬁlnmmh!a-q-ﬂm*‘ﬂ-l?#dqﬂmrvnhlnhlﬂ
LT - fEL whamey lusng mnn n Exboichia ol Mol Mioslicd 4523
Puome HW, U 10, Vil ML 0100 Ui dsiions 1 anle Pl dard LS =8
Pl A ™ -ﬁrﬂuqlﬁd-luil-qwufh'-lmm 1, ¥ [y ol : | m Curn LRam M i
wraglima Tea griw | Parwaka 175 2580 2m, A=A
lh—l’}l..hlh:"fl-ﬂl:.“-hldi—ilhh-b— M. ke HE B 3H, Lev KIL Fub 3] (5557 Peie opdatn of fe e
Tromwi, Mbwiven vow v ngeleln, Wil Blawubiadd |1 S8-730 anjEEme via il e ol T i 6 pallegses B, Vil
Bam ¥, el FiY (0 dsecactass of Randie ssieds Fee (e apude ilnicw, | Bantevisd 108, P
v | iy s B s b i s ek | Bacwihad (A1 EEF- W00, T3, Carifanisd B, Diigioe b I‘.ﬂ-l-rl.l-nvlnll'. LT JII‘F‘\.JIIJ i
Carprnars EAML, Wihanire Bl Seacl IS 200%) Tha b o v msslen’s s wriasin of & el Nehowrru o

i wiv wvile of Fa s # Nyt Dovwerms 77, Thi0=J001 s g e g fiuam il airew. ﬂ!ﬂm—:m-f
llrllqi.l:-qlnnlll.lr-lll-\uﬂ P Fsyteonss s o svrvam aved s o i vl chie tisiecal webe ol by o Ml il 4,
vagavems of puaths wuubie s g s b S benie s bagihls S Sl R
A2 LA -1 M. W HA, il TV T90H] The st o wripiarnceslidod sl peeicae
Wildermaas P, Fovwa A, TG A T, MieCeenadd P, G %, i al. indasd DA, by, Natwrr BB R34,
ra i amm o ks nrgulmory wall K% i,

iyt Fermba-
s g k] Bl Beeadaie Peoc Sl Al W U0 % A B0
LEL B o)

ﬂ;mmlm

Catlin CRI, My 11, Btk G5, h-lﬂ.llinilllln—'dh
Waimirgn b 1 ok S Aiad

-ﬂq'w-ll-lirn-u al D an
AT BA

My I011 | vokure & | lawe § | 219711



204

VIIl. Anexo B

o

Traarvs A 0 DA ol e sl o i (o A Bew B b
L L FR

Adlipa S, Lodbvmeis B, Losigs 5, Ugpraleiim & (1P Pesmado s avmaii= Los
by el & EeREe s T LEF 1 &

Rajg W, Toem WL, Bhuung 0 law CO0 (PO Dty rogela i ol
fulmrerla nphournes mvesn e by u mml

L]

Fur Arehases RiD Evparaion

Gaarrledid Poalie F, Vosey [W, Faley B0 0090 Rele ol sl sslbomsss
i g i Selies B npdesiaies sl lihet lesasi Gl
UL b

Wivern & Newew BEL Mariaomi |1, Tl B, Crcieeskd Poriills I, o0 sl
[ Wolalatisn ol Do imsidadl aijanirall goines by e DBL- Y-y | ol i bia

Faw i is wendiatond b womnmol of Bl ovpresbon. hloll Sy 5 '?Fl‘l—':'tll
Vriniaky Lo 4oty P, Bgms A Advsroe 43, Barker |, b 56008 ot mel bry P sl
e s aly o qenation fogullal e L TPY P ST I S TR e T
Mepoled IR 33310

@ P ONE | www.plosone.ong

Sk Ma b stioims |yplemnsrses. || Bacioymd 1793 11531150
e i b WK, Ui AR, " Failonil 7 [PERHE Y wgmell smaiban] B r o B vl o v
Fridadr il s W Gk e Talafis Nqidaliai ldlsis vaid Al Bea
;KT

May 2001 | Violyme & | bsue 5 | el#70



