3.- RESULTADOS
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3.1.- OBTENCION DE MUTANTES DE LA PROTEINA Hha

La proteina H-NS (Histone-like Nucleoid Structuring protein) de Escherichia coli
es un regulador global del metabolismo bacteriano que participa en la organizacion y/o
funcién del ADN cromosomico (Spassky et al., 1984). Se ha comprobado la capacidad de
esta proteina para interaccionar con Hha y que el complejo Hha/H-NS es responsable de la
modulacion termoosmotica de la expresion del operon de la hemolisina de E. coli (Nieto et
al., 2000, revisado Madrid et al., 2002b) (introduccion 1.3.2.).

La parte inicial de este trabajo se enfocd a obtener mds informacién sobre el
funcionamiento de la proteina Hha, en concreto, se intentd aclarar su organizacion en
dominios funcionales, es decir, establecer la region o regiones de esta proteina que
pudieran estar implicadas en su interaccion con H-NS, los posibles residuos aminoacidicos
importantes para realizar dicha funcion y si existia algun otro dominio funcional en Hha

ademas del responsable de la interaccion con H-NS.

3.1.1.- OBTENCION DE MUTACIONES PUNTUALES EN LA PROTEINA Hha

El primer paso para intentar obtener mas informacién sobre la proteina Hha, fue la
construccion de mutantes que presentaran sustituciones puntuales en diferentes residuos
aminoacidicos. Para ello se realizé la mutagénesis quimica mediante dietilsulfato (DES,
apartado 2.5.1.).

La mutagénesis quimica se realizo sobre la cepa de E. coli 5K (pANN202-312). El
plasmido del que es portador la cepa permite la seleccion de los posibles mutantes en la
proteina Hha en funcion del fenotipo hemolitico que presentan cuando se plaquean sobre
placas de agar-sangre (mutantes superhemoliticos).

Se analizaron aproximadamente 40.000 colonias resultantes de la mutagénesis. De
todas ellas se seleccionaron 45 clones que mostraban un incremento en los halos de
hemolisis respecto al fenotipo caracteristico de la cepa salvaje. No todos los clones
seleccionados por su incremento en el halo de hemolisis eran necesariamente mutantes en
el gen hha. Para acotar el nuimero de mutantes superhemoliticos a aquellos que realmente
fueran debidos a la mutacion en este gen, se hizo una transduccion con el bacteriofago
Plvir (apartado 2.4.3.) conteniendo fragmentos de la cepa KL743 a los diferentes clones

seleccionados. Esta cepa presenta, como particularidad, el gen que codifica la resistencia a
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tetraciclina muy préximo al gen hha, lo que permite seleccionar aquellos mutantes que tras
la transduccidn con el bacteriofago P1vir presentan una frecuencia de asociacion entre la
adquisicion de la resistencia a tetraciclina y la reversion hacia una produccién baja de
hemolisina, de aproximadamente un 50 %. Se detectaba la reversion (complementacion del
fenotipo /ha) a través de los transductantes que tenian halos de hemolisis muy reducidos
cuando se plaqueaban en placas de agar-sangre. De esta forma se obtuvieron seis posibles
mutantes del gen #ha denominados respectivamente SK H11, H18, H21, H29, H39 y H42.

El resto de mutantes se descartaron por diferentes razones: en algunos casos no era
posible estabilizar el fenotipo superhemolitico, en otros no se obtenian unos resultados
claros después de realizar la transduccion y otros no presentaban reversion asociada a la
transduccion de la resistencia a tetraciclina.

A continuacién se procedidé a la secuenciacion (apartado 2.6.5.) de los seis clones
seleccionados para comprobar que realmente eran mutantes en el gen hha. Para ello se
utilizaron los oligonucledtidos Hha2000 y Hha2000R (Apéndice I), que se encuentran
flanqueando la secuencia del gen a 5’ y 3’ respectivamente.

Una vez obtenidos los datos de la secuencia, se pudo ver que todos los clones
analizados presentaban mutaciones puntuales en el gen hha que tenian como resultado la
sustitucion de un aminodcido por otro. En la tabla 3.1.1. se indican los cambios producidos
en cada uno de ellos y que se sitian a lo largo de toda la secuencia del gen: los mutantes
5K HI11 y 5K H21 son equivalentes y los mutantes 5K H29 y 5K H39 presentan la

mutacion en el mismo coddn pero con una sustitucion distinta.

Tabla 3.1.1. Resumen de las mutaciones puntuales producidas en los 6 mutantes del gen hha.

Mutante| Posicion | Codonenel | Codonenel | Aminoacido | Aminoacido en
del gen hha gen mutante | en el gen hha | el gen mutante
aminoacido
SKHII 50 CGC CAC R (Arginina) H (Histidina)
SK HIS 16 CGT TGT R (Arginina) C (Cisteina)
5K H21 50 CGC CAC R (Arginina) H (Histidina)
SK H29 64 CCT TCT P (Prolina) S (Serina)
SK H39 64 CCT CTT P (Prolina) L (Leucina)
SK H42 13 ATG ATA M (Metionina) | I (Isoleucina)
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3.1.2.- OBTENCION DE PROTEINAS TRUNCADAS DE Hha

Adicionalmente a la obtencion de diferentes cepas portadoras de mutaciones
puntuales en el gen hha, para obtener mas informacion sobre esta proteina, se decidid
realizar la construccion de proteinas truncadas de Hha, es decir, proteinas a las que le
falten determinadas regiones de la proteina salvaje. En concreto, se construyeron tres
proteinas truncadas de Hha que se denominaron respectivamente HhaT1, HhaT2 y HhaT3.
La construccion de estas proteinas truncadas se realizé utilizando varios oligonucledtidos
que permitian la amplificacioén del fragmento de interés y ademads creaban en los extremos
de estos fragmentos las dianas Ndel y BamHI, para permitir su posterior clonado en el
vector pET3b (y facilitar su posterior sobreexpresion). La temperatura de hibridacion
utilizada fue de 50 °C.

En la figura 3.1.1. se indica la posicion de los oligonucleotidos utilizados en la
secuencia del gen hha. La secuencia de dichos oligonucledtidos y la diana presente en cada

uno de ellos se muestran en la tabla del apéndice L.

hha

—> —> < < <«
HHANDE HHAT3 HHATI HHAT?2 HHABAM

Figura 3.1.1. Situacion en la secuencia del gen #ha de los oligonucledtidos utilizados para obtener las

proteinas truncadas HhaT1, HhaT2 y HhaT3.

En el caso de HhaTl, la proteina se construyd amplificando el gen hha por PCR
con los oligonucleotidos HHANDE y HHATT (este altimo incluia un codon de finalizacién
de la traduccion) obteniendo una proteina Hha’ a la que le faltan los ultimos 28
aminoacidos, es decir, el extremo C-terminal de la proteina. El producto de PCR, de 148
pb, fue cortado con los enzimas de restriccion Ndel y BamHI y clonado dentro del

plasmido pET3b cortado con los mismos enzimas, dando lugar al plasmido pETHhaT]1.



100 Resultados

La proteina HhaT2 se obtuvo de una forma similar pero los oligonucledtidos
utilizados en este caso fueron HHANDE y HHAT2. Este ultimo, igual que HHATI,
incorpora un coddén de finalizacion de la traduccion. En este caso, la secuencia de la
proteina obtenida era mayor, faltdindole Unicamente los ultimos 14 aminoacidos y el
plasmido obtenido después del clonaje en pET3b se denominé pETHhaT?2.

A diferencia de las dos proteinas anteriores, a la proteina truncada HhaT3, le faltan
los primeros 28 aminoacidos, es decir, el extremo N-terminal de Hha y fue utilizando en el
proceso de amplificacion por PCR los oligonucledtidos HHAT3 y HHABAM. El plasmido
obtenido fue denominado pETHhaT3.

En la figura 3.1.2. se indica la secuencia de estas tres proteinas truncadas en

comparacion con la proteina Hha salvaje.

Hha MSEKPLTKTDYLMRLRRCQTIDTLERVIEKNKYELSDNELAVFYSAADHRLAELTMNKLYDKIPSSVWFIR
HhaTl MSEKPLTKTDYLMRLRRCQTIDTLERVIEKNKYELSDNELAVEF........ccocociiiiiiiiiiniiiiiiiicce
HhaT2 MSEKPLTKTDYLMRLRRCQTIDTLERVIEKNKYELSDNELAVFYSAADHRLAELTMN.......ccccootvieiiierennenne.

HhaT3 e MEKNKYELSDNELAVFYSAADHRLAELTMNKLYDKIPSSVWFIR

Figura 3.1.2. Secuencia de las tres proteinas truncadas de Hha comparadas con la secuencia de la proteina

Hha salvaje.

3.1.3.- ANALISIS DE LAS DIFERENTES PROTEINAS MODIFICADAS DE Hha
DE INTERACCIONAR CON H-NS

Una vez se habian obtenido las diferentes versiones modificadas de la proteina Hha
de E. coli, tanto las proteinas con mutaciones puntuales como las truncadas, se procedié a
estudiar si las mismas conservaban una de las principales caracteristicas de la proteina
salvaje, la capacidad para unirse a la proteina H-NS.

Se comenzd realizando las construcciones necesarias para sobreproducir las
proteinas modificadas. En el caso de las proteinas con mutaciones puntuales se comenzé
amplificando los genes mutados. Para ello se utilizaron los oligonucle6étidos HHANDE y
HHABAM (Apéndice I) que flanquean la secuencia de hha (Figura 3.1.1.) y que ademas
introducen las dianas Ndel y BamHI en los extremos. Los diferentes fragmentos fueron
cortados con los enzimas de restriccion Ndel y BamHI y clonados dentro del plasmido

pET3b cortado con los mismos enzimas de restriccion.
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A continuacién se colocé una cola de 6 histidinas justo antes del inicio de
traduccion de todos los mutantes obtenidos de la proteina Hha (tanto de las proteinas
truncadas como de las proteinas con mutaciones puntuales) con la finalidad de facilitar la
purificacion de las proteinas mediante cromatografia de afinidad a niquel. Los
oligonucledtidos utilizados para obtener una secuencia del gen hha con la cola de

histidinas en el extremo N-terminal fueron HISC, HISCR (Figura 3.1.3.).

HISC

5 TATGCACCATCACCATCACCA 3’
HISCR

5’ TATGGTGATGGTGATGGTGCA 3’

Figura 3.1.3. Oligonucledtidos utilizados para la introduccion de la
cola de histidinas en el extremo 5’. Subrayados se muestran los 6
codones que codifican para las histidinas (CAC y CAT, que se
corresponden con GTG y ATG en la cadena inversa). En gris se indica

el inicio de traduccion.

Se formd un oligonucledtido de doble cadena a partir de una mezcla equimolar en
agua bidestilada de HISC y HISCR a 70 °C y se dejo enfriar lentamente. A continuacion se
realiz6 la ligacion de este oligonucledtido de doble cadena junto con los plasmidos que
contienen los genes mutagenizados de Hha linealizados previamente por la diana Ndel.
Los plasmidos obtenidos se denominaron pETHisH11, pETHisH18, pETHisH29,
pETHisH39, pETHisH42, pETHisHhaT1, pETHisHhaT2 y pETHisHhaT3.

A continuacion (Figura 3.1.4.) se muestra de forma simplificada la regién de

incorporacidn del oligonucledtido en las construcciones:

5" (...JCATATGCACCATCACCATCACCATATG(...) 3’
3> (... )GTATACGTGGTAGTGGTAGTGGTATAC(...) 5

Figura 3.1.4. Secuencia simplificada de las construcciones. En gris se muestra parte de la
secuencia de los plasmidos linealizados con Ndel, en blanco los oligonucledtidos: HISC en
la parte superior y HISCR en la inferior. Subrayado se encuentra el codén de inicio del gen

hha.
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Para comprobar que realmente se habia incorporado la cola de histidinas en todas
estas construcciones, se realizaron reacciones de amplificacion especificas. En el caso de
las proteinas de Hha con mutaciones puntuales y de la proteina truncada HisHhaT3 se
utilizaron los oligonucledtidos ya mencionados HISC y HHABAM. En el caso de las
proteinas HisHhaT1 y HisHhaT2 ademas de HISC, el otro oligonucledtido utilizado fue
HHAT1 y HHAT2 respectivamente.

Una vez obtenidas las construcciones con la cola de histidinas, se realizd una
reaccion de secuenciacidon con el oligonucledtido pET-Bam (Apéndice I) para comprobar

que no se habia introducido ningun error.

Ndel BamHI1

I ey MR |

Promotor T7 hha < Ampicilina
pET-Bam

Figura 3.1.5. Situacion del oligonucleotido pET-Bam dentro de las diferentes construcciones mutantes de
hha que se muestran linealizadas. En la figura, aparte del oligonucledtido pET-Bam y del gen hha, también
se indican por una parte el promotor de T7 tipico de los vectores de la linea pET y el gen de resistencia a

ampicilina.

En el analisis de la capacidad de las proteinas mutantes de Hha para unirse a la
proteina H-NS, también se realizaron una serie de controles. Se utilizaron las proteinas
HisHha, HisYmoA y Hha-C-His. Esta ultima proteina es equivalente a la proteina Hha
pero con la cola de histidinas situada en el extremo C-terminal de la misma. Hha-C-His se
obtuvo a través de los oligonucledtidos HHANDE y HHACHis (Figura 3.1.6.). HHACHis
es un oligonucledtido de unas 40 bases, que permite la amplificacion del gen hha
incorporando directamente la cola de histidinas y la diana de restriccion BamHI adecuada
para el clonaje del gen dentro del vector pET3b. La temperatura de hibridacion utilizada en

las amplificaciones con HHACHis fue de 45 °C y el tiempo de hibridacion de 1 minuto.
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HHACHis
5’ CGGGATCCTATTAATGGTGATGGTGATGGTGGCGAATAAATTTCC 3’

Figura 3.1.6. Oligonucleotido utilizado para la construccion de la proteina Hha-C-His. En
gris se resalta la diana de restriccion BamHI y subrayados se encuentran los codones que,

invertidos y complementados, codifican para la cola de histidinas.

Una vez comprobadas todas las construcciones, se procedio a la sobreexpresion de
las diferentes proteinas, su purificacion por afinidad a niquel (apartado 2.8.1.1.) y al
analisis de las proteinas que pudieran copurificar con ellas (apartados 2.8.1.2 y 2.8.1.3.). Se
partié del modelo de interaccidn entre las proteinas H-NS e HisHha (Nieto ef al., 2000).

Cada uno de los plasmidos conteniendo las proteinas alteradas recombinantes y los
controles fueron transformados en la cepa BL21 DE3 (pLysE) de E. coli. Los
transformantes (cada uno por separado) fueron recogidos e inoculados en 1L de LB. La
sobreexpresion de los diferentes derivados de Hha fue inducida a través de IPTG y la
purificacién se realiz6 mediante el sistema de Ni*’-NTA-agarosa. Finalmente, se

analizaron los extractos en geles de SDS-Tricina-PAGE (2.8.3.1.2.).

En la figura 3.1.7. (A) se muestran las diferentes proteinas derivadas de Hha y
también las proteinas que copurifican con ellas. Como se puede ver, ninguna de las
proteinas modificadas era capaz de retener la proteina H-NS, excepto la proteina HisH42.
Tampoco la proteina Hha-C-His era capaz de retenerla aunque en la figura se observa una
banda, pero esta banda se corresponde con el dimero de Hha que tiene un tamafio similar al
de H-NS y se comprueba a través de la inmunodeteccion de H-NS con anticuerpos
especificos (Figura 3.1.7. (B)). En cambio H-NS si copurificaba con las proteinas HisHha
y HisYmoA.
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(A)

kDa
21’5—
14’4 —
76 —
M 1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 11
(B)
kDa
:
:
21.5— l ; .
14°4— —_ —_ <¢— H-NS
L

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Figura 3.1.7. Interaccion de las diferentes proteinas mutantes de Hha con la proteina H-NS de E. coli

(A) Andlisis electroforético en un gel SDS-Tricina-PAGE teflido con Azul de Coomassie. M, Marcador
de bajo peso molecular (Pre-stained, SDS Standard, Broad Range, Bio-Rad). Carril 1, HisHhall.
Carril 2, HisHha29. Carril 3, HisHha42. Carril 4, HisHhal8. Carril 5, HisHha39. Carril 6,
HisYmoA. Carril 7, HisHha. Carril 8, Hha-C-His. Carril 9, HisHhaT1. Carril 10, HisHhaT2. Carril
11, HisHhaT3. Las flechas a la altura de la banda del marcador de 14’4 kDa, indican la proteina H-
NS y las flechas a la altura de la banda del marcador de 7°6 kDa sefiala las proteinas alteradas de
Hha.

(B) Inmunodeteccion con anticuerpos especificos para la proteina H-NS de las fracciones del panel A.

M, Marcador de bajo peso molecular (Pre-stained, SDS Standard, Broad Range, Bio-Rad).
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Todos estos datos indicarian que practicamente la totalidad de la secuencia de la
proteina Hha estd implicada en la unién a H-NS vy, en especial, el extremo C-terminal, ya
que la simple adicioén de la cola de histidinas en ese extremo afecta a su capacidad para
unir H-NS. Sin embargo, HisYmoA, que comparada con Hha carece de los primeros cinco
aminoacidos en el extremo N-terminal, si que es capaz de retener dicha proteina. En la
figura 3.1.8. se muestra la secuencia aminoacidica de todas estas proteinas y se indica si

son capaces de retener o no a la proteina H-NS.

HisHhall

HisHhaTl
HisHha39
HisHha29
HisHhaT2
HisHhal8
Hha-C-His
HisHha42 MHHHHHHMSEKPLTKTDYL!RLRRCQTIDTLERVIEKNKYELSDNELAVFYSAADHRLAELTMNKLYDKIPSSVWKFIR
HisHha IMHHHHHHMSEKPLTKTDYLMRLRRCQTIDTLERVIEKNKYELSDNELAVFYSAADHRLAELTMNKLYDKIPSSVWKF IR
HisYmoA
HisHhaT3

Figura 3.1.8. Mutaciones puntuales de #/a y secuencias de las proteinas truncadas. También se muestran las
colas de histidinas de las diferentes construcciones. Finalmente, se indica la capacidad de cada una de las

proteinas para retener H-NS.

En paralelo a estos trabajos, J. M* Nieto realizdo un analisis comparativo entre la
familia de proteinas Hha/YmoA y el dominio de oligomerizacidn de proteinas de la familia
H-NS, que se corresponde con los primeros 65 aminoacidos aproximadamente (Smyth ef
al., 2000). En la figura 3.1.9. se observa que diferentes dominios aparecen conservados a lo
largo de la secuencia en ambas familias.

Si bien al comparar el nivel de similitud de las secuencias de aminoacidos entre las
diferentes proteinas el mismo no seria muy elevado, la existencia de dominios conservados
sugiere que proteinas de la familia Hha puedan ser funcionalmente equivalentes al dominio

N-terminal de proteinas de la familia H-NS.
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Figura 3.1.9. Comparacioén de algunos miembros de la familia Hha/YmoA de proteinas y el dominio de
oligomerizacion (primeros 70 aminoacidos en cada caso) de algunos miembros de la familia de proteinas H-
NS. Los nimeros de acceso de las proteinas son los siguientes. Hha Eco (E. coli, P23870); Hha Sty (S.
enterica serotipo Typhimurium), AF242359; YmoA Yen (Y. enterocolitica, P27720); Hha pO157 (plasmido
pO157), Q9ZGV7; Hmo pWR (plasmido pWR501), Q9AFJ8: RmoA R100 (plasmido R100), O32581;
YdfA R721 (plasmido R721), 9971679; Hha R27 (plasmido R27), Q9L5G3; Ydgt Eco (E. coli), P76179;
Orf5 R446b (plasmido R446b), 312264 NHNS Eco (E. coli; P08936); NHNS Sfl (Shigella flexneri,
P09120); NHNS Sma (Serratia marcensens; P18955); NHNS Yen (Y. enterocolitica, Q99QH3);
NHNS_Ype (Y. pestis obtenida del servidor www.genome.wisc.edu); NHNS Pvu (Proteus vulgaris;
P18818); NHNS Hin (Haemophilus influenzae; P43841); NOrf4 R446b (plasmido R446b; 312263) (Figura
obtenida por J. M* Nieto).

3.1.4.- OBTENCION DE MUTACIONES SUPRESORAS INTERGENICAS

En el apartado anterior se ha visto como préacticamente todas las mutaciones que se
producen en la proteina Hha y que causan un fenotipo superhemolitico, afectan a su
capacidad para unirse a la proteina H-NS. Para ver qué aminodcidos de la proteina H-NS
estan implicados en la unién con Hha, se intentaron obtener mutantes supresores
intergénicos del fenotipo superhemolitico, en los cuales la mutacion se hubiese producido
en H-NS. Estos mutantes se intentaron obtener a partir de uno de los mutantes puntuales en
Hha, concretamente del mutante 5K H29 obtenido en el apartado 3.1.1.

En primer lugar se realizd la mutagénesis quimica con DES (apartado 2.5.1.) del
mutante puntual en Hha H29 portador del pldsmido pANN202-312. Se analizaron
aproximadamente 20.000 colonias resultantes de la mutagénesis quimica y se

seleccionaron aquellas que, en placas de agar-sangre, presentaban un halo de hemolisis
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reducido, es decir, se seleccionaban aquellas colonias que hubiesen compensado el
fenotipo superhemolitico. De esta forma se obtuvieron 29 clones no hemoliticos

Igual que en el caso de la obtencion de mutantes en hha, no todos estos clones
seleccionados eran necesariamente mutantes en el gen /ns. Para identificar estos posibles
mutantes, se realizd una transduccion con el bacteriéfago Plvir (apartado 2.4.3.) obtenido
sobre la cepa BSN26. Esta cepa presenta la resistencia a tetraciclina muy préxima al gen
hns, lo que permite realizar la transduccion con el bacteriofago Plvir y seleccionar
aquellos transductantes que presenten una frecuencia elevada de cotransduccion de la
resistencia a tetraciclina y la reversidon hacia un fenotipo superhemolitico, como el de la
cepa 5K H29 pANN202-312 (sobre la que se hizo la mutagénesis). Se obtuvieron 10
clones que presentaban esta asociacidon y que se denominaron SK R2, R6, R9, R10, R11,
R16, R20, R21, R27 y R29.

Como comprobacion adicional, se realizd la amplificacion del gen Ans en estas
cepas a través de los oligonucledtidos OSMZI y OSMZII (Apéndice I). Estos
oligonucledtidos se encuentran flanqueando la secuencia de hns a 5’ y 3’ respectivamente.
La temperatura de hibridacion fue de 50 °C y el tiempo de 1 minuto.

Las bandas amplificadas por PCR del gen Ans (de 489 pb), fueron purificadas y
utilizadas como molde para poder realizar la reaccidon de secuenciacién y comprobar que
realmente los clones seleccionados eran mutantes en el gen Ans. Los oligonucledtidos
utilizados fueron nuevamente OSMZI y OSMZII.

El resultado de la secuenciacion fue que ninguno de los clones seleccionados
presentaban una mutacion en el gen /Ans, es decir, la complementacion en el fenotipo
superhemolitico observada en estos clones, se habria producido a través de alguna

mutacidn en una localizacion diferente.
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3.2.- OBTENCION DE UNA PROTEINA HiBRIDA ENTRE HHA Y
H-NS

La interacciébn previamente caracterizada entre las proteinas Hha y H-NS,
juntamente con los resultados que se refieren en el apartado anterior, especialmente por lo
que hace referencia a la figura 3.1.9., hicieron plantear la hipétesis de que la proteina Hha
podria ser considerada como un homdlogo del dominio de oligomerizacion de H-NS. Por
ello, para aportar evidencias experimentales que refuercen ésta hipdtesis, se planteo la
construccidn en E. coli de una proteina hibrida entre la proteina Hha y el dominio de unién
al ADN de H-NS y determinar si esta proteina hibrida es capaz de complementar alguno de
los fenotipos tipicos de un mutante /ns.

Se abordd el problema de una forma dirigida en primer lugar y de una forma

aleatoria después.

3.2.1.- OBTENCION DE UNA PROTEINA HIBRIDA A TRAVES DE LA TECNICA
DE LA “MEGAPRIMER” PCR.

3.2.1.1.- Construccion de la proteina hibrida (de forma dirigida)

La primera aproximacion para intentar construir una proteina hibrida entre la
proteina Hha y el dominio de uniéon al ADN de H-NS fue la utilizacion de la técnica de 1A
“Megaprimer” PCR (Sarkar y Sommer, 1990; apartado 2.6.4.1. de material y métodos).

Esta técnica permite obtener una proteina hibrida de una forma dirigida. Los
oligonucledtidos utilizados fueron disefiados a partir de: a) la secuencia del gen hha
homodloga al dominio de oligmerizacion de sns y b) de la secuencia del dominio de union
al ADN del gen /ns. Los oligonucledtidos que han de definir la zona de unidn entre ambas
proteinas, presentan fragmentos de ambos genes en su secuencia.

En la figura 3.2.1. se muestra el esquema de la técnica aplicada a nuestro caso

concreto.
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hha hns

I — |
> ¢ ~. HYB2 HYB1 _~ > <
HhaRBam HNSBDist
I I
J SEGUNDA PCR
| :
“Megaprimer”
|
_> 4__
HhaRBam HNSBDist

Figura 3.2.1. Esquema de la construccion de la proteina hibrida entre el gen sha y el dominio de union al
ADN del gen hns. Las secuencias de los oligonucledtidos HYB2 y HYB1 son homodlogas y permiten la

hibridacion entre los fragmentos obtenidos en la primera PCR para que formen el "megaprimer" necesario

para la segunda PCR.

Los oligonucledtidos utilizados para amplificar el gen hha completo (215 pb)
fueron HhaRBam y HYB2 (Apéndice I). Para el dominio de uniéon al ADN de Ans (las
ultimas 197 pb del gen), los oligonucledtidos HNSBDist y HYB1 (Apéndice I) fueron los
empleados. La temperatura de hibridacion utilizada fue de 48 °C. La figura 3.2.2. muestra

la situacion de dichos oligonucledtidos.
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hha hns

—> “« >

HhaRBam 355 pb HYB2 HYBI 262 pb HNSBDist

Figura 3.2.2. Situacion de los oligonucleotidos utilizados para realizar la técnica de la “megaprimer”.

También se indica la longitud de los fragmentos amplificados.

En la siguiente figura se muestra la homologia entre los oligonucle6tidos HYB2 y
HYBI vy, por tanto, entre los dos fragmentos amplificados en la primera PCR. Esta
homologia permitira la hibridacién entre los dos fragmentos que servird de molde para la

segunda PCR.

5’ (... ) GTATGGAAATTTATT CGCCCGAACGAACTGCTGAAT 3
3 CATACCTTTAAATAAGCGGGCTTGC TTGACGACTTAC(....) 5’

Figura 3.2.3. Zona de hibridacién entre los fragmentos obtenidos en la primera PCR de la técnica del
“Megaprimer” para la obtencion de la proteina hibrida. En la linea superior se muestra la parte
correspondiente al fragmento amplificado con HYBI. En la linea inferior se muestra la parte correspondiente
al fragmento amplificado con HYB2. En rojo se indica la secuencia de los oligonucledtidos que pertenece al
gen hha y en lila la secuencia de los oligonucledtidos que pertenece al gen Ans. En gris se sefiala la secuencia

de los fragmentos amplificados que no pertenece a los oligonucle6tidos.

Los fragmentos obtenidos fueron utilizados como “megaprimer” para la segunda
PCR. Después de 15 ciclos a 64 °C para permitir la hibridacion de los dos fragmentos, se
afiadieron los oligonucled6tidos HhaRBam y HNSBDist y se utilizéd una temperatura de
hibridacién de 54 °C y un tiempo de 1 minuto. La longitud total del fragmento obtenido fue
de 617 pb.

El fragmento de PCR fue purificado y cortado con el enzima de restriccion BamHI

(las dianas fueron creadas con los oligonucledtidos HhaRBam y HNDBDist). A
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continuacion, el fragmento fue clonado dentro del plasmido pBR322 cortado con el mismo
enzima de restriccion y transformado a la cepa 5K de E. coli. Se seleccionaron aquellos
transformantes que fueran resistentes a ampicilina y sensibles a tetracilina. La diana
BamHI se encuentra dentro de la resistencia a tetraciclina y si el plasmido incorpora el
inserto la resistencia se pierde. Finalmente, se comprobd mediante una restriccion BamHI
que realmente se habia incorporado el inserto y el plasmido obtenido se denomin6 pBR-
Hib.

La proteina hibrida construida, presenta por una parte el gen #ha completo, es decir,
los 72 aminodacidos (215 pb) y, por otra, los Ultimos 65 aminoacidos, del 72 al 137 (las
ultimas 197 pb), del gen hns. La secuencia de la proteina hibrida resultante se muestra en la

figura 3.2.4.

3.2.1.2.- Expresion de la proteina hibrida en mutantes ins y hha de E. coli

Una vez obtenida la proteina hibrida mediante la técnica de la “megaprimer” PCR,
se procedio a analizar si esta proteina era capaz de complementar alguno de los fenotipos
de un mutante hns, hha'y hns-hha de E. coli.

En primer lugar el plasmido pBR-Hib fue transformado a las cepas BSN26 (hns’,
hha"), BSN27 (hns’, hha") , BSN26H (hns’, hha’) y BSN27H (hns’, hha’) para analizar el
fenotipo B-glucdsido. También se transformo el plasmido a las mismas cepas portadoras
del plasmido pANN202-312 que nos permiten analizar el fenotipo hemolitico.

En el caso del fenotipo B-glucosido, se realizaron estrias de los transformantes en
placas indicadoras. Cuando se analizo el color de estas estrias en las placas de B-glucdsido,
se pudo ver que en todas las cepas mutantes (BSN27, BSN26H y BSN27H) se mantenia el
color amarillento tipico de estas cepas, es decir, no se produjo una complementacion del
fenotipo.

En el caso del andlisis del fenotipo hemolitico se realizaron estrias de los
transformantes en placas de agar-sangre. Las cepas mutantes que fueron transformadas con
el plasmido pBR322 sin inserto, ya eran capaces de complementar los halos de hemolisis
tipicos de estas cepas sin la presencia de la proteina hibrida, de esta forma, no se pudo

analizar la capacidad de esta proteina para complementar el fenotipo hemolitico.
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CGAGTTTATCTTGTTAGAATTATTACAACCATAGGTAGAAGTATGTCCGAAAAACCTTTA

GCTCAAATAGAACAATCTTAATAATGTTGGTATCCATCTTCATACAGGCTTTTTGGAAAT

R vy L v R I I T T I G R S M S E K P L -

I — I
ACGAAAACCGATTATTTAATGCGTTTACGTCGTTGCCAGACAATTGACACGCTGGAGCGT
61 --------- +---mmm-= - +o---mm - to--mmmm - to-mmmmm—- +---mm--- - + 120

TGCTTTTGGCTAATAAATTACGCAAATGCAGCAACGGTCTGTTAACTGTGCGACCTCGCA

T XK T b ¥y L M R L R R C Q T I D T L E R -

I
GTTATCGAGAAAAATAAATACGAATTATCAGATAATGAACTGGCGGTATTTTACTCAGCC
121 --------- +---mmm--- to--mmm- - tommmmm- t---mmm--- to--mm---- + 180

CAATAGCTCTTTTTATTTATGCTTAATAGTCTATTACTTGACCGCCATAAAATGAGTCGG

vV I E XK N K Y EL S DNZETLA AV F Y S A -
e |

GCAGATCACCGCCTCGCCGAATTGACCATGAATAAACTGTACGACAAGATCCCTTCCTCA
181 --------- +--------- +t--------- t-----m - t------m - +--------- + 240
CGTCTAGTGGCGGAGCGGCTTAACTGGTACTTATTTGACATGCTGTTCTAGGGAAGGAGT

A D HRLAEILTMNDNI KT LY DK I P S S -

(I
GTATGGAAATTTATTCGCCCGAACGAACTGCTGAATAGCCTTGCTGCCGTTAAATCTGGC
241 --------- +--------- +----m---- +---mmm- - e i +--------- + 300

CATACCTTTAAATAAGCGGGCTTGCTTGACGACTTATCGGAACGACGGCAATTTAGACCG
v w K F I R P N E L L N S L A A V K s G -
ACCAAAGCTAAACGTGCTCAGCGTCCGGCAAAATATAGCTACGTTGACGAAAACGGCGAA

301 --------- +---mm--- - +o--mmm - +o----mm—- to---mmm - +-------= - + 360
TGGTTTCGATTTGCACGAGTCGCAGGCCGTTTTATATCGATGCAACTGCTTTTGCCGCTT
T K A K R A Q R P A K Y S Y V D E N G E -
ACTAAAACCTGGACTGGCCAAGGCCGTACTCCAGCTGTAATCAAAAANGCAATGGATGAG

361 --------- +--------- t--------- to-----m - S +--------- + 420
TGATTTTGGACCTGACCGGTTCCGGCATGAGGTCGACATTAGTTTTTTCGTTACCTACTC
T K T w T G Q G R T P A V I K K A M D E -
CAAGGTAAATCCCTCGACGATTTCCTGATCAAGCAATAATCTTTTGTAGATTGCACTTGC

421 --------- +--------- +------- - R +---mm - +--------- + 480
GTTCCATTTAGGGAGCTGCTAAAGGACTAGTTCGTTATTAGAAAACATCTAACGTGAACG
Q G K s L. b bDVF L I K Q * 8 F V D C T C -
TTAAAATCCCGCCAGCGGCGGGATCCTCTAGAGT

481 --------- +--------- t--------- +---- 515
AATTTTAGGGCGGTCGCCGCCCTAGGAGATCTCA

L K S R Q R R D P L E S -

Figura 3.2.4. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos de la proteina hibrida obtenida a través de la técnica
de la “megaprimer” PCR. En color rojo se sefiala el inicio y fin de la parte que corresponde a #ha y en azul el
inicio y fin de la parte que corresponde a /ns. Los rectangulos rojos muestran las 4 hélices o presentes en la

proteina Hha. El fragmento de la proteina H-NS se corresponde con su dominio de unién al ADN.
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En el estudio de la proteina hibrida podia existir un problema con la expresion de la
misma, es decir, que la complementacion de los fenotipos mutantes no tuviera lugar porque
no se expresara de forma suficiente. Para evitar este problema, se decidid clonar la proteina
hibrida en un plasmido con expresion inducible a través de IPTG, el plasmido ptac85
(Marsh, 1986).

A partir del fragmento obtenido por el protocolo de la “megaprimer” PCR (617 pb)
se amplifico la proteina hibrida a través de los oligonucledtidos HhaBamMet y
HNSSalDist (Apéndice I). El primero permite clonar justo al inicio de Hha con una diana
BamHI mientras que el segundo crea una diana Sa/l justo al final de H-NS. La temperatura
de hibridacioén utilizada fue de 52 °C.

El fragmento de PCR obtenido, de 459 pb, fue cortado con los enzimas de
restriccion BamHI y Sall y clonado dentro del plasmido ptac85 cortado con los mismos
enzimas. La ligacioén fue transformada a la cepa 5K de E. coli. Para analizar cual de los
clones obtenidos contenia el plasmido con el inserto, se realizaron varios aislamientos de
ADN plasmidico y a continuacion un analisis de restriccidon con los enzimas EcoRI 'y Sall.
La diana EcoRlI se encuentra fuera del “polilinker” del pldsmido y esta restriccion conjunta
con Sall genera una banda de aproximadamente 850 pb en aquellos clones que presentaran
el inserto. De esta forma se obtuvo un pldsmido con la proteina hibrida que se denomind
ptac-Hib.

Al igual que con el caso del plasmido pBR-Hib, para analizar la capacidad de la
proteina hibrida de complementar los fenotipos de un mutante sns o hha, el plasmido ptac-
Hib fue transformado a las cepas BSN26, BSN27, BSN26H y BSN27H y también a las
mismas cepas portadoras del plasmido pANN202-312. Para tener un control, también se
transformé el plasmido ptac85 a las mismas cepas.

Cuando se analiz6 el fenotipo hemolitico en las cepas portadoras de los plasmidos
ptac-Hib y pANN202-312 no se observo una reduccion de los halos de hemolisis en las
diferentes cepas mutantes (BSN27, BSN26H y BSN27H) cuando se realizaban estrias en
placas de agar-sangre suplementadas con 5 uM del inductor IPTG, es decir, no se producia
una complementacion de fenotipo hemolitico.

En el caso del fenotipo B-glucdsido, las estrias en placas indicadoras suplementadas
con 5 UM de IPTG no permitieron detectar con claridad si se estaba produciendo una
complementacién del fenotipo. Por esta razon, para poder realizar un ensayo mas exacto en

medio liquido, a las diferentes cepas portadoras del plasmido ptac-Hib se les introdujo el



114 Resultados

plasmido pDFY436. Este plasmido es portador de una fusion entre el promotor del operén
bgl y el gen de la B-galactosidasa y permite analizar la expresion del operdn bg/ a través de
la medida de la actividad [3-galactosidasa (apartado 2.8.6.3.). Igual que en todos los casos
anteriores, tampoco pudo detectarse la complementacion del fenotipo B-glucésido, ya que
las actividades del ensayo en liquido de las cepas mutantes portadoras del plasmido ptac85

era igual a las cepas mutantes portadoras del plasmido ptac-Hib (resultados no referidos).

3.2.2.- OBTENCION DE UNA PROTEINA HIBRIDA Hha-HNS A TRAVES DE LA
RECOMBINACION DE PROTEINAS INDEPENDIENTE DE SECUENCIA (SIPR)

Debido a que la proteina hibrida entre Hha/H-NS obtenida de forma dirigida no fue
capaz de complementar los fenotipos tipicos de un mutante /ns, se decidid obtener
diferentes proteinas hibridas de una forma aleatoria, es decir, que tuvieran fragmentos del

gen hha 'y hns de diferentes tamafios y obtenidos al azar.

3.2.2.1.- Construccion del plasmido pUCHhaHnsHyb

El primer paso fue la construccién de un plasmido que tuviera en primer lugar el
gen hha, a continuacién el gen Ans, encontrandose ambos genes completos y clonados bajo
el promotor del gen /ns. Se considerd que la presencia de la region reguladora nativa del
gen hns podia resultar importante para obtener éxito en el experimento (Figura 3.2.5; Pag.
116).

Se decidid utilizar como vector para hacer el clonaje el plasmido pUC19. Como
esta construccion requeria la realizacion de un clonaje en tres pasos, en primer lugar se
clono el gen hha, a continuacion el gen Ans y finalmente el promotor del gen /Ans.

De esta forma se realizd como primer paso la amplificacion del gen /hha a través de
los oligonucledtidos HhaNde y HhaBam (Apéndice 1). HhaNde permite clonar el gen hha
desde su primer nucledtido, mientras que HhaBam se encuentra justo al final del gen. Se
utilizd como molde el plasmido pETHha y una temperatura de hibridacion de 55 °C.

A continuacidn, el fragmento del gen hha obtenido a través de PCR, de 237 pb, fue
cortado con los enzimas de restriccion Ndel y BamHI y clonado dentro del plasmido

pUC19 cortado con los mismos enzimas de restriccion. Del plasmido pUC19 se selecciond
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la banda de aproximadamente 2’3 kb (apartado 2.6.8.). La ligacion fue transformada a la
cepa SK de E. coli. Para comprobar si el plasmido habia incorporado el inserto, se aislaron
los pldsmidos y se cortaron con los enzimas Ndel y BamHI que liberan el inserto. El
plasmido obtenido se denominé pUCHha. A continuacioén, el pldsmido pUCHha fue
cortado con el enzima de restriccion BamHI. La diana BamHI se encuentra justo al final
del gen hha y fue el lugar donde se clond el fragmento del gen Ans completo. El gen hns
fue amplificado a partir de la cepa 5K de E. coli con los oligonucleétidos HNSBProx y
HNSBDist (Apéndice I) que se encuentran flanqueando la secuencia del gen. La
temperatura de hibridacion utilizada fue de 50 °C y el tiempo de hibridacién de 1 minuto.
Finalmente el fragmento obtenido de la amplificaciéon, de 508 pb, fue cortado con el
enzima BamHI para permitir su clonaje dentro del plasmido. La ligacion fue transformada
nuevamente en la cepa 5K.

Para comprobar cual de los plasmidos aislados habia incorporado el inserto y
ademas si la orientacion del mismo era correcta, los pldsmidos se cortaron con el enzima
de restriccion Pvull. Esta diana de restriccidon se encuentra a 208 pb de la diana BamHI en
el plasmido pUC19 y también se encuentra en el inserto 117 pb antes del final del gen /ns,
por tanto, el inserto en orientacion correcta presentaba una banda de 325 pb con la
restriccion Pvull (y de 599 pb si el inserto se encontrase en la orientacién opuesta). De esta
forma se seleccionod un clon con el inserto en orientacion correcta que recibio el nombre de
pUCHhaHns.

Finalmente para clonar el promotor del gen /ins en el plasmido pUCHhaHns se
amplificé un fragmento anterior al gen hns con los oligonucledtidos pHNSNProx y
pHNSDist (Apéndice I) y como molde la cepa 5K de E. coli. El fragmento amplificado
incluye el promotor del gen hns (Figura 3.2.5.). La temperatura de hibridacion que se
utilizé fue de 52 °C. El fragmento de PCR, de 270 pb, fue cortado con el enzima de
restriccion Ndel y clonado dentro del plasmido pUCHhaHns cortado con el mismo enzima
de restriccidon. De esta forma, el promotor del gen Ans queda clonado justo delante del gen
hha. Los plasmidos aislados de las colonias resultantes de la ligacion fueron cortados con
los enzimas de restriccion BamHI y EcoRI para comprobar si contenian inserto y en que
orientacion. Se utilizaron estas dianas de restriccidn porque se encuentran ambas en el
interior del inserto y con ellas se libera, por una parte el fragmento del gen Ans (508 pb) y
por otra un fragmento que contiene el gen hha y parte del promotor /sns. En el caso de que

el inserto se encuentre orientado de manera correcta, la banda liberada es de 337 pb,
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mientras que si aparece en la orientacion opuesta, la banda liberada es de 407 pb. El clon

resultado del clonaje completo se denominé pUCHhaHnsHyb.

En la figura 3.2.5. se muestra un esquema de toda la construccion.

Promotor Ans (270 pb) hha (237 pb) hns (508 pb)
N 1-hha N M 237-hha B -43-hns 465-hns B
Wﬁ
—» <+— > <+— > <+
pHNSNProx pHNSNDist HhaNde HhaBam HNSBProx HNSBDist

Figura 3.2.5. Disposicion de los genes hha y hns en el plasmido pUCHhaHnsHyb. En color blanco se
muestra la region que contiene el promotor de sns. Marcado con rayas diagonales se muestra el posible
promotor seglin los programas informaticos. Con una caja negra se muestra la region del gen #ha completo y
con una caja gris la region del gen Ans completo. También se seflalan los diferentes oligonucledtidos
utilizados para obtener la construccion y las dianas de restriccion con las que se realizo el clonaje. N, Ndel.

B, BamHI. M, Mfel.

Una vez obtenido el plasmido pUCHhaHnsHyb, se decidid6 comprobar si esta
construccion era capaz de complementar el fenotipo de un mutante /ns en placas de -
glucosido. Para ello se transformd el plasmido a la cepa BSN27 (hns’) y se observd que era
capaz de complementar el fenotipo (color azul) a diferencia de lo que pasaba con el

control, el plasmido pUC19 (color amarillento).
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3.2.2.2.- Recombinacion de las proteinas Hha y H-NS independiente de secuencia

(SIPR)

Para la construccion de la proteina hibrida entre las proteinas Hha y H-NS, se
decidi6 seguir la técnica de recombinacion de proteinas independiente de secuencia (SIPR)
(Sieber et al., 2001).

Respecto a la técnica descrita se introdujo una pequefia modificacion que hiciera
mas facil la deteccion de las proteinas hibridas obtenidas. En lugar de aplicar la técnica
sobre un plasmido abierto que contuviera ambos genes, se decidi6 utilizarla sobre dos
fragmentos de PCR amplificados, uno correspondiente al gen #ha y otro correspondiente al
gen hns.

Para la amplificacion del gen hha se utilizaron los oligonucledtidos RPISHha y
HhaBam (Apéndice 1), mientras que para la amplificacion del gen Ans se utilizaron los
oligonucledtidos RPISHNS y HNSBProx (Apéndice I). La temperatura de hibridacion
utilizada fue de 52 y 50 °C respectivamente. El fragmento amplificado del gen hha tenia un
tamafio de 417 pb y el del gen /ins de 993 pb. En la figura 3.2.6. se muestra un esquema

sobre la amplificacion de estos dos genes.

hha hns
—>» <+ —>» <+

RPISHHA 417pb HhaBam HNSNProx 993 pb RPISHNS

Figura 3.2.6. Esquema de la amplificacidon de los genes hha y hns para la técnica de
recombinacién de proteinas independiente de secuencia (SIPR). Se muestran los

oligonucledtidos utilizados, su situacion y el tamafio de los fragmentos amplificados.

En el experimento de degradacion para la creacion de la proteina hibrida no interesa
que se produzca una degradacion ni del inicio del gen hha ni del final del gen Ans. Por esta
razon los oligonucleodtidos utilizados para la amplificacion de estos genes dejan en esos
extremos una zona mas amplia. El oligonucle6tido RPISHha se encuentra 190 pb antes del

inicio de hha y el oligonucledtido RPISHNS se encuentra 545 pb después del final de /ns.
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Una vez obtenidos los fragmentos de PCR, se procedi6 a realizar la técnica de la
recombinacion de proteinas independiente de secuencias (SIPR) propiamente dicha.

En primer lugar los fragmentos de los genes hha y hns fueron degradados a través
del tratamiento con la nucleasa Bal31 (apartado 2.6.6.). Las muestras recogidas fueron
purificadas y tratadas con la polimerasa Klenow para rellenar los extremos. A continuacion
fueron tratadas con la polinucledtidoquinasa y finalmente los fragmentos obtenidos fueron
ligados entre ellos. En el producto de ligacion obtenido, los fragmentos podian haberse
unido de muchas formas diferentes. Para seleccionar aquellos fragmentos de la ligacion
que tenian un orden (primero el gen hha y después el gen /ns) y una orientacion correcta
(no ligados en orientaciones opuestas), se realizd6 una PCR con los oligonucleotidos
HhaBamMet y HNSBDist (Apéndice I.). Estos oligonucledtidos se encuentran situados por
una parte justo al inicio del gen 4ha y por otra al final del gen /ns, permitiendo de esta
forma amplificar aquellos productos de ligacion que fueran correctos. Ademas ambos
oligonucledtidos crean en los extremos las dianas de restriccion adecuadas para su
posterior clonaje.

El siguiente paso fue seleccionar a partir de la amplificacion por PCR aquellos
fragmentos producto de la ligaciébn que tuvieran un tamafio de entre 400-650 pb. Se
escogieron estos tamafios porque se correspondian con el tamafio del gen /ns y la proteina
hibrida que se queria conseguir habria de tener un tamafio similar. Una vez se habian
seleccionado aquellos fragmentos que tenian una longitud adecuada, se procedio al clonaje
de los mismos en el plasmido pUCHhaHNSHyb para que quedaran bajo el control del
promotor del gen Ans. Los fragmentos fueron cortados con los enzimas de restriccion Mfel
(60 pb al inicio del gen hha) y BamHI (al final de hns) y se ligaron con la banda del
plasmido pUCHhaHNSHyb cortada con los mismos enzimas de restriccion (de esta forma
se elimina del plasmido pUCHhaHNSHyb la zona interior de hha y de hns que
originalmente estaba presente y que ya no era necesaria). Como resultado final se obtenian
los fragmentos de las diferentes proteinas hibridas clonados bajo el promotor nativo de la

proteina H-NS.

En la figura 3.2.7. se muestra un esquema de todo este proceso, desde la
amplificacion, ligacion y seleccion de los fragmentos de los genes hha y hns hasta el
clonaje en el plasmido pUCHhaHNSHyb. También se indican las diferentes dianas de

restriccion necesarias para realizar el proceso.
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Hha | | I H-NS
l Exonucleasa Bal 31 l
[ ] ]
[ ] |
1 PNK [
[ ] [
[ ] [ ]
\ LigasaT4 /
[ [ ]
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—> <
HhaBamMet HNSBamDist
[
I —
N M B .
_I_ Clonaje en > II
Mfel/BamH1 - ~ BamHI
Ndel |
phns
pUCHhaHNSHyb
1
Ndel — 4 BamHl Ndel BamHI
phns
hns
hha
Ndel
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BamHI

Figura 3.2.7. Esquema sobre la construcciéon de la proteina hibrida a través de la recombinacion
independiente de secuencia (SIPR). PNK, polinucledtidoquinasa. N, Ndel. B, BamHI. M, Mfel. hha’ y hns’

no son genes completos y las pequeiias lineas blancas indican la fusion de ambos genes.
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El producto de la ligacion fue transformado a la cepa 5K y finalmente, de los
diferentes clones obtenidos se procedid a analizar cuales de ellos contenian los fragmentos
de hha y hns en pauta.

En primer lugar se procedid a analizar el tamafio de los insertos que contenian los
diferentes plasmidos aislados (se aislaron aproximadamente 75 plasmidos de todos los
transformantes obtenidos). Para ello se realizd una restriccion Mfel/BamHI de los
diferentes plasmidos y se seleccionaron 52 clones que tenian un tamafio adecuado (350-

700 pb) para ser secuenciados.

3.2.2.3.- Secuenciacion de los fragmentos de ADN potencialmente codificadores de

proteinas hibridas

Los 52 clones seleccionados fueron secuenciados a través del oligonucledtido
PUCI9LL (Apéndice I). En la figura 3.2.8. se muestra la localizacion de dicho

oligonucledtido.

N N M B
Ampicilina hha’ hns’

— — I

PUCI9LL

Figura 3.2.8. Situacion del oligonucledtido pUCIILL en el plasmido portador de las posibles proteinas
hibridas entre Hha y H-NS. En blanco se muestra la regién que contiene el promotor de /4ns determinado a
través de programas informaticos (cuadro rayado). En negro el fragmento del gen hha y en gris el fragmento

del gen /ins. N, Ndel. M, Mfel. B, BamHI.

De entre los 52 clones secuenciados, unicamente tres de ellos se encontraban en

pauta de lectura. Esto representaba una frecuencia muy inferior a la de 1/3 que se esperaria
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de una ligacion al azar. Los tres pldsmidos obtenidos fueron denominados
pUCHhaHnsHyb2, pUCHhaHnsHyb30 y pUCHhaHnsHyb45 y las proteinas fueron
denominadas HhaHnsHyb2, HhaHnsHyb30 y HhaHnsHyb45 respectivamente. En la figura
3.2.9. se muestra A) un esquema de estas tres proteinas hibridas y B) qué hélices a se

encuentran presentes en cada una de las proteinas.

(A)
HhaHnsHyb2
ATG TACGA ATCG CAA
N l-hha Ny O0-hha  65-hns 137-hns B
hha hns
o 77 SR
HhaHnsHyb30
TTGAC AGCA
55-hha 121-hns
ATG C
N l-hha N M B 137-hns
\‘ hha hns /
— =
HhaHnsHyb45
TCCTC CGAA
ATG CAA
N \-hha N M 65-hha 62-hns 137 ms B
hha hns
— %
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B)

H1 H2 H3 H4

8 16 22 34 38 56 66 70
Hha | ;& | I

MSEKPLTKTDY L MRLR RCQTID TLERVIEKNKYELSDN ELAVFYS AA DH RLAE LTMNKLYDKIPSSVWKFIR

H1 H2 H3
3 8 12 17 23 50

H-NS _— -
MSEALKILNNIRT LRAQA RECTLE TLE EMLEKLEVVVNERRE EESAA AAEVEERTRKLQQYREMLIAADGID [ |
AANA

Linker flexible

H1 H2 H3
8 16 22 34 38 56
] I
HhaHNSHyb2
MSEKPLTKTDY L MRLRRCQTID TLERV |EKNKYELSDN ELAVFYS AADH RLAE LTMNKLYEIAADGID [ |
VAYAAS

Linker flexible

I
HhaHNSHyb30 — L~

MSEKPLTKTDY L MRLRRCQTID TLERV | EKNKYELSDN ELAVFYS AA DH RLAE LT

H1 H2 H3
8 16 22 34 38 56
HhaHNSHyb45 I ey |

MSEKPLTKTDY L MRLRRCQTID TLERV | EKNKYELSDN ELAVFYS AA DH RLAE LTMNKLYODKIPSSEMIAADGD [ |
VAYAYAS

Linker flexible

Figura 3.2.9. Proteinas hibridas

(A) Esquema de las tres proteinas hibridas en el que se muestra en blanco la region que contiene el
promotor de Ans (cuadro rayado), en negro la parte correspondiente al gen hha y en gris la
parte correspondiente al gen sns. También se indican el primer y Gltimo aminoacido de Hha y
H-NS presentes en estas proteinas y su respectiva secuencia de nucledtidos. Finalmente se
seflalan las dianas de restriccion. N, Ndel. M, Mfel. B, BamHI.

(B) Esquema de la secuencia de aminoacidos de las tres proteinas hibridas y de las proteinas Hha y
H-NS. En rojo se muestra la secuencia de Hha y en azul la de H-NS. En negro se indican los
aminodcidos conservados entre la secuencia de Hha y el domino de oligomerizacion de H-NS
(Figura 3.1.9.). También se muestra la posicion de la region conectora flexible de H-NS y con
cajas el dominio de union al ADN de H-NS. En el caso de la proteina HisHhaHyb30 el
dominio no es completo, solo 16 aminoacidos, por eso se dibuja una caja incompleta En la

figura ademas se incluyen las diferentes hélices a presentes en cada una de las proteinas.
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Como se puede observar, la proteina HhaHnsHyb2 presenta las tres primeras
hélices o de la proteina Hha sustituyendo a las tres que tiene la proteina H-NS. A
continuacion aparece ya la region conectora flexible (zona de union entre los dos dominios
de H-NS) y el dominio de unién al ADN de H-NS. Ademas, esta proteina hibrida tiene un
tamafio muy similar al de la proteina H-NS.

La proteina HhaHnsHyb45 es bastante parecida a HhaHnsHyb2 pero un poco
mayor. Contiene todos los aminodcidos de Hha que se encuentran entre la tercera y cuarta
hélice o de dicha proteina y a continuacion la region conectora y el dominio de union al
ADN de H-NS.

Finalmente la proteina HhaHnsHyb30 es la mas corta de las tres proteinas hibridas.
Le falta un aminoécido para tener completas las 3 primeras hélices o de la proteina Hha y a
continuacion unicamente aparecen los ultimos 16 aminoacidos del dominio de unién al
ADN de H-NS. Tiene una longitud muy similar a la proteina Hha y no a la proteina H-NS
como se buscaba.

A fin de evitar procesos indeseados de recombinacion, los tres plasmidos fueron

conservados en una cepa como la HB101 (recA").

3.2.2.4- Clonaje del gen de la proteina hibrida en el plasmido pL.G388-30

Tal y como se refiere en el apartado 3.2.2.3., las diferentes proteinas hibridas
construidas fueron clonadas en el plasmido pUC19. Adicionalmente, se decidié también
clonar la proteina HhaHnsHyb2 en el plasmido pLG388-30. A diferencia del plasmido
pUCI19, éste es un plasmido de bajo numero de copias. De las tres proteinas hibridas se
escogid esta proteina debido a que, como se referira en apartados posteriores, fue la que
presentd un mayor grado de complementacion del fenotipo de un mutante Ans.

La proteina hibrida HhaHnsHyb2 fue amplificada con los oligonucleotidos
HibBProx y HNSBam2 que flanquean su secuencia (Figura 3.2.10.). Estos dos
oligonucledtidos introducen una diana BamHI en sus extremos (Apéndice I) que permiten
el posterior clonaje en el plasmido pLG388-30. La temperatura de hibridacion utilizada fue

de 50 °C.
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N N M B
hha hns
— 1
—> <+
HibBProx HNSBam2

Figura 3.2.10. Situacion de los oligonucledtidos HibBProx y HNSBam?2 utilizados para amplificar
el gen de la proteina HhaHnsHyb2 y clonarlo en el plasmido pLG388-30. Se muestra la estructura de
HhaHnsHyb2 igual que en figuras anteriores. En blanco la region que contiene el promotor de Ans
(cuadrado rayado), en negro la parte correspondiente al gen #ha y en gris la parte correspondiente al

gen Ans. N, Ndel. M, Mfel. B, BamHI.

El producto de PCR fue cortado con el enzima de restriccion BamHI y clonado
dentro del pldsmido pLG388-30 cortado con el mismo enzima. La ligacion fue
transformada en la cepa 5K y se comprobd la presencia del inserto a través de la misma

restriccion. El plasmido obtenido fue denominado pLGHhaHnsHyb2.

3.2.3.- ANALISIS FUNCIONAL DE LAS PROTEINAS HIBRIDAS

Una vez obtenidas las diferentes construcciones, se analizé la capacidad de las tres
proteinas hibridas obtenidas mediante la técnica de recombinaciéon independiente de
secuencia (SIPR), es decir de las proteinas HhaHnsHyb2, HhaHnsHyb30 y HhaHnsHyb45,
para complementar alguno de los fenotipos tipicos de un mutante 4ns como, por ejemplo,
el fenotipo hemolitico, el fenotipo B-glucdsido y el crecimiento en un medio minimo con

serina.

3.2.3.1.- Complementacion del fenotipo B-glucosido

Para el analisis del fenotipo [-glucdsido los plasmidos pUCHhaHnsHyb2,
pUHhaHnsHib30 y pUCHhaHnsHib45 fueron transformados a la cepa BSN27 (hns’) de E.
coli. También se utilizaron como referencia la cepa salvaje (BSN26), la cepa mutante sin

complementar portadora del plasmido pUC19 (BSN27 pUC19) y también la cepa mutante
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portadora del plasmido pUCHhaHnsHyb obtenido en el apartado 3.2.2.1. (BSN27
pUCHhaHnsHyb que contiene los genes hha y hns consecutivos y se comporta como una
cepa salvaje hns). A continuacidn, se hicieron estrias de todas las cepas obtenidas en placas
de B-glucosido para analizar el fenotipo.

En la figura 3.2.11. se muestra el crecimiento de las diferentes cepas. El color azul
aparece en el crecimiento de la cepa BSN26, de la cepa BSN27 complementada con la
construccion pUCHhaHnsHyb y de la cepa BSN27 complementada con el plasmido
pUCHhaHnsHyb2. En cambio, las cepas BSN27 (pUC19), BSN27 (pUCHhaHnsHyb30) y
BSN27 (pUCHhaHnsHyb45) muestran color amarillo. Estos datos sugieren que la
construccion pUCHhaHnsHyb2 complementa, al menos parcialmente, el fenotipo -

glucésido de un mutante Ans.

BSN27 (pUC19)

BSN26 (pUC19) BSN27 (pUCHhaHnsHyb)

BSN27 (pUCHhaHnsHyb2)
BSN27 (pUCHhaHnsHyb45)

BSN27 (pUCHhaHnsHyb30)

Figura 3.2.11. Complementacion del fenotipo B-glucosido de las cepas BSN26 (pUC19), BSN27 (pUC19),
BSN27 (pUCHhaHnsHyb), BSN27 (pUCHhaHnsHyb2), BSN27 (pUCHhaHnsHyb30) y BSN27
(pUCHhaHnsHyb45).
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Para cuantificar la complementacion del fenotipo bg/ se decidio realizar un ensayo
en liquido. Para ello, tanto a las cepas control (BSN26 y BSN27 (pUC19)) como a las
portadoras de las proteinas hibridas (BSN27 (pUCHhaHnsHyb2), BSN27
(pUCHhaHnsHyt30) y BSN27 (pUCHhaHnsHyb45)), se les introdujo el plasmido
pDFY436 por transformacion. Este plasmido es portador de una fusion génica entre el
promotor del operén B-glucosido y la B-galactosidasa. La actividad -galactosidasa se
determiné tal y como se explica en el apartado 2.8.6.3. utilizando muestras obtenidas a
DOgoo de 0’4 y 0°8. Los valores obtenidos se normalizaron pasandolos a porcentaje para

poder comparar mejor los resultados obtenidos en los diferentes experimentos realizados.

En la figura 3.2.12. se muestra la grafica con los resultados de la actividad B-
galactosidasa. Como se puede ver los valores de la cepa salvaje son practicamente nulos
mientras que los de la cepa mutante son los mas elevados (100 %). En el caso de las
proteinas hibridas, se observa que la complementacion de la proteina HhaHnsHyb2 es
practicamente del 60 % cuando se analiza a DOgy9 0’4 y un poco menos, alrededor del 35
%, a 0°8. Las proteinas hibridas HhaHnsHyb30 y HhaHnsHyb45, complementan muy
moderadamente el fenotipo, con valores de aproximadamente el 30 % y 20 %

respectivamente.
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Figura 3.2.12. Actividad B-galactosidasa de las cepas BSN26, BSN27 (pUC19),
BSN27  (pUCHhaHnsHyb2), BSN27 (pUCHhaHnsHyb30) y BSN27
(pUCHhaHnsHyb45), todas portadoras del plasmido pDFY436 (bg/G::LacZ). La
actividad de la cepa BSN27 (pUC19), que se considera del 100%, fue de 1.500

unidades.

Ademas, en el caso de la proteina HhaHnsHyb2, debido a que era la que presentaba
un mayor grado de complementacion, se decidid analizar la complementacion cuando se
encontraba clonada en un plasmido de bajo numero de copias, utilizando por ello el
plasmido pLGHhaHnsHyb2 (obtenido en el apartado 3.2.2.4.). El plasmido fue
transformado a la cepa BSN27 y posteriormente se introdujo también el plasmido
pDFY436 para analizar la actividad B-galactosidasa. En este caso la complementacion del
fenotipo bgl/ por parte de la proteina HhaHnsHyb2 no se produce (Figura 3.2.13.),
sugiriendo que el bajo numero de copias del plasmido hace que no sea suficiente la

cantidad de proteina hibrida presente para compensar las funciones de la proteina H-NS.
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Figura 3.2.13. Actividad B-galactosidasa de las cepas BSN26, BSN27, BSN27
(pLG388-30) y BSN27 (pLGHhaHnsHyb2), todas portadoras del plasmido
pDFY436 (bglG::LacZ). La actividad de la cepa BSN27 (pLG388-30), que se

considerd como 100 %, fue de 1.000 unidades.

3.2.3.2.- Complementacion del fenotipo hemolitico

Ademas de la complementacion del fenotipo B-glucosido referida en el apartado
anterior, también se realizé el andlisis de la complementacion del fenotipo hemolitico por
parte de las diferentes proteinas hibridas obtenidas.

Para realizar este andlisis se transformaron los plasmidos pUCHhaHnsHyb2,
pUCHhaHnsHyb30 y pUCHhaHnsHyb45 a la cepa mutante de E. col/i BSN27 portadora
del plasmido pHIly152. Este plasmido contiene el operdn hemolitico y nos permite analizar
la expresion de la toxina o-hemolisina a través del calculo de la actividad hemolitica de la
fraccidon externa o del halo de hemolisis que presentan las cepas cuando son analizadas en

placas de agar-sangre.
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En primer lugar se realizd una estria de todas estas cepas, incluyendo los controles,
en placas de agar-sangre. En la Figura 3.2.14. se pueden ver, por una parte, alguna de las
colonias de la cepa mutante (BSN27) con unos halos de hemolisis grandes y por la otra,
algunas colonias de la cepa mutante portadora del plasmido pUCHhaHnsHyb2 con unos
halos de hemolisis pequefios, donde se mostraba mas claramente la complementacion del

fenotipo hemolitico.

A) B)

Figura 3.2.14. Fenotipo en placas de agar-sangre de las cepas A) BSN27, B)
BSN27 (pUCHhaHnsHyb2).

El segundo paso consistié en valorar la expresion de la toxina o-hemolisina a través
de la actividad hemolitica en la fraccion externa (apartado 2.8.6.1.). Al igual que en el
apartado anterior, se realizd una normalizacién de los datos pasandolos a porcentaje. Las
actividades hemoliticas se determinaron en cultivos de una DOgog de 0°4.

En el fenotipo hemolitico la complementacion que producen las proteinas hibridas
es mucho mayor que en el caso del fenotipo B-glucdsido (Figura 3.2.15.) La proteina
HhaHnsHyb2 presenta un grado de complementacion practicamente completo (90 %),
mientras que en el caso de la proteina HhaHnsHyb30 la complementacion es de
aproximadamente el 50 %. La proteina HhaHnsHyb45 no complementa. Es decir,
nuevamente la proteina HhaHnsHyb2 es la que presenta un mayor grado de

complementacion del fenotipo de un mutante /ns.
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Figura 3.2.15. Actividad hemolitica de las cepas BSN26, BSN27 (pUCI19),
BSN27  (pUCHhaHnsHyb2), = BSN27  (pUCHhaHnsHyb30), = BSN27
(pUCHhaHnsHyb45), todas ellas portadoras del plasmido hemolitico pHly152. La
actividad de la cepa BSN27 (pUC19), considerada como 100 %, fue de 1.200

unidades.

A continuacion se procedid, al igual que en el apartado anterior, a realizar el
analisis de la produccion de o-hemolisina de la cepa portadora de la proteina
HhaHnsHyb2, cuando se encuentra clonada en un vector de bajo nimero de copias, en este
caso el pPLGHhaHnsHyb2. El plasmido fue transformado a la cepa BSN27 (pHly152) y se
compard6 su actividad hemolitica con la de las diferentes cepas controles.

Como se puede observar en la figura 3.2.16. la cepa portadora de la proteina hibrida
HhaHnsHyb2 complementa el fenotipo hemolitico en un 65 %. Este porcentaje es bastante
elevado, pero no tanto como cuando la proteina se encontraba clonada en el plasmido
pUCI19, sugiriendo nuevamente que el nimero de copias es importante para el grado de

complementacion.
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Figura 3.2.16. Actividad hemolitica de la fraccion externa de
las cepas, BSN26, BSN27 (pLG388-30) y BSN27
(pLGHhaHnsHyb2), todas ellas portadoras del plasmido
hemolitico pHly152. La actividad de la cepa BSN27 (pLG388-
30), considerada como 100 %, fue de 3.000 unidades.

3.2.3.3.- Complementacion del fenotipo de un mutante /ns en medio minimo con

serina

Los mutantes para el gen /ns presentan un crecimiento deficiente en un medio
minimo en el que se encuentre presente la serina (Lejeune ef al., 1989). Por este motivo se
decidio comprobar si las cepas mutantes complementadas con la proteina HhaHnsHyb2
eran capaces de compensar esta deficiencia.

El medio minimo utilizado fue el M63 (Miller, 1992) suplementado con serina (40
pg/ml) y también con triptéfano (40 pg/ml), ya que las diferentes cepas analizadas, BSN26
(hns"), BSN27 (hns’), BSN27 (pUCHhaHnsHyb2) y BSN27 (pLGHhaHnsHyb2) son

auxotroficas para este aminoacido.
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Como se puede ver en la figura 3.2.17. la cepa mutante presenta una tasa de
crecimiento significativamente mas baja que la de la cepa salvaje. Las cepas
complementadas con la proteina HhaHnsHyb2 presentan un comportamiento muy
diferente en funcién del plasmido en el que se encuentra codificada.

La cepa complementada con el plasmido pLGHhaHnsHyb2 practicamente no crece,
presentando un comportamiento todavia mas deficiente que el de la propia cepa mutante
para el gen Ans, mientras que la cepa complementada con el plasmido pUCHhaHnsHyb2,
sin llegar a los niveles de la cepa salvaje, presenta una fase de crecimiento bastante mas

elevada que la de la cepa mutante.

10

——BSN26
—&—BSN27

—%—BSN27
014 (pLGHhaHNSHyb2)

—A—BSN27
(PUCHhaHNSHyb2)

Log D.O. 600 nm

0,01

Tiempo (h)

Figura 3.2.17. Curva de crecimiento de las cepas BSN26, BSN27, BSN27 (pUCHhaHnsHyb2) y BSN27
(pLGHhaHnsHyb2) en medio minimo (M63) suplementado con serina y triptéfano (ambos a una

concentracion de 40 pg/ml).

3.2.3.4.- Union de la proteina hibrida al ADN

La proteina H-NS de E. coli es un regulador transcripcional y, por tanto, para
realizar su funcién se une al ADN, preferentemente en regiones curvadas. Trabajos
anteriores habian mostrado la especificidad de la proteina H-NS por regiones reguladoras
del operon hemolitico (kly) (Nieto et al., 2000).

En este apartado se realizaron experimentos para comprobar la capacidad de la

proteina hibrida para unirse al ADN y si esta union era especifica.



Resultados 133

3.2.3.4.1.- Sobreexpresion de la proteina hibrida

Para poder realizar el andlisis de la union de la proteina hibrida al ADN a través de
los ensayos de retardo en gel fue necesario en primer lugar obtener una cantidad suficiente
de proteina hibrida purificada.

El primer paso para la sobreexpresion de la proteina hibrida fue su clonaje en un
vector de expresion, incorporando ademas una cola de histidinas en su extremo N-terminal
que permitiese su posterior purificacion. Para ello, el gen de la proteina HhaHnsHyb2 fue
amplificado a través de los oligonucleotidos HisHha y HNSBam2 (Apéndice I). Estos
oligonucledtidos afiaden directamente una cola de 6 histidinas justo antes del inicio de
transcripcion de HhaHnsHyb2 y también las dianas Ndel y BamHI necesarias para su
posterior clonaje. El molde utilizado para obtener la amplificacion fue el plasmido

pUCHhaHnsHyb2 y la temperatura de hibridacién utilizada en la PCR fue de 50 °C.

A)
N N M B
hha hns
A
—> <4
HisHha HNSBam2

B)

HisHha

5> GCATTCGCCATATGCATCACCATCACCATCACATGTCCGAAAAACC 3°

Figura 3.2.18. Oligonucleotidos utilizados para amplificar el gen de la proteina HhaHnsHyb2.
A) Situacion de los oligonucledtidos HisHha y HNSBam?2 sobre la secuencia de HhaHnsHyb2.
En blanco la region que contiene el promotor de /ns (cuadrado rayado), en negro la parte
correspondiente al gen hha y en gris la parte correspondiente al gen Ans. N, Ndel. M, Mfel.
B, BamHI.
B) Secuencia del oligonucledtido HisHha. En gris se sefiala la diana de restriccion Ndel.
Subrayados se encuentran los 2 codones (CAT y CAC) que codifican para las 6 histidinas.

A continuacién comienza la secuencia de HhaHnsHyb2.
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A continuacion el fragmento de PCR obtenido, de 445 pb, fue cortado con los
enzimas de restriccion Ndel y BamHI y clonado en el plasmido pET15b cortado con los
mismos enzimas de restriccion. El producto de ligacidon fue transformado a la cepa HB101
de E. colii El plasmido que contenia el inserto adecuado se denomind
pETHisHhaHnsHyb2.

El siguiente paso para la sobreexpresion de la proteina hibrida fue la transformaciéon
del plasmido pETHisHhaHnsHyb2 en la cepa BL21 DE3 Ahns. Se utilizd esta cepa porque
proporciona un fondo genético sin la presencia de la proteina H-NS y evitar de esta forma
que pudiese enmascarar la produccion de la proteina hibrida. Los transformantes fueron
recogidos en 1L de LB y se indujo la sobreexpresion de HisHhaHnsHyb2 con IPTG
(apartado 2.8.1.1.). A continuacion, se procedidé a la purificacion de la proteina hibrida a
través del sistema de Ni*'-NTA-agarosa (2.8.1.2. y 2.8.1.3.) y finalmente se analizaron los
extractos en geles de SDS-Tricina-PAGE (2.8.3.1.2.).

En la figura 3.2.19. se puede observar la sobreexpresion de la proteina
HisHhaHnsHyb2, que se produce en gran cantidad y que ademds reacciona con los
anticuerpos anti-H-NS. Las bandas superiores corresponden a formas oligoméricas y las

inferiores a formas truncadas de la proteina hibrida.

Z

B)

| I
40 ]

14°4 - -m <4 HisHhaHnsHyb2 —» —

Figura 3.2.19. Purificacién de HisHhaHnsHyb2.

A) Analisis electroforético en gel SDS-Tricina-PAGE y tincion en azul de Coomassie de
las fracciones obtenidas de la proteina HisHhaHnsHyb2 purificada. M, Marcador de
bajo peso molecular (Pre-stained, SDS Standard, Broad Range, Bio-Rad). Carril 1-4,
lavados con tampon A. Carril 5, lavado con 50 mM de imidazol. Carril 6, lavado con
100 mM de imidazol. Carriles 7-9, lavados con 250 mM de imidazol.

B) Inmunodeteccion con anticuerpos especificos para H-NS de la fraccion 5 del panel A.
M, Marcador de peso molecular pretefiido (Pre-stained, SDS Standard, Broad Range,
Bio-RAD).
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3.2.3.4.2.- Retardo en geles de agarosa

Una vez obtenida la proteina HisHhaHnsHyb2 purificada se procedio al anélisis de
su capacidad para interaccionar con el ADN, utilizando para ello ensayos de retardo en
geles de agarosa. El método se basa en el hecho de que cuando se produce la union de la
proteina al ADN, la migracion del complejo es mas lenta que la del ADN solo.

Se utilizd para los ensayos la fraccion de 250 mM Imidazol (1) obtenida en el
apartado anterior (que se encuentra en el carril 7 de la figura 3.2.19.). Esta fraccion
presentaba una gran cantidad de ADN y ARN acompaiiante, por lo que fue tratada con
DNasa y RNasa previamente a los ensayos de retardo.

También se realizé una cuantificacion de la cantidad de proteina presente en esta
fraccion después de los tratamientos, siendo la concentracion de 0’8 pg/ul.

El fragmento de ADN especifico que se utilizo para realizar los ensayos, se
denomind RO. Este fragmento fue obtenido de la region reguladora (region 5°) del operén
hemolitico (#ly) que es productor de la toxina a-hemolisina (apartado 1.3.1.2.) situada
dentro del plasmido pHIly152. La proteina H-NS es capaz de unirse a €l de forma especifica
(Nieto ef al, 2000). Los oligonucledtidos HlyRO y HlyBam (Apéndice I) fueron los
utilizados para obtener dicho fragmento que presenta una longitud aproximada de 2’8 kb

(Figura 3.2.20.).

0’5 07 09 I’1 1’7 Kb
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Figura 3.2.20. Esquema del operon hemolitico y su region reguladora. La caja negra es la secuencia
reguladora de 650 pb hlyR. La caja gris corresponde a la secuencia de insercion entre la region
reguladora y el operon hemolitico. La caja blanca muestra el inicio del operon hemolitico #/yACBD. Se
indican las dianas de restriccion S, Sall. H, Hindlll. P, Pstl. E, EcoRI. B, BamHI y la distancia en pb
entre ellas. Finalmente se muestra la localizacion de los oligonucle6tidos HlyR0O y HlyBam utilizados

para la amplificacion del fragmento RO.
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Ademas también se utilizaron en el ensayo la proteina H-NS (a una concentracion
de 0’65 ug/ul) y la proteina Hha (concentraciéon de 3’37 pg/ul) como controles para
comparar con la proteina hibrida, ya que H-NS se une especificamente a este fragmento y
Hha se une inespecificamente y a muy elevadas concentraciones de proteina.

En la figura 3.2.21. se puede ver como la proteina hibrida es capaz de unirse al
fragmento RO. La unién de la proteina HisHhaHnsHyb2 a este fragmento no es tan efectiva
como en el caso de la proteina H-NS, ya que a una misma concentracion el retardo es
menor. Ademads, la concentracion de proteina hibrida necesaria es muy inferior a la
correspondiente de Hha. Como control para ver la migracion del fragmento RO se colocd

dicho fragmento sin ninguna proteina.

M1 23 456 78 9 M

Figura 3.2.21. Ensayo de retardo en gel (agarosa 0’8 %) con el fragmento
de ADN RO. M, marcador de peso molecular Fago A / HindIIl. Carril 1,
47°18 ug de la proteina Hha. Carril 2 y 9, fragmento RO solo como
control. Carril 3, 0’32 pg de H-NS. Carril 4, 0’65 pg de H-NS. Carril 5,
1’95 ug de H-NS. Carril 6, 11°2 pg de HisHhaHnsHyb2. Carril 7, 4’8 ug
de HisHhaHnsHyb2. Carril 8, 0’8 pug de HisHhaHnsHyb2.

En trabajos anteriores del grupo de investigacion (Nieto et al., 2000), se ha puesto
de manifiesto que la interacciéon conjunta de las proteinas Hha y H-NS con el ADN supone
la formacion de unos complejos con un retardo ligeramente superior al que se obtiene
cuando se utilizan las dos proteinas por separado. Por esta razén, una vez comprobada la
capacidad de la proteina hibrida para unirse al fragmento de ADN RO, se decidid

comprobar el comportamiento de esta proteina cuando actia de manera conjunta con la
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proteina Hha y ver si en esta situacion, la proteina HisHhaHnsHyb2 se comporta de una
manera similar a como lo hace H-NS.

En la figura 3.2.22. se muestra el resultado de estos experimentos, en los que
nuevamente se utilizé el fragmento de ADN RO obtenido de la region reguladora del
operon hemolitico. Se puede observar por una parte el retardo provocado por la proteina H-
NS y por la interaccion entre H-NS y Hha y, por otra parte, el retardo provocado por la
proteina HisHhaHnsHyb2 y por la interaccion entre HisHhaHnsHyb2 y Hha.

En concreto, en el retardo donde se encuentran interaccionando conjuntamente las
proteinas HisHhaHnsHyb2 y Hha, se puede ver como el fragmento RO muestra cierto
escalonamiento, diferentes grados de retardo, comienza como la proteina HisHhaHnsHyb2
sola y va retardando cada vez mas. Estos resultados indican que la formacion del complejo
HisHhaHnsHyb2/Hha/ADN es mas dificil de conseguir que en el caso de H-NS/Hha/ADN
y por eso no se obtiene una banda bien definida y ademas el retardo es menor, pero que
aun asi el complejo entre los tres elementos se forma y el retardo que se observa es mayor

que el producido por cada una de las dos proteinas por separado.

Figura 3.2.22. Ensayo de retardo en gel (agarosa 0’8 %) con el
fragmento de ADN RO y la interaccion conjunta de H-NS/Hha y
HisHhaHnsHyb2/Hha. M, marcador de peso molecular Fago A /
Hindlll. Carril 1y 6, control con el fragmento RO solo. Carril 2, 0’65
ug de H-NS. Carril 3, 0°65 pug de H-NS y 47’18 pg de Hha. Carril 4,
0’8 ug de HisHhaHnsHyb2 y 47°18 ug de Hha. Carril 5, 0’8 ug de
HisHhaHnsHyb2.
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Ha sido referido anteriormente que la interaccion de la proteina H-NS con la region
reguladora del operon hemolitico es especifica para determinadas regiones (Nieto et al.,
2000) y que no se une de la misma forma a otras. En este punto se quiso comprobar si la
interaccion de la proteina hibrida por estas regiones también era especifica. Para ello se
realizd un ensayo de retardo competitivo en el que se coloca por una parte el fragmento
especifico RO y por otra parte el fragmento inespecifico denominado Pst. El fragmento Pst,
es un fragmento de 1’1 kb, obtenido a través de los oligonucledtidos HlyS y HlyP

(Apéndice I, Figura 3.2.23.) también sobre la region reguladora a 5° del operdn hemolitico.

05 07 09 1’1 17 Kb
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Figura 3.2.23. Esquema del operén hemolitico y su region reguladora. La caja negra es la secuencia
reguladora de 650 pb ZlyR. La caja gris corresponde a la secuencia de insercion entre la region
reguladora y el operén hemolitico. La caja blanca muestra el inicio del operén hemolitico #lyACBD. Se
indican las dianas de restriccion S, Sall. H, Hindlll. P, Pstl. E, EcoRI. B, BamHI y la distancia en pb
entre ellas. Finalmente se muestra la localizacion de los oligonucleoétidos HlyP y HlyS utilizados para la

amplificacion del fragmento Pst.

El ensayo competitivo consiste en colocar dentro de la misma mezcla, los dos
fragmentos de ADN, en este caso tanto el fragmento especifico como el inespecifico y ver
si se produce el retardo de solo uno de los fragmentos.

En la figura 3.2.24. se puede ver como la proteina H-NS retarda de forma especifica
el fragmento RO y no retarda el fragmento Pst. En el caso de la proteina HisHhaHnsHyb2,
aunque el retardo del fragmento RO es menor que con la proteina H-NS a una misma
concentracion (igual que en los retardos anteriores), también se produce de una forma

especifica, ya que el fragmento Pst no se ve retardado.
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M 1 2 3 4 5 6 7 M

Figura 3.2.24. Ensayo de retardo en gel de competicién (agarosa
0’8 %) con los fragmentos de ADN RO y Pst. M, marcador de peso
molecular Fago A / HindIIl. Carril 1 y 7, control negativo con los
fragmentos RO y Pst sin proteina. Carril 2, 0°32 pg de H-NS. Carril
3, 0°65 ug de H-NS. Carril 4, 4’8 pug de HisHhaHnsHyb2. Carril 5,
2’4 ug de HisHhaHnsHyb2. Carril 6, 0’8 pg de HisHhaHnsHyb2.

3.2.3.5.- Efecto de la proteina HhaHnsHyb2 sobre la expresion del gen stpA

Estudios anteriores (Zhang et al, 1996; Sondén y Uhlin, 1996; Free y Dorman,
1997) han descrito que la expresion del gen sipA estd incrementada a nivel transcripcional
en mutantes en el gen Ans, ya que el gen stpA esta regulado negativamente por la proteina
H-NS.

Debido a que los resultados obtenidos en el apartado 3.2.3.3. y 3.2.3.4. indican que
la proteina HhaHnsHyb2 en ciertas condiciones puede complementar, al menos
parcialmente, los fenotipos de un mutante Ans, se decidid comprobar si esta proteina
también es capaz de reducir los niveles de expresidon del gen stpA al mismo nivel que los
de la cepa salvaje. Por esta razon se realizd un ensayo de RT-PCR para analizar las
cantidades relativas de ARNm correspondiente al gen sipA y se utilizaron las cepas
BSN26, BSN27, BSN28, BSN27 (pUC19) y BSN27 (pUCHhaHnsHyb2).

En primer lugar se procedié al aislamiento del ARN total de las diferentes cepas
utilizando cultivos en fase exponencial de crecimiento (DO 0’5) (apartado 2.8.1.1.).
Ademas de mirar la expresion del gen stpA, también se realizo un control interno con el

gen del 16S.
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Para la retrotrasncripcion o transcripcion inversa del ARNm a ADN se utilizo el
oligonucledtido STPA-RT y 16S1 respectivamente (Apéndice I). Ambos nucleodtidos se
utilizaron después en el posterior paso de PCR como oligonucledtidos 3’ - 5°. Los otros
oligonucledtidos utilizados en el paso de PCR, situados en posicioén 5° - 3° fueron STPA-
PCR y 16S3 respectivamente (Apéndice I). Las parejas de oligonucleodtidos se afiadieron
simultaneamente al inicio de la RT-PCR.

Para la eleccion de los oligonucledtidos del gen stpA se tuvo en cuenta dos
aspectos, que incluyeran la zona codificante del gen desde el nucledtido +1 hasta el +252 y
que estuvieran situados en zonas de unas 20 pares de bases que presentasen poca
homologia con el pardlogo de stpA, es decir, con hns, ya que sino podria dar lugar a falsos

resultados (Figura 3.2.25.).

hns ATGAGCGAAGCACTTAAAATTCTGAACAACATCCGTACTCTTCGTGCGCAGGCAAGAGAA 60
StpA ATGTCCGTAATGTTACAAAGTTTAAATAACATTCGCACCCTCCGTGCGATGGCTCGCGAA 60
hns TGTACACTTGAAACGCTGGAAGAAATGCTGGAAAAATTAGAAGTTGTTGTTAACGAACGT 120
StpA TTCTCCATTGACGTTCTTGAAGAAATGCTCGAAAAATTCAGGGTTGTCACTAAAGAAAGA 120
hns CGCGAAGAAGAAAGCGCGGCTGCTGC-TGAAGTTGAAGAGCGCACTCGTAAACTGCAGCA 179
StpA CGTGAAGAAGAA-GAACAGCAGCAGCGTGAACTGGCAGAGCGC-CAGGAAAAAATTAGCA 178
hns A-TATCGCGAAATGCTGATCGCTGACGGTATTGACCCGAACGAGCTGCTGAATAGCCTTG 238
StpA CCTGGCTGGAGCTGATGAAAGCTGACGGAATTAACCCGGAAGAGTTATTGGGTAATAGCT 238
hns CCGCCGTTAAATCTGGCACCAAAGCTAAACGTGCTCAGCGTCCGGCAAAATATAGCTACG 298
StpA CTGCTGCTGCACCACGCGCTGGTAAAAAACGCCAGCCGCGTCCGGCGAAATATAAATTCA 298
hns TTGACGAAAACGGCGAAACTAAAACCTGGACTGGCCAGGGCCGTACTCCAGCTGTAATCA 358
StpA CCGATGTTAACGGTGAAACTAAAACCTGGACCGGTCAGGGCCGTACACCGAAGCCAATTG 358
hns AAAAAGCAATGGATGAGCAAGGTAAATCCCTCGACGATTTCCTGATCAAGCAATAA 414
StpA CTCAGGCGCTGGCAGA- - -AGGTAAATCTCTCGACGATTTCCTGATCTAA---- -~ 405

Figura 3.2.25. Oligonucledtidos utilizados para el ensayo de RT-PCR. En la figura se muestra la secuencia
de aminoacidos de los genes /ns y stpA. En gris se sefiala la situacion de los oligonucleétidos STPA-RT y

STPA-PCR en el gen stpA y su comparacion con #Ans.

Antes de realizar la PCR propiamente dicha se realizaron unos ensayos para obtener
una concentraciéon de ARN en la que los niveles de stpA4 no estuviesen saturados y
permitiesen observar diferencias entre las cepas (con la cepa BSN26). Este proceso fue
utilizado tanto para el gen stpA como para el ARN 16S y se determinaron las
concentraciones en 50 y 0’5 ng respectivamente. El ciclo de PCR utilizado se encuentra

descrito en el apartado 2.7.3. de material y métodos.
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A continuacion, se procedio al ensayo de RT-PCR. Ademads, se comprobo que los
diferentes ARN aislados no estuvieran contaminados con ADN. Para ello se realizd una
PCR después de inactivar la transcriptasa inversa y se observdo que no hubiera
amplificacion.

En la figura 3.2.26. (B) se puede ver como las diferentes muestras estan libres de
ADN. EI ARN 16S presenta intensidades similares entre las diferentes cepas, control de
que se estan utilizando concentraciones iguales de ARN.

Cuando se analiza la expresion del gen stpA se puede observar como las cepas
BSN27 y BSN27 (pUC19) presentan una mayor expresion que la cepa salvaje (BSN26). El
mutante stpA (BSN28) no presenta expresion de szpA (control negativo) y la cepa BSN27
(pUCHhaHnsHyb2) presenta unos niveles de expresion similares a la cepa mutante
(BSN27), es decir, mayores que los de la cepa salvaje. Ello sugiere que la proteina
HhaHnsHyb2 no afecta a los niveles de expresion del gen stpA, al menos no como lo hace

la proteina H-NS.

A) B)

500 pb

Figura 3.2.26. RT-PCR del gen stpA4 de las cepas BSN26, BSN28, BSN27, BSN27 (pUC19) y BSN27
(pUCHhaHnsHyb2).
A) RT-PCR del gen 16S, control de cantidad de ARN. M, marcador de peso molecular 100 pb.
Carril 1, BSN26. Carril 2, BSN28. Carril 3, BSN27. Carril 4, BSN27 (pUC19). Carril 5, BSN27
(pUCHhaHnsHyb2).
B) RT-PCR del gen stpA. M, marcador de peso molecular 100 pb. Carril 1, BSN26. Carril 2,
BSN28. Carril 3, BSN27. Carril 4, BSN27 (pUC19). Carril 5, BSN27 (pUCHhaHnsHyb2).
Carriles 6-9, controles de ausencia de ADN de las cepas BSN26, BSN27, BSN27 (pUC19) y
BSN27 (pUCHhaHnsHyb2).
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3.3.- IDENTIFICACION DEL GEN H-NS DE Yersinia enterocolitica

Como ya se ha explicado en apartados anteriores (introduccién 3.1.), se conoce la
capacidad que tiene la proteina H-NS de E. coli para unirse a otras proteinas y de esta
manera realizar algunas de sus funciones (Caramel y Schnetz, 1998). Una de las proteinas
que se unen a H-NS y forma complejos con ella, es la proteina Hha, juntas participan en la
regulacion del operdn hemolitico y, por tanto, en la produccion de la toxina o-hemolisina
(Nieto et al., 2000).

Como continuacion a este trabajo se decidid comprobar si esta interaccion entre
Hha y H-NS era una particularidad de E. coli o por el contrario podia ser extensible a otras
bacterias del grupo entérico, en concreto a Y. enterocolitica. En esta especie bacteriana se
habia encontrado un miembro de la familia de Hha, denominada YmoA. Esta proteina fue
caracterizada como represor del regulon de virulencia yop en este microorganismo
(Cornelis et al., 1991). En cambio no era conocida hasta ese momento la existencia del

correspondiente miembro de la familia H-NS en Y. enterocolitica.

3.3.1.- UNION DE HisYmoA A H-NS DE E. coli

El primer paso para comprobar si la interaccion entre Hha y H-NS de E. coli es
extensible a otros miembros de las respectivas familias, en este caso para YmoA y H-NS
en Y. enterocolitica, fue comprobar si la proteina YmoA era capaz de interaccionar con H-
NS de E. coli.

En primer lugar se procedi6 al clonaje del gen ymoA. Para ello, el gen ymoA fue
amplificado por PCR utilizando como molde el ADN de la cepa Y754 de Y. enterocolitica
(material y métodos 2.6.4.) y como oligonucledtidos las secuencias YEYN y YEYB
(Apéndice I). Ademas, estos oligonucledtidos introducian respectivamente una diana Ndel
y una diana BamHI en los extremos 5’ y 3’ (Figura 3.3.1.). La temperatura de hibridacién

utilizada en la amplificacion fue de 58 °C y el tiempo de hibridaciéon de 1 minuto.



Resultados 143
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Figura 3.3.1. Situacion de los oligonucledtidos YEYN y YEYB utilizados en la amplificacion del gen
ymoA.

El fragmento de 215 pb obtenido a través de la amplificacion fue digerido con los
enzimas de restriccion correspondientes. Posteriormente dicho fragmento fue ligado dentro
del plasmido pET3b previamente digerido con los mismos enzimas de restriccion. De esta
forma se obtuvo el plasmido pETYmoA.

A continuacién se procedio a la introduccion de una cola de 6 histidinas anterior al
triplete de inicio de traduccioén, de manera que permite obtener una proteina con una cola
de histidinas en el extremo N-terminal. Esta cola de histidinas se afiadi6 a través de la
unién de dos oligonucleotidos complementarios HISC y HISCR (Figura 3.1.3.), tal como
se habia realizado en el apartado 3.1.3. para los mutantes de la proteina Hha. Los dos
oligonucledtidos se unen de forma que dejan en ambos extremos una diana Ndel y
permiten de este modo que sean clonados entre la secuencia del plasmido (pET3b) y el gen
(ymoA) a través de un lugar Ndel.

Se formd un oligonucledtido de doble cadena a partir de una mezcla equimolar en
agua bidestilada de HISC y HISCR a 70 °C y se dej6 enfriar. A continuacion se realizé la
ligacién de este oligonucledtido de doble cadena junto con el plasmido pETYmoA
linealizado previamente por la diana Ndel. El plasmido obtenido se denomino
pETHisYmoA.

La mezcla se transformé en la cepa 5K y se comprobaron los clones positivos a
través de la amplificacion con los oligonucledtidos HISC del inserto y pETBam (Apéndice
I) que pertenece al propio vector. La temperatura de hibridacién para la amplificacion fue
de 50 °C.

Una vez obtenida la construccion se procedid a la sobreexpresion de la proteina de
fusion HisYmoA (apartado 2.8.1.1.) y al analisis de las proteinas que pudieran copurificar

con ella (apartados 2.8.1.2 y 2.8.1.3.).
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Para la sobreexpresion de la proteina HisYmoA, el pldsmido pETHisYmoA fue
introducido en la cepa BL21 (DE3) pLysE de E. coli. Los transformantes fueron recogidos
e inoculados en 1L de LB y la sintesis de HisYmoA inducida con IPTG. Posteriormente la
proteina HisYmoA fue purificada a través del sistema de Ni**-NTA-agarosa y finalmente
se analizaron los extractos en geles de SDS-Tricina-PAGE (2.8.3.1.2.).

Los resultados obtenidos (Figura 3.3.2.(A)) pusieron de manifiesto que, junto a la
proteina HisYmoA, copurificaba una segunda proteina de un tamafio aproximado de 15
kDa que podria corresponderse con la proteina H-NS de E. coli. Para comprobar que
realmente se trataba de dicha proteina se realizd posteriormente una inmunodeteccion

(apartado 2.8.4.) con el anticuerpo primario anti-H-NS (Figura. 3.3.2. (B)).

A) B)
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Figura 3.3.2. Interaccion de HisYmoA con H-NS de E. coli.

A) Gel SDS-Tricina-PAGE tefiido con azul de Coomassie, mostrando
las fracciones eluidas con concentraciones crecientes de imidazol
(50, 100, 200 y 200 mM) extraidas de la resina Ni*"-NTA-agarosa
y obtenidas del extracto celular del cultivo de E. coli BL21 DE3
(pLysE, pETHisYmoA). M, Marcador de bajo peso molecular
(Pre-stained, SDS Standard, Broad Range, Bio-Rad).

B) Inmunodeteccion con anticuerpos especificos para H-NS de la
fraccion 4 del panel A. M, Marcador de peso molecular pretefiido

(Pre-stained, SDS Standard, Broad Range, Bio-RAD).
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3.3.2.- UNION DE HisYmoA A H-NS DE Y. enterocolitica

El hecho de constatar que la proteina que copurificaba con HisYmoA era H-NS de
E. coli, hizo pensar en la posible existencia de un miembro de la familia de H-NS en Y.
enterocolitica. Ademas esta proteina podria tener caracteristicas similares a H-NS de E.
coli'y, por tanto, interaccionar también con Hha e YmoA.

Se decidié comprobar si en el contenido citoplasmatico de Y. enterocolitica existe
una proteina capaz de interaccionar con Hha o YmoA. Por ello el siguiente paso consistid
en separar la proteina HisYmoa de Y. enterocolitica del complejo HisYmoA/H-NS de E.
coli. Con este objetivo cuando se obtuvo el extracto de la proteina (2.8.1.1.) no se
resuspendid en tampdén A, sino en 20 ml de una soluciéon de tampon A que no contenia
Imidazol y que presentaba una concentracién de KCI de 1’5 M. Este tampon no permite la
unién de HisYmoA a H-NS, es decir, no se produce la formacion del complejo, pero no
interfiere en la union de HisYmoA con la resina. De este extracto de 20 ml se utiliz6 la
mitad como control, para comprobar que realmente se habia obtenido la proteina
HisYmoA purificada.

Se pasaron los 10 ml de extracto a través del sistema de Ni**-NTA-agarosa y

finalmente se analizaron las fracciones en geles de SDS-Tricina-PAGE (2.8.3.1.2.).
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Figura 3.3.3. Analisis electroforético en gel SDS-Tricina-PAGE vy tincién
con azul de Coomassie de las fracciones utilizadas para obtener la proteina
HisYmoa purificada. M, Marcador de bajo peso molecular (Pre-stained,
SDS Standard, Broad Range, Bio-Rad). Carril 1-3, lavados con tampon A.
Carril 4, lavado con 50 mM de imidazol. Carril 5, lavado con 100 mM de

imidazol. Carriles 6-8, lavados con 200 mM de imidazol.
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En la figura 3.3.3. se puede observar la proteina HisYmoA ya libre de la presencia
de H-NS de E. coli.

A continuacién se utilizd la otra mitad del extracto (que también contenia
HisYmoA purificada) para intentar obtener H-NS de Y. enferocolitica. Se mezclaron los
10 ml de extracto de la proteina HisYmoA con 20 ml de un extracto soluble obtenido sobre
un cultivo de 1L a DOggy 1°0 de la cepa Y754 de Y. enterocolitica y con 1 ml de Ni*'-
NTA-agarosa. La mezcla se incubd a 4 °C durante 2 horas para permitir la union de
HisYmoA a la resina y H-NS de Y. enterocolitica si la hubiera. Posteriormente se eluyeron
y analizaron las proteinas unidas a la resina de la forma habitual. Junto a HisYmoA
aparecia otra proteina de un peso molecular aproximado de 35 kDa que no se correspondia
con el tamafio esperado para la proteina H-NS y ademdas no reaccionaba con los
anticuerpos especificos para H-NS de E. coli.

Esta proteina parecia tener afinidad por si misma a la resina y para comprobarlo se
obtuvo un nuevo extracto crudo de la cepa Y754 y se mezcld con 500 pl de resina. La
mezcla se incubd durante 2 horas a 4 °C. Cuando se purificaron las proteinas unidas a esta
resina, utilizando los lavados habituales con concentraciones crecientes de imidazol, se vio
que continuaba apareciendo esta proteina (aun en ausencia de HisYmoA), lo cual indica
que no presenta una union especifica a HisYmoA, sino que presenta afinidad por la resina

de Ni*"-NTA-agarosa (Figura 3.3.4).

310 — < Inespecifica

Figura 3.3.4. Analisis electroforético en SDS-Tricina-PAGE de las
proteinas de la cepa Y754 unidas a una resina de Ni*'-NTA-agarosa. M,
Marcador de bajo peso molecular (Pre-stained, SDS Standard, Broad
Range, Bio-Rad). Carriles 1-5, lavados con tampén A. Carriles 6-9,

lavados con 200 mM de imidazol.
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A continuacion, para evitar la interferencia que podria causar esta proteina por su
unién inespecifica a la resina, se procedio a eliminar la maxima cantidad posible de ella y
de esta forma permitir la maxima union a la resina de HisYmoA y de las proteinas que
pudieran copurificar con ella.

Se realizd la mezcla de un extracto soluble obtenido sobre 1L de cultivo a DOggo
1’0 de la cepa Y754 con 1 ml de resina Ni*’-NTA, pero esta mezcla no fue utilizada
directamente para hacer el experimento, sino que primero fue centrifugada para eliminar
junto con la resina toda la proteina unida inespecificamente. Finalmente se utilizé el
sobrenadante obtenido para hacer el experimento de uniéon con HisYmoA juntamente con
un nuevo volumen de resina.

Una vez obtenidas las fracciones, el siguiente paso fue analizar las proteinas
acompaiiantes de HisYmoA en geles de SDS-Tricina-PAGE (2.8.3.1.2.). En estos geles se
podia observar que continuaba apareciendo la proteina de union inespecifica y también
HisYmoA, pero ademas aparecia una tercera proteina de unos 15 kDa, que copurificaba
especificamente con HisYmoA y que reaccionaba con los anticuerpos especificos de H-NS

de E. coli. (Figura 3.3.5.).
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Figura 3.3.5. Interaccion de HisYmoA con H-NS de Y. enterocolitica
(A) M, marcador de bajo peso molecular (Pre-stained, SDS Standard, Broad Range, Bio-Rad).
Carriles 1-4, lavados con tampdén A. Carril 5, lavado con 50 mM de imidazol. Carril 6,
lavado con 100 mM de imidazol. Carriles 7-8, lavados con 200 mM de imidazol.
(B) Inmunodeteccion de las fracciones 5 y 1 respectivamente del panel anterior, con
anticuerpos especificos anti-H-NS de E. coli. M, marcador de peso molecular (Pre-stained,

SDS Standard, Broad Range, Bio-Rad).
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Estos resultados indican que esta proteina de 15 kDa se corresponde con la proteina
H-NS de Y. enterocolitica y, para confirmarlo, se procedio a la secuenciacion del extremo
amino terminal de la proteina (apartado 2.8.5.), obteniendo el resultado que se muestra en

la figura 3.3.6.

SEALKILNNIRTLRAQAREXTLETLE

Figura 3.3.6. Secuencia de aminoacidos obtenida a través de la degradacion de

Edman de la proteina de Y. enterocolitica que copurifica con HisYmoA.

Esta secuencia de aminodcidos obtenida mediante la degradacion de Edman,
coincidia exactamente con la secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal de la
proteina H-NS de E. coli. Sélo existe una excepcidn, el residuo situado en la posicion 20
en E. coli es una cisteina, pero esta diferencia puede deberse a que los residuos de cisteina

no suelen encontrarse en la secuenciacion N-terminal de Edman.

3.3.3.- CLONAJE DEL GEN hns DE Y. enterocolitica

Una vez visto que la proteina identificada en Y. enterocolitica reaccionaba con los
anticuerpos de H-NS de E. coli y que ademas la secuencia de aminoacidos del extremo
amino terminal era idéntica a esa misma proteina, se decidi6 clonar el posible gen /ns de Y.
enterocolitica para determinar su secuencia de nucleotidos.

La estrategia utilizada para clonar sns de Y. enterocolitica se baso en la posibilidad
de que ambas proteinas tengan funciones intercambiables ya que, como se Vvio
anteriormente, ambas proteinas tienen caracteristicas similares. Por una parte H-NS de E.
coli y H-NS de Y. enterocolitica tienen el extremo N-terminal idéntico y, por otra parte,
HisYmoA tiene la capacidad de unir H-NS de E. coli. Por ello se decidi¢ abordar el clonaje
a través de la complementacion de un mutante Ans de E. coli, concretamente del fenotipo
bgl de la cepa BSN27 de E. coli (hns).

El primer paso para conseguir el clonaje del gen /ns de Y. enterocolitica consistio

en la construccion de una genoteca con ADN de la cepa de Y. enterocolitica Y754 en el
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vector plasmidico pUC19 y transformar la genoteca en la cepa mutante BSN27. Para la
construccidon de la genoteca, se realizo el aislamiento de ADN cromosomico de la cepa
Y754 de Y. enterocolitica. A continuacion el ADN cromosdmico se sometido a una
digestion parcial con el enzima de restriccion Sau3A y se aislaron los fragmentos
comprendidos entre 2 y 6 kilobases (kb). Se escogieron fragmentos de este tamafio ya que
debido al peso de la proteina y al tamafio del gen Ans en E. coli, el gen que se intentaba
clonar no deberia tener mas de 1 kb. Los fragmentos aislados de geles de agarosa (apartado
2.6.8.) se ligaron al vector pUC19. Este plasmido se digirio previamente con BamHI para
permitir la ligacion, ya que los enzimas Sau3A y BamHI crean extremos compatibles.

El conjunto de plasmidos (ligacion) fue transformado en la cepa BSN27 de E. coli.
Se analizaron aproximadamente 4.000 transformantes. Todas las colonias fueron
individualmente picadas con palillos estériles y sembradas en estrias en placas indicadoras
de B-glucdsido. Entre todas ellas se seleccionaron dos clones que eran capaces de
complementar el fenotipo bgl, es decir, aparecia la estria de color azul, mientras que el
resto de estrias mantenian el color amarillento caracteristico de la cepa mutante BSN27

(Figura 3.3.7).

Figura 3.3.7. Analisis de complementacion del fenotipo Bgl™ de la cepa
BSN27 de E. coli a través de la genoteca obtenida sobre la cepa Y754 de

Y. enterocolitica.
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El siguiente paso consistid0 en comprobar si el inserto de los dos clones
seleccionados contenia el gen /ns de Y. enterocolitica. Para ello se realizd en primer lugar
el aislamiento del ADN plasmidico, recibiendo los plasmidos obtenidos la denominacién
de pYH-NS1 y pYH-NS3.

Para analizar el tamafio del inserto de estos plasmidos, se realizd una restriccion
con los enzimas EcoRI y Ps#l. Se utilizaron estos enzimas porque se encuentran
flanqueando el inserto introducido en pUCI19 y por tanto la diana BamHI donde se
clonaron los fragmentos. El analisis de las restricciones indico que el plasmido pYH-NS1
contenia un inserto de 3’2 kb, mientras que el plasmido pYH-NS3 contenia un inserto de
500 pb, pareciendo este ultimo demasiado pequefio para contener la secuencia que se
buscaba (se confirmo posteriormente por secuenciacién). A continuacién se analizo
mediante inmunodeteccion (apartado 2.8.4.) si en el extracto crudo de la cepa BSN27
portadora del plasmido pYH-NSI1 existia alguna proteina que reaccionase con anticuerpos
primarios anti-H-NS. Como se muestra en la figura 3.3.8., aparece una proteina de
aproximadamente 15 kDa tanto en el carril de la cepa salvaje (BSN26) como en el carril de
la BSN27 portadora del plasmido pYH-NS1, mientras que no aparece en el carril de la
cepa BSN27 portadora del vector pUC19. Teniendo en cuenta que el analisis se realiz6 en
la cepa BSN27, cepa hns, esta banda ha de corresponder a una proteina codificada por el

inserto del plasmido pYH-NSI.

kDa

20.6 —

Figura 3.3.8. Inmunodeteccion de H-NS de diferentes extractos de cepas E.
coli. M, marcador de bajo peso molecular (Pre-stained, SDS Standard, Broad
Range, Bio-Rad). Carril 1, extracto de la cepa BSN27 (pYH-NS1). Carril 2,
extracto de la cepa BSN27 (pUC19). Carril 3, extracto de la cepa BSN26.
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Finalmente se procedio a la secuenciacion del inserto de los dos plasmidos capaces
de complementar el fenotipo Bgl". Se comenzd utilizando los oligonucledtidos PUCI19LL y
PUCR que se encuentran flanqueando el inserto clonado en el plasmido pUC19. En el caso
de pYH-NS3 no se obtuvo ninguna pauta de lectura abierta, ni tampoco homologia. En el
caso del plasmido pYH-NSI, debido a que el tamafio del inserto era grande (3’2 kb), se
tuvieron que ir diseflando nuevos oligonucledtidos sobre las secuencias obtenidas para
llegar a obtener la secuencia completa del fragmento. De esta forma se crearon los
oligonucledtidos L2, L3, L4, L5, R1 y R2 de los cuales se puede ver su orientacion en la

Figura 3.3.9. La secuencia de todos los oligonucledtidos se encuentra en el Apéndice L.

Inserto pYH-NS1

PUCR » N\NN\ NN\ 4 PUCIILL
R2 » NN VAVAVANE R W)
VAVAVAN B K]
VAVAVAN =B v}
VAVAVAN BB

Figura 3.3.9. Situacién de los oligonucledtidos para amplificar el inserto del plasmido pYH-NSI.

Después de analizar las secuencias localmente y en las diferentes bases de datos
(apartado 2.6.5.), se pudo comprobar que las secuencias obtenidas con los oligonucledtidos
L5 y R2 se solapan y que por tanto todo el inserto se encuentra secuenciado. También se
vio que el fragmento contiene una pauta de lectura que presenta una elevada homologia
con las secuencias de genes conocidos de la familia H-NS. Cuando esta secuencia de
nucleodtidos era traducida a aminoécidos, fue comparada con la secuencia obtenida en el
apartado anterior (Figura 3.3.6.) a través de la secuenciacion N-terminal de Edman y ver
como coincidia de manera exacta. En la figura 3.3.10. se muestra la comparacion entre la

proteina H-NS de E. coli y H-NS de Y. enterocolitica.
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Figura 3.3.10. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de la proteina H-NS de E. coli (fila superior)
y de la proteina H-NS de Y. enterocolitica (fila inferior). En negro se resaltan los aminoacidos iguales, en gris

los similares y en blanco aquellos aminoacidos que son diferentes.

Una vez obtenida la secuencia de nucleotidos del gen hns de Y. enterocolitica
(Figura 3.3.11), se procedié a introducirla en las bases de datos para que pudiera ser

consultada, de forma que se puede encontrar en el GenBank a través del siguiente nimero

de acceso: AJ302081.
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Figura 3.3.11. Secuencia de H-NS de Yersinia enterocolitica. En gris se encuentran sefialados

respectivamente los tripletes de inicio y final del gen.
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Coincidiendo con la obtencion de estos resultados, otros autores han identificado
el mismo gen (Bertin ef al., 2001), aunque su trabajo se ha limitado a la obtencion de la

secuencia de nucledtidos.

3.3.4- COMPLEMENTACION DE LOS FENOTIPOS B-GLUC()SIDO Y
HEMOLITICO DE UN MUTANTE hns DE E. coli POR EL GEN hns DE Y.

enterocolitica

En el apartado anterior (3.3.3.) se demuestra que el gen Ans de Y. enterocolitica es
capaz de complementar el fenotipo Bgl™ en un mutante sns de E. coli (BSN27). De hecho,
la capacidad de complementar el fenotipo Bgl™ permitié identificar el gen y de esta forma
poder conocer el miembro de la familia H-NS en Y. enterocolitica. A continuacion se
decidié comprobar si el gen Ans de Y. enterocolitica era también capaz de complementar el
fenotipo hemolitico propio de los mutantes hns de E. coli portadores del operdn hly,
realizando un analisis de produccion de hemolisina.

Para el analisis de la actividad hemolitica se transform¢ el plasmido pYH-NSI1 en la
cepa BSN27 portadora del plasmido pHly152 (que contiene el operén hemolitico) y se
compard con las cepas BSN26 (pHlyl52) y BSN27 (pHly152) (pUC19). Se siguid el

protocolo descrito en el apartado 2.8.6.1. y los resultados se muestran en la figura 3.3.12.
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BSN26 BSN27 BSN27
pHIy152  pHly152  pHly152
pUC19  pYH-NS1

Cepas

Figura 3.3.12. Efecto del gen Ans de Y. enterocolitica en la

produccion de o-hemolisina de un mutante /ns de E. coli.



154 Resultados

Estos resultados muestran que el plasmido conteniendo el gen hns de Y.
enterocolitica es capaz de complementar el fenotipo hemolitico. Se observa que los niveles
de producciéon de hemolisina se reducen hasta los mismos niveles de la cepa salvaje
(BSN26). Cuando se analizaba el crecimiento de estas mismas cepas en placas de agar-
sangre se obtenia el mismo resultado, es decir, la cepa portadora del plasmido pYH-NS1
reducia los halos de hemolisis al nivel de la cepa salvaje, mientras que la cepa mutante

(BSN27) presentaba unos halos de hemdlisis mucho mayores.

3.4.- MUTAGENESIS EN EL GEN hns DE Y. enterocolitica

Una vez identificado el gen hns de Y. enterocolitica, se planted como siguiente
objetivo la obtencidon de mutantes en dicho gen a fin de evaluar el papel de la proteina H-
NS como modulador de la expresion génica en Y. enterocolitica. Anteriormente ya habian
sido descritos mutantes para el gen hns en otras especies de la familia Enterobacteriaceae.
Por ejemplo, en E. coli la primera mutacion de este gen fue descrita en drdX (otra forma de
denominar al gen Ans) por Goransson et al., 1990 y también se ha encontrado en especies
de Salmonella (mutacién osmZ descrita por Higgins et al., 1988) y en especies de Shigella
(mutacidon virR, Maurelli y Sansonetti, 1988). Sin embargo no se han podido obtener
mutantes /sns en otras especies bacterianas como Proteus mirabilis (Coker et al., 2000),
Bordetella bronchiseptica (Goyard y Bertin, 1997) o Y. pseudotuberculosis (Heroven et
al., 2004).

3.4.1.- MUTAGENESIS A TRAVES DEL PLASMIDO pKO3

El primer intento para mutagenizar el gen hns de Y. enterocolitica se basé en la
utilizacion del vector pKO3 (Link ef al., 1997). Se trataba de clonar una copia mutada del
gen hns de Y. enterocolitica dentro de este plasmido que contiene un replicon
termosensible y, por tanto, cuando se coloca a una temperatura restrictiva (en este caso 43
°C), no puede mantenerse por si solo, sino que necesita integrarse en el cromosoma a través
de una recombinacion homoéloga. A continuacion, se selecciono la escision del plasmido
aislando supervivientes en medio con sacarosa, lo que implica la sustitucion de la copia

salvaje por la mutante.
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La construccion de una copia mutada del gen /ns de Y. enterocolitica se realizd a
partir del clon de la genoteca que complementaba el fenotipo B-glucdsido (obtenido en el
apartado 3.3.3.). El plasmido pYH-NSI1 se cortd con el enzima de restriccion BbrPI1. Esta
diana de restriccion es diana Uinica en este plasmido y se encuentra 57 pb después del inicio
del gen. En este lugar se clono6 el gen de resistencia a la estreptomicina (Sm) provocando la
rotura de la pauta de lectura del gen /Ans.

El gen de resistencia a estreptomicina (aadAl) fue obtenido a través de la
amplificacion por PCR a partir del plasmido R100 (Yoshioka et al., 1987). Se utilizaron
los oligonucledtidos SmR100F y SmRI100R (Apéndice I). Dichos oligonucleo6tidos
flanqueaban el gen de la estreptomicina y originaban un fragmento de 1’1 kb con una diana
BbrPI en los extremos, que permitia el clonaje dentro de pYH-NSI, obteniendo el
plasmido pYH-NS-Sm. La temperatura de hibridacién utilizada fue de 56 °C y el tiempo de
extension de 1 minuto.

El siguiente paso consistio en clonar el gen hns mutagenizado de Y. enterocolitica
en el vector pKO3. El plasmido pYH-NS-Sm fue cortado con los enzimas de restriccion
Smal y Sall. Estos enzimas liberan una banda de aproximadamente 3’9 kb que contiene el
gen hns mutagenizado por la presencia del casete de resistencia a estreptomicina y ademas
flanqueado secuencias adicionales de ADN de Y. enterocolitica. Este material que
acompafia al gen es necesario para conseguir posteriormente la recombinacién homoéloga
en el cromosoma. A continuacién la banda de interés fue clonada dentro del vector pKO3
cortado con los mismos enzimas de restriccion (Smal y Sall) y la construccidon obtenida se
denominé pKO3Ans-Sm (Figura 3.4.1.). Antes de continuar se comprobd si el plasmido
obtenido era correcto mediante diferentes restricciones simples y dobles (Smal, Sall,

BbrPl, Smal-Sall y BbrPI-Sall), que dieron el resultado esperado.
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Figura 3.4.1. Estructura del plasmido pKO3Ans-Sm. Las flechas exteriores
muestran la orientacion y genes presentes. La flecha negra representa el gen hns
y el rectangulo gris que lo interrumpe representa el gen resistencia a

estreptomicina.

El plasmido pKO3/ns-Sm fue introducido por electroporacion (apartado 2.4.1.2.2.)
dentro de la cepa de Y. enterocolitica 1P383 (portadora del plasmido de virulencia pYV) y
de la cepa IP383 p™ (cepa isogénica que no presenta el plasmido de virulencia).

El protocolo de mutagénesis a seguir se describe en el apartado de material y
métodos 2.5.2. En este experimento, después de la electroporacidon, cuando se incubaban
las placas durante aproximadamente 48 horas, aparecian unas 100 colonias en la dilucién
107 resistentes a estreptomicina, es decir, que habian incorporado el plasmido. En cambio,
después de subcultivar a 43 °C (temperatura restrictiva para el plasmido que provoca su
integraciéon en el cromosoma) y plaquear en sacarosa (para provocar la escision del
mismo), se obtenian Unicamente 5-6 colonias. Esto representa una frecuencia muy baja
(alrededor de 107) segun lo descrito en la bibliografia (Link ef al., 1997). Esta frecuencia
se corresponderia a la de un gen esencial, muy diferente de la frecuencia de 107-10™ que

se obtendria al realizar un experimento equivalente en un gen no esencial.
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En la figura 3.4.3. se muestra un esquema sobre el proceso esperado para el
reemplazamiento alélico en el caso del gen Ans de Y. enterocolitica. Un primer paso (3.4.3.
(A)) en el que se produce la integracion del plasmido suicida en el cromosoma por
recombinacion homoéloga y un segundo paso (3.4.3. (B)) de escision y obtencidon de la
mutacion, también por recombinacion homologa.

A continuacion se analizaron las pocas colonias aparecidas para comprobar qué
copia del gen /ns se encontraba presente en el cromosoma. Para ello se disefiaron un par de
oligonucledtidos que se encontraban flanqueando el gen /Ams, a través de los cuales
obteniamos una banda de 486 pb en el caso de la copia salvaje del gen y de 1.601 pb en el
caso de la copia mutante. Estos oligonucledtidos se denominaron HNSYEF y HNSYER
(Apéndice I; Figura 3.4.2.). La temperatura de hibridacion utilizada fue de 54 °C y el

tiempo de extension de 30 segundos.

A)
hns
HNSYEF HNSYER
B)
I estreptomicina I
—> <+
HNSYEF HNSYER

Figura 3.4.2. Situacion de los oligonucledtidos HNSYEF y HNSYEF utilizados para comprobar la presencia
del gen hns de Y. enterocolitica. En blanco se muestra el gen /ns y en gris el gen de estreptomicina con que
lo mutageniza.

A) Copia salvaje del gen hns.

B) Copia mutante del gen /ns.
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A) Integracion por recombinacion homologa

>< Y >< Tipo salvaje

— [ O | NN —

B) Escision del plasmido y obtencion de la mutacion

No replicativo

Mutante cromosomico

([ [ ]

Figura 3.4.3. Reemplazamiento alélico en dos pasos (A y B).

En color amarillo se encuentra representado el gen Ans de Y. enterocolitica. En color rojo, mutagenizando a
hns, se representa la resistencia a estreptomicina. En color azul, se marca el ADN de Y. enterocolitica que
flanquea a Ans y que es necesario para la recombinacién homdloga. Las lineas curvadas representan el

plasmido suicida cuando se encuentra integrado en el cromosoma.
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Todas las colonias analizadas, tal y como se puede observar en la figura 3.4.4.,
presentaban tanto la copia salvaje como la mutante del gen /Ans, lo que indica que
mantenian el plasmido. Por tanto, este método no permitié la obtencion de un mutante en

el gen hns de Y. enterocolitica.

<«4— Copia mutante

4— Copia salvaje

Figura 3.4.4.- Analisis de los fragmentos de PCR obtenidos en la amplificacion
del gen Ans de Y. enterocolitica. El primer carril corresponde al marcador de 100
pb. El resto de carriles presentan las diferentes colonias analizadas, la banda
superior corresponde a la copia mutante del gen hns mientras que la inferior

corresponde a la copia salvaje del mismo.

3.4.2.- MUTAGENESIS A TRAVES DEL PLASMIDO pUT/ns-Sm

3.4.2.1.- Construccion del plasmido pUT/Ans-Sm

En el apartado anterior, con la utilizacion del vector pKO3, no se pudo obtener una
cepa mutante para el gen hns en Y. enterocolitica. Por esta razon se decidié realizar un
segundo intento de mutagénesis, construyendo un pldsmido que tuviera una serie de
caracteristicas mas apropiadas para ser aplicado en Y. enterocolitica.

Las diferentes cepas de Y. enterocolitica son dificiles de electroporar, sobretodo
cuando se trata de plasmidos de gran tamafio, por ello, la opcidon utilizada fue la
construccidon de un plasmido que fuese conjugativo y suicida.

Se partio de vectores derivados de pGP704 (Miller y Mekalanos, 1988). Estos
plasmidos son conjugativos y también suicidas si la cepa en la que se encuentran no
presenta la proteina Apir. En este caso concreto, utilizamos la parte origek, mobrps del
vector pUTmini-Tn5Km1 (Herrero et al., 1990). En la figura 3.4.5. se muestra el esquema

de dicho vector.
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Figura 3.4.5. Esquema del vector pUTmini-Tn5Kml. Se muestra el origen de
replicacion (origgk), la region movilizadora (oriTrps), 1a resistencia a ampicilina
(bla) y la transposasa truncada (tnp*). Ademas se indica la situacion del mini-

Tn5Kml y las diferentes dianas de restriccion del vector.

Debido a la necesidad de la proteina m para el mantenimiento de los plasmidos
derivados del pUT, todas las manipulaciones necesarias en la construccidon del plasmido
(transformaciones, etc.), fueron realizadas en la cepa SY327 Apir de E. coli (Miller y
Mekalanos, 1988).

En primer lugar se cort6 el vector pUTmini-Tn5Kml con los enzimas de restriccion
EcoRl y Sall. En esta restriccion, tal y como se puede ver en la figura 3.4.5., se obtienen
tres bandas. De las tres 3 bandas obtenidas se aisld (apartado 2.6.8.) aquella que tenia un
tamafio aproximado de 3’2 kb y que se corresponde con la region que contiene la region
movilizadora del vector.

Por otra parte, a partir del plasmido pYH-NS-Sm (obtenido en el apartado anterior)

se realiz6 la restriccion EcoRI — Sall. De esta forma se obtienen 2 fragmentos. Después de
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realizar la electroelucion del gel de agarosa (apartado 2.6.8.), aquél que tiene un tamafio
aproximado de 4’2 kb y que incluye el gen hns de Y. enterocolitica mutagenizado con el
casete de estreptomicina fue seleccionado. A continuacién se realizé la ligacion entre este
fragmento y la parte movilizadora del vector pUTmini-Tn5Km1 obteniendo el plasmido

que denominamos pUT#hAns-Sm1 (Figura 3.4.6.).
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Figura 3.4.6. Esquema del plasmido pUT/ns-Sml. Plasmido obtenido a través de la
region movilizable del vector pUTmini-Tn5Kml y del gen /ns (en negro) mutagenizado
con el casete de estreptomicina (en gris) obtenido del plasmido pYH-NS-Sm. También

se muestran las dianas de restriccidn mas relevantes.

Para que este plasmido pudiera ser utilizado, se realizaron un par de
modificaciones: por una parte se introdujo la resistencia a cloranfenicol, que nos ayudaba a
seleccionar el plasmido y, por otra parte, se introdujo el gen sacB (de la levansucrasa de
Bacillus subtilis), que es letal en presencia de sacarosa y permite la contraseleccion del
plasmido.

La resistencia a cloranfenicol se obtuvo por amplificacion mediante PCR. Para ello
se utiliz6 como molde el vector pACYC184 (Chang y Cohen, 1978) y los oligonucledtidos
CmSalF y CmSalR (Apéndice I). Estos oligonucleotidos se encuentran flanqueando el gen

del cloranfenicol y permiten amplificar una banda de 900 pb con una diana Sa/l en cada
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extremo. Se utiliz6 una temperatura de hibridacion de 56 °C y 30 segundos de extension.
La banda obtenida fue cortada con el enzima de restriccion Sa/l y clonada dentro del
plasmido pUT/hns-Sml, previamente cortado con el mismo enzima de restriccion.

El gen sacB fue obtenido a partir del plasmido pSUP104-sac (Simon et al., 1991).
Se realiz6 una restriccion Pstl del plasmido y se extrajo por electroelucion en geles de
agarosa (apartado 2.6.8.) la banda pequefia, de aproximadamente 2°6 kb, que contiene el
gen sacB. El gen sacB presenta una diana Sal/l, por lo que se realizé primero el clonaje del
gen que codifica para la resistencia a cloranfenicol, para que esta diana no interfiriera. A
continuacion se ligd esta banda con el plasmido pUThns-Sml cortado previamente con
Pstl. La seleccion de los plasmidos correctos se realizd a través de la sensibilidad que
presentan las cepas portadoras del gen sacB a la sacarosa. El plasmido obtenido se
denominé pUThns-Sm. Finalmente se realizaron diferentes restricciones con los enzimas
utilizados durante la construccion del plasmido, para comprobar que fuera correcto. La

estructura final se muestra en la Figura 3.4.7.

EcoRl

pUT
BbrPI pUThns-Sm
10700 pb
psti
Sall
SacB
% EcoRl
/ J
Sall “T
EcoRl
Sall Pstl

Figura 3.4.7. Estructura del plasmido pUThns-Sm. Las flechas exteriores
muestran la orientacién y genes presentes. La flecha negra representa el gen /ns
y el rectangulo gris que lo interrumpe representa el gen de resistencia a

estreptomicina
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3.4.2.2.- Mutagénesis con el plasmido pUT/Ans-Sm

Una vez construido el plasmido pUThns-Sm, para realizar la mutagénesis del gen
hns, fue introducido por transformacion dentro de la cepa S17-1 Apir. Esta cepa era
necesaria para la movilizacion del plasmido y fue utilizada como dadora de la conjugacion
(apartado 2.4.3.1.). De esta forma se pudo introducir el pUThns-Sm dentro de la cepa
W22703 de Y. enterocolitica.

Después de realizar la conjugacidn, se obtuvieron bastantes colonias resistentes a
estreptomicina, es decir, colonias en las que se habia producido la integracién del plasmido
en el cromosoma de la cepa a través de una recombinacion homologa. La frecuencia de
insercion era aproximadamente de 107,

A continuacidn se intento realizar la segunda recombinacion homdloga (igual que
en el apartado anterior, figura 3.4.3.) que deje la copia mutante en el cromosoma y se
pierda la copia salvaje. Para ello se provocod la escision del plasmido a través del
crecimiento en medio liquido (LB) sin cloranfenicol y posterior seleccion en medio TSA
con sacarosa. Se seleccionaron aquellas colonias que mantuvieran la resistencia a
estreptomicina y por tanto tuvieran la copia mutante y que ademas fueran resistentes a
sacarosa, es decir, que hubieran perdido el plasmido. La frecuencia esperada en este tipo de
experimentos debia ser alrededor de 102-10™. En contra de lo esperado, la frecuencia que
se obtuvo era de 107, Estos datos apoyan la idea de que la inactivacién funcional del gen
hns es letal en Y. enterocolitica.

Cuando se analizaban estas colonias, el 90% seguian siendo resistentes a
cloranfenicol, es decir, mantenian el pldsmido y habrian obtenido la resistencia a sacarosa
a través de algin tipo de mutacion espontanea en el gen sacB. Esta situacion ya se ha
descrito anteriormente en el caso de genes esenciales (Brown ef al., 1995). Ademéas cuando
se realizaba el analisis por PCR de estas colonias con los oligonucledtidos HNSYEF y
HNSYER (Figura 3.4.3.), igual que en el experimento con el plasmido pKO3/ns-Sm, todas

mantenian ambas copias del gen /Ans.

Para posteriores experimentos de complementacion (apartado 3.4.4.), se reservo la

cepa W22703 con el plasmido pUThns-Sm integrado, también denominada W22703-18.
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3.4.3.- INSERCION EN UN PUNTO

Otra aproximacion, bastante diferente a las anteriores, para ver si se podia obtener
la cepa mutante en el gen /ns de Y. enterocolitica, fue intentar el experimento de insercion
en un punto. En esta técnica no se trata de eliminar totalmente el gen a mutagenizar, sino
de obtener un gen y, quizas también, una proteina truncada.

La insercion en un punto se basa en la utilizaciéon de un vector suicida que sea
portador de un fragmento (no completo) del gen a mutagenizar. Este fragmento realiza una
recombinacion homoéloga con la copia cromosomica de la cepa, de tal forma que el gen
queda interrumpido por el plasmido. Con este procedimiento se puede obtener la mutacion

en un solo paso, ya que no se ha de introducir primero el pldsmido y después provocar la

-

1

escision del mismo (Figura 3.4.8.).

X

Hers AVAVAVAVAVAVA' S/

Figura 3.4.8. Esquema explicativo sobre la técnica de insercién en un punto

En este caso utilizamos el vector suicida pDMS197 (Edwards et al., 1998) que
permite su seleccidn a través de la resistencia a tetraciclina y su movilizaciéon a Y.
enterocolitica mediante conjugacion con la cepa S17-1 Apir (igual que en el apartado
anterior). El vector fue cortado con el enzima de restriccion EcoRI y se selecciond la banda
de 4 kb. En esta banda no se encuentra el gen sacB del que era portador el plasmido, ya
que en esta técnica no es necesario provocar la escision del mismo.

Por otra parte amplificamos un fragmento de aproximadamente 230 pb del gen Ans
de Y. enterocolitica, utilizando como molde el plasmido pYH-NSI y los oligonucleotidos
YERIN y YEROUT (Apéndice I; Figura 3.4.9.) que incorporan en los extremos la diana
EcoRI. La temperatura de hibridacion utilizada fue de 54 °C y el tiempo de extension de 30

segundos.
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| hns |

—> 230 pb <+
YERIN YEROUT

Figura 3.4.9.- Situacion de los oligonucledtidos YERIN y YEROUT utilizados para amplificar un fragmento

interior de 230 pb del gen Ans de Y. enterocolitica.

El fragmento de PCR obtenido fue clonado dentro del fragmento seleccionado del
plasmido pDMS197 y este proceso fue realizado en la cepa SY327 Apir. Los plasmidos
obtenidos fueron analizados para ver si habian incorporado el fragmento. Para ello se
utilizo el enzima de restriccion Hindlll, que nos da un tamafio de banda mayor que con el
enzima EcoRI con el que se hizo el clonaje y, por tanto, més facil de detectar la banda en
un gel de agarosa.

Una vez obtenido el plasmido fue transformado a la cepa S17-1 Apir para su
posterior conjugacion a la cepa W22703 de Y. enterocolitica.

Las conjugantes deberian presentar la resistencia del plasmido, es decir, la
tetraciclina, pero al realizar este experimento no se obtuvieron colonias que cumplieran
este requisito y que por tanto fueran mutantes en el gen hns. Estos datos apoyan

nuevamente la idea de que la mutacién de Ans en Y. enterocolitica es letal.

3.4.4.- OBTENCION DE CEPAS MUTANTES EN EL GEN hns DE Y. enterocolitica
POR COMPLEMENTACION EN trans.

Una vez obtenidas numerosas evidencias sobre la letalidad de la mutacion Ans en Y.
enterocolitica, se decidid comprobar si era posible obtener dicha mutacion previa

complementacion en frans con una copia del gen Ans.
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3.4.4.1.- Obtencion de la mutacion hns previa complementacion con el plasmido

salvaje R27

3.4.4.1.1.- Complementacion con R27 y R27hns.:Km

El pladsmido R27 de S. enterica serovar typhimurium es el prototipo de los
plasmidos del grupo de incompatibilidad HI1 (IncHI1), responsables de fenotipos de
resistencia multiple a antibidticos. R27 es ademas un plasmido conjugativo de gran
tamafio (180 kb) que puede transmitirse entre diferentes miembros de la familia
Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram-negativas (Maher y Taylor, 1993).

Este plasmido ha sido secuenciado totalmente (Sherburne ez al., 2000) y presenta
una particularidad (juntamente con su capacidad conjugativa) por la cual fue utilizado en
primer lugar para intentar conseguir el mutante sns por complementacion en frans: R27,
dentro de las 210 ORFs hipotéticas identificadas, contiene una ORF denominada Orf164
que es homdloga a HNS, es decir, el plasmido presenta una copia del gen Ans. En la figura
3.4.10. se muestra una comparacion entre la secuencia de aminoacidos de la proteina H-NS

de E. coli y la proteina de la Orf164 de R27.

2SRV SEAT. KMLNNTRTLRAQR E[GSNT EUNT. EENILE KL NE A VEERTRINLOQYINEML I 70
VYNV SEATKSJLNNIRTLRAQEREIMST EMT.EEIRLEKL IAERRG] SKERKLKANLEINT ESTINOLMLE] 70
HNS 71 |BSNEHRE] LAEVKSGT ORPAKYS] IINGETKTWTGQGRT PIASNNEWIDNEOGKSILDDFL I | e amicy)
R27 71 |yFIRRRSEE SIAKSGA PIKVINE PIRIZNEGYKMTIB V(€N GNIUNe0/e  Rs K AT AEQL - {INLDDFLI 134

Figura 3.4.10. Comparacion de las secuencias aminoacidicas de H-NS de E. coli (fila superior) y de la
proteina de la Orf164 de R27 (fila inferior). En color negro se resaltan aquellos aminoacidos idénticos, en

color gris los similares y en blanco aquellos aminoacidos que son diferentes.

La hipdtesis de trabajo contempla la posibilidad de que con la presencia de una
nueva copia del gen (aunque no sea propia de la cepa), se pueda obtener la escision del
plasmido integrado llevandose consigo la copia salvaje del gen y dejando la mutante en el
cromosoma. El primer paso consistidé en conjugar (apartado 2.4.3.2.) el plasmido R27 a la
cepa W22703-18 obtenida en el apartado 3.4.2.2. y que presenta integrada en su

cromosoma tanto la copia salvaje como la mutante del gen /ns. Se utiliz6 como dadora la
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cepa E. coli (R27) (Sherburne et al., 2000) y la seleccion de los conjugantes se realiz6 en
placas de McConkey a través de la resistencia a tetraciclina que presenta el plasmido.

A continuacion se selecciond la escision del plasmido integrado haciendo crecer la
cepa W22703-18 /hns (R27) en un medio liquido (LB) sin cloranfenicol y luego plaqueando
en TSA con sacarosa. A diferencia de lo que sucedio cuando se realizé el experimento sin
la presencia del plasmido R27, ahora aparecian colonias con una frecuencia mayor (10%) y
ademas con una asociacion entre la resistencia a sacarosa y la sensibilidad a cloranfenicol
de entre el 70-90 %. Finalmente se comprobaron estas colonias aparecidas mediante PCR,
a través de los oligonucleétidos HNSYER y HNSYEF. Contrariamente a lo sucedido en
los experimentos anteriores, en este caso se obtuvieron colonias que presentaban
unicamente la copia mutante del gen Ans (figura 3.4.11.) y, por tanto, se habia obtenido
una cepa de Y. enterocolitica mutante para el gen hns.

Paralelamente, también se conjugd a la cepa W22703-18 el plasmido
(R27hns::Km). Este plasmido corresponde al plasmido R27 en el cual la Orf164 (H-NS) se
encuentra mutagenizada a través del transposén mini-Tn5Kml. De esta forma se intenta
demostrar que la obtencidon de la mutacion era debida a la presencia de la Orfl64 y no a
cualquiera de las otras proteinas presentes en el plasmido R27.

Cuando se intentd seleccionar la escision del pldsmido integrado, nuevamente se
obtuvo una frecuencia en la apariciéon de colonias muy baja (107) y que mantenian la
resistencia a cloranfenicol del plasmido pUT/hns-Sm. Al realizar la comprobacion mediante

PCR, estas colonias mantenian ambas copias del gen /ns (Figura 3.4.11.).

1 23 45 6 7 8 910111213 14

R - - <4— Copia mutante

<«4— Copia salvaje

Figura 3.4.11. Analisis de los productos resultantes de la amplificacion por PCR
del gen hns de Y. enterocolitica. 1 y 14) Marcador de peso molecular 100 bp-
ladder, 2-4) 3 colonias de W22703-18 (R27), 5-13) 9 colonias de W22703-18
(R27hns::Km).



168 Resultados

En la Tabla (3.4.1.), se muestra un resumen de: 1) la frecuencia combinada de
conjugacion o electroporacidon y recombinacion de los diferentes plasmidos utilizados para
intentar obtener el mutante sns en Y. enterocolitica, 2) la frecuencia de escision del
plasmido, es decir, de aparicion de resistentes a sacarosa, 3) en el caso del vector pUThns-
Sm, se muestra la asociacion existente entre las colonias resistentes a sacarosa y sensibles a
cloranfenicol y 4) la capacidad para obtener la mutacion en el gen hns de Y. enterocolitica

a través de la complementacion con los diferentes plasmidos.

Tabla 3.4.1.- Tabla resumen de las frecuencias de conjugacion, recombinacidn y escision con los

diferentes plasmidos utilizados para la obtencion del mutante sns en Y. enterocolitica.

Frecuencia combinada | Frecuencia | Asociacién Sacarosa™ | Obtencion de
de conjugacion y de escision Cloranfenicol’ la mutacion
recombinacion (Cm’/Sac’ x 100) hns
pKO3Ans-Sm 107 107 n.a. -
pUThns-Sm 107 10”7 10% -
pUThns-Sm R27 102 10 70-90% +
pUThns-Sm R27hns::Km 1072 107 10% -

n.a. no aplicable.

3.4.4.1.2.- Deteccion de H-NS de R27 en un mutante hns Y. enterocolitica

Para comprobar que realmente se habia obtenido un mutante hns en Y.
enterocolitica, se obtuvieron extractos de la cepa W22703-18 hns (R27) y se analizd la
presencia de la proteina H-NS de R27 y no de Y. enterocolitica.

En primer lugar se transformé el pldsmido pETHisHha en la cepa BL21 (DE3)
Ahns::Km- A continuacion se recogieron los transformantes que se inocularon en 1L de LB
y finalmente se realizé la sobreexpresion, obtencion de extractos y purificacion de HisHha
tal y como se explica en el apartado 2.8.1. de Material y Métodos. La utilizacion de esta
cepa mutante sns permite purificar la proteina HisHha libre de H-NS.

Por otra parte también se obtuvo un extracto crudo de la cepa W22703-18 hns
(R27) (apartado 2.8.1.2.) que se mezclo con la proteina HisHha purificada y con nueva

. O+ . . . , , .
resina (Ni*"-NTA agarosa), para posteriormente eluir y analizar qué proteinas copurifican
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con HisHha (apartado 2.8.1.3.). Finalmente los extractos se analizaron en geles de SDS-
Tricina-PAGE (2.8.3.1.2.).

En la figura 3.4.12. se puede observar que aparece la proteina HisHha y varios
agregados (dimero, etc.), pero no aparece un mondémero de H-NS. Esto indica la obtencion
de un verdadero mutante ya que no se detecta la proteina H-NS de Y. enterocolitica,

aunque tampoco se pudo comprobar la presencia de H-NS de R27.

A)
B)
1
9 M 1

kDa

31,0 — — Agregado

21,5 — — Dimero

144 —

— HisHha
6.8 —

Figura 3.4.12. Analisis de la interaccion de HisHha con la Orf164 de R27.

A) Analisis electroforético en geles SDS-Tricina-PAGE de la interaccion de HisHha con
un extracto de W22703-18 hns” (R27). M, Marcador de bajo peso molecular (Pre-
stained, SDS Standard, Broad Range, Bio-Rad). Carriles 1-2, lavados con tampén A.
Carril 3, lavado con 50 mM imidazol. Carril 4, lavado con 100 mM imidazol. Carril 5,
lavado con 150 mM imidazol. Carriles 6-9, lavados con 200 mM de imidazol.

B) Inmunodeteccion del carril 6 del panel anterior con anticuerpos especificos anti-H-NS
de E. coli. M, Marcador de bajo peso molecular (Pre-stained, SDS Standard, Broad
Range, Bio.Rad).

Al no detectar la proteina H-NS de R27, se planted la posibilidad de que esta
proteina no fuera capaz de unirse a Hha y que por esa razéon no se detectaba. Para
comprobarlo, se introdujeron los pldsmidos pETHisHha y R27 conjuntamente a la cepa
BL21 (DE3) Ahns. Igual que en los casos anteriores, se realizd la sobreexpresion,

obtencion de extractos y purificacién de las proteinas mediante Ni*-NTA agarosa
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(apartado 2.8.1.). Al analizar las proteinas purificadas en geles de SDS-Tricina-PAGE
(2.8.3.1.2.), como se observa en la figura 3.4.13., juntamente con HisHha si aparece una

banda atribuible a la Orf164 de R27.

A) B)
M 1
— |- Dimero de HisHha e |— Orf164 R27
— Orfl64 R27
— HisHha

Figura 3.4.13. Interaccion de HisHha con la Orf164 de R27 dentro de la cepa BL21 (DE3) Ahns::Km.

A) Analisis electroforético en geles SDS-Tricina-PAGE de BL21 (DE3) Ahns::Km
pETHisHha R27. M, Marcador de bajo peso molecular (Pre-stained, SDS Standard,
Broad Range, Bio-Rad). Carriles 1-2, lavados con tampon A. Carril 3, lavado con 50
mM imidazol. Carril 4, lavado con 100 mM imidazol. Carril 5, lavado con 150 mM
imidazol. Carriles 6-9, lavados con 200 mM de imidazol.

B) Inmunodeteccion del carril 8 del panel anterior con anticuerpos especificos anti-H-NS
de E. coli. M, Marcador de bajo peso molecular (Pre-stained, SDS Standard, Broad
Range, Bio-Rad).

3.4.4.2.- Utilizacion de diferentes plasmidos de expresion o replicacion controlada

para la complementacion en frans de la mutacion hns de Y. enterocolitica.

Una vez que se habia obtenido una cepa de Y. enterocolitica mutante para el gen
hns y debido a la esencialidad del gen en esta especie, se intentd la obtencién de un
mutante letal condicional, es decir, un mutante en el que se pudiera controlar la expresion
de la copia de hns introducida en frans. En este apartado se presentan algunos plasmidos
que fueron utilizados para intentar conseguir este objetivo, pero que por diferentes

motivos, no dieron el resultado esperado.
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pMAK705
El plasmido pMAK705 (Hamilton ef al., 1989), presenta dos caracteristicas que

permitieron su utilizacién: la resistencia a cloranfenicol (Cm20) y un replicon
termosensible. Este replicon termosensible hace que el pMAK705 sea un plasmido que
replica con normalidad a una temperatura de 30 °C, pero que no puede hacerlo cuando se
coloca a una temperatura restrictiva de 42 °C. Debido a esta caracteristica, clonar el gen
hns en este plasmido, permitiria controlar su expresion cambiando la temperatura de
crecimiento de la cepa.

Se decidio utilizar el gen hns de Aeromonas hydrophila A3. Se disponia de este gen
en el laboratorio que fue obtenido por Jose Ignacio Pons de la misma forma que Ans en Y.
enterocolitica, es decir, a través de la construccion de una genoteca que complementa el
fenotipo /ns de E. coli (apartado 3.3.3.).

En primer lugar se cortaron los plasmidos pMAK705 y pUCHNSAER (pUC19 que
contiene el gen Ahns de A. hydrophila) con los enzimas de restriccion BamHI y Sall. En el
caso de pUCHNSAER se recortd la banda de 1.953 pb (apartado 2.6.8.). Los fragmentos
fueron ligados y transformados en la cepa 5K. A continuacidn se selecciond un pldsmido
correcto, pMAK-HNSAER Yy se electropord a la cepa W22703-18 (obtenida en el apartado
3.42.2).

Del resultado de la electroporacion aparecieron pocas colonias, muy pequefias y
que no crecian bien. Ademads, de estas cepas no fue posible aislar el plasmido. De estos
datos se deduce que el plasmido no era capaz de introducirse o replicarse correctamente en

Y. enterocolitica.

pKD46
El plasmido pKD46 (Datsenko y Wanner, 2000) presenta resistencia a Ap (Ap50) y

un promotor arabinosa que permitiria controlar la expresion del gen Ans.

El primer paso consistio en amplificar el gen hns de E. coli a través de los
oligonucleétidos ETF y ETR (Apéndice I) y utilizando como molde el plasmido pETH-NS.
Estos oligonucledtidos se encuentran flanqueando el gen Ans de E. coli e incorporan la
diana EcoRI en su secuencia. La temperatura de hibridacion utilizada fue de 56 °C, el
tiempo de hibridacién de 1 minuto y el tiempo de extension de 30 segundos. El fragmento
obtenido, de 580 pb, fue después cortado con el enzima de restriccion EcoRI para clonarlo
en el pKD46 cortado con el mismo enzima de restriccion. En este caso no se pudo obtener

el clonaje.
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pLAC22
El plasmido pLAC22 (Warren et al., 2000) es un plasmido resistente a ampicilina y

tetraciclina (Ap50, Tc12’5) y que presenta un promotor fac dependiente de la induccion
con IPTG. La presencia o no de IPTG permitiria controlar la expresion del gen Ans.

Se intento realizar el experimento de comlementacion de una manera diferente,
cambiando el promotor del gen Ans dentro de la propia cepa W22703 de Y. enterocolitica.

El proceso consiste en utilizar un fragmento interno del gen Ans, clonarlo bajo un
promotor inducible por IPTG y que se produzca una recombinaciéon homologa entre este
fragmento y la copia cromosomica del gen. De esta forma el fragmento interno del gen /ns
queda bajo el control del promotor del gen y la copia salvaje del gen queda bajo el control

del promotor inducible por IPTG. La figura 3.4.14. muestra el resultado que se espera.

i
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Figura 3.4.14. Esquema para el cambio de promotor. El rectangulo blanco representa el promotor inducible
por IPTG, el rectangulo con bandas diagonales representa el fragmento interno del gen /Ans, el rectangulo

punteado representa el promotor de /ns y el rectangulo gris representa la copia cromosdmica del gen /ns.

Se amplificé el fragmento de 174 pb del gen /Ans, utilizando como molde la cepa
Y754 de Y. enterocolitica y como oligonucledtidos, HNSYE1F y HNSYE2R (Apéndice I;
Figura 3.4.15.), que generan una diana Bg/II en los extremos. Se utiliz6 una temperatura de

hibridacién de 50 °C y un tiempo de extension de 30 segundos.
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Figura 3.4.15. Situaciéon de los oligonucleotidos HNSYEIF y HNSYE2R utilizados para amplificar el

fragmento interno del gen Ans de Y. enterocolitica.

Tanto el producto de PCR como el plasmido pLAC22 fueron cortados con el
enzima de restriccion Bg/ll y posteriormente ligados y transformados en la cepa 5K. Una
vez seleccionado el plasmido correcto que se denomind pLAC22-HNSYER (a través de
una restriccion Hpal se puede ver si hay inserto y su orientacidn), se decidio transportar el
fragmento del gen /ns junto al promotor inducible por IPTG a un pldsmido conjugativo
(pFS100, resistente a Km 50) para facilitar su incorporacién a la cepa W22703 de Y.
enterocolitica. Para poder realizar este paso, se utilizaron los oligonucledtidos TETINV y
PLAC22 (Apéndice I; Figura 3.4.16.) que flanquean el fragmento deseado y uno de ellos
incorpora la diana de restriccion EcoRI. La temperatura de hibridacion utilizada fue de 56

°C y el tiempo de extension de 2 minutos.

EcoRI
4' lacl® —» | Res. Tetraciclina —9 I
—> <4— TETINV
PLAC22 Bglll Bglll
Fragmento
hns

Figura 3.4.16. Situacién de los oligonucleétidos PLAC22 y TETINV utilizados para extraer el promotor y el
fragmento del gen /ns del plasmido pLAC22-HNSYER. La caja negra muestra al promotor /acPO. Se indica
la situacion del inserto y de la diana EcoRI utilizada para el posterior clonaje juntamente con la presente en el

oligonucle6tido PLAC22.
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El fragmento amplificado de aproximadamente 1’5 kb y el plasmido pFS100 fueron
cortados con el enzima de restriccidn EcoRI, ligados y transformados en la cepa S17-1
Apir dadora de la conjugacion a W22703. Los conjugantes fueron plaqueados en diferentes
concentraciones de IPTG (10 uM, 100 uM y 1 mM) y también con glucosa 0’2 %, sorbitol
IM y/o betaina 2’5 mM (reducen la formacion del complejo CAP/AMPc), pero se
obtuvieron muy pocas colonias y cuando fueron analizadas no presentaban la integracion
del plasmido. Ademas, en el analisis por PCR de las colonias resultantes del experimento a
través de los oligonucledtidos R2 y YEROUT (Figura 3.3.9. y 3.4.9. respectivamente),
aparecia exclusivamente la forma salvaje de la region Ans. Estos datos sugieren que no se
produce la insercidén que hubiera llevado al cambio de promotor.

Este mismo proceso se intentd utilizando el plasmido ptac85 (Marsh, 1986) en
lugar de pLAC22 pero clonando el fragmento en BamHI y también transportando el
fragmento al pldsmido conjugativo pFS100, pero esta construcciéon tampoco dio los

resultados esperados.

Los vectores pKil194T (Gabant et al., 1998), pJBSD1 (Karunakaran, et al., 1999)

y (Skerra, 1994) tampoco dieron un resultado positivo.

RNAI (pACYC184)

La secuencia RNAI, como RNA regulador antisentido, podria modular el nimero
de copias de un plasmido con un origen de replicacion pl15A cuando se encuentra clonado
bajo un promotor ptac en el cual se encontrara una copia complementadora de /ns. Para
comprobarlo, se clon6 la banda RNAI obtenida a través de los oligonucle6tidos RNAIBgl
y RNAIBgl(2) (Apéndice I). Dichos oligonucledtidos se sitlan sobre el origen de
replicacion del plasmido pACYC184 y amplifican un fragmento de 166 pb que va desde la
posicién 1239 a 1395. La temperatura de hibridacion utilizada fue de 54 °C y el tiempo de
extension de 1 minuto. La banda amplificad fue cortada con el enzima Bg/Il y clonada
dentro del ptac85 cortado con BamHI.

Se obtuvieron varios clones que incorporaban uno, dos o tres insertos de RNAIL
Todos ellos fueron transformados en la 5K (pACYC184) para ver si tras la adicion de
IPTG se producia una inhibicion de la replicacion del pACYC184, pero el efecto era

bastante reducido, por lo que no se siguié adelante con esta estrategia.
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3.4.4.3.- Obtencion de la mutacion Ans a través del plasmido pJOB101

El plasmido pJOB101 (Johansson et al, 2001) presenta bésicamente dos
caracteristicas que permitieron su utilizacion: por una parte presenta clonado bajo un
promotor tac inducible por IPTG una copia del gen /sns de E. coli, concretamente en las
dianas EcoRl/BamHI y por otra parte es un plasmido conjugativo (oriTrps) que puede ser
movilizado cuando se utiliza como dadora una cepa como la S17-1 (Simon et al., 1983)
que contiene el pldsmido IncP (RP4) insertado en su cromosoma y que le otorga las
funciones de movilizacién. Sin embargo, la resistencia a ampicilina (Ap 50) que presenta
no puede ser utilizada para su seleccion en Y. enterocolitica. Por esta razén, en primer
lugar se procedi6 a cambiar la resistencia del plasmido pJOB101.

Las multiples dianas de restriccion que presentan tanto el plasmido como el gen de
resistencia a kanamicina (pFS100) no permiten el cambio de resistencia a través de la
recombinacion de fragmentos de ADN obtenidos “in vitro”. Por ello, el proceso utilizado
fue la incorporacidn de la resistencia a kanamicina mediante insercion de mini-Tn5Kml.

En primer lugar se realizo la conjugacion (apartado 2.4.3.1.) de la cepa S17-1 Apir
(pUTmini-Tn5Kml) a la cepa BSN27 (pJOB101) y se seleccionaron los conjugantes
resistentes a kanamicina y tetraciclina, es decir, aquellas colonias de la cepa BSN27 que
hubieran incorporado el pladsmido pUTmini-Tn5Kml. A continuacion se aislaron los
plasmidos de estos conjugantes y se transformaron a la cepa 5K seleccionando resistentes a
kanamicina. De esta forma se obtenian aquellos plasmidos derivados de pJOB101 que
hubieran incorporado la resistencia. Finalmente, para asegurar que la insercién no se
producia en alguna de las funciones necesarias del pJOB101, se buscaron aquellos
plasmidos que tuvieran la insercion de kanamicina dentro del gen de resistencia a
ampicilina. Para ello se repicaron con palillos estériles las colonias de 5K (pJOB101-km)
en placas con kanamicina y kanamicina mas ampicilina. Finalmente, se seleccionaron
aquellas que fueran kanamicina resistentes y ampicilina sensibles. De las mismas se aisld
el ADN plasmidico y se realizaron restricciones con los enzimas EcoRI, Pstl y EcoRI/Pstl
comparandolos con el pldsmido pJOB101 para comprobar que la construccion fuese
correcta.

Una vez obtenido, el plasmido pJOB101-km fue transformado a la cepa S17-1 Apir
para poder conjugarlo a la cepa de Y. enterocolitica W22703-18 portadora de la copia
mutante y salvaje del gen Ans. Se obtuvieron bastantes conjugantes y se comprobd que

realmente habian incorporado el plasmido pJOBI101-km través de su aislamiento.
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Finalmente se procedio a realizar el experimento para obtener el mutante en el gen hns
(igual que en el apartado 3.4.2.2.).

En primer lugar se inoculd la W22703-18 (pJOB101-km) en medio LB sin
cloranfenicol a 30 °C para permitir la escision del plasmido (segundo paso de la doble
recombinacion homoéloga necesaria para el reemplazamiento alélico) y luego se plaqued en
medio TSA (mas los antibioticos Nal Sm Km) suplementado con 5 % sacarosa y también
con diferentes concentraciones del inductor IPTG (1 uM, 10 uM y 100 uM). Las placas
fueron incubadas a 30-37 °C y en ambas temperaturas unicamente aparecieron colonias a
la concentracion de 1 uM de IPTG. Se analizé por PCR con los oligonucledtidos HNSYER
y HNSYEF (Figura 3.4.3.) qué copia del gen hns se encontraba en estas colonias,
presentando todas ellas la copia mutante. Sorprendentemente, estas cepas eran capaces de
crecer en un medio que no tuviera IPTG de igual forma que lo hacian en presencia de 1
UM del inductor, indicando que la expresion basal del gen hns dentro del plasmido
pJOBI101 era suficiente para compensar la letalidad de la mutacion.

Para intentar reducir esta expresion basal se realizo el crecimiento de la cepa
W22703-18 hns (pJOB101) en presencia de 1 % de glucosa (reduce la formacion del
complejo CAP/AMPc¢) y también del producto 2-nitrophenyl-f-D-fucoside 1 mM (ONPF,
Jayaraman et al., 1966), descrito como antiinductor de la expresion del promotor lac a
través de su uniodn al represor Lacl cuando se une a las secuencias /acO. En la figura
3.4.17. se muestran las curvas de crecimiento de estas cepas y se puede ver que las

diferencias de crecimiento son bastante pequefias en las diferentes condiciones ensayadas.

W22703-18 hns
1,2
14 —— W22703-18 pJOB 101
——W22703-18 pJOB110ONPF
—&— W22703-18 pJOB 1011% Glucosa
0,8 4 —>¢—W22703-18 pJOB 1011% Glucosa ONPF
© 06 -
[a)
0,4 4
0,2 4
Inicial 1h 2h 3h 4,5 5 6 7 8
Tiempo

Figura 3.4.17. Curva de crecimiento de la cepa W22703-18 /ns en diferentes condiciones (presencia de

glucosa y/o ONPF).



Resultados 177

3.4.4.4.- Obtencion del plasmido pJOBLacO4

A fin de intentar reducir la expresion basal del gen Ans, se planted la construccion
de un plasmido derivado del pJOB101. Para conseguir esta reduccidon en la expresion
basal, se intentd introducir secuencias /acO (lugar de union del represor) tras la region
promotora, justo antes del gen sns. También se intento situar la resistencia a un antibidtico,
tetraciclina.

Por una parte se obtuvo la resistencia a tetraciclina a través de la restriccion con el
enzima EcoRI del plasmido pUTmini-Tn5Tc, extrayendo la banda de 2’1 kb del gel de
agarosa (apartado 2.6.8.).

Por otra parte se obtuvo la regidén operadora lacO a través de los oligonucledtidos
LacO1 y LacO2, que ademds dejan en los extremos la secuencia adecuada para poder
ligarse después entre ellos o a fragmentos provenientes de una restriccion EcoRI (Figura

3.4.18.).

(A) LacO1
5" AATTGAATTGTGAGCGGATAAC 3°
LacO2
5> AATTGTTATCCGCTCACAATTC 3°

(B) 5 (L) GAATTGAATTGTGAGCGGATAACAATTC () 3’
3> (..) CTTAA CTTAACACTCGCCT ATTGTTAAG (...) 5°

Figura 3.4.18. (A) Secuencia de los oligonucleotidos LacO1 y LacO2.
(B) Secuencia operadora /acO. En gris se muestran los fragmentos digeridos EcoRI con
los que se liga esta secuencia operadora y en blanco los oligonucleétidos, LacO1 en la

parte superior y LacO2 en la inferior.

La formacion de este oligonucledtido de doble cadena formado a partir de LacO1 y
LacO2 se obtuvo tras la incubacion de una mezcla de 5 g de cada uno de ellos en 100 pl
de H,O bidestilada a 80 °C. A continuacién la mezcla se dejo enfriar lentamente y fue
tratada con PNK (polinucleotidoquinasa). Este enzima introduce los fosfatos necesarios en
el extremo 5’ para que varios de estos oligonucledtidos de doble secuencia se puedan ligar

entre Si.
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Una vez obtenida la secuencia operadora /acO y la resistencia a tetraciclina, se
realizaron dos ligaciones diferentes, una que incluia estos dos elementos y el plasmido
pJOBI101 tratado con el enzima de restriccion EcoRI y otra en la que no se incluia la

resistencia a tetraciclina. Ambas ligaciones fueron transformadas a la cepa 5K.

Primero se analizaron las colonias obtenidas de la ligacion con los tres elementos
(pJOB101, lacO y Tc). Antes de introducir estos plasmidos en Y. enterocolitica, se decidio
comprobar como se comportaban estos plasmidos en un mutante sns de E. coli, por lo que
fueron transformados a la cepa BSN27 (cepa mutante /sns) y se analizé el color de las
cepas resultantes a diferentes concentraciones de IPTG (0, 10 uM, 100 uM, 1 mM y 10
mM) en placas de B-glucdsido. Cuando se analizaron las diferentes estrias, todas ellas
mostraban color amarillo, es decir, no se encontrd una concentraciéon de IPTG que fuera
capaz de complementar el fenotipo Ans. Por este motivo no se continu6 utilizando estos
plasmidos.

En el caso de la ligacion con pJOB101 y la secuencia /acO, se obtuvieron muchas
colonias. Debido a que cada una podia presentar diferente nimero de secuencias
operadoras, se aislaron conjuntamente todos los plasmidos de estas cepas y fueron
transformados a la cepa BSN27. A continuacion, se analizo en placas de B-glucdsido el
fenotipo de estas cepas a diferentes concentraciones de IPTG, para comprobar cual era el
plasmido mas adecuado. Como se puede observar en la figura 3.4.19. se obtuvo una cepa
(estria nimero 4) que era de color amarillo cuando crecia sin IPTG (no complementaba el
fenotipo) y que era de color azul con 10 uM de IPTG (complementaba el fenotipo). Esto
era diferente del control, pJOB101 (estria nimero 1), que ya era de color azul sin la

presencia de IPTG y que no crecia cuando se colocaba a 10 uM de IPTG.
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Figura 3.4.19. Placas de B-glucésido con (A) 0 IPTG y (B) 10 uM IPTG. La estria 1 corresponde a
células portadoras del plasmido pJOB101 y las estrias 2-5 corresponden a cepas portadoras de derivados de

pJOB101 que incorporan secuencias lacO

Se aislé el plasmido correspondiente a la estria nimero 4 y se denomind
pJOBLacO4. El siguiente paso consistio en cambiarle la resistencia de ampicilina a
kanamicina tal como se habia hecho en el apartado anterior con el plasmido pJOB101, para
de esta forma poder introducirlo a la cepa W22703-18 de Y. enterocolitica.

Por otra parte también se analizd la region promotora del pJOBLacO4 para ver que
secuencias se habia incorporado. Para la secuenciacion se utilizo el oligonucledtido LacIL
(Apéndice I; Figura 3.4.20.A.). En la figura 3.4.20.B se puede ver el promotor fac y su
secuencia /acO, a continuacidn las secuencias /acO incorporadas, que fueron 7, las dos de

los extremos invertidos y las 5 centrales son directas y finalmente el inicio de /ns.

A)

EcoRI

I lacl°  —» li hns

LaclL lacO
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(B)
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!
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cgaagcactt
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Figura 3.4.20. (A)

3.4.4.5.- Obtencion del plasmido pBR-stpA

coli, se identificd en 1992 por Zhang y Belfort y posteriormente se descubrié su capacidad
para complementar el fenotipo de un mutante Ans (Shi y Bennett, 1994). La proteina StpA
presenta un 67 % de similitud con la proteina H-NS y esta considerada como paraloga de

esta. En la figura 3.4.21 se muestra la comparacion entre la secuencia de aminoacidos de

®)

Tal y como se ha referido en el apartado de introduccion (1.2.2.) el gen stpA de E.

Situacion del oligonucleodtido LacIL utilizado para secuenciar la region promotora

del plasmido pJOBLacO4. Se muestra la diana EcoRI donde se han incorporado

las secuencias lacO

Secuencia promotora de pJOBLacO4. En azul se resalta el promotor fac, las
flechas rojas indican el inicio de cada secuencia lacO incorporada y en verde se

resalta el inicio del gen /Ans.

las proteinas H-NS y StpA de E. coli.
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HNS 1 UEEARKIBSUSNeRIAONSECTLET] ALE] ERREEE[ ERRTRIRLOQYREML IENSEl 70
StpA 1 UEVMEBQSIBNNERURRE FSID SE RNAY T KIAIIN N O O O RIML AIMIO EINT S TWLIHLMKENSleR 70
HNS 71 D NNSLAEVKSGT R PAK YISNQUDIANGE TKTWTGQGRT P KKEMD 8GKSLDDFL IitoRikcl]
StpA 71 NFEIBIGNSSMAAPRAGKEEIOPRIZNSYKE TIVIElsppuNipNelelel- YNz K PMA ML A - EEINNBIPME - - 134

Figura 3.4.21. Comparacién entre las secuencias de aminoacidos de las proteinas H-NS y StpA de E. coli. En
negro se resaltan los aminoacidos iguales, en gris los similares. En blanco se marcan aquellos aminoacidos

diferentes.

El genoma de Y. enferocolitica se conoce por completo, pero en su secuencia no se
ha encontrado un gen homologo a stpA. Debido a la capacidad de StpA para complementar
alguna de las funciones de H-NS en E. coli, se plante6 la posibilidad de que el gen stpA
pudiera permitir la obtencion del mutante hns en Y. enterocolitica y, de ser asi, poder
analizar en Y. enterocolitica un mutante de sns equivalente a los que se han obtenido en E.
coli.

Se amplifico el fragmento del gen stpA (con su propio promotor) a través de los
oligonucledtidos StpAPF y StpAPR (Apéndice I; Figura 3.4.22.) que incluyen la diana Pstl
en sus extremos, utilizando como molde la cepa 5K de E. coli. La temperatura de

hibridacion utilizada fue de 53 °C y el tiempo de extension de 1 minuto.

I StpA I

StpAPF StpAPR

Figura 3.4.22. Situacion de los oligonucledtidos StpAPF y StpAPR utilizados para

amplificar el gen stpA.

El fragmento obtenido a partir del producto de la amplificacion por PCR y el
plasmido pBR322 (Bolivar et al., 1977), fueron cortados con el enzima de restriccién Pstl
y posteriormente ligados y transformados en la cepa 5SK. Una vez comprobados los

transformantes, se seleccion6 un clon correcto y el plasmido se denomin6 pBR-StpA.
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3.4.5.- CRECIMIENTO DE LA CEPA W222703-18 DE Y. enterocolitica EN
PRESENCIA DE LOS PLASMIDOS pJOBLacO4 Y Pbr-StpA

3.4.5.1.- Crecimiento en presencia del plasmido pJOBLacO4

El plasmido pJOBLacO4-km (apartado 3.4.4.4.) fue transformado en la cepa S17-1,
que se utilizé como dadora para conjugarlo a la cepa W22703-18 de Y. enterocolitica. Los
conjugantes fueron cultivados en medio LB sin cloranfenicol a 30 °C para permitir la
escision del plasmido integrado (pUThns-Sm). A continuacidon se plaquearon en medio
TSA suplementado con 5 % sacarosa y suplementado con 0, 2 uM, 5 uM y 10 uM de
IPTG, respectivamente.

En este experimento aparecieron colonias Uinicamente con una concentracion de
IPTG de 2 uM vy todas ellas al ser analizadas por PCR (al igual que en los casos anteriores
con los oligonucledtidos HNSYEF y HNSYER, apartado 3.4.4), presentaban la copia
mutante del gen hns. Las cepas obtenidas continuaban creciendo en ausencia de IPTG,
pero en este caso habia una diferencia de crecimiento, sobretodo cuando se utilizaba el
producto ONPF y una temperatura de 37 °C (Figura 3.4.23.). De esta forma, aunque no se
habia obtenido un mutante letal condicional para el gen /Ans, si que se podia obtener una

diferencia de crecimiento importante para continuar analizandolo.

W22703-18 pJOBLacO4

18

16 | —— W22703-18 pJOBLacO4
——W22703-18 pJOBLacO4 ONPF

14 —A—W22703-18 pJOBLacO4 IPTG
—>¢—W22703

12 1

o
O o3 -

06 -

04 -

02 -

0 —1t— ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 hB 2h 3h 4h50' 6h 7h 8h 9h Oh
Tiempo

Figura 3.4.23.- Curva de crecimiento de las cepas W22703 y W22703-18 Ans (pJOBLacO4) en

diferentes condiciones.
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3.4.5.2.- Obtencion y crecimiento del mutante ins complementado con el plasmido

pBR-StpA

El plasmido pBR-StpA (apartado 3.4.4.5.) fue electroporado (2.4.1.2.2.) a la cepa
W22703-18. Uno de los transformantes, igual que en los casos anteriores, fue cultivado en
medio LB sin cloranfenicol para provocar la escision del plasmido integrado y a
continuacion fue plaqueado en medio TSA suplementado con 5 % sacarosa. Se obtuvieron
aproximadamente 30 colonias muy pequeiias, todas ellas Sm' y Cm® y al ser analizadas por
PCR (oligonucledtidos HNSYER y HNSYEF, apartado 3.4.4.) presentaban tinicamente la
copia mutante del gen /Ans.

Se puede ver (figura 3.4.24.) que el crecimiento de la cepa mutante W22703-18 hns
(pBR-StpA) es muy lento comparado con la cepa salvaje (W22703), lo que indica que
aunque el gen stpA permite obtener la mutacion hns en Y. enterocolitica, no es suficiente
para complementar todas las funciones de H-NS. También se puede comprobar que la cepa
salvaje complementada con el plasmido pBR-StpA, aunque no tan lento, tampoco tiene un
buen crecimiento, es decir, la presencia de StpA y H-NS juntas no beneficia a la cepa sino

que la perjudica.

W22703

18

1,6 4

1,44

1,24 ——W22703
o 1 —m— W22703 pBR322
= 0,8 1 —A— W22703 pBR-StpA

0,6 1 —>— 18::hns pBR-StpA

04 1

0,2 A

0+ =

°383338383338383383833833388§8£8¢8¢80¢%
FRASEEEESEEREEEEE
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Figura 3.4.24. Crecimiento de la cepa W22703-18 Ans (pBR-StpA) en comparacion con las cepas W22703,
W22703 (pBR322) y W22703 (pBR-StpA).
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3.4.6.- EFECTO DE LA MUTACION #ns EN E. coli SOBRE EL GEN virF DE Y.

enterocolitica

En el pladsmido pYV (70 kb) se encuentran codificadas la mayor parte de las
proteinas implicadas en la patogenicidad de Y. enferocolitica en humanos y también de
otras especies relacionadas como Y. pestis y Y. pseudotuberculosis.

Entre las proteinas codificadas por el pldsmido pY'V encontramos la adhesina YadA
y las proteinas Yop (14) que facilitan la infeccion (Cornelis et al., 1987). Las proteinas
Yop estan codificadas por una region de 20 kb, regiéon dependiente de Ca®", en la que se
encuentra el activador transcripcional virF' (Cornelis et al., 1989).

Debido a que mutantes del gen ymoA de Y. enterocolitica (homologa a la proteina
Hha de E. coli) estimulan fuertemente la expresion de virF (Cornelis et al., 1991), se
planted la posibilidad de que mutantes en el gen /ns también afectaran a la expresion de

este activador transcripcional.

En primer lugar, ante la dificultad de obtener el mutante /ns en Y. enterocolitica, se
realizd un primer experimento en E. coli. Para ello, se transformo el plasmido pGCS757
(Cornelis et al., 1989) portador de una fusion entre virF y el gen de la cloranfenicol acetil
transferasa (cat), a las cepas BSN26 (hns") y BSN27 (hns’). A continuacién se valord la
actividad CAT (cloranfenicol acetil transferasa) en estas cepas a dos temperaturas
diferentes y también a diferentes densidades dpticas. Se puede observar en la figura 3.4.25.
que las actividades en E. coli son muy bajas y parecidas en ambas temperaturas, aunque

parece indicar que existe una actividad 3-4 veces mayor en la cepa mutante /ns.
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Actividad CAT

500

450 -
400 -
350 1
300 1
250 -

200 -

150
100 - |_L |_L |_L
50
o Cm [m |18 W '8

Unidades nmol/minmg

m30°C

m37°C

|

BSN26 BSN26 BSN26 BSN27 BSN27

0'5 O/N

Cepas

0'5

BSN27

pGCS757 pGCS7571 pGCS757 pGCS757 pGCS757 1 pGCS757

O/N

Figura 3.4.25. Grafica de la actividad cloranfenicol acetil transferasa a
30 y 37 °C de las cepas BSN26 (pGCS757) y BSN27 (pGCS757) a

diferentes densidades opticas.

3.4.7.- EFECTO DE LA MUTACION #ns EN Y. enterocolitica SOBRE EL GEN virF

Una vez se habia conseguido obtener una cepa mutante para el gen hns de Y.

enterocolitica, se decidid comprobar en esta cepa si la mutacion en el gen Ans afectaba a la

expresion del activador transcripcional virF.

El primer paso consistio en transformar el plasmido pGCS757 (plasmido que
contiene la fusidn transcripcional entre cat-virF) a la cepa W22703-18 hns (pJOBLacO4) y
de esta forma poder analizar la expresion del gen virF' en esta cepa y a diferentes
condiciones (IPTG, ONPF, temperatura, etc.). Igual que en el apartado anterior, las
actividades que se obtuvieron fueron muy bajas, incluso a 37 °C y se observaron muy

pocas diferencias, aunque parecia que la actividad era menor cuando la cepa crecia en

presencia de IPTG (Figura 3.4.26.).
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Figura 3.4.26. Grafica de la actividad cloranfenicol acetil transferasa a 26 y
37 °C de las cepas W22703 (pGCS757) y W22703-18 hns (pJOBLacO4) sin
IPTG, con 2 uM de IPTG y con 1mM de ONPF.





