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PRESENTACION

La estructura molecular de diversos componentes celulares contiene, entre otros
elementos, nitrégeno. Este elemento se encuentra principalmente en proteinas y acidos
nucleicos por lo que su disponibilidad resulta vital para los organismos. La fuente de
nitrogeno preferida por las bacterias y la mayoria de microorganismos es el amonio, el cual
no siempre se encuentra disponible en el medio. Por ello, las bacterias han desarrollado
mecanismos moleculares que les permiten obtener nitrégeno de fuentes alternativas como
pueden ser las purinas. Este trabajo se centra en el metabolismo de las purinas como
fuentes de nitr6geno en la enterobacteria Klebsiella pneumoniae. Nuestro interés por este
metabolismo surgi6 al observar que K. pneumoniae, a diferencia de la enterobacteria E. coli,
puede asimilar todos los nitrégenos de las purinas en condiciones aerobicas.

En este trabajo hemos identificado y caracterizado el sistema génico de K.
pneumoniae implicado en la asimilacion de hipoxantina como fuente de nitrégeno, al cual
hemos denominado hpx. El sistema hpx esta formado por cuatro unidades transcripcionales.
Las unidades transcripcionales hpxDE 'y hpxR se transcriben de manera divergente, al igual
que lo hacen las unidades hpxO y hpxPQT. Se ha determinado el inicio de transcripcién de
cada una de estas unidades, lo que ha permitido establecer que hpxDE, hpxR y hpxO se
transcriben a partir de promotores dependientes de la subunidad ¢”° de la RNA polimerasa,
mientras que hpxPQT presenta un promotor ¢°*.

El operon hpxDE esta implicado en la oxidacion de hipoxantina a acido drico. Sin
embargo, los productos de los genes hpxD y hpxE no se asemejan a las xantina
deshidrogenasas descritas hasta el presente. En base a la similitud de HpxD y HpxE con
distintos miembros de la familia de las dioxigenasas, proponemos que el operon hpxDE
codifica una dioxigenasa de dos componentes formada por una oxidorreductasa (HpxE) y
una oxigenasa (HpxD). El producto génico del gen hpxO esta implicado en la oxidacién de
acido urico a alantoina. Sin embargo, dicha proteina no presenta similitud a uricasas sino a
monooxigenasas de compuestos aromaticos dependientes de FAD. Proponemos que HpxO
es una FAD-monooxigenasa que catalizaria la oxidacion de acido urico al intermediario 5-
hidroxiisourato, el cual seria transformado a alantoina por la accion secuencial de las
proteinas HpxT y HpxQ. El gen hpxP codifica una proteina con elevada similitud a
permeasas de xantina y uracilo, aunque una mutaciéon en dicho gen no impide la utilizacién
de purinas como unicas fuentes de nitrégeno. En este mutante, otras permeasas de purinas
pueden suplir la funcién del transportador HpxP y permitir, por tanto, el crecimiento con
estas fuentes de nitrégeno. El gen hpxR codifica una proteina de la familia de reguladores
LysR que actla como represor de su propia transcripcion y como activador del operén
hpxDE. Se ha identificado el posible centro de unién de HpxR a la region intergénica Pppxp.-s.
Sin embargo, esta proteina no se una a la regidon Puop ni participa en el control
transcripcional de hpxO o hpxPQT.

La caracterizacion de la regulaciéon del sistema hpx se ha llevado a cabo mediante
diversas metodologias, analizando diferentes cepas mutantes y distintas condiciones de
disponibilidad de nitrégeno. El conjunto de los resultados obtenidos muestra que el sistema
hpx estd sometido a una doble regulacion, la llevada a cabo por el sistema global del
nitrégeno y la llevada a cabo por la regulacion especifica de la via. Mientras que el gen hpxR
se expresa de manera constitutiva y el gen hpxO no esta fuertemente regulado, los
operones hpxDE y hpxPQT son inducidos tanto por limitacién de nitrgeno como por la
presencia de los inductores hipoxantina (hpxDE) o acido Urico (hpxPQT). La regulacién por
nitrégeno del operén hpxPQT tiene lugar a través del sistema NTR de K. pneumoniae, el
cual se activa en condiciones de nitrégeno limitantes. El promotor P, depende de la
subunidad ¢>* de la RNA polimerasa y es reconocido por los factores NtrC (NiTrogen



Regulatory protein C) e IHF (Integration Host Factor). El regulador que reconoce el acido
urico como molécula inductora todavia no ha sido identificado. Es de destacar que la
regulacion por nitrégeno del operdn hpxDE no tiene lugar a través del sistema NTR.
Resultados preliminares sugieren la existencia de un regulador no caracterizado hasta el
presente al que proponemos denominar NR (Nitrogen Repressor). Este regulador reprimiria
la expresion del operon hpxDE en condiciones de exceso de nitrégeno. Esta es la primera
vez que se describe en K. pneumoniae un sistema de regulacién por nitrégeno distinto de
NTR, hecho que evidencia la importancia del estudio del sistema génico hpx en esta
enterobacteria. La regulacion especifica esta llevada a cabo por el regulador HpxR, el cual
reconoce a la hipoxantina como molécula inductora del operén hpxDE.

Asi pues, el sistema hpx presenta varias caractisticas particulares e interesantes: i)
codifica proteinas implicadas en la oxidacion de hipoxantina y &cido Urico que no presentan
las caracterisitcas tipicas de las enzimas que suelen catalizar tales reacciones vy ii) esta
regulado, entre otros factores, por un sistema de regulacion por nitrogeno distinto del
sistema NTR.

En condiciones normales, K. pneumoniae forma parte de nuesta flora intestinal
aunque en menor proporcion que E. coli. Sin embargo, existen cepas patdgenas que pueden
causar distintas patologias como la neumonia. La colonizacién de los tejidos por patégenos
depende, entre otros factores, del éxito que tengan en su competencia por el habitat con el
resto de especies microbianas que constituyen la flora humana. En este sentido, la
versatilidad metabdlica supone una ventaja en esta competencia. Por ejemplo, aislados
patégenos procedentes de abscesos hepaticos contienen el regulén all, un sistema génico
implicado en la utilizacién de alantoina como fuente de nitr6geno. Los niveles de alantoina
se encuentran elevados en pacientes con diabetes mellitus, enfermedad que supone un
factor de riesgo para el desarrollo de abscesos hepaticos. En este sentido, el sistema génico
hpx, implicado en la utilizacién aerébica de hipoxantina como fuente de nitrégeno, podria
contribuir a la colonizacién del nicho ecoldgico de K. pneumoniae. A pesar de que las
condiciones del tracto intestinal son anaerébicas, la capacidad de utilizar aerébicamente las
purinas como fuentes de nitrogeno puede ser Util para las cepas patdégenas a la hora de
colonizar ambientes aerdbicos como las vias respiratorias. De hecho, la mucosa de las vias
respiratorias superiores contiene acido urico, el cual desempena una funcién antioxidante
para combatir las especies reactivas del oxigeno generadas durante periodos de estrés
oxidativo.
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1. INTRODUCCION
1.1. DEGRADACION DE PURINAS

Purinas y pirimidinas, piezas fundamentales de los acidos nucleicos, abundan en los
ecosistemas (Vogels y Vander Drift, 1976). Proceden de la descomposicién de la materia
viva y de los productos de deshecho de los organismos (Schultz et al., 2001). Estos
compuestos pueden ser utilizados por las plantas, en cuya fisiologia desempefian
importantes funciones, y como fuentes de nitrégeno por distintos microorganismos.

Los estudios sobre la degradacién de las bases nitrogenadas se han centrado en las
purinas debido al interés que suscita su compleja estructura molecular. Son compuestos
organicos heterociclicos que contienen 4 o 5 atomos de nitrégeno. Dependiendo del
organismo, las purinas pueden ser degradadas parcialmente o completamente a CO, y NHs.

La ruta de degradacioén de las purinas se podria dividir en dos partes, en primer lugar
la degradacion a alantoina (FIGURA 1.1.) y en segundo lugar el catabolismo de este
compuesto. El metabolismo de alantoina puede seguir distintas vias segun el organismo
(Vogels y Vander Drift, 1976), algunas de las cuales se representan en la FIGURA 1.2. En
cambio, las reacciones de la via de degradacién de purinas hasta alantoina son universales.
En concreto, las reacciones de oxidacion de hipoxantina y acido Urico estan catalizadas por
enzimas muy conservadas en la naturaleza: xantina deshidrogenasa (XDH) y uricasa,
respectivamente. La enzima XDH pertenece a la familia de molibdo-enzimas, ya que
requiere el cofactor de molibdeno MoCo, concretamente a la familia de xantina oxidasas en
la que también se encuentra la aldehido oxidrreductasa de Desulfovibrio gigas (Kisher et al.,
1999). Las XDH, ademas de poseer un dominio que contiene el MoCo (Molybdenum
containing Cofactor), se caractarizan por la presencia de otros dominios de unién a FAD y
centros ferrosulfurados [2Fe-2S], los cuales son esenciales en la cadena de transporte de
electrones durante la reaccién de oxidacion (Hille, 2005). Sin embargo, recientemente se ha
descrito que Aspergillus nidulans contiene, ademas de la XDH, otra enzima diferente capaz
de oxidar xantina a &cido urico (Cultrone et al., 2005). Esta enzima, codificada por el gen
xanA, es una xantina dioxigenasa dependiene de a-cetoglutarato que cataliza la reaccién
indicada a continuacion.

0. CO;

xantina + a-cetoglutarato \f » acido Urico + succinato
XanA

Por lo que respecta al metabolismo de purinas en otros hongos, cabe resaltar que ni
Schizosaccharomyces pombe ni Candida albicans contienen en su genoma genes que
codifiquen XDH, a pesar de que estos organismos pueden catabolizar purinas. La hipotesis
mas pausible es que ambos organismos son capaces de oxidar xantina a &cido Urico
mediante una reaccion en la que no esta implicada ninguna molibdoenzima (Goudela et al.,
2005).

En cuanto a la enzima uricasa, se conocen varios motivos comunes en las proteinas
de mamiferos, plantas, hongos, levaduras y bacterias. En un principio se pens6 que esta
enzima requeria cobre pero se ha descrito que las uricasas de soja (Kahn y Typton, 1997),
del hongo Aspergillus flavus (Conley y Priest, 1980) y de la bacteria Bacillus subtilis (Imhoff
et al., 2003) no requieren cobre ni ningun otro metal para la catélisis.
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FIGURA 1.2.: Via de degradacion de alantoina en diferentes microorganismos.

Saccharomyces cerevisiae. Bacillus subtilis. Escherichia coli.

En los ultimos afos se ha estudiado en detalle la reaccién de oxidacion de acido
arico a alantoina y se ha descrito la formacion de los intermediarios 5-hidroxiisourato (HIU) y
2-0x0-4-hidroxi-4-carboxi-5-ureidoimidazolina (OHCU) (Lee et al., 2005; Ramazzina et al.,
2006; Cendrone et al, 2007). De esta manera la transformacion de acido urico al
intermediario OCHU esta catalizada secuencialmente por las enzimas uricasa y HIU
hidrolasa, mientras que el OHCU puede ser transformado a alantoina de manera
espontanea, aunque muy lentamente, o mediante la catélisis llevada a cabo por la enzima
OCHU descarboxilasa (FIGURA 1.1.).

En cuanto a las reacciones que generan hipoxantina o xantina a partir de adenina o
guanina, respectivamente, las enzimas implicadas dependen del organismo. En bacterias, la
enzima guanina desaminasa esta muy conservada mientras que la presencia de adenina
desaminasa o0 adenosina desaminasa depende de la especie. La carencia de adenina
desaminasa hace necesaria la sintesis de los nucledsidos intermediarios adenosina e
inosina para la formacién de hipoxantina.
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Las purinas, asi como las pirimidinas, son internalizadas al interior celular mediante
transportadores especificos para estos compuestos. Los transportadores de nucleobases se
dividen en tres familias: NAT (Nucleobase-Ascorbate Transporter), PRT (microbial Purine-
Related Transporter) y PUP (Plant PUrine-related transporter) (Koning y Diallinas, 2000). La
mayoria de transportadores de purinas presentes en bacterias pertenecen a la familia NAT.
Representantes de este grupo son los transportadores de xantina PbuX de B. subtilis
(Christiansen et al., 1997) y los recientemene identificados YgfO y YicE de E. coli (Karatza y
Frillingos, 2005). El hecho de que una misma especie contenga varios sistemas que
transportan el mismo sustrato dificulta la caracterizacién funcional a nivel cromosémico de
los genes que los codifican. Por ejemplo, E. coli no puede utilizar hipoxantina o xantina
como fuentes de nitrégeno, pero estos compuestos estimulan el crecimiento en un medio
con aspartato (Xi et al., 2000). Un mutante de E. coli en el gen ygfO muestra la misma
velocidad de crecimiento que la cepa parental en un medio que contiene aspartato y xantina
(Karatza y Frillingos, 2005).

Los transportadores de purinas mejor caracterizados son los de A. nidulans. Hasta el
momento han sido descritos tres sistemas. Las proteinas UapA y AzgA son transportadores
de alta afinidad y alta capacidad especificos para acido Urico y xantina, y adenina, guanina e
hipoxantina, respectivamente (Gorfinkiel et al., 1993; Cechetto et al., 2004). Por ultimo, la
proteina UapC es un transportador de alta afinidad y moderada capacidad para xantina y
acido urico, y de baja capacidad para adenina, guanina e hipoxantina (Diallinas et al., 1995).
Los transportadores UapA y UapC pertenecen a la familia NAT. La caracterizacién funcional
a nivel cromosoémico de los genes que codifican estos transportadores se ha llevado a cabo
mediante el uso de mutantes dobles, e incluso triples, en tales genes (Cechetto et al., 2004;
Diallinas et al., 1995).

A partir de las referencias sobre la degradaciéon de purinas, los microrganismos se
podrian dividir en dos grupos, los que degradan purinas en condiciones aerdbicas, como
protozoos, algas, hongos, levaduras y algunas bacterias, y los que las degradan en
condiciones anaerdbicas como algunas especies de Clostridium (Barker y Beck, 1942). La
enzima uricasa solamente utiliza como aceptor de electrones el O, (Pitts et al., 1974), por lo
que la degradacion anaerdbica de purinas se realiza a través de vias que evitan la
implicacion de esta enzima (Vogels y Vander Drift, 1976).

1.1.1. DEGRADACION DE PURINAS EN BACTERIAS

Existen pocas referencias acerca de la genética de la degradacién de purinas en
bacterias, centradas en las especies Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Salmonella enterica 'y Klebsiella pneumoniae. Curiosamente, las tres Ultimas especies
son enterobacterias, grupo de especial interés para nuestro laboratorio.

El unico trabajo acerca de Pseudomonas aeruginosa data del afio 1978 (Matsumoto
et al., 1978). Por el contrario, el metabolismo de purinas esta ampliamente estudiado en B.
subtilis. En el caso de las enterobacterias mencionadas anteriormente, los estudios
principales se centran en los sistemas génicos implicados en la utilizacion del intermediario
alantoina como fuente de nitrégeno. A continuacién se explica brevemente lo que se conoce
acerca de la genética del metabolismo de purinas en B. subtilis y de las enterobacterias
mencionadas.

1.1.1.1. Metabolismo de purinas en Bacillus subtilis

B. subtilis es una bacteria Gram positiva perteneciente a la familia Bacillaceae, cuyo
habitat natural es el suelo. Se caracteriza por la formacion de endosporas que le permite
resistir condiciones ambientales extremas.
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B. subtilis utiliza adenina, guanina, hipoxantina y xantina como fuentes de nitrégeno
(Nygaard et al., 2000). En este metabolismo estan implicados el gen ade (Nygaard et al.,
1996), que codifica la enzima adenina desaminasa, y el regulén puc (Beier et al., 2002). El
regulén puc se compone del gen gde (Nygaard et al., 2000), que codifica la enzima guanina
desaminasa, y de los genes puc, la mayoria de ellos localizados en el mismo locus e
implicados en la degradacion de hipoxantina a &cido ureidoglicolico (Schultz et al., 2001)
(FIGURA 1.3.).

. Transporte de . . . Alantoina
Alantoinasa acido drico Uricasa Xantina deshidrogenasa aminohidrolasa
Regulador

FIGURA 1.3.: Organizacion génica del locus donde se localiza la mayoria de genes del reguléon puc de B. subtilis. El
regulén puc estd formado, ademas, por los genes gde (guanina desaminasa) y pucl (permeasa de alantoina). Se indica la
funcién codificada por cada unidad transcripcional.

La expresion de los genes del regulon puc se encuentra bajo el control de los
reguladores TnrA (Lewis et al., 1996) y PucR (Schultz et al., 2001). En condiciones en las
que B. subtilis no dispone de su fuente preferida de nitrégeno, amonio, el regulador TnrA
activa la expresién de genes que permiten obtener nitrégeno de fuentes alternativas. Por
tanto, y como se describird en INTRODUCCION 1.2.3.1., el metabolismo de purinas en esta
bacteria esta regulado a dos niveles, por los niveles de nitrégeno y por el regulador
especifico PucR.

1.1.1.2. Metabolismo de purinas en enterobacterias

Al intestino llegan purinas provenientes de la digestion de los alimentos de origen
celular. Los acidos nucleicos son resistentes al medio acido del estbmago. Se degradan a
sus nucledtidos principalmente en el duodeno, mediante la acciébn de nucleasas
pancreaticas y fosfodiesterasas intestinales. Estos compuestos no pueden atravesar las
membranas celulares y son hidrolizados posteriormente a nucledsidos por accién de
nucleotidasas y fosfatasas. Los nucledsidos pueden ser absorbidos directamente por la
mucosa o volver a ser degradados a bases libres y azucares gracias a la accion de
nucleosidasas y nucledsido fosforilasas. Sélo una pequena fraccion de las bases de los
acidos nucleicos ingeridos es incorporada a los acidos nucleicos de los tejidos debido a que
las vias de sintesis de novo de nucleétidos satisfacen, en su mayor parte, las necesidades
de un organismo. Por tanto, el destino de la mayor parte de las bases nitrogenadas suele
ser la degradacion y excrecion (Voet, 1992).

Los humanos carecemos de uricasa, por lo que el producto del catabolismo de
purinas generado es el acido urico (Christen et al., 1970). Parte de ese acido Urico puede
ser degradado por accién de la flora intestinal (Sorensen, 1965). De hecho, si se administra
acido urico oralmente, la mayoria es degradado por bacterias del intestino (Geren et al.,
1950). Por ello resulta importante conocer como puede contribuir el metabolismo de nuestra
flora intestinal a su degradacion. Sin embargo, hasta el momento sélo se sabe que pueden
degradarlo las bacterias aerdbicas K. pneumoniae, P. aeruginosa y Proteus vulgaris
(Sorensen, 1960; Rouf y Lomprey 1968).

Una parte de las especies que habitan en el tracto intestinal pertenece a la familia de
bacterias Gram negativas Enterobacteraceae (enteron: intestino). Estas bacterias son de
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especial interés por el papel que desempefan en la fisiologia intestinal, por su implicacién
en diversas patologias y porque se aplican en varios procesos industriales.

1.1.1.2.1. Escherichia coli

En condiciones aerobicas, E. coli solamente puede utilizar adenina como fuente de
nitrégeno (Nygaard, 1983). Concretamente en estas condiciones sélo puede asimilar uno de
los nitrébgenos de esta molécula (Xi et al., 2000). Debido a que E. coli no contiene un gen
que codifique una adenina desaminasa funcional, esta capacidad se basa en la
transformacién de adenina a su nucleésido adenosina, el cual es desaminado a inosina, por
accién de la adenosina desaminasa (Nygaard, 1978) (FIGURA 1.1.). Recientemente se ha
descrito en E. coli un gen criptico de la adenina desaminasa cuya expresion se encuentra
silenciada por el factor H-NS (Peterson et al, 2002). Dicho gen ha sido clonado vy
sobreexpresado y se ha podido determinar la actividad enzimatica de su producto génico
(Matsui et al., 2001).

La descripcidon de la genética de la degradacion aerébica de adenina en E. coli esta
incompleta. En esta especie se han localizado en el minuto 65 del cromosoma genes que
codificarian una XDH heterotrimérica (xdhABC) y una XDH monomérica (xdhD; Xi et al.,
2000). Mediante determinacién del "CO; liberado a partir de ['“C]-adenina, estos autores
propusieron que en condiciones aerobicas la adenina es metabolizada hasta alantoina.
Mutaciones en el gen xdhA reducen la produccién de "CO,, lo que demuestra la implicacion
del producto génico de este gen en la oxidacién de hipoxantina. Sin embargo, Xi et al. no
pudieron detectar actividad XDH en extractos celulares de la cepa tipo salvaje.

En condiciones anaerébicas E. coli puede utilizar el intermediario alantoina como
fuente de nitrégeno gracias al regulén all (FIGURA 1.4.), un sistema génico identificado y
caracterizado en nuestro laboratorio (Cusa et al., 1999; Rintoul et al., 2002). El regulon all se
compone de los genes implicados en la degradacion de alantoina y en la via del D-glicerato,
cuya expresion esta regulada por el represor AlIR y el activador AllS, cuyo gen solamente se
expresa en condiciones anaerdbicas.

De esta manera, la utilizacion de solamente uno de los nitrégenos de la adenina y la
incapacidad de utilizar hipoxantina o xantina como Uunicas fuentes de nitrdgeno en
condiciones aerodbicas se basa en que una vez generado el NH3 por accion de la adenosina
desaminasa, no se volveria a liberar NH; hasta la transformacion de alantoato en
ureidoglicolato. Esta reaccion esta catalizada por la enzima alantoato amidohidrolasa,
codificada por el gen allC que solamente se expresa en condiciones anaerobicas (Rintoul et
al., 2002).

Ureidoglicolato Alantoato amidohidrolasa y

Alantoinasa y enzimas de la via del D-glicerato

hidrolasa ureidoglicolato deshidrogenasa
Activador Represor

FIGURA 1.4.: Regulon all de E. coli. Se indica la funcién codificada por cada unidad transcripcional.

1.1.1.2.2. Salmonella enterica

Al inicio de este trabajo no existian publicaciones acerca de la capacidad de
Salmonella enterica de utilizar purinas para otro objetivo distinto de la sintesis de nucleétidos
(Zimmerman y Magasanik, 1964; Hoffmeyer y Neuhard, 1971). Estos estudios permitieron la
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identificacion de la adenosina desaminasa que permite la transformacién de adenina en
hipoxantina via inosina.

Numerosas cepas de S. enterica estan implicadas en distintos procesos infecciosos.
Estas cepas se encuentran clasificadas en serotipos y dicha clasificacion se basa en el tipo
de antigeno. La secuenciacion del genoma de S. enterica serotipo Typhimurium LT2
(McCleland et al., 2001) ha permitido llevar a cabo estudios comparativos entre cepas de S.
enterica mediante microarrays. De esta manera se ha descrito que cepas de los serotipos
Agona, Dublin y Typhimurium LT2 contienen el regulén all (Reen et al., 2005). En cambio,
las variantes [4, 5, 12:i:-] y DT104 del serotipo Typhimurium tienen una deleciéon en ese
locus (Garaizar et al., 2002; Reen et al., 2005; Matiasovicova et al., 2007). Curiosamente,
las cepas que carecen del reguldén all son muy virulentas gracias a su capacidad de formar
biofilms y de resistir a multitud de antibidticos (Garaizar et al., 2002; Matiasovicova et al.,
2007).

1.1.1.2.3. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae puede utilizar purinas y el intermediario alantoina como fuentes de
nitrogeno y de carbono (Rouf y Lomprey 1968; Wong, 1988). Si se hacen crecer cultivos de
K. pneumoniae con NH,Cl o adenina, a concentraciones equimoleculares, como Unicas
fuentes de nitrégeno, el rendimiento celular obtenido con adenina es cuatro veces superior
al alcanzado con NH,CI, lo que indica la utilizacion de todos los nitrégenos de la adenina vy,
por tanto, su completa degradacion (Xi et al., 2000).

Garzén et al.,, 1992 describieron que la cepa de K. pneumoniae M5a1 podria tener
una via de utilizacion de hipoxantina como fuente de nitrégeno independiente de molibeno,
elemento fundamental para la actividad XDH. Como mencionamos anteriormente, la enzima
XDH, que cataliza la oxidacion de hipoxantina a acido Urico, requiere el cofactor de
molibdeno MoCo (Hille, 2005). Sin embargo, mutantes de K. pneumoniae en la sintesis de
MoCo pueden usar hipoxantina como fuente de nitrégeno.

No se identificaron genes de K. pneumoniae implicados en la degradacion de purinas
hasta el ano 2004 (Chou et al., 2004). En este estudio se analizaron aislados patdégenos de
K. pneumoniae asociados a infecciones hepaticas, y los compararon con cepas no
patdgenas. Entre las cepas no patégenas se encontraba la MGH78578, cuyo genoma se ha
hecho publico recientemente. A diferencia de las cepas no patégenas, las patdégenas
contienen un locus de 22Kb asociado al metabolismo de la alantoina, que es ortdlogo al
requlén all de E. coli (FIGURA 1.5.). Este estudio muesta que el locus identificado esta
implicado en la utilizacion de alantoina como fuente de carbono y de nitr6geno, tanto en
condiciones aerbébicas como anaerdbicas.

Los niveles de alantoina se encuentran incrementados en pacientes con artritis
reumatoide (Grootveld y Hallwell, 1987), enfermedad crénica del pulmén (Moison et al.,
1997), meningitis bacteriana (Kastenbauer et al., 2002) y diabetes insulino-independiente
(Benzie et al., 1999). Las infecciones hepaticas provocadas por los aislados de K
pneumoniae analizados son frecuentes en enfermos de diabetes. Por ello, Chou et al., 2004
postulan que la capacidad de asimilaciéon de alantoina podria suponer una ventaja para las
cepas patégenas en su competencia, con el resto de microorganismos de la microbiota
humana, por la obtencién de nitrégeno.

Parece existir una gran variabilidad fenotipica y genotipica entre las distintas cepas
de K. pneumoniae (Martinez et al., 2004; Brisse y Verhoef, 2001). Caracteristicas como la
presencia de pldsmidos (Hartstein et al., 1993), la resistencia a determinados antibiéticos
(Bouza y Cercenado, 2002) o el aspecto de las colonias (Lai et al., 2003), pueden ser muy
diferentes entre cepas. Posiblemente la capacidad de metabolizar alantoina como fuente de
nitrogeno puede reflejar también esta variabilidad.



INTRODUCCION

membrane protein ﬂ a purk purE

MGH 78578

—

NTURK204 (:gcf P e E>

identity (%) with E. coli 70% 7a% T5% 82% 80%  Ta% 8% 0% 6I% B6% B1% B0 B2% TI%  BS%  S50% TE%

o (i = Yol E‘>E{> I

S

all§, alld, allf, gely

FIGURA 1.5.: Regulon all de la cepa patégena de K. pneumoniae NTUH-K2044. Chou et al., 2004.

1.2. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA

1.2.1. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA EN PROCARIOTAS

Las bacterias son organismos que viven en habitats que cambian con mucha
frecuencia y para adaptarse a estos cambios medioambientales han desarrollado una serie
de mecanismos de control de la expresiébn génica a diferentes niveles como son la
modificacion de la estructura del DNA (el cambio en el grado de superenrrollamiento puede
contribuir a la activacion o a la represion de la expresion de diferentes genes), la regulacion
del proceso de transcripcion (momento en el que la mayoria de genes son regulados), la
estabilidad del mRNA, el proceso de traduccién, asi como procesos post-traduccionales
(procesos de fosforilacion/desfosforilacién). A continuacion se detallan distintos mecanismos
de regulacion relacionados con este trabajo.

1.2.1.1. Elementos reguladores en cis

El inicio de la transcripcion viene determinado por la unién de la RNA polimerasa al
promotor del gen u operdn que se ha de transcribir, existiendo muchos factores que
favorecen o impiden esta unién. La RNA polimerasa de las eubacterias es una enzima
formada por cuatro subunidades que constituyen el nucleo o core (a.B’) que forma la
maquinaria basica para la sintesis del RNA, y una subunidad o, de la que existen diferentes
clases (6”°, 6**, 6%, 6, 6*® y 6*), que es la encargada de dirigir el ntcleo hacia un tipo de
promotor concreto. Cada uno de estos promotores posee una secuencia caracteristica que
es reconocida por el correspondiente factor o.

La expresion de la mayoria de genes involucrados en las funciones celulares mas
habituales (genes housekeeping) est4 mediada por la subunidad ¢”°, codificada por el gen
rpoD. Los elementos en cis caracteristicos de los promotores de los genes transcritos por
c’° son tres (de Haseth et al., 1998):

a) Un hexamero de secuencia consenso TATAAT vy situado en la posicion -10
respecto al inicio de la transcripcion.
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b) Un segundo hexamero situado en la posicion -35 y con una secuencia consenso
TTGACA. La separacion entre estos hexameros es de 17 + 1 pb, y ambos son
reconocidos por la subunidad ¢”° de la RNA polimerasa.

c) Una secuencia rica en dA+dT denominada elemento UP (UPstream element).
Esta secuencia suele encontrarse entre las posiciones -40 y -60.

El grado de conservacion de la secuencia de estos tres elementos respecto al
consenso, asi como la separacion entre los elementos -10 y -35, determina la capacidad de
unién de la RNA polimerasa al promotor y, en consecuencia, el nivel de transcripcion del gen
0 genes bajo su control.

La subunidad 6>, codificada por el en rpoN, se asocia habitualmente a procesos
relacionados con la asimilacion de nitrégeno. Las subunidades ¢%, ¢**, ¢®® y ¢® son
homologas a ¢'°, pero ¢>* posee varias caracteristicas distintivas que la hacen unica (Buck
et al., 2000). EI complejo de la RNA polimerasa formado por el ndcleo y la subunidad
¢’ puede ser suficiente para la formacién del complejo abierto necesario para el comienzo
de la transcripcion. Por el contrario, la RNA polimerasa solamente puede formar el complejo
abierto con ¢* con la ayuda de las proteinas activadoras EBP (Enhancer Binding Proteins).
Los activadores se suelen unir a 100pb, al menos, de la secuencia de unién de ™, por lo
que la interaccion entre 6> y las EBP requiere la curvatura del DNA, la cual esta facilitada
en algunos casos por DNA bending proteins, como IHF (Integration Host Factor, Carmona et
al., 1997).

La secuencia consenso establecida para la unién de o al DNA es
YTGGCACGNNNNTTGCW (Y: pirimidina; W: A o T.) y en ella se reconocen los elementos
caracteristicos -24 (GG) y -12 (GC) (Barrios et al., 1999). En el caso de E. coli, el contenido
medio en dA+dT de los 50pb localizados inmediatamente a 5” de esta secuencia es del 50-
70% y la longitud media de las regiones intergénicas que contienen un promotor ¢>* es de
267 + 106pb y (Reitzer y Schneider, 2001). Las dianas reconocidas por IHF también tienen
un alto contenido en dA+dT y en los casos en los que no se necesitan DNA bending proteins
la curvatura natural del DNA tiene lugar en regiones ricas en dA+dT.

1.2.1.2. Elementos reguladores en trans

1.2.1.2.1. Regulacion por la estructura del DNA

La estructura del DNA, como puede ser la formacién de bucles, tiene gran
importancia en procesos como la regulacion transcripcional. Estos giros se forman en el
DNA cuando 2 proteinas se unen a lugares especificos del DNA separados entre si e
interaccionan entre ellas, o bien, cuando una Unica proteina se une a dos lugares de union
diferentes y alejados entre si. La formacién del giro puede requerir, en funcion de la fuerza
de las interacciones de las uniones, las DNA bending proteins (como IHF) que favorecen la
formacion de esta estructura. Este tipo de proteinas acostumbran a unirse al DNA entre las
regiones de unién de las proteinas que deben interaccionar entre si, ya sean reguladores
globales o especificos.

Los factores transcripcionales que producen la curvatura del DNA, denominandos de
forma general proteinas similares a las histonas (histonelike proteins) por su similitud con las
histonas de eucariotas, también participan en el empaquetamiento del cromosoma
bacteriano. Entre ellas se encuentran las proteinas IHF, FIS (Yuan et al., 1991), HU
(Tsunehiro y Adhya, 1997) y H-NS (Spurio et al., 1997). Todas ellas se caracterizan por ser
pequenas, basicas y relativamente abundantes, y aunque son bastantes similares existen
diferencias entre ellas. Una de estas diferencias es que mientras que IHF y FIS se unen a
una secuencia de DNA especifica, HU y H-NS son capaces de unirse al DNA de forma
inespecifica en regiones intrinsecamente curvadas.
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La proteina IHF estéd formada por dos subunidades codificadas por los genes himA'y
himD. El nombre de IHF procede del hecho de que fue descrita por primera vez como un
factor necesario para la integracion del fago A in vitro, aunque hoy en dia se sabe que la
proteina IHF participa en un amplio abanico de procesos fisiol6gicos, como la replicacién, la
recombinaciéon especifica, la transposicién, asi como en la regulacion de la expresién de
diversos genes.

El lugar de unién de IHF es una region de DNA de aproximadamente 35 pb, dividida
en dos dominios asimétricos, uno de los cuales esta formado por una secuencia conservada
de 13 pb y otro por una secuencia degenerada rica en dA+dT (Goodman et al., 1999). La
secuencia consenso correspondiente al primer dominio es WATCAAnnnnttR (W=A/T,
R=A/G; En mayusculas, los nucleétidos mas conservados).

1.2.1.2.2. Reguladores LysR

Los reguladores de la familia LysR constituyen la familia de reguladores mas
numerosa en procariotas. En el afio 2004 estaba compuesta por mas de cien miembros
implicados en la regulacién de genes con funciones muy diversas (Tropel y van der Meer,
2004). Estas proteinas se caracterizan por presentar una longitud de 276-324aa y contener
tres o cuatro dominios caracteristicos: un dominio amino terminal con estructura secundaria
de hélice-giro-hélice implicado en el reconocimiento y unién al DNA, un dominio carboxi
terminal relacionado con las interacciones entre las distintas subunidades e interacciones
DNA-proteina vy, finalmente, uno o dos dominios implicados en la unién de las moléculas
efectoras (Schell, 1993).

CTGANNNNNNNTCAG
GACTNNNNNNNAGTC

~ -
~ -
~ -

=72, -58

Gen activado por el regulador LysR

+1

4—'7 -10 -35

+1

Gen del regulador LysR

FIGURA 1.6.: Estructura de un promotor divergente regulado por un regulador del tipo LysR. RBS: Regulator/Repressor
Binding site. ABS: Activator Binding Site. Se indica un ejemplo de motivo T-Nq;-A con extremos simétricos, donde se resaltan
ennegritala Ty laA.

Habitualmente estos reguladores activan la transcripcion de los genes que se
transcriben de manera divergente a su propio gen, el cual es reprimido por ellos mismos.
Dicha activacién se produce en respuesta a una molécula inductora y se caracteriza porque
el regulador interacciona con dos secuencias del promotor denominadas RBS
(Repressor/Regulator Binding Site) y ABS (Activation Binding Site) (FIGURA 1.6.). El
elemento RBS se encuentra en torno a la posicion -65 respecto al inicio de transcripcion del
gen activado y solapada con el promotor del gen del regulador. Contiene la secuencia
consenso T-Ny4-A dentro de una regién de 15pb cuyos extremos son simétricos. El elemento
ABS, en cambio, no tiene ninguna secuencia consenso asociada pero se caracteriza por
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localizarse entre RBS y el promotor activado y, menudo, se encuentra solapado con la caja
-35. Mientras que el elemento RBS es fundamental para el reconocimiento del promotor por
el regulador LysR y suficiente para que tenga lugar la autorregulacion, el elemento ABS es
esencial para la activacion de la transcripcion y, frecuentemente, la interaccién con esta
secuencia requiere la unién del inductor (Schell, 1993).

1.2.2. REGULACION POR NIVELES DE NITROGENO. EL SISTEMA NTR DE
ENTEROBACTERIAS

La fuente de nitr6geno preferida por las bacterias es el amonio debido a que con él
las células se dividen mas rapidamente que con cualquier otra fuente de nitrégeno. Sin
embargo, el amonio no siempre se encuentra disponible en el medio y por ello las distintas
especies poseen mecanismos moleculares que les permiten obtenerlo de fuentes de
nitrégeno alternativas como aminoacidos, algunos compuestos de nitrégeno inorganicos o
bases nitrogenadas. Las condiciones en las que en el medio no se encuentra la fuente de
nitrogeno preferida, sino otras alternativas que no permiten un crecimiento tan rapido, se
denominan condiciones de nitrégeno limitantes.

La molécula donadora del 75% del nitrégeno celular es el glutamato, mientras que el
25% del nitrégeno celular proviene de la glutamina (Neihardt y Umbarger, 1996). Por tanto,
la asimilacién de nitrégeno requiere la sintesis de ambos compuestos. En el caso de fuentes
de nitrogeno que no pueden transferir el nitrégeno contenido en su estructura directamente a
glutamato o glutamina mediante transaminacion, el amonio se convierte en el intermediario
obligatorio (Reitzer y Schneider, 2001).

Existen dos rutas para la asimilacion de amonio en enterobacterias. En la primera, la
enzima glutamina sintetasa (GS) cataliza la conversién de amonio y glutamato en glutamina
y la enzima glutamato sintasa (GOGAT) transfiere el grupo amida de la glutamina a a-
cetoglutarato para producir dos moléculas de glutamato (Merrick y Edwards, 1995).

ATP ADP + P,
NH; + glutamato \f » glutamina
GS
NADPH  NADP*
glutamina + a-cetoglutarato v » 2 glutamato
GOGAT

En la segunda, la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) cataliza la conversién de
amonio y a-cetoglutarato en glutamato. Sin embargo, debido a la alta K, de la GDH (1mM,
veinte veces superior a la de la GS), esta via de asimilacién de amonio solamente tiene
lugar en condiciones de exceso de nitrégeno (Merrick y Edwards, 1995).

NADPH  NADP*

NH; + a-cetoglutarato \/ » glutamato
GDH

Durante el crecimiento en condiciones limitantes de nitrégeno se induce la expresion
de genes implicados en el transporte y catabolismo de diversas fuentes de nitrégeno (Prival
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y Magasanik, 1971). La regulacion coordinada de la expresién de estos genes se denomina
control o regulacion por nitrégeno. Hasta el momento, los trabajos publicados sobre esta
regulacion en enterobacterias, asocian el control por nitrégeno al sistema NTR (NiTrogen
Regulatory system). Este sistema se compone de cuatro proteinas: UTasa-UR
(UridylylTransferase-UridylylRemoving), Py, NtrB y NtrC (NiTrogen Regulatory protein C).
UTasa-UR y P, estan implicadas, por una parte, en la regulacion de la actividad de la enzima
GS (FIGURA 1.7.) y, por otra parte, en la regulacién de la transcripcion de genes
dependientes de ¢*. NtrB es una quinasa que, en condiciones de nitrégeno limitantes,
fosforila al regulador NtrC, el cual, en su estado fosforilado es capaz de activar la
transcripcién de genes a partir de promotores dependiente de ¢>*.

La activacion de la transcripcion mediada por NtrC requiere que el promotor del gen
activado contenga al menos dos secuencias de union de NtrC (Porter et al., 1993). Estas
secuencias generalmente se localizan en torno a la posicién -100 respecto al inicio de
transcripcién y cada una de ellas es reconocida por un dimero de NirC. Debido a la distancia
existente entre las dianas de NtrC y la secuencia de unién de 6>, el contacto entre ambas
proteinas generalmente esta facilitado por la curvatura del DNA que produce el factor IHF
(Carmona et al., 1997). La disposicién de las secuencias de unién de NtrC, IHF y ¢** en el
promotor del operdn ginHPQ de E. coli, implicado en el transporte de glutamina, se muestra
en la FIGURA 1.7. El hecho de que los promotores activados por NtrC contienen al menos
dos secuencias de union de esta proteina se debe a que la interaccion entre este activador y
la subunidad ¢>* requiere que NtrC forme un oligbmero compuesto por al menos dos
dimeros (Porter et al., 1993). La formacién de tal oligémero sélo se puede llevar a cabo una
vez que NtrC es fosforilado por NtrB.

-140 -120 -100 -80

1
CTGTGTTGAGTGCACAATTTTAdCGCACCAGATTGGTGCCkCAGAATGGTGCAPCTTCAGGGTATTGCCCTATAAATCGTGCATC
L

NtrC NIrC

-60 -40 -20 +1
ACGTTTTﬂGCCGCATCTCGAAAAATCAAGGAGTTdCAAAACTGGCACGATTTTTTCATATATGTGAATGTCACGCAGGGGAT

(e | o

FIGURA 1.7.: Esquema de la localizacién de las secuencias de unién de NtrC, IHF y 6™ en el promotor del operén
gInHPQ de E. coli. Este promotor contiene cuatro dianas de unién de los dimeros de NtrC. Este activador ocupa primeramente
las secuencias localizadas en torno a las posiciones -120 y -100 respecto al inicio de transcripcion (recuadros azul oscuro). Las
secuencias localizadas en torno a las posiciones -140 y -80 (aul claro) son ocupadas cuando la concentracion intracelular de
NtrC es elevada (Claverie-Martin y Magasanik, 1991).

En condiciones limitantes de nitrégeno UTasa-UR modifica covalentemente a P
anadiéndole el nucledtido UMP. P-UMP interacciona con NtrB, el cual se autofosforila y
transfiere el grupo fosfato a NirC. NtrC-P interacciona con ¢>* favoreciendo la formacién del
complejo abierto necesario para iniciar la transcripcion. Por el contrario, en condiciones de
exceso de nitrégeno P, permanece sin modificar. P, no uridilado es incapaz de interaccionar
con NtrB, lo que provoca la desfosforilacion de NtrC-P por NirB. De esta manera, NirC
desfosforilado puede unirse al DNA pero es incapaz de interaccionar con ¢>* (FIGURA 1.8.)
(Reitzer y Schneider, 2001; Merrick y Edwards, 1995; Bender RA, 1991).
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P, + NtrB

NtrC-P
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UR/UTasa

P,(UMP),

NtrC-P «

» NtrC Exceso de N
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3UTP
3PPi
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FIGURA 1.8.: Modelo de la regulacion de la actividad de NtrC en respuesta a las condiciones de nitrogeno. (Merrick y
Edwards, 1995). UR/UTasa cataliza la uridilacion y desuridilacién de Py. NtrB cataliza la fosforilacion y desfosforilacién de

NtrC.

1.2.2.1. Regulacion por nitrogeno en K. pneumoniae

Diversos sistemas génicos se encuentran regulados por los niveles de nitrégeno en
Klebsiella pneumoniae a través del sistema NTR (TABLA 1.1.). La regulacién mediada por el
sistema NTR puede tener lugar directamente o indirectamente a través del la proteina NAC

(Nitrogen Assimilation Control).

TABLA 1.1.: Rutas regulables por la disponibilidad de nitrogeno en K. pneumoniae (Bender, 1991; Janes y Bender,

1998).

RUTA

METABOLISMO

Glutamina sintetasa (GS)
Glutamato sintasa (GOGAT)
Glutamato deshidrogenasa (GDH)

Asimilacion de amonio

Utilizacion de histidina
Utilizacion de prolina

Utilizacion de triptéfano
Utilizacion de alanina

Utilizacion de asparragina

Utilizacion de ornitina

Catabolismo de aminoacidos

Fijacion de nitrogeno

Reduccién de nitrato

Metabolismo de compuestos nitrogenados inorganicos

Utilizacion de urea

Metabolismo de compuestos nitrogenados organicos

NAC es un regulador de la familia LysR que reconoce promotores ¢’°, a los que se
une sin requerir ninguna molécula efectora. En concreto, NAC estd implicado en la
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regulacidon de los genes que codifican las enzimas histidasa, prolina oxidasa, ureasa, alanina
deshidrogenasa, GDH y GOGAT (Macaluso et al., 1990; Schwacha y Bender, 1993; Janes y
Bender, 1998). La regulacién por NAC en condiciones de nitrogeno limitantes tiene lugar
debido a que la transcripcién de su propio gen (nac) depende de 6> y es activada por NtrC
(Macaluso et al., 1990). De esta manera, NAC acopla la transcripcién dependiente de ¢”°
con la regulacion efectuada por el sistema NTR, dependiente de 6> (FIGURA 1.9.).

NAC es un regulador muy versétil ya que puede actuar tanto de activador como de
represor (Bender, 1991). En general, NAC activa la transcripcion de genes implicados en la
utilizacién de malas fuentes de nitrdgeno mediante rutas metabdlicas que liberan moléculas
de amonio (Macaluso et al, 1990), vy reprime la expresion de genes implicados en la
asimilacion de este compuesto como los del operén gdh (Schwacha y Bender, 1993). El gen
gdhA codifica la enzima GDH que, como se expuso anteriormente, en condiciones de
exceso de nitrégeno cataliza la incorporacién de una molécula de amonio a la estructura
molecular del a-cetoglutarato para generar glutamato. Pero ademas, NAC autorregula la
expresion de su propio gen (Feng et al., 1995). Asi pues, el gen nac es el Unico dependiente
de ¢°* que es regulado por NAC.

Por lo que respecta a otras enterobacterias, E. coli también posee NAC aunque la
regulacion por esta proteina parece ser insignificante (Bender, 1991). Algunos de los genes
regulados por NAC en K. pneumoniae o bien estan ausentes en E. coli (huty ure) o no
responden a regulaciéon por nitrégeno (put 'y gdh; Tyler, 1978). Salmonella thypimurium, en
cambio, ni siquiera tiene el gen nac y los genes hut en esta enterobacteria no responden a
niveles de nitrégeno (Magasanik, 1978).

Sistema NTR NtrC °

A 4 | v | nac I— NAC

I' ¥ I hutUH |— | HUT |

FIGURA 1.9.: El regulador NAC conecta la transcripcion de genes dependientes de o’con la regulacion efectuada por el
sistema NTR (promotores ¢**) (Bender RA, 1991). En el esquema se representa la activacion por NAC de la expresién del
opero6n hut (histidine utilization) en condiciones de nitrogeno limitantes.

1.2.3. REGULACION DE LA DEGRADACION DE PURINAS EN
MICROORGANISMOS
Los microorganismos han desarrollado distintos mecanismos moleculares que les

permiten obtener nitrdgeno de diversas moléculas y que se activan en condiciones de
nitrégeno limitantes. En presencia de una unica fuente de nitrégeno distinta de la preferida
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por el organismo, como por ejemplo purinas, en el interior celular se transducen dos tipos de
sefiales. En primer lugar aquellas que indican una limitacion de nitrégeno. En segundo lugar
aquellas que indican la presencia de dicha fuente de nitrbgeno y que conllevan a la
activacion especifica de los genes implicados en el catabolismo de dicho compuesto. La
transduccién de ambas sefales requiere la regulacién coordinada de los sistemas génicos
implicados. Como ejemplo de esta doble regulacién expondremos el caso de B. subtilis y A.
nidulans.

1.2.3.1. Bacillus subtilis

El mecanismo mediante el cual B. subtilis responde a los niveles de nitrégeno no se
parece al sistema NTR de las enterobacterias. En lugar de disponer de un sistema que se
activa en condiciones de nitrogeno limitantes y se encuentra reprimido bajo un exceso de
nitrégeno, B. subtilis dispone de tres reguladores, cada uno de los cuales se activa
especificamente en cada condicién en la que se encuentre esta bacteria. Estos reguladores
son CodY, GInR y TnrA. GInR actiua como represor cuando las células se encuentran bajo
un exceso de nitrobgeno. TnrA se activa especificamente en condiciones de nitrdgeno
limitantes y CodY actia como represor cuando las células se dividen rapidamente en
presencia aminoacidos (Fisher, 1999).

En el apartado INTRODUCCION 1.1.1.1. se explica que el regulén puc esta implicado en
el metabolismo de purinas como fuentes de nitrégeno en B. subtilis. En condiciones de
nitrégeno limitantes, TnrA activa la transcripcién del gen pucR, que codifica el regulador
PucR (FIGURA 1.10.). PucR induce la transcripcién de los genes implicados en el
metabolismo de purinas principalmente en presencia de metabolitos derivados de dicho
catabolismo. En cambio, PucR inhibe la transcripcion del operon pucABCDE y de su propio
gen (Beier et al., 2002).

TnrA

v

[T [T
—1{ pucH pucR pucJKLM
‘J ¢ A

pucFG

— 5 pucl
gde

pucABCDE +——— PUcR

FIGURA 1.10.: Modelo de regulacion del regulon puc de B. subtilis.

Los estudios sobre la regulacion del operén puc han sido realizados principalmente
mediante fusiones de promotor analizadas en cinco condiciones de nitrogeno diferentes:
purinas como unicas fuentes de nitrégeno, exceso de nitrégeno, exceso de nitrégeno en
presecia de purinas, limitacion de nitrégeno y limitacion de nitrégeno en presencia de
purinas (Christiansen et al., 1997; Nygaard et al., 2000; Beier et al., 2002). Nygaard et al.
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propusieron el término “semi-exceso de nitrogeno” para definir la situacién en la que las
purinas se encuentran en un medio con nitrégeno limitante. Estos autores postulan que en
estas condiciones la degradacién de las purinas, inducida porque las células perciben una
situacion de limitacion de nitrégeno, liberaria moléculas de amonio, lo que provocaria que se
activaran los mecanismos de represion por nitrégeno. De esta manera, en esta situacion los
reguladores asociados a un exceso (GInR) y a una limitacion de nitrégeno (TnrA) actuarian
de manera simultanea.

1.2.3.2. Aspergillus nidulans

A pesar de ser un organismo eucariota, mencionaremos la regulacién del
metabolismo de purinas en A. nidulans por tratarse de otro ejemplo claro de doble
regulacion. Las fuentes de nitrégeno preferidas por este hongo son glutamina y amonio, el
cual genera glutamina a través de la accidn catalizada por la enzima GS. La regulacién por
nitrégeno se realiza mediante el activador AreA, el cual regula distintos genes implicados en
la obtencion de nitrégeno mediante represién catabdlica por glutamina (Kudla et al., 1990).

La utilizacion de purinas como Unicas fuentes de nitrbgeno requiere la sintesis
enzimas catabdlicas, mediante la accién de AreA en condiciones de no represion y del
regulador especifico de este metabolismo UaY. El gen uaY se expresa constitutivamente y
la induccion por UaY de los genes implicados en el metabolismo de purinas tiene lugar
mediante el inductor acido Urico . La proteina UaY también participa en la regulacion del gen
xanA, el cual estd implicado en una via alternativa de conversion de xantina en acido Urico
(Suérez et al., 1995).

Otras especies de hongos poseen mecanismos de represion catabdlica, efectivos
durante el crecimiento en condiciones de exceso de nitrégeno, similares al de A. nidulans.
En algunos casos, parece ser que existe una relacion entre la patogenicidad y los
reguladores globales como AreA. Dichos reguladores controlan multitud de procesos
celulares como reacciones catalizadas por proteasas, las cuales estan implicadas en los
mecanismos de patogenicidad. Por ejemplo, un mutante areA de la especie A. fumigatus
muestra un crecimiento reducido en tejido pulmonar murino con respecto a la cepa tipo
salvaje. Esto, junto a otras evidencias existentes en la bibliografia, muestra que la utilizacién
de las fuentes de nitrégeno disponibles en el pulmén requiere la activacion de las enzimas
catabdlicas pertinentes mediante des-represién de sus genes (Hensel et al., 1995).
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2. MATERIALES
2.1,

CEPAS BACTERIANAS

Las cepas de Escherichia coliy Klebsiella pneumoniae que fueron utilizadas en este trabajo
se presentan en la TABLA 2.1. Se indican las caracteristicas méas importantes y el origen o referencia
de cada una de ellas. Las cepas de E. coli se emplearon como cepas auxiliares.

TABLA 2.1. Cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Para cada cepa se indica su nombre, descripcion del
genotipo y/o fenotipo y su origen o referencia.

CEPAS GENOTIPO/FENOTIPO REFERENCIA
080d lacZAMI1S recAl endAl A~ gyrA96
DHS50F’ thi-1 hsdR17 (r¢ my') phoA supE44 Gibco BRL
relAl deoR A(lacZYA-argF) U169
ECLI HfrC phoA8 reld 1 tonA22 T2" (\) Lin, 1976
HN1491 strA galK2 su® X" F~ himA::cat Granston y Nash, 1993
§ RJ1802 MG1655 Alac X74 fis:: 767 Ball et al., 1992
% BSN27 MC4100 trp::Tnl0 Ahns Johnson et al., 1998
3 recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
S XLI-Blue supE44 relAl lac [F’ proAB Stratagene
& lacFZAM15 Tnl0(Tc")]
S17-1 A pir ?C)ri/[nz ’Eif,l{ill%p ;:0 hsdR M'RP4::2- Biomedal
EB6193 rReI::jJZ ctfécl\;[}l 0-;131?1“; :;Zdlj ?_2613]’:518 O ra Bender. University
wid A(MUl):pir-+ thi Sp¥/Sm® of Michigan.
KC2653 hutC515 A[bla]-2 dadAl str-6 Liu y Bender, 2007
52145 if;gf;i‘;g;gl élgva el plasmido de Nassif et al., 1989
ATCC 13882 American Type Culture Collection Cowan et al., 1960.
N ATCC 13883 American Type Culture Collection Sherman et al.,1980.
'§ LC1 KC2653 hpxD::mini-Tn5 Km Este trabajo.
§ LC5 KC2653 glnD:mini-Tn35 Km Este trabajo.
S, LC8 KC2653 hpxE: mini-Tn5 Km Este trabajo.
% LC30 KC2653 gltD::mini-Tn5 Km Este trabajo.
:: LCO20 KC2653 hpxO::kan Este trabajo.
< LCP6 KC2653 hpxP::kan Este trabajo.
LCR3 KC2653 hpxR::kan Este trabajo.
KC2562 hutC515 rpoN5018 Macaluso et al., 1990
KC5249 hutC515 Afblaj-2 nac-2 R.A. Bender. University

of Michigan.

17



MATERIALES

N KC2738 hutC515 ntrC2::Tn5-131

S

= hutC515 Afbla]-2 str-6

§ KCo6483 [Arbs(A BC'K)::pCB1583]

S D(hpxD-lacZ) hpxD (-346 a +97) fusionado a lacZ
3

§ D(hpxR-lacZ) hpxR (-212 a +93) fusionado a lacZ

:: D(hpxO-lacZ) hpxO (-267 a +288) fusionado a lacZ
< D(hpxP-lacZ) hpxP (-258 a +297) fusionado a lacZ

Bender y Friederich, 1990.

R.A. Bender. University
of Michigan.

Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.

Este trabajo.

2.2. VECTORES

En este trabajo se emplearon diferentes tipos de vectores: plasmidicos y fagicos, que se
detallan en la TABLA 2.2. Los vectores plasmidicos se utilizaron en la clonaciéon de diferentes
fragmentos de DNA, construccion de cepas mutantes, estudio de fusiones de promotor y expresion
y/o purificacion de proteinas. Los vectores fagicos se usaron para la transduccion de material

genético entre cepas bacterianas.

TABLA 2.2. Vectores utilizados en este trabajo. Para cada vector se indica su nombre y el tipo de ensayo en el que ha sido
utilizado, asi como una descripcién de sus principales caracteristicas y su origen o referencia.

VECTOR APLICACION DESCRIPCION REFERENCIA
pUC18Not Plasmido auxiliar para  Ap', a-lacZ, region de Biomedal
(2.715 pb) clonacion usando dianas clonacidon flanqueada por
Notl. dianas Notl. Alto nimero de
copias.
pGEMT Clonacion de fragmentos Ap', a-lacZ. Alto nimero de Promega
(3 kb) con extremos 3° dA. copias.
pUT mini-Tn5 Mutagénesis al azar. Ap', oriR6K, mobRP4, Biomedal
Km (7.575 pb) tnp*, mini-Tn5 Km. Bajo
numero de copias.
pKAS32 Mutagénesis dirigida. Ap', oriR6K, mobRP4, Skorupsky et al.,
(4.400 pb) rpsL. Bajo nimero de 1996.
copias.
pRS415 Construccion fusiones Ap', lacZYA. Alto nimero Simons et al., 1987
(10.752 pb) transcripcionales. de copias.
pCB1583 Insercion de fusiones Ap', Km', oriR6K, mobRP4, Liuy Bender, 2007
(14,4 Kb) transcripcionales. rpsL, rbsA’ lacZ rbsK'.
Bajo namero de copias.
pUCI19 Clonacion. Ap', a-lacZ. Alto nimero de  Yanisch-Perron et al.,
(2.686 pb) copias. 1985
pMAL-c2x Expresién y purificacion  Ap', malE, a-lacZ, lacl /. New England Bio
(6.646 pb) de proteinas de fusiona  Alto nimero de copias. Labs
MBP.
pBR322 Clonacion. Ap', Tc'. Alto numero de Gibco BRL
(4.363 pb) copias.
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pKD4 Mutagénesis dirigida Ap', Km', oriR6K; kan se Datsenko y Wannner,
(3.267 pb) encuentra flanqueado por 2000.

las dianas de la recombinasa

FLP.
P1 Transduccion. Bacteridfago P1 tipo salvaje Miller, 1992

2.2.1. PLASMIDOS

Los vectores pUC18Not, pGEMT, pUC19 y pMal-c2x tienen la caracteristica comun de
permitir discriminar a simple vista las colonias transformadas con los vectores recombinantes de
aquellas que contienen los vectores no recombinantes, gracias al fenémeno de la o-
complementacion.

Estos vectores codifican, bajo el control de un promotor /ac, el fragmento amino terminal de la
enzima B-galactosidasa, conocido como subunidad a, capaz de complementar el producto génico de
lacZAM15 (subunidad w). La regién de clonacidn (polylinker) de estos plasmidos se localiza dentro de
la zona codificante de la subunidad a, de tal forma que cuando no se ha clonado ningun fragmento de
DNA, se produce una subunidad a integra capaz de complementar la subunidad w. En cepas
lacZAM15 (Ej. XL1-Blue) transformadas con un vector no recombinante y en presencia de IPTG (un
inductor del operén lac) y X-Gal (un sustrato de la B-galactosidasa), se genera una proteina B-
galactosidasa funcional capaz de hidrolizar X-Gal, cuyo producto de degradacién confiere a la colonia
un color azul. Por el contrario, cuando se ha clonado un fragmento de DNA, se interrumpe el gen que
codifica la subunidad a (lacZ), de tal forma que no es posible la a-complementacion, y al no existir
una proteina B-galactosidasa funcional, el X-Gal no es hidrolizado y las células mantienen su color
blanco.

2.2.1.1. Vectores de clonacion

pUC19 deriva de pBR322 y posee la ventaja adicional de permitir distinguir colonias
provenientes de células que contienen el vector recombinante gracias al fendbmeno de la a-
complementacion (MATERIALES 2.2.1.).

El vector pUC18Not deriva del pUC18 diferencidndose de éste en la presencia de dianas Not/
flanqueando la region de clonacién. El plasmido pUC18 es igual que el pUC19 pero con la region de
clonacién en sentido opuesto. Esta caracteristica permite emplear pUC18Not como plasmido auxiliar
en la clonacion de fragmentos de DNA. Ya que la diana Notl/ es bastante infrecuente, los genes
clonados en pUC18Not se pueden escindir como fragmentos Not/ y ser subclonados en la diana Not/
de la region de clonacién de cualquier otro plasmido (Herrero et al., 1990).

El vector pPGEMT se comercializa (Promega) en forma linear y con una desoxitimidina afadida
a cada extremo 3" (3" dT), lo que permite ligar fragmentos de PCR amplificados con DNA polimerasas
que anaden desoxiadenosina a cada extremo 3’del producto amplificado (Ej. Taq).

2.2.1.2. Plasmidos utilizados para la obtencién de mutantes

Los vectores pUTmini-Tn5 Km (Herrero et al., 1990) y pKAS32 (Skorupsky y Taylor, 1996)
derivan del plasmido pGP704 (Miller et al., 1988) y guardan varias caracteristicas comunes que les
hacen utiles como herramientas en la obtencion de mutantes. En primer lugar, estos plasmidos
poseen el origen de replicacion oriR6K que requiere la proteina =, codificada por el gen pir, para su
propagacién. Por esta razén estos vectores solamente se pueden mantener en cepas que contienen
el gen pir (Ej. E. coli S17-1 A pir). En segundo lugar, contienen el origen de transferencia mobRP4 de
tal manera que pueden ser transferidos de una bacteria donadora, que tenga las funciones de
transferencia RP4 integradas en su cromosoma, a una bacteria receptora mediante conjugacion.

19



MATERIALES

El vector pUTmini-Tn5 Km se utilizé6 para procesos de mutagénesis al azar ya que contiene
un elemento transponible, el mini-Tn5 Km, que consiste en un casete de Km flanqueado por los
extremos | y O, de 19 pb, del transposén Tn5 (de Lorenzo et al., 1990). La transposicion de este
elemento se lleva a cabo gracias a una transposasa especifica codificada por el gen tnp* localizado
en el vector pUT (Herrero et al., 1990).

El vector pKAS32 contiene el gen rpsL que codifica para la proteina ribosomal S12, lo que
permite distinguir entre bacterias que contengan o no este plasmido. Las cepas que son Sm'
contienen una mutacion en el gen rpsL cromosomico. En presencia de rpsL salvaje, aportado en este
caso por pKAS32, dicha mutacidon se manifiesta recesiva y la cepa muestra un fenotipo Sm®
(Skorupsky y Taylor, 1996).

2.2.1.3. Plasmidos utilizados para la construccion de fusiones transcripcionales

Para el estudio de la actividad promotora de fragmentos de DNA mediante su fusién al gen
indicador lacZ, que codifica la enzima B-galactosidasa, se emplearon los plasmidos pRS415 vy
pCB1583. La fusién transcripcional se obtiene en pRS415 y posteriormente se subclona en pCB1583
para su insercién unicopia en el genoma de K. pneumoniae.

El gen lacZ del vector pRS415 no esta bajo el control de ningin promotor. En su lugar
encontramos la regiéon de clonacion compuesta por las tres dianas de restriccion EcoRl, Smal y
BamH|. Esta regién de clonacion esta situada a 5’ de los genes lacZ, lacY y lacA, y a 3" de 4 copias
del terminador de la transcripcion T1 que evitan que pueda tener lugar la expresion del gen lacZ a
partir de promotores no caracterizados existentes en el propio vector (Simons et al., 1987). Cuando se
clona un fragmento de DNA, el gen lacZ se expresara mas o menos en funciéon de la actividad
promotora del fragmento clonado. Los clones recombinantes se pueden seleccionar, en presencia de
X-Gal, por su color, ya que la hidrélisis del X-Gal por la B-galactosidasa origina un compuesto que
confiere color azul a las colonias.

Una vez clonado el fragmento en pRS415, la fusién transcripcional se subclona en pCB1583
utilizando las dianas EcoRly Sacl situadas, respectivamente, en la regién de clonacién y en el gen
lacZ (METODOS 3.4.1.2.). En pCB1583 la fusién transcripcional queda flanqueada en un extremo por el
gen rbsA”y en el otro por rbsK’, que son copias truncadas de los genes rbsA y rbsK, implicados en el
metabolismo de ribosa. El vector pCB1583, al igual que los plasmidos pUTmini-Tn5 Km y pKAS32
(MATERIALES 2.2.1.2.), posee el origen de replicacion ori6K, dependiente de la proteina , y el origen
de transferencia en los procesos de conjugacion mobRP4.

2.2.1.4. Vectores utilizados para la expresion y/o purificacion de proteinas

Para la expresion y purificacion de proteinas se utilizé el vector pMAL-c2x. En este vector la
region de clonacién se localiza a 3" del gen malE que codifica la proteina de unién a maltosa (MBP),
dando lugar a un producto de expresion consistente en una proteina de fusiéon a MBP (Guan et al.,
1987). pMAL-c2x contiene el gen lacl, que sobreexpresa el represor Lacl, y al menos una copia del
operador /ac, de manera que la sobreexpresion de la proteina de fusién, como se menciono
anteriormente, es inducible por IPTG. A 3" de malE y a 5" de la regién de clonacién se localiza una
secuencia nucleotidica que genera un péptido de 10 asparraginas cuya funcién consiste en dejar el
suficiente espacio entre la MBP y el producto del gen clonado como para que tenga lugar el
plegamiento propio de cada una de las dos proteinas. Tras esta secuencia se localiza una secuencia
que codifica la diana reconocida por el Factor Xa, proteasa que se utiliza para digerir la proteina de
fusion.

2.2.2. FAGOS

El bacteriéfago P1 se ha utilizado en la transferencia de material genético de una cepa a otra
mediante transduccién generalizada (METODOS 3.1.2).
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2.3. OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucledtidos, cebadores o primers utilizados en este trabajo para amplificar
fragmentos de DNA mediante PCR (METODOS 3.3.4.), sintetizar cDNA (METODOS 3.5.3.) o secuenciar
DNA (METODOS 3.3.7.), fueron suministrados por Invitrogen y Sigma-Genosys. Estos fueron disefiados
totalmente complementarios a la secuencia a la que debian hibridar. En algunos casos se adicioné al
extremo 5 secuencias que contenian dianas para diferentes endonucleasas de restriccién, para
facilitar la posterior clonacion del producto de PCR resultante.

En el ANEXO 1. se detalla la secuencia de todos los oligonucleétidos utilizados en este trabajo,
indicandose para todos ellos su nombre, secuencia nucleotidica y aplicacion.

2.4. REACTIVOS Y KITS COMERCIALES

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron adquiridos de la maxima pureza y calidad
requerida en cada caso. La conservacion (temperatura, humedad, efecto de la luz) y manipulacion
(esterilidad, toxicidad, preparacion extemporanea) se realizé siguiendo las indicaciones del fabricante.
También se practicaron las medidas de precaucién y seguridad adecuadas.

Los diferentes kits utilizados han sido suministrados por diferentes casas comerciales, segln
se detallara oportunamente y, salvo que se indique lo contrario, se siguieron los protocolos en ellos
incluidos.

2.5. SOPORTE INFORMATICO: PROGRAMAS INFORMATICOS Y
BASES DE DATOS

Durante el desarrollo de este trabajo se estaba llevando a cabo la secuenciacién del genoma
de K. pneumoniae MGH78578 en la Universidad de Washington. Hasta que no concluyé ese
proyecto, el estudio del genoma de MGH78578 se realizaba desde la pagina web del Genome
Sequencing Center de esa universidad (http://genome.wustl.edu) . A partir de julio de 2007, toda la
informacion sobre el genoma de MGH78578 se encuentra diponible en la web del National Center for
Biotechnology Information, NCBI (htp://www.ncbi.nih.gov).

Las bases de datos més utilizadas fueron EMBL/GenBank para el andlisis de secuencias de
DNA y Swiss-Prot o Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) para el analisis de secuencias aminoacidicas.
Ademaés,se consultaron las bases de datos BRENDA (htip://www.brenda-enzymes.info/) y
TransportDB (http://www.membranetransport.org/index.html) para obtener informacién acerca de
enzimas y proteinas transportadoras, respectivamente.

El estudio comparativo de las secuencias obtenidas con las ya descritas en las bases de
datos se realiz6 gracias a las distintas modalidades del programa Basic Local Alignment Search Tool,
BLAST ( Altschul et al., 1997): BLAST-n, BLAST-p, t-BLAST-n, BLAST-x (Gish y States, 1993), y
BLAST-2seq (Tatiana et al., 1999).

Los andlisis de las secuencias de DNA y proteinas se realizaron con el programa informatico
Omiga v2.0, desarrollado por Oxford Molecular Ltd. (GCG, Madison, Wi, USA). Este programa
permite acceder a bases de datos para recuperar secuencias, conocer posibles marcos abiertos de
lectura (ORFs), elaborar mapas de restriccion, alinear secuencias, etc, pudiéndose trabajar tanto con
secuencia de nucleétidos como de aminoacidos.

Para disefar los cebadores se utilizd el programa informatico Primer Designer v2.2, que
ofrece una amplia informacién, tanto de las caracteristicas de los cebadores (temperatura de
hibridacién, formacién de estructuras secundarias) como del producto amplificado.

Para procesar los resultados de reacciones de secuenciacibn se empleé el programa
Chromas Lite v2.01, disponible en la web http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html.

El andlisis de promotores se llevd a cabo con el programa Neural Network Promoter
Prediction (Reese, 2001), disponible en la pagina web http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html.
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Para identificar posibles dianas de unién de reguladores de la transcripcion se emple6 Virtual
Footprint (Munch et al., 2005), al que se puede acceder en la Pégina web http://www.prodoric.de/vfp.
La deteccion de promotores dependientes de la subunidad 0* de la RNA polimerasa se llevé a cabo
mediante el programa PromScan (Studholme y Nixon, 2003), accesible desde la pagina web
http://www.promscan.uklinux.net/home.html.
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3. METODOS

3.1. METODOS MICROBIOLOGICOS
3.1.1. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO BACTERIANO

Los crecimientos bacterianos se realizaron utilizando diferentes medios de cultivo, completos
o minimos, y diferentes condiciones de temperatura, en funcién de la cepa utilizada y el tipo de
experimento que se pretendia llevar a cabo. En funciéon del experimento a realizar los medios se
utilizaron en forma liquida o soélida. Los cultivos liquidos se hicieron crecer en tubos de ensayo o en
matraces tipo Erlenmeyer, de tal forma que el volumen del cultivo supusiera entre un 10 y un 20% del
volumen total del recipiente utilizado, a la temperatura deseada y en agitacién constante a 250rpm en
un agitador orbital. El crecimiento bacteriano de los cultivos liquidos se siguié mediante la lectura de
la densidad éptica (DO) a una longitud de onda de 600nm, habitualmente. Para la lectura de las DO
se utilizé un espectofotdmetro Schimadzu UV240. Los medios sélidos se obtuvieron por adicion de
agar bacteriolégico al 1,5% p/v a los medios liquidos. Estos medios se realizaron en placas de Petri
que se hacian crecer en un incubador termostatizado a la temperatura deseada.

Los cultivos de K. pneumoniae y de las cepas de E.coli S17-1 A pir y DH5a transformada con
pBR322 se hicieron crecer a una tempertura de 30°C, mientras que el resto de cepas de E.coli se
hicieron crecer a 37°C.

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Medio de cultivo completo o medio rico: Este tipo de medio contiene todo los nutrientes necesarios
para el crecimiento de la mayoria de cepas, por lo que no requiere la adicién de fuentes de carbono o
nitrogeno exogenas. En este trabajo se ha utilizado LB (Lysogeny Broth. Bertani, 2004), compuesto
por:

LB: Triptona 1% p/v
Extracto de levadura  0,5% p/v
NaCl 0,5% p/v

En los medios de seleccion de los mutantes de K. pneumoniae obtenidos utilizando el vector
pKAS32, no se afnadi6 NaCl al medio de cultivo para facilitar los procesos de recombinacion
homologa.

Medio minimo: En este trabajo se ha utilizado el medio minimo W4, que se compone de un medio
mineral basal al que se adicionan fuentes de carbono y nitrégeno exdgenas (Smith et al., 1971).

W4:  KHPO, 10,5¢/!
KH2P04 4,5g/|
MgSO, 0,1g/l

Ajustar pH 7,4 con KOH

Agar base McConkey: Este medio se utiliza para comprobar la capacidad de fermentar
determinados azucares. Consiste en un preparado al que se le afade el azlcar tras el proceso de
esterilizacién. En este trabajo se empled el azucar ribosa a una concentracion de 1% p/v. La
fermentacion del azucar produce una disminucion del pH que da lugar a que las colonias adquieran
un color rojo.

Composicién del agar base McConkey (Difco):

Peptona 17g  Rojo Neutro 0.03¢g
Peptona proteosa 3g Violeta cristal 1mg
Mezcla de sales biliaresn®3 1.5g  Agar 13.5¢9
NaCl 59
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Fuentes de carbono:

- En el medio minimo W4, la fuente de carbono se afiade a una concentracion de 0,4% p/v (Smith
et al., 1971). En general se utiliz6 glucosa. En la seleccion de transconjugantes durante la
mutagénesis dirigida de genes de K. pneumoniae se utilizé citrato de sodio.

Fuentes de nitrégeno:
- Purinas

e En el caso de experimentos en los que se pretendia comparar cuantitativamente el rendimiento
de cultivos que disponian de adenina, hipoxantina, acido Urico o alantoina como Unica fuente de
nitrégeno, estos compuestos se utilizaron a una concentracién de 0,6mM (Xi et al., 2000). Esta
concentracién molar equivale a 0,008% p/v de adenina o hipoxantina y 0,01% p/v de acido Urico o
alantoina.

e Habitualmente se utilizaron hipoxantina o &cido Urico a una concentraciéon de 0,1% p/v (Garzén et
al., 1992).

Hipoxantina y &cido drico son solubles en NaOH 0,1N. La solubilidad de la hipoxantina
permite disolverla, como maximo, a una concentracién de 1% p/v. El acido Urico no puede
disolverse a concentraciones superiores al 0,15% p/v, por lo que ha de prepararse directamente
en el medio de cultivo, el cual se neutraliza con una soluciéon de KH,PQO, al 10% p/v (Rouf, 1968).

- Condiciones limitantes de nitrégeno:

En este caso, la fuente de nitrégeno fue glutamina 0,04% p/v. El medio W4 suplementado con
glucosa 0,4% p/v y glutamina 0,04% p/v se denomina GGIn (Bender et al., 1983).

- Condiciones no limitantes de nitrégeno o exceso de nitrégeno:

Las fuentes de nitrogeno utilizadas para determinar un exceso de nitrégeno fueron (NH;).SO,
0,2% y glutamina 0,2%. El medio W4 suplementado con glucosa 0,4% p/v, (NH4)>SO,4 0,2% p/v y
glutamina 0,2% p/v se denomina GNGIn (Bender et al., 1983). Ya que la glutamina puede degradarse
facilmente, liberando al medio moléculas de NH,*, las soluciones de este aminoacido han de
esterilizarse mediante filtracion y los cultivos se han de realizar a 30°C (Bender et al., 1977).

TABLA 3.1.: Medios de cultivo utilizados en los estudios de regulacion de la expresion génica. En cada caso se
especifica su denominacién, la fuente de nitrégeno correspondiente y la condiciéon de nitrégeno que determinan. La fuente de
carbono utilizada fue glucosa (G) al 0,4% p/v.

NOMBRE FUENTE DE NITROGENO CONDICION
GGin Glutamina 0,04% Limitacién de nitr6geno
GNGiIn (NH4)2S040,2% Exceso de nitrégeno
Glutamina 0,2%
GHx Hipoxantina 0,1% Hipoxantina como Unica fuente de nitrégeno
GGInHx Glutamina 0,04% Hipoxantina en presencia de nitrégeno limitante

Hipoxantina 0,1%

GNGInHx (NH4)2S040,2% Hipoxantina en presencia de nitrégeno no limitante
Glutamina 0,2%
Hipoxantina 0,1%

GUr Acido drico 0,1% Acido urico como Unica fuente de nitrogeno

GGInUr Glutamina 0,04% Acido trico en presencia de nitrégeno limitante
Acido Urico 0,1%

GNGInUr (NH4)2S040,2% Acido Urico en presencia de nitrégeno no limitante

Glutamina 0,2%
Acido Grico 0,1%
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En los estudios de regulacion de la expresion génica llevados a cabo en este trabajo se
utilizaron distintos medios de cultivo que suponian diferentes condiciones de nitrégeno. Ademas de
los medios GGiIn (limitacion de nitrégeno) o GNGIn (exceso de nitrégeno), se utilizaron hipoxantina o
acido Urico como Unicas fuentes de nitrégeno o afadidas a los anteriores medios. En la TABLA 3.1. se
muestran todos los medios de cultivo utilizados en estos estudios.

Otros suplementos:

- En el caso de cepas bacterianas con auxotrofia para algin aminoécido, éstos se adicionaron al
medio de cultivo a las concentraciones descritas por Davis et al., 1980.

- Cuando fue necesaria la adicién de X-Gal o IPTG, éstos se afadieron a una concentracién final
de 40pg/mly TmM respectivamente.

- Para el crecimiento de células que presentaban resistencia a antibiéticos, éstos se adicionaron a
las siguientes concentraciones:

Ampicilina 100pg/ml

Tetraciclina 12,5ug/ml (E. coli) 6 30pug/ml (K. pneumoniae)
Kanamicina 25ug/ml (E. coli) 6 50ug/ml (K. pneumoniae)
Estreptomicina 20ug/ml (E. coli) 6 50ug/ml (K. pneumoniae)

La concentracion de estreptomicina se aumentd a 1mg/ml en los medios de seleccion
de los mutantes de K. pneumoniae obtenidos utilizando el vector pKAS32.

Los medios de cultivo se esterilizaron a 120°C y 1,2 atmdsferas de presién durante 30min.
Los componentes termosensibles, como adenina, hipoxantina, acido Urico, alantoina, ribosa o
glutamina, fueron esterilizados mediante filtracion (tamano de poro: 0,22um) y adicionados al medio
en condiciones estériles.

3.1.2. TRANSDUCCION GENERALIZADA CON EL BACTERIOFAGO P1

Este proceso permite la transferencia de material genético de una cepa de K. pneumoniae
donadora a otra receptora a través de la accidon de un bacteriofago o fago. El método utilizado para la
transduccién generalizada con el bacteriéfago P1 esta basado en el descrito por Goldberg, 1974.

3.1.2.1. Preparacion de un lisado P1

Los lisados se obtuvieron por crecimiento de la cepa donadora junto al fago P1 salvaje en
presencia de Ca®*. Este cation permite la adsorcion del fago a la pared bacteriana y la posterior
penetracion del mismo en la célula huésped. El fago se replica en el interior de la cepa donadora
incorporando en su genoma fragmentos de DNA de ésta y produciendo la lisis bacteriana.

PROCEDIMIENTO

1. Inocular la cepa donadora en un tubo con 2ml de LB suplementado con el antibiético
apropiado e incubar a 30°C durante 12-16h en agitacion.

2. Reinocular la cepa por dilucién 1:50 en 10ml del mismo medio de cultivo en presencia de
CaClz 5mM e incubar en agitaciéon a 30°C hasta alcanzar una DO a 540nm de 0,5.

3. Mezclar en tubos de ensayo 100l de distintas diluciones del preparado de fago (Ej. 10" a
10'7) con 200ul del cultivo de la cepa donadora e incubar a 30°C durante 30min sin
agitacion.

4. Anadir a los tubos 2ml de Top-a%ar precalentado y extender sobre placas de LB
suplementado con CaCl, 5mM (LB-Ca“"). Incubar durante 12-16h a 30°C.

5. Contar el numero de calvas de lisis aparecidas en las placas y proceder a la obtencion del
lisado a partir de la placa cuyo titulo sea de 10° a 10'%pfu/ml.
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6. Afadir 3ml de LB-Ca®* e incubar a temperatura ambiente durante 5min.

7. Extraer la capa de Top-agar con ayuda de un asa y depositarla en un tubo de centrifuga.
Anadir unas gotas de cloroformo, agitar vigorosamente e incubar a temperatura ambiente
durante 20min.

8. Centrifugar a 15.000rpm durante 10min a 4°C.

9. Transferir el sobrenadante, que constituye el lisado P1, a un tubo estéril, adicionar unas
gotas de cloroformo y guardar a 4°C.

Top-agar: Triptona 15,59/l
Extracto de levadura 8,75¢/l
NaCl 0,5¢g/1
Agar 5g/l

3.1.2.2. Transduccion a genoma

Para llevar a cabo el proceso de transduccion se sigue un proceso analogo al desarrollado
para la obtencion del lisado pero impidiendo, en este caso, que se produzca la lisis bacteriana. La
infeccién se detiene mediante la adicién de un agente quelante, citrato sddico, que secuestra el cation
Ca®*. De esta forma se favorece la lisogenia (incorporacion del material fagico al cromosoma
bacteriano mediante recombinacién homaologa) pero se impide la lisis celular.

PROCEDIMIENTO

1. Inocular la cepa receptora en 5ml de LB suplementado con el antibiético adecuado. Incubar a
30°C durante 12-16h en agitacién constante.

2. Anadir al cultivo 5ml de LB suplementado con el mismo antibiotico e incubar durante 4h, a
30°C en agitacién .

3. Centrifugar el cultivo a 4.000rpm durante 10min a 4°C.
4. Resuspender el sedimento celular en 10ml de MgSO,4 0,1M y CaCl> 5mM.

5. Mezclar en tubos estériles, 200ul de la suspensién de células receptoras y 200ul de varias
diluciones de la solucién de fago P1 (Ej. 10" a 1079).

6. Incubar a 30°C sin agitacion durante 20min.

7. Anadir 200pl de citrato sédico 1M y agitar vigorosamente.

8. Anadir 1ml de LB e incubar a 30°C durante 1h en constante agitacion.
9. Centrifugar a 5.000rpm durante 10min a temperatura ambiente.

10. Resuspender el sedimento celular en 100ul de citrato sédico 0,5M y extender sobre placas
de seleccion.

11. Incubar a 30°C durante 12h.

12. Puirificar los lisbgenos obtenidos mediante crecimiento de colonias aisladas en el mismo tipo
de placas.

3.1.3. OBTENCION DE CELULAS COMPETENTES

A diferencia de algunos géneros bacterianos como Neisseria, Bacillus u otros, K. pneumoniae
y E. coli no presentan un estado de competencia natural que les permita incorporar al interior celular
DNA libre presente en el medio. Necesitan un tratamiento para adquirir este estado de competencia.
Existen dos tipos de métodos para obtener células competentes: métodos fisicos y métodos quimicos.
La eleccidén del método para la obtencion de células competentes dependié de la estabilidad de las
mismas y del método de transformacion posterior.
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3.1.3.1. Métodos quimicos

3.1.3.1.1. Mediante TFB

Este método fue descrito por Hanahan, 1995 y se basa en la permeabilizacién de la
membrana celular mediante diferentes cationes divalentes presentes en el tampén de transformacion
(TFB), asi como por la presencia de DMSO y DTT.

Las células obtenidas por este método tienen una eficiencia de transformacion media dentro
de los métodos de obtencidn de células competentes y deben ser utilizadas en las inmediatas horas a
su obtencién, no siendo posible su almacenamiento.

PROCEDIMIENTO

1. Inocular la cepa que se quiere hacer competente en 2ml de LB e incubar durante 16h a 37°C
en agitacion.

2. Reinocular la cepa por dilucién 1:50 en el mismo medio de cultivo. Incubar a 37°C en
agitacion hasta una DO a 600nm igual a 0,5.

3. Parar el crecimiento enfriando las células a 4°C durante 10min. (A partir de este punto las
células han de mantenerse siempre a esta temperatura).

Recoger las células mediante centrifugacion a 3.600xg durante 10min.
Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en 3ml de TFB.
Dejar 10min en hielo.

Centrifugar 10min a 3.600xg.

Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en 0,8ml de TFB.
Anadir 28ul de DMSO/DTT. Dejar 10min en hielo.

0. Adicionar otros 28ul de DMSO/DTT y dejar en hielo un minimo de 10min. A partir de este
momento las células ya son competentes.

= © © N o g M

TEB (Transformation buffer) Solucién de DMSO/DTT

MES-K pH 6,2 10mM Acetato potasicopH 7,5 10mM
KClI 100mM DTT M
MnCl; 45mM DMSO 90% v/v
CaCl 10mM Guardar alicuotado a -20°C

Esterilizar el TFB por filtracion y guardar a 4°C

3.1.3.1.2. Mediante CaCl,

Este procedimiento se basa en el método descrito por Ausubel et al, 1991 en el que la
membrana celular se permeabiliza mediante iones Ca®. Tiene una elevada eficiencia de
transformacion y a diferencia del método anterior presenta la ventaja adicional de poder conservar las
células competentes a —80°C hasta su utilizacién.

PROCEDIMIENTO

1. Inocular la cepa a tratar en LB suplementado con el antibiético adecuado. Incubar durante
12-16h a 37°C en constante agitacion

2. Reinocular la cepa en 100ml del mismo medio de cultivo por dilucién 1:100. Incubar a 37°C
en constante agitacion hasta que el cultivo alcance una DO a 600nm igual a 0,4 (por encima
de este valor disminuye la eficacia de transformacién).

3. Mantener el cultivo durante 10min en hielo para detener el crecimiento bacteriano.

27



METODOS

4. Recoger las células por centrifugacion a 3.000xg durante 7min a 4°C. A partir de este
momento las células han de permanecer a esta temperatura.

5. Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 20ml de solucion de CaCl;
atemperada a 4°C.

6. Centrifugar a 2.500xg durante 5min a 4°C.

7. Resuspender de nuevo el sedimento celular en 20ml de solucion de CaClz. Incubar las
células resuspendidas durante 30min y en hielo.

8. Centrifugar a 2.500xg durante 5min a 4°C.

9. Resuspender finalmente el sedimento celular en 4ml de solucion de CaCl,. Incubar durante
un minimo de 1h en hielo.

10. Alicuotar en fracciones de 200ul. Guardar a —80°C hasta el momento de su utilizacion.

SOLUCION DE CaCl,

Tris- HCI pH 7,0 10mM
CaCly 60mM
Glicerol 15% viv

3.1.3.2. Métodos fisicos: electroporacion

Este procedimiento se basa en el método descrito por Dower et al., 1988. El método utiliza
una soluciéon de glicerol al 10% v/v para evitar el uso de soluciones salinas que incrementen la
conductividad, lo que provocaria la muerte celular por sobrecarga durante la electroporacion. Las
células la solucion de glicerol se pueden conservar a -80°C.

PROCEDIMIENTO

1. Inocular la cepa a tratar en LB suplementado con el antibiético adecuado. Incubar durante
12-16h a la temperatura adecuada en constante agitacion.

2. Reinocular la cepa en 10ml del mismo medio de cultivo por dilucion 1:50. Incubar a la
temperatura adecuada y en constante agitacion hasta que el cultivo alcance una DO a
540nm de 0,75 (por encima de este valor disminuye la eficacia de transformacion).

Mantener el cultivo 10min en hielo para parar el crecimiento.

Recoger las células por centrifugacion a 4.500rpm durante 10min a 4°C. A partir de este
momento las células han de permanecer a esta temperatura.

5. Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 10ml de glicerol 10% v/v atemperado
a 4°C.

Volver a recoger las células por centrifugacion a 4.500rpm durante 10min a 4°C.

De nuevo, resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 10ml de glicerol 10% v/v
atemperado a 4°C.

8. Volver a recoger las células por centrifugacion a 4.500rpm durante 10min a 4°C.

9. Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 1ml de glicerol al 10% v/v atemperado
a 4°C.

10. Alicuotar en fracciones de 100ul que se guardardn a -80°C hasta el momento de su
utilizacion.

11. Poner en contacto 100ul de células con el DNA a transformar en una cubeta de
electroporacion atemperada a 4°C y proceder tal y como se indica en METODOS 3.1.4.2.
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3.1.4. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

Las células se transformaron por choque térmico o por electroporacién, durante el proceso de
elaboracion de células competentes.
3.1.4.1. Choque térmico

Se aplica a células competentes obtenidas mediante métodos quimicos

PROCEDIMIENTO

1. Poner en contacto 200ul de células competentes con 1-500ng del DNA a transformar
contenidos en un volumen maximo de 20ul . Mantener la mezcla en hielo durante 30min.

2. Someter la mezcla a un choque térmico por incubacion a 37°C durante 5min seguido de una
nueva incubacién de 2min en hielo.

3. Anadir medio de cultivo LB (800ul LB/200ul células). Mezclar suavemente por inversién e
incubar durante 1h a 37°C sin agitacién.

4. Sembrar en placas de LB a las que se les ha afadido el antibiético adecuado para seleccionar
las células transformantes. Incubar 12-16h a 37°C.

3.1.4.2. Electroporacion

Las células competentes se ponen en contacto con DNA exdgeno y se someten a un campo
eléctrico para formar poros en la membrana celular, a través de los cuales el DNA penetra en el
interior celular.

PROCEDIMIENTO

1. Poner en contacto 100ul de células (MeTopos 3.1.3.2.) con el DNA a transformar en una
cubeta de electroporacién atemperada a 4°C.

2. Someter la mezcla a una descarga eléctrica de 1,8KV durante 3,4s. En este trabajo se ha
utilizado el electroporador E. coli Pulser (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA).

3. Anadir 900ul de SOC, transferir a un tubo de ensayo e incubar a la temperatura adecuada
durante 1h en constante agitacion.

4. Centrifugar a 5000rpm durante 10min a temperatura ambiente.
5. Resuspender el sedimento celular en 200ul de LB y extender 100ul en placas de seleccién.

6. Incubar a la temperatura adecuada durante 12-16h.

SOC: SOB
Glucosa 0,4% p/v
MgSO. 5mM
MgClz 5mM

SOB Triptona 20g/1
Extracto de levadura 5qg/l
NaCl 0,584q/
KClI 0,186g/l

Ajustar a pH 7 con NaOH
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3.1.5. CONJUGACION

La conjugacién bacteriana es el proceso mediante el cual se transfiere material genético
desde una bacteria donadora a otra bacteria receptora, promovido por determinados tipos de
plasmidos y que requiere contacto directo entre ambas, con intervencion de estructuras superficiales
especializadas. Para que este proceso tenga lugar, las células donadoras han de contener las
funciones implicadas en esta transferencia. En este trabajo se ha utilizado la cepa donadora E. coli
S17-1 A pir en los procesos de conjugacion que se llevaron a cabo durante la mutagénesis al azar y
dirigida de K. pneumoniae. En estos casos se transfirieron los plasmidos pUTmini-Tn5 Km y pKAS32,
respectivamente, que contienen el origen de transferencia oriT del vector RP4.

Para seleccionar los transconjugantes se han de tener en cuenta dos factores. En primer
lugar, disponer de un marcador contenido en el material que se transfiera (Ej. resistencia a
antibiéticos). En segundo lugar, un marcador de la cepa receptora que no se encuentre en la
donadora (Ej. resistencia a antibiéticos o capacidad de metabolizar determinados compuestos).

El protocolo de conjugacién aplicado en este trabajo estd basado en el propuesto por
Biomedal.

PROCEDIMIENTO:

1. Inocular una colonia de E. coli S17-1 A pir, transformada con el plasmido que sera
transferido, y una colonia de la cepa receptora en 2 ml de LB suplementados con el
antibidtico adecuado. Incubar los dos cultivos durante 12-16h, en constante agitacion a
temperatura adecuada.

E. coli S17-1 A pir es termosensible, por lo que ha de ser incubada a 30°C. Se
recomienda emplear esta cepa solamente para la conjugacion, por lo que los plasmidos a
transferir se han de mantener en otra cepa, como EB6193, si son © dependientes.

2. Mezclar en 1ml de MgSO4 10mM los siguientes volimenes de ambas cepas:
25ul Donadora y 25ul Receptora (Proporcién 1 Donadora: 1 Receptora)
50 pl Donadora y 25ul Receptora (Proporcion 2 Donadora: 1 Receptora)
25 pl Donadora y 50ul Receptora (Proporcion 1 Donadora: 2 Receptora)

En este trabajo el mayor nimero de transconjugantes se obtuvo siguiendo la
proporcion 2 Donadora: 1 Receptora, pero esto también puede depender tanto de la
calidad de las cepas como del tiempo durante el que se incube la conjugacién.

3. Centrifugar a 5.000rpm durante 10min a temperatura ambiente.

4. Resuspender el sedimento celular en 20ul de MgSOs 10mM y depositarlo, sin extenderlo,
sobre una placa de LB. Incubar durante 12-16h a 30°C.

5. Recoger la mezcla de conjugacién y resuspenderla en 1ml de MgSO4 10mM.
Centrifugar a 5.000rpm durante 10min a temperatura ambiente.

7. Resuspender el sedimento celular en 1ml de MgSO4 10mM y extender 100ul de diferentes
diluciones (Ej. 10° a 10™*) en placas de seleccion.

La mezcla de conjugacion puede conservarse durante varias semanas a 4°C y durante varios
meses a -80°C en glicerol 15% v/v.

8. Incubar las placas durante 12-16h a la temperatura adecuada.

9. Purificar las colonias de los transconjugantes en el mismo medio de seleccion.
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3.1.6. OBTENCION DE MUTANTES
3.1.6.1. Mutagénesis al azar por insercion del transposon mini-Th5 Km

Esta técnica da lugar a células con mutaciones localizadas de forma aleatoria en su genomay
conlleva un cambio de fenotipo que permite su seleccion. Se basa en los elementos de Tn5 que
permiten la transposicién y en las caracteristicas del vector suicida pGP704 (Herrero et al.,, 1990; de
Lorenzo et al., 1990).

El método utiliza el vector pUTmini-Tn5 Km, que se compone del esqueleto pUT y el elemento
transponible mini-Tn5 Km (FIGURA 3.1.). La familia de mini-Tn5 es un conjunto de elementos
transponibles derivados de Tn5 que se componen de un casete de resistencia a un antibiético, Km en
este caso, flanqueado por secuencias de 19pb consistentes en los extremos | y O del Tn5 (de
Lorenzo et al., 1990). En el esqueleto pUT se localizan el gen de resistencia a ampicilina (bla), el gen
de la transposasa (tnp*), un origen de replicacién obtenido a partir del vector R6K (oriR6K) y un origen
de transferencia derivado de RP4 (mobRP4; ver METODOS 3.1.5.). La localizaciéon de tnp* en el
esqueleto pUT tiene la ventaja de que el miniTn5 se mantiene insertado de manera estable en el
genoma de la cepa mutagenizada y su genoma puede someterse a nuevas inserciones.

bla

Hotl

onREK

FIGURA 3.1.: Vector pUTmini-Tn5 Km.

El origen de replicacion de los plasmidos pUTmini-Tn5 deriva del vector suicida R6K, cuya
replicacion depende de la presencia del factor n codificado por el gen pir. Para mantener estos
vectores se ha de utilizar una cepa que contenga el gen pir, como EB6193. Se recomienda mantener
estos plasmidos en la cepa EB6193 y hacer uso de E. coli S17-1 A pir en el momento de la
conjugacion. La inserciéon del mini-Tn5 se produce tras la conjugacion entre una cepa donadora del
pUTmini-Tn5 y una cepa receptora. Ya que la cepa receptora no produce el factor n y por tanto no
puede mantener el pUTmini-Tn5 de manera estable, los transconjugantes seleccionados por
resistencia al antibiético, codificada por el minitransposén, son mutantes por insercién del mini-Tnb.

PROCEDIMIENTO

1. Llevar a cabo una conjugacion entre E. coli S17-1 A pir pUTmini-Tn5y la cepa receptora tal y
como se describe en METODOS 3.1.5.

La seleccion de las células que contienen el transpos6n mini-Tn5 se lleva a cabo en
presencia del antibiético del cual el mini-Tn5 codifica la resistencia. La seleccién de la cepa
receptora se llevara a cabo mediante un marcador que le distinga de la cepa donadora. En
este trabajo se utilizé el vector pUT mini-Tn5 Km. La seleccion de los transconjugantes de K.
pneumoniae Km' se realiz6 en un medio que contenia Km y citrato de sodio como Unica
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fuente de carbono, ya que K. pneumoniae, a diferencia de E. coli, puede utilizar este
compuesto como fuente de carbono.

2. Analizar el fenotipo de los transconjugantes y localizar el punto de insecién del mini-Tn5. En
este trabajo las inserciones se localizaron mediante PCR inversa (METODOS 3.3.4.4.).

3.1.6.2. Mutagénesis dirigida en K. pneumoniae por insercion de un casete KAN

Durante el desarrollo de este trabajo se puso a punto la metodologia aplicada para obtener
mutantes dirigidos en K. pneumoniae. Esta metodologia se basa en las propiedades del vector
pKAS32 (Skorupski y Taylor, 1996) y en la recombinacién homdéloga entre un gen salvaje y un casete
(casete KAN) consistente en ese gen interrumpido por el gen de resistencia a Km, kan.

El vector pKAS32 se compone de un gen de resistencia a ampicilina (bla), de una region de
clonacién formada por 8 dianas de restriccion, de un origen de replicacion derivado del vector R6K
(oriR6K; ver METODOS 3.1.6.1.), de un origen de transferencia derivado del vector RP4 (oriT; ver
METODOS 3.1.5. y 3.1.6.1.) y del gen rpsL que permite la selecciéon de los mutantes (FIGURA 3.2). rpsL
codifica la proteina ribosomal S12. Mutaciones en este gen confieren resistencia a estreptomicina,
pero estas mutaciones se manifiestan recesivas en presencia de una copia salvaje de rpsL
(Lederberg, 1951). Por esta razon, cepas resistentes a Sm se vuelven Sm® cuando contienen

pKAS32. Este fendmeno permite seleccionar los transconjugantes que han incorporado el casete pero
han eliminado pKAS32.
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FIGURA 3.2.: Vector pKAS32.

El gen kan de resistencia a Km se obtuvo mediante amplificacion del mismo por PCR
(METODOS 3.3.4.) a partir del vector pKD4 (Datsenko y Wanner, 2000). El casete KAN se construye
clonando el gen que se desea mutar en pKAS32 e interrumpiéndolo con el gen kan, de manera que el
tamafio de los fragmentos especificos de K. pneumoniae que flanquean el gen kan tengan un tamafo
minimo de 500pb para que la recombinacion homdéloga pueda tener lugar. En el caso de que las
secuencias del gen de K. pneumoniae y/o kan contengan dianas incompatibles con este proceso, se
puede emplear el plasmido auxiliar pUC18Not. Este vector contiene la regidn de clonacion flanqueada
por dianas Notl. Ya que es bastante infrecuente encontrar dianas Notl, casi cualquier inserto clonado
en pUC18Not puede ser digerido del mismo y clonado en otro vector como fragmento Notl.

Una vez construido el vector recombinante con el casete KAN, se transfiere a una cepa Sm’,
como KC2653, mediante conjugacion. Tras la conjugacién, los transconjugantes se someten a
siembras sucesivas en diferentes medios de seleccién que ejercen la presion selectiva necesaria para
que la recombinaciéon homadloga entre el gen salvaje y el casete KAN tenga lugar y se elimine el resto
de pKAS32. El medio idéneo para que la recombinacién homéloga se complete consiste en LB sin
NaCl y suplementado con Sm 1mg/ml.
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FIGURA 3.3.: Esquema que representa la comprobacion por PCR de la insercion del gen kan. K1 y K2, oligonucleétidos
internos al casete KAN (Datsenko y Wanner, 2000); A y B, oligonucleétidos correspondientes al gemoma de la cepa tipo salvaje
cuyo gen se desee mutar.

En el momento en el que se identifican colonias Sm" Ap® Km' con el fenotipo deseado, la
localizacion del casete en el genoma se puede realizar mediante PCR (METODOS 3.3.4.) usando los
oligonucledtidos K1 o K2 internos al casete KAN (Datsenko y Wanner, 2000) y un oligonucleétido (A o
B en FIGURA 3.3.) correspondiente a la regién del genoma adyacente a los fragmentos utilizados para
construir el casete KAN (FIGURA 3.3.).

PROCEDIMIENTO

1. Clonar el gen que se desee mutar en pKAS32.

2. Amplificar por PCR el gen kan a partir del vector pKD4, utilizando oligonucle6tidos con
diana/s de restriccion compatible/s con el vector recombinante construido anteriormente.
Esta/s diana/s ha/n de localizarse Unicamente dentro del gen clonado, de manera que al
interrumpir dicho gen queden, al menos, 500pb a ambos lados de kan.

Purificar el producto de PCR tal y como se describe en METODOS 3.3.5.5.

4. Clonar el gen kan en el plasmido recombinante que contiene el gen a mutar utilizando la/s
enzima/s de restriccion especificas de las dianas que se especifican en el punto 2.

5. Transformar la cepa EB6193 con el producto de la ligacién y sembrar la transformacion en
placas de LB suplementadas con Km 25ug/ml.

6. Identificar mediante PCR un clon que haya insertado el casete KAN y obtener su DNA
plasmidico. Comprobar por digestiones enzimaticas y secuenciacion la correcta insercion y
orientacion del casete KAN.

7. Transformar la cepa E. coli S17-1 A pir con el plasmido circular pKAS32 KAN. Sembrar en
placas de LB suplementadas con Km 25ug/ml.

8. Purificar una colonia de E. coli S17-1 A pir pKAS32 KAN en placas de LB suplementadas con
Km 25ug/ml.

9. Realizar un proceso de conjugacion entre E. coli S17-1 A pir pKAS32 KAN y KC2653. La
mezcla de conjugacion se siembra en placas de medio minimo W4 con (NH4)2SO4 0,2% p/v
como fuente de nitrégeno, citrato de sodio 0,4% p/v como fuente de carbono y
suplementadas con Km 50ug/ml. Incubar durante 48h a 30°C.

En base a los resultados obtenidos en este trab;ajo, se recomienda sembrar en, al
menos 5 placas de seleccién, 100 pl de una dilucion 10™ de la mezcla de conjugacion que
contiene la proporcién 2 Donadora: 1 Receptora.

10. Purificar las colonias transconjugantes en las mismas placas de seleccién. Incubar durante
48h a 30°C.

11. Sembrar colonias aisladas en LB suplementado con Km 50ug/ml. Incubar durante 12-16h y
a 30°C.

12. Sembrar colonias aisladas en LB carente de NaCl y suplementado con Sm 1mg/ml. Incubar
durante 12-16h a 30°C.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se recomienda sembrar tantas
colonias aisladas de cada transconjugante sean necesarias como para tener un total de 15-20
colonias.
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13.De nuevo, sembrar colonias aisladas en LB carente de NaCl y suplementado con Sm
1mg/ml. Incubar durante 12-16h a 30°C.

14. Sembrar colonias aisladas en LB suplementado con Km 50ug/ml. Incubar durante 12-16h a
30°C.

15. Purificar las colonias Km' en LB suplementado con Km 50ug/m

16. En este trabajo, la insercién se comprobé mediante PCR (ver FIGURA 3.3.), Southern Blot
(METODOS 3.3.8.) y por andlisis del fenotipo.

3.2. ANALISIS Y PURIFICACION DE PROTEINAS
3.2.1. OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES

El medio intracelular de los cultivos bacterianos se obtuvo segun el procedimiento descrito por
Boronat y Aguilar (1979).

PROCEDIMIENTO

1. Realizar un cultivo de la cepa de la que se quiere obtener el extracto celular. Dejar crecer
hasta el final de la fase exponencial.

2. Recoger las células por centrifugacién a 12.000xg 4°C durante 15 min.

3. Resuspender el sedimento celular en un volumen de solucién tampén equivalente a 4 veces
su peso humedo (el tampén utilizado dependerd del posterior uso a que se destine el
extracto).

4. Someter la suspension celular a una descarga ultrasénica, a una amplitud de onda de 12-14
micrones, durante 30s por cada mililitro de suspensién. Durante este proceso la muestra se
mantiene sumergida en una mezcla refrigerante realizada con agua, hielo y NaCl. Para este
proceso se utilizé un sonicador MSE de 150W.

5. Centrifugar la mezcla obtenida en el paso anterior. Recoger la fraccién sobrenadante, que
constituye el extracto celular o extracto crudo, y que se corresponde con los espacios
periplasmatico y citosélico. Las condiciones de centrifugacién y de conservacion del extracto
dependen de las caracteristicas y del uso a que se destine.

3.2.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS: METODO DE LOWRY

La cuantificacion de proteinas en los extractos celulares y en las diferentes fracciones de
purificacion se determiné siguiendo una modificacion del método descrito por Lowry et al., 1951 que
permite determinar la concentracién de proteinas en el rango de 20-200ug/ml. Las determinaciones
se hicieron por duplicado y a partir de diferentes diluciones de la muestra problema. El valor de
concentracién era la media de los valores obtenidos, siempre que éstos no se diferenciasen de la
media en mas de un 10%.

PROCEDIMIENTO

1. Afnadir 100ul de H2O desionizada a los tubos de ensayo de la recta patrdn y de las muestras
cuya concentracion proteica se desea cuantificar.

2. Anadir a los tubos correspondientes a la recta patrén un rango de ug de BSA.
3. Anadir a los tubos correspondientes a las muestras 25ul de varias diluciones de las mismas.

4. Anadir 1ml del reactivo alcalino. Agitar vigorosamente y dejar en reposo durante 10min a
temperatura ambiente.

5. Anadir 100ul del reactivo fendlico de Folin-Ciocalteu 1N y agitar vigorosamente.

6. Incubar durante 30min a temperatura ambiente.
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7. Determinar la absorbancia a una longitud de onda de 680nm.

8. La concentracion proteica en este trabajo se expresa en ug proteina/pl.

Reactivo alcalino: CuSOq4 0,02% p/v
NaKC40s 0,04% p/v
En NaOH 0,1N / Na2COs 3% p/v

Preparar afadiendo los reactivos en el orden establecido en su composicion para evitar la
formacion de un precipitado.

Folin-Ciocalteu: 2 del volumen final de Folin-Ciocalteu 2 N

2 del volumen final de H2O destilada y desionizada

3.2.3. PURIFICACION DE PROTEINAS FUSIONADAS A MBP

En este trabajo el regulador HpxR se purific6 mediante su fusién a la proteina de unién a
maltosa (Maltose Binding Protein, MBP) ya que es un sistema que presenta varias ventajas: La
expresién de la proteina de fusion depende del promotor Py, gracias al cual se puede conseguir un
rendimiento de hasta 100mg de proteina de fusién por cada litro de cultivo; La fusibn a MBP
incrementa la solubilidad, con lo que se minimiza el riesgo de precipitacion de la proteina
sobreexpresada y, por ultimo, la proteina de fusién se puede purificar mediante cromatografia de
afinidad (Guan et al., 1987).

Para llevar a cabo la purificacién se utilizd el kit “pMA Protein and Purification System
(New England Biolabs), un kit multifuncional que se suministra con la serie de vectores de expresién
de la familia pMAL adecuada al tipo de purificacién que se pretende desarrollar. En este caso se
utilizé la serie de vectores pMAL-c2, que contienen una mutacién en el gen malE, que codifica MBP,
de manera que la proteina de fusién se sobreexpresa y localiza en el citoplasma. En concreto se
empleé el vector pMAL-c2x (MATERIALES 2.2.1.4.), que contiene a 3" de malE y a 5'de la regién de
clonacion una secuencia que codifica la diana de la proteasa Factor Xa, que servird para digerir la
proteina de fusion generando MBP (42,5KDa) y la proteina de interés.

LTM

La region de clonacion de estos plasmidos esta situada a 3’ de malE, de tal forma que MBP
queda fusionada por su extremo carboxi terminal al extremo amino terminal de la proteina que se
pretende purificar. La expresion de la proteina de fusion esta bajo el control del promotor Py y el
operador lac. En ausencia de induccion, el operador /ac se encuentra ocupado por el represor Lacl,
codificado por el propio vector, impidiéndose la expresién de la proteina de fusién, que sélo tiene
lugar cuando se adiciona IPTG al medio de cultivo. En ausencia de inserto, la region de clonacién se
localiza a 5" del gen a-lacZ, lo que permite discriminar entre colonias blancas y azules de una cepa
capaz de llevar a cabo la a-complementaciéon (MATERIALES 2.2.1.) en un medio suplementado con X-
Gal.

Para la purificacion de la proteina de fusion se utilizé una columna con resina de amilosa. La
MBP presenta afinidad por esta resina. Tras una serie de lavados, durante los que la proteina de
fusién permanece unida a la resina, la proteina de fusién se eluye gracias a un tampdn que contiene
maltosa, el ligando de la MBP. Posteriormente, la proteina de fusién puede ser digerida por Factor Xa.
Aunque no se haya llevado a cabo en este trabajo, la proteina problema puede ser separada de MBP
y FactorXa (42,4KDa) segun las pautas de purificacion indicadas por la casa comercial.

PROCEDIMIENTO

1. Clonar el gen que codifica la proteina que se pretende purificar en el vector de la familia pMal
adecuado. Para HpxR se utilizé el plasmido pMAL-c2x.

2. Transformar la cepa XL1-Blue con el DNA plasmidico obtenido en el paso anterior, siguiendo
el procedimiento descrito en METODOS 3.1.4.
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10.
11.

12

14.
15.

16.

Inocular 1 colonia en 2ml de LB suplementado con Ap y dejar crecer a 37°C en constante
agitacion durante 12-16h.

Reinocular en 100ml de LB (diluciéon 1:100) suplementado con glucosa y Ap y crecer en las
mismas condiciones hasta alcanzar una DO a 600nm de 0,5.

Anadir IPTG a una concentracion final de 0,3mM. Incubar a 37°C y mantener en constante
agitacion durante 2—4h.

Recoger las células por centrifugaciéon a 4.500rpm, a 4°C durante 10min. Descartar el
sobrenadante. El sedimento celular puede conservarse a -80°C para su uso posterior.

Resuspender el sedimento celular en el tampdn de lisis apropiado y obtener el extracto
celular (MeTopos 3.2.1). Comprobar el nivel de expresion mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida-SDS (METODOS 3.2.4).

Diluir el extracto celular 5 veces con el Tampdén de columna, aunque el factor de dilucion
puede variar en funcién de lo concentrado que esté el extracto celular.

En general 1g de peso himedo de células puede dar lugar a 50-120mg de proteina
de fusion.

Preparar la columna con el volumen apropiado de la resina de amilosa. La cantidad de resina
dependera de la cantidad de proteina de fusién producida.

La resina puede unir 3mg de proteina de fusién por ml. De esta manera, con 15ml
de resina se podrian conseguir 45mg de proteina de fusion por cada litro de cultivo.

Lavar la resina con 8 volumenes de Tampoén de Columna.

Anadir el extracto crudo diluido y mantener su contacto con la resina durante 15min a
temperatura ambiente.

.Lavar con 12 volimenes de Tamp6n de columna.
13.

Eluir con Tampén de columna suplementado con maltosa 10mM. Recoger 8—10 fracciones de
1ml, que se iran conservando en hielo, para ser analizadas. Se recomienda tratar un pequefo
volumen de estas fracciones con el reactivo de Bradford para comprobar cualitativamente la
presencia de la proteina de fusion.

Analizar las fracciones en un gel de poliacrilamida-SDS (METODOS 3.2.4.).

Digerir la proteina de fusion con la proteasa adecuada, que dependa del vector de expresion
utilizado. Como en este trabajo se utilizé pMAL-c2x, la proteina de fusion MBP-HpxR se
digiri6 con Factor Xa.

Digerir 100ug de la proteina de fusion con 1U de Factor Xa durante 12-16h a temperatura
ambiente.

Analizar la digestion de la proteina de fusién en un gel de poliacrilamida-SDS (METODOS
3.2.4).

Tampén de columna: Tris HCl pH 7,4 20mM

NaCl 200mM
EDTA 1mM
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3.2.4. SEPARACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA (PAGE-SDS)

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (Laemli, 1970) es una
técnica basica utilizada para separar proteinas en funcién de su peso molecular. Las proteinas,
cargadas negativamente por la presencia en el medio del detergente aniénico SDS, migran hacia el
anodo en un campo eléctrico. Para eliminar las interacciones no covalentes y los puentes disulfuro
gue puedan formar las proteinas que se someten a la electroforesis, las muestras proteicas son
tratadas también con agentes reductores como el DTT o el B-mercaptoetanol (3-ME).

La masa molecular de las proteinas separadas se determiné utilizando el marcador
“BENCHMARK™ Prestained Protein Ladder” (Gibco BRL) formado por 10 proteinas de masa molecular
comprendida entre 9,3KDa y 172,6KDa.

En este trabajo se utilizaron geles con un porcentaje de acrilamida del 10%. La polimerizacion
de los geles se consigue mediante la adicion de persulfato aménico y TEMED.

La parte superior del gel (una tercera parte) constituye el gel apilador, que agrupa las
proteinas antes de la separacién. El resto del gel constituye el separador, donde las proteinas se
separan en funcion de su peso molecular. Para la realizacién de los geles se utilizé el equipo “Mighty
Small™ SE245 Dual Gel Caster” (Hoefer Scientific Instruments), mientras que para la electroforesis se
utilizé una cubeta “Mighty Small Il SE250/260” de la misma casa comercial.

La composicién de las soluciones utilizadas se muestra a continuacion:

Gel apilador

Tris-HCI pH 6,8 0,13M

SDS 0,1%

Acrilamida: Bisacrilamida (37,5:1) 4%

Persulfato aménico 0,16%

TEMED 0,075% v/v

Gel separador

Tris-HCI pH 8,9 0,38M

SDS 0,1%

Acrilamida: Bisacrilamida (37,5:1) 10%

Persulfato aménico 0,08%

TEMED 0,075 % v/v

B-ME 20%

Tampdn de muestra (4x) Tampon de electroforesis:

Tris-HCI pH 6,8 0,25M Tris-HCI pH 8,3 25mM
SDS 8% Glicina 192mM
Glicerol 40% SDS 0,1%p/v
Azul de bromofenol 0,08%

La electroforesis tiene lugar a una intensidad de corriente de 15mA.

Una vez finalizada la electroforesis, y para poder visualizar las bandas proteicas separadas,
se procedia a una tincién con azul brillante de Coomassie, colorante que permite detectar

especificamente bandas proteicas correspondientes a un minimo de 1ug. Por Ultimo, el gel era secado
al vacio mediante un secador “SCIE-PLAS Gel Dryer Model GD4534”.
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PROCEDIMIENTO

1. Separar el gel de los vidrios utilizados para la electroforesis.

Sumergir el gel en la solucion de tincién. Mantener en agitacién durante 20min.
Sumergir el gel en la solucion de lavado. Mantener en agitacion durante 20min.

Sumergir el gel en la solucién de fijacion. Mantener en agitacién durante un minimo de 20min.

o > @b

Secar el gel al vacio.

Solucién de tincién

Azul brillante de Coomassie 0,1%
Acido acético glacial: Metanol: Agua destilada 1:5:5

Solucién de lavado

Acido acético glacial: Metanol: Agua destilada 1:5:5

Solucién de fijacién

Acido acético glacial: Metanol: Agua destilada 1:1:18

3.2.5. ENSAYOS DE TRANSPORTE

La caracterizacion del transporte de hipoxantina en K. pneumoniae se realiz6 mediante el
estudio de la incorporacién al interior celular de [3H]-hipoxantina segln un protocolo basado en lo
trabajos de Hacking y Lin, 1976, Allende et al., 2002 y Diallinas et al., 1995.

PROCEDIMIENTO

1. Inocular en un medio de cultivo adecuado la cepa de K. pneumoniae. Incubar a 30°C, en
constante agitacion y durante 12-16h.

2. Reinocular la cepa en 10ml del mismo medio de cultivo por dilucién 1:50 y crecer el nuevo
cultivo a 30°C en constante agitacion hasta alcanzar la fase de cultivo en la que se quiere
analizar el transporte.

3. Determinar la DO del cultivo a 500nm.

4. Recoger las células por centrifugacién a 5.000rpm durante 10min.

5. Lavar dos veces con KCI 1% p/v.

6. Resuspender el sedimento celular en el volumen de KCI 1% p/v que prorporcione una
densidad celular de 440ug/ml, peso himedo ( una DO a 500nm igual a 1 corresponde a una
densidad celular de 220pg/ml ).

7. Preparar una solucién de [*H]-hipoxantina utilizando como solvente H20O desionizada.

Atemperar las células, la solucion de [*H]-hipoxantina y la de KCI al 1% p/v a la temperatura
a la que se determinard el transporte.

9. Poner en contacto las células con la solucién de [*H]-hipoxantina, en una proporcién de
volumen 9:1, iniciAndose en este momento el ensayo.

10. Extraer a diferentes tiempos alicuotas de 150 pl y filtrarlas inmediatamente a través de filtros
de nitrocelulosa de 0,45um de diametro de poro (Millipore).

11. Lavar los filtros con 4ml de KCI 1% justo después de filtrar las alicuotas.

12. Poner el filtro en un vial de centelleo y anadir 5ml de solucion “Emulsifier-Safe” (Packard,
Meriden, CT). Mezclar vigorosamente durante 10s para extraer los compuestos radiactivos
de los filtros.
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13. Realizar las lecturas de las muestras en un contador de centelleo. En este trabajo se utlilizd
el contador “LKB 1217 RACKBETA”.

La [3H]-hipoxantina utiizada en este trabajo fue [8-3H]-hipoxantina (22Ci/mmol,
1mCi/ml, Amersham Pharmacia Biotech)

La acumulacion de sustrato en el interior celular se expresa en este trabajo en nmoles de
sustrato incorporado (por minuto) por cada 10° células.

3.2.6. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
3.2.6.1. Determinacion de la actividad xantina deshidrogenasa

La enzima xantina deshidrogenasa (XDH) cataliza la oxidacién de hipoxantina a xantina y de
ésta a acido Urico, utilizando H,O como donador del oxigeno incorporado en los productos de la
reaccion y NAD* como aceptor de electrones.

La actividad XDH se ensay6 mediante la determinacion espectofotométrica de la reduccion
de NAD" o Ferricianuro (FeCN).

3.2.6.1.1. Mediante determinacién espectofotométrica de NADH

En este trabajo se siguié el protocolo aplicado por Leimkuhler et al., 1998. Este método se
basa en el incremento de la absorbancia a una longitud de onda de 340nm, provocado por la
reduccion de NAD" a NADH.

PROCEDIMIENTO
1. Preparar 1ml de una mezcla de reaccion que contenga: Tris-HCI 50mM (pH 8)
EDTA 1mM
DTT 2,5 mM
NAD* 1mM

Cantidad adecuada de enzima
2. Iniciar la reaccion, a 30°C, mediante adicién de hipoxantina 0,3mM (concentracion final).

3. Medir en el espectrofotometro “Shimadzu UV 1603” la absorbancia de la muestra a una
longitud de onda de 340nm.

Una unidad de actividad XDH se refiere a la cantidad de enzima que cataliza la
reduccion de 1umol de NAD" por minuto en las condiciones de ensayo aplicadas.

3.2.6.1.2. Mediante determinacion espectofotométrica de FeCN

En este trabajo se siguié el protocolo aplicado por Self, 2002. Este método se basa en la
disminucién de la absorbancia a una longitud de onda de 420nm, provocada por la reduccién de
ferricianuro, que se utiliza como aceptor de electrones en lugar de NAD®, a ferrocianuro.

PROCEDIMIENTO

1. Preparar 1ml de una mezcla de reaccién que contenga ferricianuro potasico 0,5mM y la
muestra enzimatica a ensayar en un tampon de fosfato de sodio 0,1M (pH 8).

2. Iniciar la reaccion, a 30°C, mediante adicién de hipoxantina 1mM (concentracién final).

3. Medir en el espectrofotémetro “Shimadzu UV 1603” la absorbancia de la muestra a una
longitud de onda de 420nm.
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Una unidad de actividad XDH se refiere a la cantidad de enzima que cataliza la
reduccién de 1umol de FeCN por minuto en las condiciones de ensayo aplicadas.

3.2.6.2. Determinacion de la actividad uricasa

La enzima uricasa cataliza la oxidacion de &cido Urico a acido hidroxiisourico (Lee et al.,
2005). El método aplicado para determinar la actividad uricasa se basa en la disminucién de la
absorbancia a una longitud de onda de 293nm debida a la desaparicion de acido Urico (Huang y Wu,
2004).

PROCEDIMIENTO

1. Preparar 1ml de una mezcla de reaccion que contenga la muestra a ensayar en un tampon
de Tris-HCI 0,1M (pH 8.5).

2. Iniciar la reaccion a 30°C mediante adicion de acido urico 0,1mM (concentracion final).

3. Medir en el espectrofotémetro “Shimadzu UV 1603” la absorbancia de la muestra a una
longitud de onda de 293nm.

Una unidad de actividad uricasa se refiere a la cantidad de enzima que transforma
1umol de &cido urico en acido 5-hidroxiisourico por minuto en las condiciones de
ensayo aplicadas.

3.2.6.3. Determinacion de la actividad ureasa

La enzima ureasa cataliza la transformacién de urea en CO, y NHs. El método utilizado se
basa en la generaciéon del producto coloreado indofenol a partir del NH3 (Weatherburn, 1967)
producido por la ureasa (McGee et al., 1999; Liu y Bender, 2007). En un medio alcalino y en presencia
del catalizador nitroprusiato de sodio, el NH; reacciona con fenol e hipoclorito de sodio generando
indofenol, cuya presencia se puede determinar mediante lectura de la absorbancia a una longitud de
onda de 546nm.

En este trabajo la actividad ureasa se determiné a partir de células de K. pneumoniae lavadas
con KCI 1% p/v. Las células han de proceder de un cultivo en presencia de NiSO, 1uM, ya que el
niquel es el cofactor de la ureasa. La concentracion de proteina celular se determindé mediante el
método de Lowry (METODOS 3.2.2.).

PROCEDIMIENTO

Preparacion de las células:

1. Inocular una colonia de K. pneumoniae en el medio de cultivo deseado y en presencia de
NiSO4 1uM. Incubar durante 12-16h, a 30°C y en constante agitacion.

2. Reinocular la cepa en 10ml del mismo medio de cultivo mediante diluciéon 1:50 y crecer el
nuevo cultivo a 30°C en constante agitacion hasta alcanzar una densidad 6ptica a 540nm
igual a 0,5.

3. Centrifugar el cultivo a 5.000rpm durante 10min y a 4°C. A partir de aqui, mantener las
células en frio.

4. Resuspender el sedimento celular en 10ml de KCI 10% p/v.

5. Centrifugar a 5.000rpm durante 10min y a 4°C.

6. Resuspender el sedimento celular en 1ml de KCI 10% p/v.
Recta patron:

7. Preparar la recta patrén con distintas cantidades de NH4Cl.

Preparar varios tubos con distintas cantidades de NH4Cl.
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Anadir 100ul de Soluciéon C.
Anadir 500ul de Solucion A, seguidos de 500l de Solucion C.
Incubar durante 30min a 30°C.
Leer la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 546nm.
Ensayo:
8. Anadir a un tubo de ensayo 400ul de Solucién C.
9. Anadir 25ul de la suspension celular e incubar a 30°C durante 5min.
10. Iniciar la reaccién mediante la adicion de 50ul de urea 1M. Agitar vigorosamente.
11. Incubar el tiempo que se estipule.

12. Para parar la reaccion, tomar 100ul de las muestras y anadirlos a tubos de ensayo que
contengan 500ul de Solucién A. Inmediatamente afadir 500ul de Solucién B y agitar
vigorosamente.

13. Incubar durante 30min a 30°C.
14. Centrifugar a 13.500rpm durante 10min para descartar los restos celulares.

15. Medir en el espectrofotometro “Shimadzu UV 1603” la absorbancia de los sobrenadantes a una
longitud de onda de 546nm.

Una unidad de actividad ureasa se define como la cantidad de enzima que produce un nmol de NHs por
minuto en las condiciones de ensayo.

Solucion A: Fenol 1% p/v
Nitroprusiato de Sodio 0,005% p/v
Solucion B: Hipoclorito de Sodio 0,262% v/v
NaOH 0,5% piv
Solucion C: KH2PO4 50mM, pH 7,5
CTAB 0,002% p/v
Urea: Urea 1M ha de prepararse al momento

3.2.6.4. Determinacion de la actividad p-galactosidasa

La enzima B-galactosidasa cataliza la hidrdlisis de B-galactésidos, como la lactosa, en
monosacaridos. El método para determinar la actividad B-galactosidasa se basa en la hidrélisis del
sustrato ONPG por accién de la B-galactosidasa en B-D-galactosa y o-nitrofenol, compuesto que se
caracteriza por presentar un color amarillo que se puede determinar mediante lectura de la
absorbancia a una longitud de onda de 420nm (Baldauf et al., 1988).

En este trabajo la actividad B-galactosidasa se determiné a partir de células de K. pneumoniae
lavadas con KCI 1% p/v. La suspension celular en KCI 1% se puede conservar como maximo durante
24h y a 4°C. La concentracion de proteina celular se determind mediante el método de Lowry
(METODOS 3.2.2.).

PROCEDIMIENTO

Preparacioén de las células:

1. Inocular una colonia de K. pneumoniae en el medio de cultivo deseado e incubar
durante 12-16h, a 30°C en constante agitacion.

2. Reinocular la cepa en 10ml del mismo medio de cultivo mediante dilucion 1:50 y crecer el
nuevo cultivo a 30°C en constante agitacion hasta alcanzar una densidad 6ptica a 540nm
igual a 0,5.

3. Centrifugar el cultivo a 5.000rpm durante 10min a 4°C. A partir de aqui, mantener las células
en frio.

41



METODOS

4. Resuspender el sedimento celular en 10ml de KCI10% p/v.
Centrifugar a 5.000rpm durante 10min a 4°C.

Resuspender el sedimento celular en 1ml de KCI 10% p/v.

Ensayo:
7. Anadir 100ul de H2O desionizada a los tubos de ensayo donde se llevara a cabo la reaccion.
8. Anadir 10ul de la suspension celular.
9. Anadir 900ul de Tampon B-Gal preparado en el momento, agitar vigorosamente, e incubar
durante 20min a 30°C.
10. Iniciar la reaccién mediante la adicion de 200ul de ONPG 4mg/ml. Agitar vigorosamente.
11. Incubar durante el tiempo que se estipule a 30°C.
12. Parar la reaccion mediante la adicion de 500ul de Na>CO3 1M. Agitar vigorosamente.
13. Centrifugar las muestras a 13.500rpm durante 10min.
14. Leer la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 420nm.
Una unidad de actividad B-galactosidasa corresponde a la cantidad de enzima necesaria para
hidrolizar un nmol de ONPG por minuto.
Tampon B-Gal:  Tampén Z 1x
CTAB 1x
Deoxicolato de Sodio 1x
B-ME 4mM
Tampén Z5x: NaxHPO4 . 7H.0 80,59/l
NaH2POj4 . H.0O 27,5¢/1
KClI 3,759/l
MgSOys . 7H-0 1,23¢/l
Ajustar apH 7
CTAB 5x: CTAB 19/l

Deoxicolato de Sodio 50x: Na Deoxicolato  5g/I

3.3. PREPARACION Y ANALISIS DE DNA
3.3.1. OBTENCION DE DNA GENOMICO

Para la obtencion de DNA genémico se ha utilizado el kit comercial “Wizard® Genomic DNA
Purification Kit” (Promega). Este método consta de cuatro etapas diferenciadas. En una primera etapa
se produce la lisis celular, a continuacion el RNA y las proteinas son eliminados, respectivamente, por
accion de la RNasa y mediante una precipitaciéon salina, y por ultimo se extrae el DNA genomico, que
habia quedado en solucién, por precipitacion con isopropanol. EI DNA obtenido por este método tiene
un alto grado de pureza y es adecuado para posteriores manipulaciones enzimaticas sin necesidad de
purificaciones adicionales. La cantidad de DNA genémico obtenido es del orden de 40ug.
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3.3.2. OBTENCION DE DNA PLASMIDICO

3.3.2.1. Obtencion de DNA plasmidico a pequeina escala: Método de la lisis alcalina

Para obtener DNA plasmidico por este método se utilizé el kit “Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System” (Promega), que permite la obtencién del DNA de forma rapida y sencilla.
Este método se basa en la obtencion de un lisado celular en medio alcalino seguida de la accion de la
RNasa A, que degrada el RNA, y de la fosfatasa alcalina aislada de Bacillus licheniformis que a pH
béasico inactiva endonucleasas y otras proteinas liberadas durante la lisis celular que pueden afectar la
calidad del DNA plasmidico. En el siguiente paso se procede a la desnaturalizacion de las proteinas
por accion de clorhidrato de guanidina y a la precipitacion de las mismas y del DNA gendmico
bacteriano por accion de una solucion de acetato potasico a pH acido. El dltimo paso es la purificacion
del DNA plasmidico utilizando las columnas “Wizard® Plus SV Minipreps Spin Columns” en las que
queda adsorbido. EI DNA plasmidico obtenido por este método es estable a —20°C o a 4°C
dependiendo de si el tampdn utilizado en su elucién es agua libre de nucleasas o solucién de TE
(METODOS 3.3.3.5.2.), respectivamente. EI DNA obtenido (>8ug) se encuentra mayoritariamente en
forma circular superenrollada y es de una gran pureza, pudiéndose utilizar directamente en diferentes
aplicaciones. Este método permite la utilizacion tanto de cepas EndA™ como EndA®, aunque se
recomienda la utilizacién de las primeras. Asi mismo, también es recomendable que el tamafo de
plasmido no exceda de 20.000pb.

3.3.2.2. Obtencion de DNA plasmidico a media escala

La obtencion de DNA plasmidico a media escala se llevd a cabo mediante el kit “Wizard™
Plus SV Midipreps DNA Purification System” (Promega), también basado en la lisis alcalina y con las
mismas caracteristicas que el comentado en el apartado anterior excepto el volumen del cultivo de
partida y la concentracién de las preparaciones obtenidas, que en este caso es mucho mas elevada

(>50pQ).

3.3.3. MANIPULACION ENZIMATICA DEL DNA
3.3.3.1. Digestion del DNA: Endonucleasas de restriccion

Las endonucleasas de restriccion son enzimas purificadas a partir de hongos o bacterias cuya
funcién fisioldgica es actuar como mecanismo de defensa hidrolizando enlaces fosfodiéster de DNA
exogeno. Aunque existen diferentes clases de endonucleasas de restriccion, las desoxirribonucleasas
de tipo Il son las mas versatiles y una de las herramientas mds importantes en la biologia molecular.
Estas enzimas de restriccion reconocen una determinada secuencia en el DNA y realizan dos cortes,
uno en cada cadena. Tipicamente, la diana de estas enzimas es una secuencia palindrémica perfecta
de 4-8pb. La rotura del DNA se produce dentro de la secuencia diana y origina un extremo 3’-hidroxilo
y otro 5’-fosfato. Cuando el punto de corte coincide en ambas cadenas se habla de extremos romos,
mientras que cuando el corte se produce a una altura diferente en cada cadena se habla de extremos
cohesivos o protuberantes, que pueden serlo tanto en 3’ como en 5’.

Todas las enzimas de restriccion presentan una dependencia absoluta del cation Mg®, sin
embargo, cada una requiere unas condiciones de reaccion especificas en cuanto a pH, temperatura y
fuerza idnica. Por este motivo, se utilizd una solucién tampdn especifica en cada caso y se siguieron
las indicaciones proporcionadas por la casa comercial suministradora del enzima en cuestién.

La mayoria de las endonucleasas de restriccion son termosensibles permitiendo su
inactivacion por incubacién a 65°C durante 15min. Las enzimas resistentes a la inactivacion se
eliminaron utilizando el kit comercial “QlAquick PCR Purification Kit” (Qiagen) (METODOS 3.3.5.5.2.) 0
bien se inactivaron por cambios bruscos de temperatura (se realizaron incubaciones a —80°C
seguidas de incubaciones a 65°C). La inactivacidon de las enzimas de restriccién se realiz6 siempre
previamente a la adicién de la DNA ligasa. Los productos de la reaccién se comprobaron mediante
electroforesis en geles de agarosa, tal y como se describe en METODOS 3.3.5.1.
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3.3.3.2. Desfosforilacion del DNA

La digestion de un vector de clonaciéon con una Unica enzima de restriccién origina extremos
compatibles que podrian volverse a unir entre si. Para evitar la recircularizacion de los vectores en las
clonaciones no dirigidas, éstos se sometieron a la accion de la enzima fosfatasa alcalina (Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase, CIAP).

Las fosfatasas alcalinas catalizan la hidrélisis de residuos fosfato situados en el extremo 5’ de
cadenas de DNA o RNA, asi como de ribonucleétidos y desoxirribonucleétidos trifosfato. Aunque
existen diferentes fosfatasas alcalinas, se escogid6 CIAP porque presenta una mayor actividad
especifica y es facilmente inactivable por calor (10min a 70°C).

El protocolo seguido fue el indicado por la casa comercial suministradora de la enzima.

3.3.3.3. Obtencion de extremos romos

Para que la union entre dos fragmentos de DNA sea posible sus extremos han de ser
compatibles. Esto se consigue mediante la digestion de ambos fragmentos con las mismas enzimas o
con enzimas que dejen extremos compatibles entre si. Sin embargo, en ocasiones esto no es posible,
por lo que se recurre a la obtenciéon de extremos romos, siempre compatibles entre si, a partir de
extremos protuberantes incompatibles.

Con este fin, se utilizo el fragmento grande (Klenow) de la DNA polimerasa |, que presenta
actividad polimerasa 5—3’ y exonucleasa 3'—5’. De esta manera fue posible convertir en extremos
romos tanto extremos protuberantes 5 como 3'.

PROCEDIMIENTO
1. Adicionar 1U de la enzima Klenow por cada 1-4ug de DNA.

2. Incubar 15min a 37°C (Actua la actividad exonucleasa 3'—5’).
3. Adicionar 1ul de dNTP’s 0,125mM.

4. Incubar 5min a 37°C (Actla la actividad polimerasa 5 —3’).

5

Inactivar la enzima por calor (70°C durante 20min).

3.3.3.4. Ligacion de fragmentos de DNA

Dos fragmentos de DNA con extremos compatibles son susceptibles de ser unidos. Para ello
se utiliza la DNA ligasa del bacteriéfago T4, una enzima que cataliza la unién de dos fragmentos de
DNA mediante la formacion de un enlace fosfodiéster entre el grupo 5’-fosfato de un fragmento y el
grupo 3’-hidroxilo del otro. La T4 DNA ligasa actiua tanto sobre extremos protuberantes como romos,
aunque en este Ultimo caso la eficiencia es menor.

Este procedimiento fue utilizado para la construccién de plasmidos recombinantes.

PROCEDIMIENTO

1. Preparar convenientemente tanto el vector como el inserto para la ligacién (digestion,
defosforilacion...).

2. Determinar la concentracion aproximada de vector e inserto.

3. Preparar la reaccién de ligacion segun las siguientes proporciones:

DNA vector variable'”
DNA inserto variable®
T4 DNA ligasa 1U

Tampon de ligacién  1x
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Normalmente 100ng
@) a cantidad de inserto a ligar se calcula segun la siguiente férmula:

ng vector . inserto
— x relacion molar
tamario del vector (Kb) vector

nginserto = tamafio delinserto (Kb) x

(Habitualmente se utiliz6 una relacién molar vector: inserto de 1:3 aunque ésta puede ser
variable)

4. Incubar la mezcla de reaccién segun la siguiente pauta:
a. Extremos protuberantes: 1h a 18°C y 1h a 24°C.

b. Extremos romos: Toda la noche en un gradiente de temperatura desde 14°C a
temperatura ambiente.

3.3.3.5. Marcaje de fragmentos de DNA
3.3.3.5.1. Marcaje homogéneo con DIG-11-dUTP

Este método permite obtener fragmentos de DNA marcados a lo largo de toda su longitud de
manera no radioactiva. Para ello se empleé el marcador DIG-11-dUTP (Roche), que consiste en una
molécula de digoxigenina unida covalentemente a la base pirimidinica del nucleétido desoxiuridina
trifosfato. El marcaje se realizé mediante PCR (METODOS 3.3.4.) utilizando una mezcla de nucleétidos,
a las concentraciones indicadas por la casa comercial, que contiene una proporcién de dTTP a DIG-
11-dUTP de 2:1. Durante la reaccién de PCR, la DNA polimerasa utiliza como sustrato DIG-11-dUTP
en lugar de dTTP. Los fragmentos de DNA marcados se purificaron segun el protocolo descrito en
METODOS 3.3.5.5.2..

En este trabajo los fragmentos de DNA marcados con DIG-11-dUTP se utilizaron como
sondas para la deteccion de inserciones en el genoma de K. pneumoniae mediante Southern Blot
(METODOS 3.3.8.).

3.3.3.5.2. Marcaje radioactivo 5’ terminal

Este método permite obtener fragmentos de DNA marcados radiactivamente sélo en su
extremo 5’. Para este tipo de marcaje se utilizé la T4 polinucleétido quinasa (T4 PNK), enzima que
cataliza la transferencia del fosfato en posicién y del ATP a los extremos 5’-fosfato del DNA y del RNA.
Como donador de grupos fosfato marcados radiactivamente se utilizé [y-*P]-ATP (3000mCi/mmol) y
para purificar la sonda marcada se realiz6 una cromatografia de gel filtracién en una columna de
Sephadex® G-25.

Los fragmentos de DNA marcados con [y-*2P]-ATP se utilizaron como sondas en los ensayos
de retardacién de la movilidad electroforética (METODOS 3.4.2.).

PROCEDIMIENTO

1. Preparar la siguiente mezcla en un tubo de microcentrifuga:

DNA 1ug
[-*2P]JATP 20uCi
T4 PNK 20U
Tampén T4 PNK 1x
H20 c.s.p. 40ul

2. Incubar a 37°C durante 1h.
3. Parar la reaccién anadiendo 60pl de TE y congelar la muestra a -20°C.

4. Purificar la sonda marcada mediante gel filtraciéon en una columna de Sephadex® G-25:
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a. Preparar una columna con 2ml de una suspensién de Sephadex® G-25 en TE (0,2g/ml).
Encajar la columna en un tubo de microcentrifuga.

Centrifugar a 500xg durante 15min para compactar el Sephadex®.

s

o

Retirar el tubo de microcentrifuga de la columna y sustituirlo por uno nuevo.

o

Aplicar la muestra que contiene la sonda marcada a la columna. Centrifugar a 500xg
durante 15min.

e. Extraer el tubo de microcentrifuga, que contiene la sonda purificada, de la columna y
guardarlo a -20°C (la sonda marcada es estable a esta temperatura durante 2
semanas). Asumiendo que no hay pérdida en el proceso de purificacion, la
concentracién de la sonda marcada es de 10ng/pl.

TE
Tris-HCI pH 8,0 10mM
EDTA pH 8,0 1mM

3.3.4. TECNICA DE PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) disefiada por
K.B. Mullis a mediados de los anos 80 se utiliza para amplificar, de forma exponencial, un fragmento
de DNA de doble cadena delimitado por regiones de secuencia conocida (Arnheim et al., 1992). El
proceso de PCR consiste en desnaturalizar el DNA molde mediante calor para, a continuacion, unir
los oligonucle6tidos cebadores que son complementarios respectivamente a cada una de las dos
cadenas. A partir de estos cebadores, una DNA polimerasa sintetizara las nuevas cadenas de DNA.
Este proceso se repite de forma ciclica de 20 a 30 veces. Puesto que los productos de un ciclo sirven
también como molde para el siguiente, al final del proceso se obtienen m 2" moléculas, siendo m el
nuamero de moléculas de DNA molde iniciales y » el nimero de ciclos aplicados.

Las DNA polimerasas utilizadas en esta técnica han de resistir la elevada temperatura
necesaria para la desnaturalizacion del DNA molde y también tienen que sintetizar las nuevas
cadenas de DNA a una temperatura tal que reduzca la obtencién de fragmentos inespecificos. Por ello
se utilizan polimerasas termoestables. En este trabajo se ha utilizado de forma general la Tag DNA
polimerasa (BioTherm™, GeneCraft), excepto cuando se requeria una alta fidelidad o que los
fragmentos de DNA amplificados tuviesen los extremos romos; en estos casos se utilizé la Pfu
Turbo™ DNA Polimerasa (Stratagene). Estas enzimas requieren el cation Mg®* como cofactor.

Las reacciones de PCR son muy susceptibles al tipo de DNA molde utilizado, asi como a la
concentracion de Mg®*, cebadores y dNTPs. Por este motivo, no existe un protocolo generalizado,
sino que cada reaccion necesita ser puesta a punto. Basicamente se sigui6 el protocolo descrito por
Sambrook et al.,1989.

PROCEDIMIENTO

1. Preparar la mezcla de reaccion en tubos de 0,5ml de capacidad y colocar en el termociclador.

Mezcla de reaccién

DNA molde variable
Cebador A 0,025mM
Cebador B 0,025mM
dNTPs 0,2mM

DNA polimerasa 2,5U
Tampoén de amplificacion 1x
Mg* @ 1,5-4mM

H2O desionizada  c.s.p. ©
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1 2 ng de DNA gendémico, 50ng de DNA plasmidico o una colonia celular.
@) Siempre y cuando no estuviese incluido en el tampén de reaccion.

® Volumen final de 100pl para la obtencién de fragmentos de DNA y 20ul para el analisis de
clones recombinantes.

2. Desnaturalizar el DNA molde a 94°C (1min para DNA plasmidico y 5min para DNA genémico
o colonia celular).

3. Aplicar un nimero variable de ciclos (20-30) con los siguientes pasos:
a. Desnaturalizacion del DNA: 94°C, durante 45s.
b. Unién de los cebadores: 45s a la Tm 6ptima (especifica para cada pareja de cebadores).

c. Extension: 72°C durante el tiempo necesario (1min por cada 1Kb excepto cuando se
utiliza la Pfu que amplifica 1Kb cada 2min aproximadamente).

4. Aplicar un dltimo ciclo de extensién durante 10min y a 72°C.

Purificar el DNA obtenido por alguna de las técnicas descritas en METODOS 3.3.5..

Las reacciones se realizaron en dos modelos diferentes de termociclador: “Eppendorf Mastercycler
5330” (Eppendorf) y “MiniCycler™” (MJ Research).

La técnica de PCR se ha utilizado en este trabajo con diferentes finalidades que se detallan
en los siguientes apartados.

3.3.4.1. Obtencion de fragmentos de DNA

La técnica de PCR se utilizd tanto para la obtencién de fragmentos de DNA que
posteriormente fueron clonados en diferentes plasmidos, como para la obtencién de sondas de DNA
utilizadas en experimentos de Southern Blot y de retardacion de la movilidad electroforética en geles
de poliacrilamida.

Para comprobar que durante el proceso de amplificacion la DNA polimerasa no hubiese
introducido mutaciones, todos los fragmentos obtenidos mediante esta técnica fueron secuenciados.

3.3.4.2. Seleccion de clones recombinantes

La técnica de PCR también permite la seleccién de clones recombinantes que provienen de la
ligacién entre un fragmento de DNA y un vector de clonacién. Para ello se utiliza una pareja de
cebadores pertenecientes al vector de clonacion o bien un cebador del vector y otro del fragmento
clonado. En los casos en los que el DNA clonado y las cepas utilizadas para la transformacion de las
ligaciones sean del mismo microorganismo, no es posible utilizar dos cebadores propios del
fragmento clonado, ya que estos podrian unirse también al cromosoma bacteriano y originar falsos
positivos.

La realizacién de esta técnica no requiere la obtencién previa del DNA plasmidico
recombinante, ya que es posible llevarla a cabo directamente utilizando colonias bacterianas.

3.3.4.3. PCR inversa

El analisis de mutaciones por insercién del tranposén mini-Tn5 Km (METODOS 3.1.6.1.) se llevo
a cabo mediante PCR inversa (Sambrook et al, 2001), que permite amplificar las secuencias
genémicas que flanquean el transposén. Dado que la insercién del transposén es al azar, es
necesaria la utilizacion de una técnica que nos permita localizar en el genoma el transposén
insertado. Esta técnica se basa en la digestién total del DNA genémico del mutante a analizar con una
Unica enzima de restriccion que produzca cortes frecuentes en el DNA, de forma que se obtengan
fragmentos de tamano no superior a 1Kb. Para ello se suelen utilizar endonucleasas que reconocen
secuencias de 4pb que cortan aproximadamente cada 256pb. En este trabajo se utilizaron las
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endonucleasas de restriccion Hhal y Tail. Los fragmentos obtenidos tras la digestién son sometidos a
la accion de la T4 DNA ligasa con la finalidad de obtener fragmentos de DNA gendmico
recircularizados. Para favorecer la formacion de ligaciones intramoleculares la ligacion se lleva a cabo
diluyendo significativamente los productos de la digestion. Utilizando oligonucleétidos de un extremo
del transposén se amplifica por PCR el fragmento de DNA recircularizado. En este trabajo se utiliz6
una pareja de cebadores complementaria al extremo | del transposdn (oligonucledtidos
IminiTn5Km.int y miniTn5Km.ext). Ademas, se empleé otra pareja de cebadores complementaria al
extremo O (oligonucledtidos OminiTn5Km.int y miniTn5Km.ext). El fragmento de DNA obtenido
mediante PCR es purificado y tras su secuenciacion, con los mismos cebadores mencionados
anteriormente, se puede localizar el punto de insercion del transposon en el genoma bacteriano
(FIGURA 3.4.).

I Hhal Hhal O
Hhal Hhal
...)‘ ‘ % ‘
~ Km | |
|
— Genoma —| mini-Tn5 Km | Genoma —|

1. Digestion del DNA genémico

2. Ligacién intramolecular

i — T o

3. Reaccion de PCR

N__: 4. Secuenciacion — N
I:l N N|:|

I—> Resultado

FIGURA 3.4.: Localizacion del punto de insercion del transposén mini-Tn5 Km en el genoma mediante PCR inversa. El
DNA gendmico que contiene el transposon mini-Tn5 Km insertado es aislado y sometido a digestion sencilla. En esta trabajo se
utilizaron las endonucleasas de restriccion Hhal y Tail. Posteriormente los productos de la digestion son sometidos a ligacién
intramolecular. La reaccion de ligacion se utiliza como molde en una reaccién de PCR con cebadores complementarios a los
extremos | (oligonucleétidos IminiTn5Km.int y miniTn5Km.ext) u O (oligonucleétidos OminiTn5Km.int y miniTn5Km.ext) del
transpos6n. Se muestra el procedimiento utilizando la enzima de restriccion Hhal. Flechas rojas: cebador miniTn5Km.ext.
Flecha azul discontinua: cebador IminiTn5Km.int. Flecha verde discontinua: cebador OminiTn5Km.int. N: Nucledtido
correspondiente al genoma de K. pneumoniae adyacente al extremo correspondiente del transposén

3.3.5. RESOLUCION Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA
3.3.5.1. Separacion de fragmentos de DNA en geles de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa es una técnica que permite la separaciéon analitica y
preparativa de fragmentos de DNA de un tamafio comprendido entre 0,1 y 25Kb. La capacidad de
resolucion de estos geles depende de la concentracién de agarosa con la que se han preparado, de
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forma que es posible discriminar entre bandas de DNA de tamafo muy parecido mediante la variacion
de la concentracion de agarosa del gel. Asi pues, los geles eran preparados a diferente concentracion
en funcién del tamafo de las bandas que se pretendian separar (Sambrook et al., 1989).

El uso de bromuro de etidio, presente en el gel de agarosa, permite, una vez realizada la
electroforesis, visualizar los fragmentos de DNA por irradiacién con luz ultravioleta de corta longitud
de onda (310nm). De esta forma es posible detectar bandas de tan so6lo 5ng de DNA. También
permite visualizar RNA.

La migracion de las bandas de DNA es proporcional al logaritmo de su peso molecular. La
masa molecular de los fragmentos de DNA separados se determiné utilizando un marcador de
fragmentos de DNA de tamano conocido. Dado que la movilidad de las moléculas de DNA en el gel
depende de la forma de las mismas (lineal, circular, superenrrollada) sélo pueden ser comparadas
movilidades de moléculas de la misma forma. En la determinacion del tamafo de fragmentos lineales
de DNA se utilizé el marcador de DNA A digerido con Hind 1ll (MBI Fermentas) si las bandas eran de
tamario superior a 2Kb y marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies) si el tamafo de las bandas
era inferior a 2Kb. En este trabajo se han utilizado geles de agarosa preparados entre el 0,8y el 1,5%

(P/V).

Los geles de agarosa se preparan mediante la fusiébn de la agarosa en tampén de
electroforesis (TAE 1x) y posterior adicién, una vez atemperada la solucién, de bromuro de etidio
(concentracién final de 0,5ug/ml). La mezcla se deja solidificar sobre un molde, de tal forma que en
uno de los extremos del gel se forman los pocillos en los que se aplicaran las muestras de DNA.

Antes de aplicar las muestras se afiade a éstas un tampén de carga, que aporta la densidad
adecuada para depositarlas en los pocillos del gel y ademas permite seguir el frente de la
electroforesis.

La electroforesis se realiza horizontalmente, y con el gel completamente sumergido en
tampédn de electroforesis (TAE 1x), con una diferencia de potencial de 1-10V/cm.

Tampdn de electroforesis (TAE 50x)

Tris base 5M
Acido acético glacial 1M
EDTA pH 8,0 50mM
Tampén de carga (10x)

Glicerol 5%
Azul de bromofenol 5%

3.3.5.2. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Para este procedimiento se utiliz6 el kit “QlAquick™ Gel Extraction Kit” (QIAGEN), que
permite la extraccion y purificaciéon de fragmentos de DNA, de tamarno comprendido entre 70pb y
10Kb, a partir de geles de agarosa.

El método consiste en la solubilizacion del fragmento de agarosa que contiene el DNA que se
desea purificar, el cual ha sido previamente recortado del gel, y la posterior adsorcién selectiva de los
acidos nucleicos a una membrana. La adsorcion del DNA a la membrana de silica-gel ocurre solo en
presencia de una elevada concentracién de sales caotrépicas (Vogelstein y Gillespie, 1979), que
modifican la estructura del agua (Hamaguchi y Geiduscheck, 1962). La adsorcion del DNA a la
membrana también depende del pH, siendo ésta maxima (95%) a pH < 7,5. Por el contrario, la elucién
del DNA se produce a bajas concentraciones de sales y pH basico.
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3.3.5.3. Separacion de fragmentos de DNA en geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida presentan una mayor capacidad de resolucién que los geles de
agarosa, permitiendo separar fragmentos difirenciados en un solo desoxirribonucle6tido. Por este
motivo, cuando fue necesario purificar fragmentos de DNA de tamafios muy similares, se utilizé este
procedimiento. De esta forma, es posible eliminar fragmentos contaminantes que diferian en pocos
pares de bases del fragmento que se queria purificar.

La concentracion de poliacrilamida depende del tamafo del fragmento de DNA que se quiere
purificar (Sambrook et al., 1989). En este trabajo, todos los geles de poliacrilamida se han preparado
con una concentracion del 5%, adecuada para separar fragmentos con un tamafio comprendido entre
30 y 400pb.

Los geles se preparaban entre dos vidrios, previamente tratados con etanol absoluto, de
19,5cm de alto por 16,5cm de ancho. Ambos vidrios se separaban entre si colocando en los laterales,
unas tiras de plastico de 1mm de grosor, lo que determinaba también el grosor del gel. Este montaje
era fijado con ayuda de unas pinzas y sellado con agarosa al 1% p/v por los laterales y por la parte
inferior. El gel, ain liquido, se depositaba por la parte superior, y antes de que polimerizase se
colocaba la pieza que formaria los pocillos donde se aplicaran las muestras. Una vez polimerizado, el
gel podia usarse pasadas 2h o bien conservarse a 4°C hasta 72h.

El gel se colocaba en la cubeta de electroforesis de forma vertical y se cubria la parte superior
e inferior con tampdén de electroforesis. Antes de aplicar las muestras, el gel se sometia a
electroforesis durante 30min a 20mA. Pasado este tiempo, las muestras eran preparadas por adicion
de tampén de carga 6x y aplicadas en el gel. Para conocer el tamafo de las bandas de DNA, se
reservaba un carril para el marcador de peso molecular. La electroforesis se desarrollaba a 20mA
durante un tiempo que variaba en funcion del tamafo de las bandas que se querian separar.

Una vez finalizada la electroforesis, el gel era separado de los vidrios y tefido con bromuro de
etidio para visualizar las bandas. Para ello, el gel se depositaba en una bandeja con 100ml de agua
destilada y bromuro de etidio (4ug/ml) y se mantenia en agitacion durante 30min. El exceso de
bromuro de etidio era eliminado cambiando el gel a otra bandeja con 100ml de agua destilada y
manteniéndolo en agitacién durante 30min.

Gel de poliacrilamida
Acrilamida: Bisacrilamida (29: 1) 5%

Tampon de electroforesis TBE 1x

Persulfato aménico 0,07% p/v
TEMED 0,07% v/v
Desgasificar filtrando al vacio (tamafo de poro 0,45um)

Tampdn de electroforesis (TBE 5x)

Tris-HCI pH 8,0 450mM
Acido bérico 450mM
EDTA pH 8,0 10mM
Tampén de carga 6x

Azul de bromofenol 1mg/ml
Xilencianol 1mg/mi
Glicerol 50% viv
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3.3.5.4. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de poliacrilamida

Una vez realizada la electroforesis y tefido el gel de poliacrilamida, éste se coloca sobre una
fuente de luz ultravioleta para poder visualizar las bandas de DNA y recortar el fragmento de gel que
contiene la banda a purificar. El fragmento de gel se pone en contacto con 400ul de una solucién de
acetato amonico 2M en tampén TE (METODOS 3.3.3.5.2.) y se deja en agitacion a 37°C un minimo de
48h para que eluya el DNA. Se retira el fragmento de poliacrilamida y se recupera el DNA de la
muestra como si se tratara de un producto de PCR (METODOS 3.3.5.5).

3.3.5.5. Purificacion de fragmentos de DNA obtenidos por PCR
3.3.5.5.1. Método de extraccion fenol-cloroformo

Este método se emplea para purificar DNA contaminado de proteinas como, en este caso, la
Taq polimerasa. Volumenes iguales de la muestra de DNA y los solventes organicos forman una
mezcla en la que se pueden distinguir dos fases, una organica que contiene las proteinas y otra
acuosa que contiene el DNA. Al final de la purificacién, el DNA es precipitado con etanol.

PROCEDIMIENTO

1. Anadir a la muestra de DNA un volumen equivalente de Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico
(25:24:1; Sigma). Agitar vigorosamente.

2. Centrifugar a 14.500rpm durante 5min a 4°C.

3. Transferir la fase acuosa a un tubo de microcentrifuga nuevo. Afadir un volumen
equivalente de Cloroformo:Alcohol isoamilico (24:1). Agitar vigorosamente.

4. Centrifugar a 14.500rpm durante 5min a 4°C.

5. Transferir la fase acuosa a un tubo de microcentrifuga que contenga 10ul de Acetato de
sodio 3M pH 5,2. Anadir 250ul de etanol 100% v/v por cada 100ul de DNA. Agitar
vigorosamente.

6. Centrifugar a 14.500rpm durante 20min a 4°C.

7. Descartar el sobrenadante y lavar el sedimento correspondiente al DNA con 1ml de etanol
70% V/v.

8. Centrifugar a 14.500rpm durante 10min a 4°C. Descartar el sobrenadante y dejar secar el
DNA a temperatura ambiente.

9. Resuspender el DNA en un volumen apropiado de H>O desionizada.

3.3.5.5.2. Kit Qiagen

Cuando las muestras obtenidas por PCR no presentaban bandas de DNA inespecificas, éstas
podian ser purificadas directamente mediante el kit “QlAquick™ PCR Purification Kit” (QIAGEN), que
permite eliminacion de los cebadores, nucleétidos, sales y DNA polimerasa.

Este método permite purificar productos de PCR de entre 0,1 y 10Kb y se basa en el mismo
principio ya comentado en METODOS 3.3.5.2.

3.3.6. CONSTRUCCION DE MOLECULAS HIiBRIDAS DE DNA

El proceso de obtencion de moléculas hibridas de DNA consta de diferentes etapas, todas
ellas comentadas en apartados anteriores. El primer paso consiste en la obtenciéon del DNA de partida
(vector de clonacidn e inserto que se desea clonar). El inserto puede obtenerse mediante la técnica de
PCR (METODOS 3.3.4.) 0 por digestion a partir de otro plasmido. A continuacién ambos DNAs deben
ser digeridos mediante el uso de las endonucleasas de restriccion apropiadas (METODOS 3.3.3.1.) y
modificados por las enzimas necesarias (METODOS 3.3.3.2. Y 3.3.3.3.) con el objeto de obtener en
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ambas moléculas extremos compatibles. El vector y el inserto asi tratados son ligados (METODOS
3.3.3.4.) y transformados en la cepa mas adecuada segln el caso (METODOS 3.1.4.). Por (ltimo se
selecciona un clon que contenga la molécula hibrida de interés (METODOS 3.3.4.2.) y se obtiene el
DNA plasmidico (METODOS 3.3.2.). EI DNA obtenido se puede analizar mediante secuenciacién
(METODOS 3.3.7.).

3.3.7. SECUENCIACION DE DNA (METODO DE SANGER) CON SUSTRATOS
FLUORESCENTES

La secuenciacion es la técnica mas importante en la caracterizacién del DNA. En este trabajo
se realizé la secuenciaciéon de fragmentos de DNA con la finalidad de comprobar la correcta
construccion de las moléculas hibridas, para evidenciar que ninguna mutacion se habia introducido
durante la amplificaciéon por PCR del DNA, para localizar mutaciones por PCR inversa e incluso para
obtener la secuencia de determinadas regiones del genoma de la cepa de K. pneumoniae utilizada en
este trabajo.

La secuenciacion del DNA segun el método descrito por Sanger et al., 1977 aprovecha la
capacidad de la DNA polimerasa para utilizar los analogos 2’-3’-didesoxirribonucleétidos (ddNTP) a la
vez que los sustratos naturales desoxirribonucleétidos (ANTP). La incorporacién de estos analogos
provoca la interrupcién de la sintesis de la cadena naciente debido a la falta del grupo 3’-OH
necesario para su elongacion. Con una proporcién adecuada de ddNTP:dNTP se produce un conjunto
de cadenas representativo de todos los tamarnos posibles.

Para la secuenciacién del DNA de forma automatica se utilizé el kit “ABI Prism® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.1” (PE Biosystems). Este método se basa en la
incorporacion de didesoxirribonucleétidos trifosfato fluorescentes durante la sintesis del DNA.

PROCEDIMIENTO:

1. Preparar las mezclas de reaccion en tubos de microcentrifuga de 0,5ml de capacidad y colocar en el
termociclador.

La mezcla de reaccion cambia en funcion del tipo de DNA que se desea secuenciar. En este trabajo
se secuenciaron por este método DNA plasmidico obtenido a pequefia y mediana escala (METODOS
3.3.2) y productos de PCR purificados (METODOS 3.3.4.).

MEZCLA DE REACCION

DNA PLASMIDICO Producto de PCR
Terminator Ready Reaction Mix' 2ul 8ul
Muestra de DNA? 1ul 3ul
Oligonucleétido 0,5 ul 0,5ul
H-0 desionizada c.s.p. 10oul 20l

'Este reactivo proporcionado por la casa comercial contiene los elementos necesarios para que
tenga lugar la sintesis controlada de la cadena de DNA a partir del oligonucleétido (terminadores
fluorescentes, dNTPs, DNA polimerasa AmpliTaq, FS, MgCl, y tamp6n Tris-HCI pH 9,0).

2El volumen de DNA es el indicado, siempre y cuando la cantidad de cada preparacion de DNA sea
la 6ptima.

Incubar a 96°C durante 30s.
Incubar a 50-55°C (esta temperatura varia dependiendo del oligonucle6tido utilizado) durante 15s.
Incubar a 60°C durante 4min.

Realizar 25 ciclos (cada ciclo esta formado por los pasos 2, 3, 4).

o o M Db

Anadir HxO desionizada y etanol 96% v/v a la mezcla para precipitar el DNA (concentracion final de
etanol igual a 60% v/v). Incubar a temperatura ambiente durante 15min.
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7. Centrifugar a 14.000xg a temperatura ambiente durante 20min.
8. Lavar dos veces el precipitado con 250ul de etanol 70% v/v y centrifugar a 14.000xg durante 10min.

9. Desechar el sobrenadante y eliminar los restos etandlicos por evaporacién a temperatura ambiente
durante 30min.

10. Separar y detectar las diferentes cadenas de DNA sintetizadas por electroforesis en el analizador
“ABI Prism 377" de los Servicios cientificotécnicos de la Universidad de Barcelona (AbiPrism, PE
Biosystems).

3.3.8. ANALISIS DE DNA POR SOUTHERN BLOT

Esta técnica se emplea para conocer el tamano de determinados fragmentos de restriccion
obtenidos a partir de la digestion de DNA gendmico con diferentes enzimas de restriccion (Sambrook
et al., 1989). Los productos de las digestiones se transfieren a una membrana de nailon y los
fragmentos de los que se desea conocer el tamafno se detectan mediante hibridacién con una sonda
marcada. En este trabajo las sondas se marcaron con DIG-11-dUTP (Roche), cuya deteccion se
realiza mediante la union de un anticuerpo anti-digoxigenina (Roche) que es capaz de generar una
senal quimioluminiscente a partir del sustrato CDP-Star (Roche).

PROCEDIMIENTO:

Digestiones de DNA gen6mico

1. Digerir el DNA gendmico con las endonucleasas de resticcion apropiadas.
2. Separar los fragmentos de restriccién en un gel de agarosa.

3. Para desnaturalizar el DNA realizar dos lavados del gel, de 20min cada uno, con NaOH
0,5M y NaCl 1,5M.

4. Para neutralizar el medio, realizar tres lavados del gel, de 20min minimo cada uno, con Tris-
HCI 0,5M pH 7,5, NaCl 3My EDTA 1mM.

Transferencia de los productos de la digestién a una membrana de nailon

5. Preparar una cubeta de vidrio que contenga SSC 20x con un vidrio encima. Sobre el vidrio
colocar 3 papeles Watman de 15cm de ancho que sobresalgan del mismo de manera que se
sumergan en el SSC 20x contenido en la cubeta. Colocar sobre éstos los siguientes
elementos en el orden indicado: el gel, una membrana de nailon (previamente humedecida
con SSC 2x y equilibrada con SSC 20x) del mismo tamafo que el gel, tres papeles Watman
del mismo tamafo que el gel, una pila de papeles de filiro del mismo tamafio que el gel y un
vidrio. Envolver el montaje con un film de plastico para evitar que se evapore al H>O del
tampo6n SSC, colocar un peso mayor a 0,5Kg sobre el vidrio superior y dejar a temperatura
ambiente durante 12-16h.

Preparacién de la membrana para la hibridacién con la sonda Dig-11-dUTP.
6. Retirar la membrana y lavarla con SSC 2x.
7. Colocar la membrana entre dos papeles Watman y secarla durante 30min a 80°C.

8. Para fijar el DNA a la membrana, exponerla durante 3min a una radiacién ultravioleta. Esta
membrana puede conservarse a 4°C durante varios dias.

9. Pre-hibridacion: Equilibrar la membrana con SSC 2x durante 3min e incubarla en un horno
de hibridaciéon a 37°C durante 3h en 15ml de la solucién de prehibridacion de Roche “Dig
Easy Hyb” precalentada a la misma temperatura.

Hibridacién con una sonda marcada con DIG-11-dUTP (MeToDOS 3.3.3.5.1.)

10. Para desnaturalizar la sonda (10ng/ml solucién hibridacion), incubar a 100°C durante 10min.
Inmediatamente después de ese tiempo, dejarla durante Smin en hielo.

11. Descartar la solucion de prehibridacién y afadir la solucién de hibridacion (15ml “Dig Easy
Hyb” precalentados a 37°C y conteniendo la sonda desnaturalizada). Incubar en un horno de
hibridacién a 37°C durante 12-16h.

12. Lavar la membrana de la siguiente manera:
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a. Durante 6min en el horno de hibridacién a tempertura ambiente con SSC 2x y SDS

0,1% p/v.

b. Durante 10min en el horno de hibridacion a temperatura ambiente con SSC 2x y SDS
0,1 % p/v.

c. Durante 20min en el horno de hibridacién a temperatura ambiente con SSC 0,5x y SDS
0,1% p/v.

d. Durante 25min en el horno de hibridacién a 68°C con SSC 0,5x y SDS 0,1% p/v
precalentados a la misma temperatura.

Deteccion (Temperatura ambiente). Para la deteccion se siguieron las indicaciones de la casa comercial.

13.

14

15.

16.

17.

18.

19.

Equilibrar la membrana con el Tampdn de Lavado durante 1min.

. Bloquear la membrana con la Solucién bloqueante 1x durante 30-60min en constante
agitacion.

Cambiar la Solucion blogueante por la Solucion del anticuerpo e incubar durante 30min y en
agitacion constante.

Descartar la Solucion del anticuerpo y lavar la membrana dos veces, durante 15min cada
una, con el Tampon de lavado.

Descartar el Tampén de lavado y equilibrar la membrana con el Tampén de deteccion
durante 2min.

En oscuridad y manteniendo la membrana himeda, colocarla sobre una lamina de plastico,
anadir la Solucién del sustrato, colocar encima otra lamina de plastico y extender la Solucién
del sustrato homogéneamente por toda la membrana.

Colocar la membrana en un casete para contactar, colocar una pelicula de autorradiografia y
dejar contactando el tiempo apropiado antes del revelado de la pelicula.

Deshibridacion:

20

21.

22.
28.
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. El DNA de una membrana puede ser hibridado con diferentes sondas, para lo que es
necesario evitar que la membrana se seque y deshibridar cada vez la Gltima sonda utilizada.
En primer lugar se equilibra la membrana con SSC 2x

Lavar la membrana dos veces, durante 15 min cada una y en el horno de hibridacién a 37°C,
con NaOH 0,2M y SDS 0,1% p/v precalentados a la misma temperatura.

Equilibrar con SSC 2x durante 5min a tempratura ambiente.

Guardar la membrana en SSC 2x a 4°C hasta la siguiente hibridacién.

SSC 20x: NaCl 3M
Citrato sédico 0,3M
Ajustar a pH 7,0 con HCI

Tampodn de lavado: Tween®20 0,3% v/v en Tampén del Acido Maléico

Solucion blogueante (10x):  Reactivo de Bloqueo (Roche) 10% p/v en el Tampon del
Acido Maléico. Para disolver el reactivo es necesario
autoclavar la solucion.

Solucién del anticuerpo: Anticuerpo anti-digoxigenina diluido 1:20.000 en la Solucion
bloqueante 1x.

Tampdn de deteccion: Tris-HCI 0,1M
NaCl 0,1M
pH 9,5

Solucién del Sustrato: CDP-Star, atemperado a temperatura ambiente, diluido 1:300

en el Tampodn de Deteccion
Tampén del 4cido maleico:  Acido Maléico  100mM

NaCl 150mM

Ajustar el pH a 7,5 con NaOH solida
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3.4. CARACTERIZACION DE PROMOTORES
3.4.1. FUSION DE PROMOTORES AL GEN JacZ

La fusién de promotores al gen /lacZ es una técnica que permite estudiar la regulacién de la
transcripcion de diferentes genes. Mediante esta técnica es posible analizar la expresion del gen o
genes en estudio a través de la expresion del gen lacZ, que codifica la enzima B-galactosidasa,
cuantificable mediante un ensayo sencillo y sensible.

En primer lugar se obtuvieron las fusiones de promotor en el vector multicopia pRS415
(Simons et al, 1987). Posteriormente se subclonaron en el vector suicida pCB1583 (Liu y Bender,
2007) para, a continuacion, transferir inicamente una copia al genoma de K. pneumoniae.

3.4.1.1. Obtencidn de fusiones en vector multicopia

El vector utilizado para obtener las fusiones trnscripcionales de promotor al gen lacZ
pertenece a la familia pRS descrita por Simons et al, 1987. En concreto se utilizé el plasmido
multicopia pRS415 (MATERIALES 2.2.1.3.).

Los fragmentos cuya actividad promotora se queria estudiar se obtuvieron mediante PCR.
Para ello se utilizé una pareja de cebadores que incorporaban las dianas para las endonucleasas de
restriccion EcoRl, Smal o BamHI| en sus respectivos extremos 5. De esta forma se facilitaba la
posterior clonacién de forma dirigida.

3.4.1.2. Transferencia de fusiones de promotor de plasmido a genoma

Las fusiones de promotor al gen lacZ fueron transferidas de plasmido a genoma segun el
método descrito por Liu y Bender, 2007. En primer lugar la fusién se subclona en el vector suicida
pCB1583 (MATERIALES 2.2.1.3.) para transferirla a continuacién, mediante transformacién del vector
recombinante, a una cepa de K. pneumoniae Sm'y rbs* en cuyo fondo genémico se quiera estudiar la
actividad promotora.

El vector pCB1583 permite la transferencia de la fusion transcripcional al gemoma de K.
pneumoniae gracias a dos propiedades. Como se explic6 en MATERIALES 2.2.1.3. este vector
solamente puede mantenerse en una cepa que produzca el factor my, ademas, contiene los genes
rbsA” y rbsK” flanqueando la fusion transcripcional, lo que permite la insercién de la fusién en el
genoma mediante recombinacién homéloga en el operén de la ribosa.

De esta forma, cuando se transforma una cepa de K. pneumoniae Sm"y rbs* con el plasmido
pCB1583 recombinante se produce la recombinacién homédloga entre los genes rbsA” y rbsK'del
plasmido y rbsA y rbsK del cromosoma bacteriano, de manera que la cepa pierde su capacidad de
metabolizar el azlcar ribosa. En un primer lugar el plasmido recombinante permanece integrado en el
operdon rbs, de manera que, tras la transformacion, la cepa se cultiva en sucesivos medios de
seleccion que ejercen la presion necesaria para que la recombinacién homologa se complete,
adquiriendo la fusién transcripcional y perdiendo el resto del vector. En estos medios, la seleccién de
las cepas recombinantes se realiza analizando su fenotipo segun la siguiente pauta:

rbs: Las cepas recombinantes no pueden metabolizar ribosa ya que el operon rbs es
sustituido por la fusién transcripcional, de manera que sus colonias presentan color blanco en
el medio McConkey Ribosa (METODOS 3.1.1.).

Sm'": En presencia de pCB1583 la cepa Sm' se manifiesta Sm® a través de la accién del
producto del gen rpsL localizado en el vector (METODOS 2.2.1.2.). Una vez se ha completado la
recombinacion homologa, la cepa recupera la resistencia a Sm.

Km® Ap®: Puesto que los genes que codifican la resistencia a los antibiéticos Km y Ap,
localizados en el pCB1583, se pierden al producirse la recombinacién homoéloga, las cepas
recombinantes son sensibles a este antibiotico.
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PROCEDIMIENTO

1. Clonar el promotor en el vector pRS415 utilizando las dianas de restriccion EcoRl, Smal o
BamHI| e introducirlo en la cepa de E. coli DH5a. Sembrar la transformacién en placas de LB
suplementado con Ap y X-Gal. Seleccionar colonias azules y obtener el DNA plasmidico
recombinante.

2. Subclonar la fusién transcripcional en el plasmido pCB1583 a partir de pRS415 recombinante,
utilizando como dianas de restriccion alguna de las localizadas en la region de clonacion y la
diana Sacl localizada en lacZ. Transformar la cepa de E. coli EB6193 y sembrar la en placas
de LB que contengan Km y X-Gal.

3. Obtener células competentes de KC2653 y transformarlas con el plasmido pCB1583
recombinante mediante electroporacion. En este caso, el sedimento celular se resuspende en
100ul de LB y se siembra en placas de LB suplementado con Km. Incubar durante 24h a
30°C.

4. Purificar las colonias resultantes de la transformacién en LB suplementado con Km. Incubar
durante 12-16h a 30°C.

5. Purificar colonias Km' en placas de McConkey Ribosa. Incubar durante 12-16h a 30°C.

6. Purificar tanto colonias rojas como colonias blancas, ya que todavia no se ha completado la
recombinacion homologa entre el vector pCB1583 recombinante y el operdn de la ribosa tipo
salvaje, en placas de LB suplementado con Sm. Incubar durante 12-16h a 30°C.

7. Purificar colonias Sm' en placas de LB suplementado con Sm. Incubar durante 12-16h a 30°C.
8. Purificar colonias Sm' en placas de McConkey Ribosa. Incubar durante 12-16h a 30°C.

9. Purificar colonias blancas en placas de LB suplementado con Sm. Incubar durante 12-16h a
30°C.

10. Comprobar que las colonias Sm' son Km® y Ap®. La presencia de la fusién en la cepa puede
comprobarse, ademds, mediante PCR a partir de colonia utilizando los oligos pRS415ext y
pRS415seq (ANEXO 1.), localizados a 5” y 3’respectivamente de la region de clonacion de
pRS415.

11. Medir la actividad B-galactosidasa de las cepas que contienen la fusién integrada tal y como
se detalla en METODOS 3.2.6.4.

3.4.2. ENSAYOS DE RETARDACION DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA
EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Los ensayos de retardacién de la movilidad electroforética (Electrophoretic Mobility Schift
Assay, EMSA) permiten analizar las uniones e interacciones entre DNA y proteinas. Estas
interacciones tienen una importancia fundamental en la regulacién génica y en el crecimiento celular.

La técnica se basa en la diferente movilidad electroforética que presenta un fragmento de
DNA cuando interacciona con una proteina: el complejo DNA-proteina ve retardada su movilidad
electroforética respecto al mismo fragmento de DNA libre.

Estos ensayos pueden realizarse tanto con extractos crudos como con proteina purificada,
siendo esta Ultima la situacién ideal en el estudio del papel regulador de una proteina concreta.
Cuando se trabaja directamente con extractos crudos, la retardacién en la movilidad puede ser debida
a la unién de mas de una proteina al fragmento de DNA, siendo dificil de analizar la composicién del
complejo multiprotéico.

3.4.2.1. Preparacion de la fraccion proteica

En este trabajo, los ensayos de retardacién en gel se realizaron tanto con proteina purificada
como con extractos crudos. La obtencion de extractos crudos se realiz6 tal y como se explica en
METODOS 3.2.1. La composicion del tampén utilizado es la siguiente:
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Tampoén de lisis

Fosfato potasico pH 7,4 100mM
KClI 50mM
EDTA pH 8,0 1imM
Glicerol 10%
DTT 1mM
PMSF 160ug/ml

La concentraciéon proteica de los extractos crudos y de las proteinas purificadas (METODOS
3.2.3.) se determiné por el método de Lowry (METODOS 3.2.2.). Las muestras se guardaron a -20°C, a
una concentracion final de glicerol del 25%, y su caducidad depende de la estabilidad de la proteina
en estudio.

3.4.2.2. Preparacion del fragmento de DNA utilizado como sonda

Los fragmentos de DNA utilizados como sondas en los experimentos de retardacion en gel,
fueron obtenidos mediante PCR (METODOS 3.3.4.) y purificados en geles de poliacrilamida (METODOS
3.3.5.3.). Una vez purificados, estos fragmentos se marcaron en su extremo 5’ tal y como se describe
en METODOS 3.3.3.5.2.. El tamario de las sondas utilizadas en este trabajo oscila entre 100 y 400pb.

3.4.2.3. Reaccién de uniéon DNA-proteina

La reacciéon de union DNA-proteina(s) (binding) se llevo a cabo tal y como describieron Lane
et al., 1992. Las mezclas de reaccion tenian un volumen final de 20pl y su composicién era la
siguiente:

Mezcla de reaccién 1x
Tris-HCI pH 7,5 10mM

KCI 75mM
DTT 2mM
Glicerol 10%
Poly[d(I-C)] 0,1ug
DNA 20ng
Proteina variable "

"La cantidad de proteina varia segun se usen extractos
crudos (5ug) o proteina purificada (0,5ug).

Para que todas las muestras tuviesen la misma
concentracién de sales, se igualaba el volumen con el
mismo tampén utilizado para la obtencion de las
muestras proteicas.

Para facilitar la preparacion de las muestras, se tenia preparado un tampon de hibridacién 5x
gue contenia todos los elementos de la mezcla de reaccion excepto el DNA vy las proteinas.

Una vez preparadas las mezclas de reaccion, éstas se incubaban a 37°C durante 15min.
Después de la incubacién, las muestras se guardaban en hielo hasta el momento de realizar la
electroforesis.
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3.4.2.4. Preparacion del gel de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida utilizados para llevar a cabo la electroforesis de las mezclas de
reaccién se prepararon de la misma forma que los utilizados para la purificacion de fragmentos de
DNA, tal y como se describe en METODOS 3.3.5.3., aunque con ligeras variaciones. Para evitar la
distorsion de las uniones DNA-proteina a causa de las sales presentes en el medio, estos geles
fueron preparados con tampén TBE 0,5x (METODOS 3.3.5.3.). Ademas, para evitar la dispersién de los
complejos retardados a lo largo del carril de siembra, los geles contenian glicerol a una concentracién
idéntica a la de las muestras.

Gel de poliacrilamida (ensayos de retardacién)

Acrilamida: Bisacrilamida (29: 1) 5%

Glicerol 5%
Tampén de electroforesis TBE 0,5x
Persulfato aménico 0,07%
TEMED 0,07% viv

Desgasificar filtrando al vacio (tamafio de poro 0,45um)

3.4.2.5. Separacion electroforética de las sondas y los complejos de retardacion

El desarrollo de la electroforesis se llevé a cabo a 4°C (en una camara fria). El gel de
electroforesis y el tampoén de electroforesis TBE 0,5x (METODOS 3.3.5.3.) eran preparados con
antelacion y atemperados a 4°C.

Los geles fueron sometidos a electroforesis, antes de aplicar las muestras, durante una hora a
una intensidad de 20mA. Las muestras eran aplicadas en el gel sin la adicion previa de tampén de
carga. El tampén de carga era aplicado a un carril libre para poder seguir el desarrollo de la
electroforesis. La duracién de la electroforesis variaba en funcién del tamafio de la sonda utilizada.
Una vez acabada la electroforesis el gel era secado en un secador de geles y puesto en contacto con
una pelicula de autorradiografia, a —80°C y con la ayuda de una pantalla intensificadora
(HyperScreen™, Amersham).

3.5. PREPARACION Y ANALISIS DE RNA

El RNA es un acido nucléico que es degradado con mucha facilidad por accion de las RNAsas
(Ehretsmann et al., 1992). En todos los experimentos en los que se manipula RNA, el material y las
soluciones se autoclavaban dos veces para eliminar estas enzimas. Las sustancias necesarias para
realizar las diferentes soluciones nunca se pusieron en contacto con ningun recipiente que no hubiese
sido autoclavado o esterilizado por calor (o/n a 200°C). Todas las soluciones se prepararon con H,O-
DEPC autoclavada dos veces.

H.O-DEPC
DEPC (Dietilpirocarbonato) 1ml
H-O desionizada 11

Agitar o/n y autoclavar dos veces

3.5.1. OBTENCION DE RNA TOTAL

Para la obtencion de RNA total se utilizd el kit comercial “Rneasy Mini Kit” (Qiagen) que
prorporciona un RNA de alta calidad a partir de las células procedentes de 1ml de cultivo de la cepa
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deseada. Tras producirse la lisis celular, mediante la accion de la lisozima, tiene lugar la
desnaturalizacién de proteinas celulares por accion de un tampon que contiene tiocianato de
guanidina y B-ME, lo que conlleva a la inactivacion de la RNAsa endégena (Chirgwin et al., 1979). El
RNA es purificado por adsorcion a la superficie de particulas de silica-gel localizadas en una columna
(“RNeasy mini columns”) en presencia de concentraciones elevadas de sales caotrdpicas (Vogelstein
y Gillespie, 1979) que provocan una modificacion de la estructura del agua. Los restos de
contaminantes se eliminan mediante una serie de lavados y el RNA es eluido de la columna con H,0.

El DNA gendmico contaminante se elimind tras la purificacion con DNAsa (“DNase |/
Treatment”; Ambion). EI RNA obtenido por este método combinado de purificacion y posterior
tratamiento con DNasa es lo suficientemente puro como para poder ser utilizado en aplicaciones
posteriores sin necesidad de purificaciones adicionales. La cantidad media de RNA obtenido es de
100ug por 10° células.

En la obtencién del RNA total hay que tener en cuenta el nimero de células de partida , ya
gue éste se encuentra limitado por la cantidad de RNA (100ug) que puede unir la membrana de silica-
gel y por el numero de células que pueden ser tratadas con un volumen del tamp6n que contiene
tiocianato de guanidina y B-ME. El nimero maximo de células es 10°, lo que implica partir de 1ml de
cultivo cuya densidad éptica a una longitud de onda de 600nm se encuentre entre 0,5 y 1.
Adicionalmente, en el caso de K. pneumoniae, se ha de tener en cuenta que el polisacarido capsular
disminuye la eficiencia de la lisis celular llevada a cabo por la lisozima, lo que conlleva a la obtencién
de un RNA de baja calidad y muy contaminado de DNA gendmico. Por esta razén, para obtener RNA
de buena calidad a partir de células de K. pneumoniae, se recomienda partir de varias muestras de 1
ml de cultivo con una densidad celular baja pero que se procesaran en la misma columna. De esta
manera la eficiencia de la lisis celular aumenta, la contaminacién por DNA gendmico disminuye y se
consigue una cantidad de RNA apropiada para futuras aplicaciones.

Separacion electroforética del RNA en geles desnaturalizantes de agarosa

El RNA total obtenido fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v en tampén
MOPS 1x separandose las diferentes moléculas de RNA en funcion de su tamafo. Como las
moléculas de RNA tienen gran tendencia a formar estructuras secundarias que dificultarian su
correcta separacién por tamafno, el RNA fue desnaturalizado por calor previamente a la electroforesis
y se incorporé formaldehido al gel a una concentraciéon de 2,2M como agente desnaturalizante.

Al igual que en la separacion electroforética de moléculas de DNA, se utiliz6 un marcador de
fragmentos de RNA de tamaro conocido, con la finalidad de determinar el tamafio del mRNA. El
marcador utilizado en este trabajo (Gibco, BRL) contiene moléculas de RNA de tamafio comprendido
entre 0,24Kb y 9,49Kb.

PROCEDIMIENTO

1. Pesar y disolver por calor en tamp6n MOPS 1x la agarosa necesaria para una concentracion final
del 1% p/v.

2.  Atemperar a 55°C y anadir el formaldehido a una concentracion final de 2,2M.

3. Extender la solucién en soporte estanco de tamario adecuado sobre el que se apoya una pieza para
crear los pocillos donde se cargaran las muestras a analizar. Esperar a que la solucion solidifique.

4. Preparar las muestras de RNA. Mezclar 5-10ug de RNA total con tamp6n de carga para muestras
de RNA (2x) en una prorporcion 1:1. Este tampon le prorporciona a la muestra la densidad
adecuada gracias al glicerol, un colorante (azul de bromofenol) que permite seguir el frente durante
la electroforesis, bromuro de etidio para visualizar el acido nucléico y agentes desnaturalizantes
(formamida y formaldehido). Incubar las muestras a 70°C durante 10min.

5.  Sumergir el gel en tampén MOPS 1x con formaldehido al 6% p/v y cargar las muestras y 10ul del
marcador de RNA, preparado de igual modo.

6. Realizar la electroforesis a 5V/cm de gel durante 4h, hasta que el frente del tampdn de carga llegue
al final del gel.
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TAMPON DE CARGA PARA RNA (2x)

Tampédn de electroforesis MOPS 1 x

Formamida desionizada 50%
Formaldehido 20%

Azul de bromofenol saturado 5%
Glicerol 5%
Bromuro de etidio 0.01ug/ml
TAMPON MOPS (5x)

MOPS 200mM

Acetato sodico 50mM

EDTA 5mM

Ajustar a pH 7,0 con NaOH

3.5.2. ANALISIS DE RNA POR RT-PCR

La técnica de RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction; Sambrook et al.,
2001) permite determinar la expresién del gen objeto de estudio en una cepa bacteriana crecida en
unas determinadas condiciones mediante la cuantificacion de su mRNA especifico. Esta técnica se
basa en la obtencion del cDNA a partir del RNA mediante la acciéon de la retrotranscriptasa o
transcriptasa inversa y la posterior amplificacion mediante PCR (METODOS 3.3.4.), a partir de este
cDNA, de un fragmento de DNA interno al gen cuya expresion se estudia.

PROCEDIMIENTO

1. Obtener el RNA total a partir de la cepa de estudio crecida en las condiciones mas apropiadas para
el mismo.

2. Desnaturalizar 1ug de RNA total mediante incubacion a 70°C durante 5min.

3. Adadir: DTT (10mM), hexanucleétidos degenerados (6,25ng/ul), dNTPs (0,5mM), RNAsin (Inhibidor
de RNasas) (20U), el tampon prorporcionado por la casa comercial (1x) y 200U de enzima
transcriptasa inversa (M—MLVTM Reverse Transcriptase, Gibco, BRL). Incubar 1h a 37°C.

4. Realizar una reaccion de PCR utilizando una pareja de oligonucleétidos internos al gen objeto de
estudio y como molde el cDNA sintetizado.

5. Visualizar los productos de PCR amplificados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5-2%
p/v. Preparar y procesar en paralelo dos controles, uno en ausencia de RNA y otro en ausencia de
transcriptasa inversa.

3.5.3. DETERMINACION DEL INICIO DE TRANSCRIPCION

Para determinar el inicio de transcripcion de un gen u operon se utilizdé la técnica RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends), que se basa en la sintesis y posterior secuenciaciéon del cDNA
correspondiente al gen en estudio a partir de RNA total usando un oligonucleétido complementario a
la regién interna del gen en cuestién y una transcriptasa reversa. Para aplicar esta técnica se utiliz6 el
kit comercial 5/3° RACE kit, 2nd Generation” (Roche), que permite conocer los inicios de
transcripcién de una manera sencilla y rapida.

En primer lugar se obtiene el cDNA de cadena sencilla a partir de RNA total usando un
oligonucleétido (SP1) complementario a la regién interna del gen en cuestién y la transcriptasa
reversa “Transcriptor Reverse Transcriptase”. En segundo lugar, este cDNA es purificado mediante el
kit comercial “High Pure PCR product purification kit” (Roche), que se basa en el mismo principio
explicado en METODOS 3.3.5.2. En tercer lugar se procede a la incorporacion de una cola de
nucledtidos de adenina (poli-dA) en el extremo 3" del cDNA mediante la accién de la transferasa
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“Terminal Transferase”, lo que permitira la complementareidad con el oligonucleétido Oligo d(T)-
anchor primer que contiene una region poli-dT rica en nucle6tidos de timina (ANEXO 1.). En cuarto
lugar se sintetiza el cDNA de doble cadena mediante PCR utilizando el oligonucleétido PCR anchor
primer complementario a la cola de poli-dA y un oligonucleétido antisentido (reverse; SP2) localizado
a 5" respecto al oligonucleétido empleado para sintetizar el cDNA de cadena sencilla. En caso de que
el producto obtenido mediante esta PCR no sea totalmente especifico, se puede proceder a una
segunda reaccion de PCR a partir del producto de la primera u empleando el mismo cebador sentido y
como cebador antisentido el mismo utilizado anteriormente (SP2) u otro situado a 5” respecto a éste
(SP3).

PROCEDIMIENTO

1. Llevar a cabo la técnica RACE segun las indicaciones de la casa comercial (Roche).

2. Separar mediante electroforesis en gel de agarosa el producto o productos de la PCR realizada
para sintetizar el cDNA de doble cadena segun el protocolo descito en METODOS 3.3.5.1.

3. Purificar el fragmento de cDNA especifico segun el protocolo descrito en METODOS 3.3.5.2.

4. Clonar el fragmento de cDNA en el vector pPGEMT segun las indicaciones de la casa comercial
(Promega), utilizando la cepa de E. coli XL1-Blue y como medio de seleccion LB suplementado
con ampicilina, X-Gal e IPTG.

5. Obtener el vector recombinante segun el protocolo descrito en METODOS 3.3.2.

6. Analizar el fragmento clonado mediante PCR y secuenciacién (METoDos 3.3.7.) utilizando los
oligonucleétidos complementarios al vector porporcionados por la casa comercial.
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4. RESULTADOS
4.1. UTILIZACION DE PURINAS Y DERIVADOS POR K. pneumoniae

La alantoina es uno de los metabolitos de la via de degradacién de purinas en
bacterias.Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio mostraron que E. coli es capaz
de utilizar alantoina como fuente de nitrégeno Unicamente en condiciones anaerdbicas
(Cusa et al., 1999). Algunos aislados patdégenos de K. pneumoniae, en cambio, pueden usar
este compuesto como fuente de nitrégeno y de carbono tanto en condiciones aerdbicas
como anaerdbicas mediante un sistema génico ortdlogo al de E. coli (Chou et al., 2004).
Este sistema génico no estd presente en la cepa de K. pneumoniae MGH78578, cuyo
genoma ha sido secuenciado recientemente. Las condiciones en las que las enterobacterias
pueden metabolizar purinas y derivados depende de la especie e incluso existe variabilidad
entre cepas de una misma especie.

4.1.1. UTILIZACION DE PURINAS Y SU DERIVADO ALANTOINA POR K.
pneumoniae

Con la finalidad de valorar la capacidad de asimilacion de los nitrogenos de las
purinas por parte de K. pneumoniae con respecto a E. coli, se llevaron a cabo crecimientos
aerobicos de estas enterobacterias en medio minimo con NH,CI, adenina, hipoxantina o
alantoina, a concentraciones equimoleculares, como fuentes de nitrdgeno. En concreto se
analizaron las cepas ECL1 de E. coli y KC2653 de K. pneumoniae. El rendimiento celular se
determiné mediante medida de la DO de los cultivos a 600nm en fase estacionaria. Los
resultados se muestran en la TABLA 4.1.

TABLA 4.1.: Rendimiento celular (DO a 600nm) de cultivos de E. coli ECL1 y K. pneumoniae KC2653 en los que las fuentes de
nitrégeno se utilizaron a una concentracién equimolecular de 0,6mM. La fuente de carbono fue glucosa 0,4%. NC: No
crecimiento.

DOeoo de cultivos con diferentes fuentes de nitrégeno

CEPA
NH4CI Adenina Hipoxantina Alantoina
E. coli ECL1 0,214 0,2578 NC NC
K. pneumoniae KC2653 0,227 0,859 0,813 0,983

El rendimiento que alcanzan los cultivos de la cepa ECL1 de E. coli con adenina es el
mismo que el alcanzado con NH,Cl a una concentracion equimolecular, lo que indica que
esta cepa sé6lo es capaz de asimilar uno de los atomos de nitrégeno de este compuesto en
condiciones aerbbicas (Xi et al, 2000). Sin embargo, el rendimiento de los cultivos de K.
pneumoniae KC2653 con adenina, hipoxantina o alantoina como fuentes de nitrégeno es
muy superior, del orden de cuatro veces, al que se consigue con NH,Cl a una concentracion
equimolecular. Este resultado sugiere que en condiciones aerébicas K. pneumoniae KC2653
utiliza todos o casi todos los nitrégenos de estos compuestos. Otras cepas de K.
pneumoniae analizadas (ATCC13882, ATCC13883 y 52145) mostraron el mismo fenotipo
que la cepa KC26583.

Con el objetivo de analizar la capacidad de la cepa KC2653 de utilizar hipoxantina o
alantoina como fuentes de carbono, se realizaron cultivos de esta cepa en medio minimo
con (NH,)>.SO,4 como fuente de nitrégeno e hipoxantina o alantoina como fuente de carbono,
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y en medio minimo con hipoxantina o alantoina como unicas fuentes de carbono y nitrégeno.
No se observd crecimiento alguno bajo ninguna de las condiciones analizadas. Los
resultados obtenidos indican que la cepa KC2653 no puede utilizar hipoxantina o alantoina
como fuentes de carbono, pero si como fuentes de nitrégeno.

Chou et al., 2004 vincularon la capacidad de asimilacién de alantoina con la
presencia del regulén all en aislados patégenos de K. pneumoniae. Por ello nos planteamos
comprobar mediante PCR la presencia de dicho sistema génico en la cepa KC2653. Se
utilizaron los cebadores 336F y 1416R disenados por Chou et al. como control interno.
Adicionalmente se emplearon diversas parejas de cebadores (ANEXO 1.) disefiados a partir
de la secuencia del locus all de la cepa K.pneumoniae NTUH-K2044 (n® acceso AB115590)
para amplificar las regiones correspondientes a los genes allS, allA, allR, gcl, allB, y allD.
Para cada pareja de cebadores se ensayaron distintas Tm y concentraciones de MgCl, pero
en ningun caso se amplificd fragmento especifico alguno. El mismo resultado se obtuvo con
las cepas ATCC13882, ATCC13883 y 52145. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Chou et al. sobre la prevalencia de este locus en el genoma de cepas de
K.pneumoniae causantes de infecciones hepaticas. Ademas, sugieren que la capacidad de
utilizar alantoina como fuente de nitrégeno por parte de la cepa de laboratorio KC2653 no va
asociada a la presencia del regulén all.

El tiempo de duplicacion de la cepa KC2653 en medio minimo con glucosa 0,4%
como fuente de carbono e hipoxantina 0,1% como Unica fuente de nitrogeno fue
determinado y resulté ser de 3h 45min. En cambio, los tiempos de duplicacién con un
exceso de nitrégeno (GNGIn) o con nitrégeno limitante (GGIn) son de 44min y 1h 30min,
respectivamente.

4.2. IDENTIFICACION DEL SISTEMA GENICO hpx DE
K.pneumoniae IMPLICADO EN LA UTILIZACION DE
HIPOXANTINA COMO FUENTE DE NITROGENO

Los resultados presentados hasta el momento muestran que, a diferencia de E. coli,
la cepa no patégena de K.pneumoniae KC2653 es capaz de utilizar aerdbicamente
hipoxantina o alantoina como fuentes de nitrégeno, pero no como fuentes de carbono, y que
esta capacidad no parece estar vinculada al regulon all. Al inicio de este trabajo, los Unicos
genes de K. pneumoniae implicados en el metabolismo de purinas como fuentes de
nitrégeno que estaban descritos, eran los pertentecientes al regulén all (Chou et al., 2004).
Sin embargo, no existian referencias relacionadas con la via de oxidacion de los
precursores adenina o hipoxantina hasta alantoina. Por ello nos planteamos identificar los
genes implicados en el metabolismo aerdbico de hipoxantina en esta cepa.

4.2.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE MUTANTES DE K. pneumoniae
INCAPACES DE UTILIZAR HIPOXANTINA COMO FUENTE DE
NITROGENO

4.2.1.1. Mutagénesis al azar mediante insercion del transposén mini-Th5 Km

Para la obtencion de mutantes al azar mediante insercion del transposén mini-Tn5
Km, se realizé una conjugacion entre E. coli S17-1 A pir pUT mini-Tn5 Km y K. pneumoniae
KC2653 (METODOS 3.1.5.). Los transconjugantes Km' de KC2653 se replicaron en placas de
medio minimo con hipoxantina como unica fuente de nitrégeno y suplementadas con Km. A
continuacion, las colonias hipoxantina negativas se sembraron en placas con adenina o
alantoina como Unicas fuentes de nitrégeno, para valorar la capacidad de asimilacion de
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estos compuestos. En la TABLA 4.2. se muestran los fenotipos de los 4 mutantes
seleccionados LC1, LC5, LC8 y LC30.

En la ruta de asimilacién de adenina como fuente de nitrégeno (FIGURA 1.1) se
generan hipoxantina, 4cido Urico y alantoina como metabolitos intermediarios, de tal manera
que un mutante que tuviese afectados alguno de los genes estructurales implicados en la
oxidacién de hipoxantina hasta alantoina deberia presentar reducido o alterado el
crecimiento en un medio con adenina como fuente de nitrégeno. Los mutantes LC1, LC5 y
LC8 muestran un fenotipo en placa adenina positivo/hipoxantina negativo debido a que el
amonio liberado a partir de la adenina es suficiente para permitir un crecimiento observable
en placa.

4.2.1.2. Localizacion de la insercion mediante PCR inversa

La localizacion de las inserciones se realizd mediante la técnica de PCR inversa
(METODOS 3.3.4.3). Los fragmentos amplificados presentaban un tamafo diferente en el
caso de cada mutante debido a que las inserciones se habian producido en posiciones
diferentes.

Para localizar con precision el punto de insercién de mini-Tn5 Km se procedi6 a la
secuenciacion de los productos amplificados por PCR, una vez purificados, con los mismos
oligonucleétidos empleados en la PCR inversa (FIGURA 4.1.). El analisis computacional de
las secuencias permitié localizar la insercion del transposén mini-Tn5 Km en los genes
especificados en la TABLA 4.2.
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FIGURA 4.1.: Localizacion del punto de insercion del transposon mini-Tn5 Km en los mutantes LC1, LC5, LC8 y LC30
por PCR inversa. El DNA genémico fue aislado de las cepas mutantes y sometido a digestién por las endonucleasas de
restriccion Hhal o Tail. Posteriormente los productos de la digestion fueron sometidos a ligacién intramolecular. La reaccién de
ligacion se utilizd6 como molde en una reaccion de PCR con cebadores complementarios al extremo | (oligonucleétidos
miniTNSKm.ext y IminiTn5Km.int) 6 al extremo O (oligonucle6tidos OminiTn5Km.int y minitn5Km.ext) del transposén. Se
muestran las reacciones de secuencia de los productos de PCR provenientes de las digestiones con Hhal en el caso de los
mutantes LC1, LC5 y LC8, y de la digestion con Tail en el caso de LC30. La flecha indica el nucleétido del genoma adyacente
al extemo | del transposén en cada mutante.

En los mutantes hipoxantina negativos LC5 y LC30 el elemento mini-Thn5 Km se
encuentra insertado en genes que ya habian sido caracterizados y que estan involucrados
en el metabolismo general del nitrégeno. En concreto el gen ginD (mutante LC5) codifica
uno de los componentes del sistema NTR, la UTasa-UR, y el gen g/tD (mutante LC30)
codifica una de las subunidades de la glutamato sintasa (GOGAT). Este ultimo gen se
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encuentra bajo el control de la proteina reguladora NAC (Macaluso et al., 1990; Merrick y
Edwards, 1995). Dichas inserciones anulan también la capacidad de utilizar alantoina como
fuente de nitrégeno. Las inserciones en los mutantes hipoxantina negativos LC1 y LC8 eran
de especial interés, ya que afectaban a genes que todavia no habian sido descritos y
anulaban especificamente la asimilacion de hipoxantina pero no de alantoina. Ademas,
estos genes se encuentran localizados en un mismo locus que, al ser analizado
computacionalmente, sugeria estar implicado en la oxidacién de hipoxantina.

TABLA 4.2.: Analisis fenotipico de los mutantes obtenidos por insercion de mini-Tn5 Km y localizacion del transposon
en el genoma de cada mutante. Ade: Adenina. Hx: Hipoxantina. All: Alantoina.

MUTANTE FENOTIPO EN GEN AFECTADO (N2 ACCESO) PUNTO DE INSERCION
PLACA
LC1 Ade* Hx All - A 120 pb, a 5” del inicio de
traduccion de KPN_01661
LC5 Ade” Hx AIl gInD, uridil transferasa A 2.099 pb del codon de
(KPN_00180) inicio de la traduccion
LC8 Ade” Hx All* Probable oxidorreductasa A 825 pb del codon de inicio
(KPN_01661) de la traduccién
LC30 Ade Hx All gltD, subunidad pequena de glutamato A 990 pb del codon de inicio

sintasa (KPN_03625) de la traducciéon

El fenotipo hipoxantina negativo/alantoina positivo del mutante LC8 va asociado a la
mutacion en un gen cuyo producto es similar a enzimas oxidativas que contienen FAD vy
centros ferrosulfurados (2Fe-2S), ambos cofactores tipicos de XDH, lo que sugeria que este
gen podria codificar una subunidad de la XDH implicada en la oxidacién de hipoxantina
hasta acido drico. Desde ese momento dicho gen se denomind hpxE. En el mutante LC1 el
transposén mini-Tn5 Km se habia localizado a 5°'de hpxE. Sin embargo esta regién, a pesar
de que no contiene ningun codon de parada de la traduccion, no tiene ningun ORF asociado
en la base de datos GenBank. El andlisis computacional llevado a cabo en este trabajo
revelé un posible ORF que codificaria una enzima similar a oxigenasas que también
contienen centros ferrosulfurados. Dicho ORF solapa en su codon de parada con el codon
de inicio de la traduccion de hpxE. Debido a que la insercion en el mutante LC1 da lugar a
un fenotipo hipoxantina negativo/alantoina positivo, se asoci6 dicho ORF con un posible gen
al que se denomind hpxD que podria codificar otra subunidad de la XDH.

4.2.2. ORGANIZACION GENICA DEL SISTEMA hpx

La caracterizacién de mutantes incapaces de utilizar especificamente hipoxantina
como fuente de nitrégeno permitié identificar los genes hpxD y hpxE. En base al fenotipo
gue presentan los mutantes en estos genes y la similitud de los productos génicos derivados
de su secuencia con proteinas implicadas en procesos degradativos, se propuso que cada
uno de estos genes podria codificar una subunidad de la enzima XDH. Adicionalmente, el
andlisis computacional del locus donde se localizan hpxD y hpxE reveld la existencia de 5
posibles genes que podrian estar implicados en la oxidacion de hipoxantina hasta alantoina.
Este grupo de genes podrian constituir un sistema génico que fue denominado sistema
génico hpx.
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4.2.2.1. Secuenciacion del sistema génico hpx

Dada la gran variabilidad fenotipica y genotipica existente entre cepas de K.
pneumoniae se procedié a secuenciar el locus de la cepa KC2653 que contiene los genes
hpxD'y hpxE. Para ello se disefiaron, a partir del genoma de la cepa MGH78578 (n° acceso
NC_009648), diversas parejas de oligonucleétidos complementarias al locus en estudio de
tal manera que se generaran fragmentos sucesivos, solapados en sus extremos un minimo
de una 130pb y con un tamaro variable comprendido entre unas 600 y 2300pb. Como molde
se utilizo DNA gendmico de KC2653. Los productos de PCR se purificaron y se
secuenciaron utilizando los mismos cebadores con los que se amplificd cada fragmento.
Adicionalmente, en el caso de fragmentos con un tamano superior a 600pb, se utilizaron
también oligonucledtidos internos disefiados de tal manera que la distancia entre sus
extremos fuera inferior a 600pb. La secuencia de todos los cebadores empleados se detalla
en ANEXO 1.

En total fueron secuenciados 7453pb de la cepa KC2653 de los que 6743pb
corresponden al sistema génico hpx (n°® acceso bankit1085041 EU653284), el cual se
encuentra localizado entre los genes KPN_01660 e hipB del genoma de K. pneumoniae. El
andlisis computacional de esta secuencia revel6 algunas diferencias con la secuencia del
locus correspondiente en el genoma de la cepa MGH78578, que no afectan a la
organizacion génica del sistema identificado. Estas diferencias se comentaran con mas
detalle en los apartados relativos a cada gen.

4.2.2.2. Analisis computacional del sistema génico hpx

La secuencia obtenida se analiz6 con el programa Omiga v2.0. La secuencia de los
ORFs identificados y la de los productos proteicos se compararon con la de proteinas
conocidas mediante los programa Blast-x y Blast-p, respectivamente. De esta manera se
identificaron 5 genes que, basandose en la similitud que presentan las proteinas que
codifican con las presentes en las bases de datos, podrian estar implicados, junto a hpxD y
hpxE, en la oxidacién de hipoxantina hasta alantoina (FIGURA 4.2.). Estos genes se
denominaron hpxR , hpxO, hpxP, hpxQ'y hpxT .

A)
B)
PROTEINA  TAMANO (aa) PM (Da) PROTEINAS SIMILARES

HpxE 332 35.326 Oxidorreductasas de compuestos aromaticos
HpxD 345 38.914 Oxigenasas de compuestos aromaticos
HpxR 307 33.609 Reguladores de la familia LysR
HpxO 384 42.054 Monooxigenasas dependientes de FAD
HpxP 459 47.934 Permeasas de xantina y guanina/uracilo
HpxQ 166 18.219 OHCU descarboxilasas
HpxT 108 11.442 Familia de las transtiretinas

FIGURA 4.2.: Sistema génico hpx. Panel A: Organizacion génica. La longitud de cada gen se determin6 mediante andlisis
del correspondiente ORF con los programas Omiga v2.0 y Blast-x (MATERIALES 2.5.), y comparacién de cada gen con los de la
cepa MGH78578 disponibles en la base de datos GenBank. Panel B: Caracteristicas de los productos génicos derivados
de la secuencia de los genes del regulén. La longitud y peso molecular de los productos génicos se predijo con el programa
Omiga v.2. La similitud con proteinas conocidas se determindé mediante comparacion de la secuencia aminoacidica, generada
mediante Omiga v2.0 a partir de la secuencia de cada gen, con las proteinas de la base de datos del National Center for
Biotechnology Information mediante los programas Blast-x y Blast-p. OHCU: 2-ox0-4-hidroxi-4-carboxi-5-ureidoimidazolina.
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Los resultados de este andlisis sugieren que hpxP codificaria un transportador de
purinas y/o derivados. Como se explicO anteriormente, hpxD y hpxE codificarian
subunidades de la enzima XDH que oxida hipoxantina hasta acido drico. El gen hpxO
codificaria una uricasa implicada en la oxidacion de acido urico hasta el intermediario 5-
hidroxiisourato (HIU), el cual seria transformado en alantoina por accion de las enzimas
codificadas por hpxQ y hpxT. Por ultimo, hpxR codificaria una proteina de la familia de
reguladores LysR responsable de la regulacion de dicho metabolismo.

El conjunto de estos genes, que muy probablemente estarian regulados de manera
coordinada, fue denominado sistema génico hpx.

4.2.3. ORGANIZACION TRANSCRIPCIONAL DEL SISTEMA GENICO hpx

Las regiones localizadas a 5" de cada uno de los genes se analizaron mediante el
programa Neural Network Promoter Prediction, con el objetivo de identificar potenciales
inicios de transcripcion. El programa identificé inicios de transcripcién muy probables en las
regiones analizadas correspondientes a los genes hpxD, hpxR, hpxO'y hpxP. Sin embargo,
el programa no detectd ningun inicio asociado al gen hpxT y los identificados para lo genes
hpxE y hpxQ eran muy poco probables. En base a estos datos y a la organizacién génica,
sugerimos la existencia de cuatro unidades transcripcionales: hpxDE, hpxR, hpxO y
hpxPQT. La unidad hpxDE se transcribiria de manera divergente a hpxR, asi como hpxO
respecto a hpxPQT.

hpxDE hpxO

*

M cDNA Anchor primer  +1 M cDNA +1  Anchor primer
——— > S ——

ITTTTITTTTIGC c T

hpxPQT

+1  Anchor primer M cDNA Anchor primer  +1

FIGURA 4.3.: Identificacion de los inicios de transcripcion de las unidades transcripcionales hpxDE, hpxR, hpxO y
hpPQT mediante amplificacion de extremos de cDNA (RACE). EI RNA total se obtuvo de cultivos de la cepa KC2653
crecidos con hipoxantina como Unica fuente de nitrégeno. Los fragmentos de cDNA de cadena doble se obtuvieron por PCR
utilizando un cebador complementario a la cola de poliA (PCR Anchor primer) y un oligonucle6tido complementario a la region
promotora. Los fragmentos de cDNA de cadena doble fueron clonados en el vector pGEMT. Los clones obtenidos se
analizaron mediante secuenciacién con oligonucleétidos complementarios al propio plasmido. Se muestran las bandas
correspondientes a los fragmentos de cDNA obtenidos y los resultados de la secuenciacion, indicando la localizacién del
cebador PCR Anchor Primery del inicio de transcripcion identificado. *: Nucleétido V del PCR Anchor primer (ANEXO 1).
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Los inicios de transcripcion se determinaron mediante la técnica RACE (METODOS
3.5.3.). El RNA total provenia de cultivos crecidos con hipoxantina 0,1% como Unica fuente
de nitrogeno. Los resultados se presentan en la FIGURA 4.3. En el caso de las unidades
hpxDE, hpxR y hpxO, el inicio de transcripcibn se localiz6 a 40, 50 y 222pb,
respectivamente, respecto al codon de inicio de la traduccién correspondiente. Estas
localizaciones tan soOlo se diferencian en algunos pb con respecto a los inicios de
transcripcion més probables identificados mediante analisis in silico. Sin embargo, la
posicion +1 del operdn hpxPQT se localizé a 151pb del codon ATG, en torno a uno de los
inicios menos probables.

Seguidamente se analiz6 la region 5" adyacente a los inicios de transcripcion, para
identificar posibles cajas -10 y -35 reconocidas por la subunidad 6" y secuencias de unién
de la subunidad ¢>* de la RNA polimerasa (TABLA 4.3.).

TaBLA 4.3.: Cajas reconocidas por las subunidad 6" o 6* de la RNA polimerasa identificadas en los promotores del
sistema génico hpx. En rojo se indican los nucleétidos idénticos a los de la secuencia consenso. Cajas ¢’ En negrita se
indica el nucleétido localizado en la posicion -10 respecto al origen de transcripcion. Caja 6**: En azul se indican los elementos
-24 (GG) y -12 (GC). aNI: No identificado.

CAJAS ¢”° -10 -35 Caja o™ LOCALIZACION
Consenso TATAAT TTGACA,a 17pb +/-1 de-10 | TGGCACGGCTCTTGCT -1
Phpxp AACAAT  TGGATG, a 18pb de -10 NI NI
Phoxa TAGGGT TTGTGA, a 17pb de -10 NI NI
Phpxo TACGCT  TCCAAA, a 15pb de -10 NI NI
Phoxp TATCGT  TCTGTA, a 16pb de -10 TTGCATTAAGAATCTA -12

En los promotores Prpoxp, Proxr Y Proxo S€ localizaron cajas -10 y -35 muy similares a la
secuencia consenso y no se encontraron secuencias de unién de ¢°*. Por ello proponemos
que los promotores Py, Proa ¥ Proxo SON reconocidos por ¢’°. En el caso del promotor
Phoxe, S€ identificaron tanto cajas -10 y -35 correspondientes a un promotor ¢”° como una
secuencia de unién de ¢>*. La caja -35 se asemeja muy poco a la secuencia consenso Y,
segun el programa Promscan, la secuencia de unién de ¢>* es muy poco probable. Estos
datos no nos permitian proponer qué tipo de promotor es Pj.p. El analisis de los promotores
se ampliaria mediante estudios de regulacion llevados a cabo fusiones de promotor a lacZ
(RESULTADOS 4.4.2.3.). Por ultimo, anadir que en los cuatro promotores, a 5" de las cajas
-35, se identificaron regiones ricas en dA+dT.

4.3. CARACTERIZACION FUNCIONAL DEL SISTEMA GENICO hpx

Tras identificar este sistema génico nos planteamos la caracterizacion funcional del
mismo.

4.3.1. EUNCI()N DEL OPERON hpxDE EN LA OXIDACION DE HIPOXANTINA A
ACIDO URICO

Las mutaciones hpxD:miniTn5 Km (mutante LC1) y hpxE::miniTn5 Km (mutante
LC8) impiden la utilizacién de hipoxantina como fuente de nitrdgeno mientras que no afectan
al metabolismo de alantoina. Ademas, los productos génicos de hpxD y hpxE parecen
contener dominios de union a cofactores que también son utilizados por XDH (FAD y centros
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ferrosulfurados). Por ello se propuso que estos genes podrian codificar subunidades de la
enzima XDH que cataliza la oxidacién de hipoxantina a &cido Urico. La caracterizacién
fucional de los productos codificados por hpxD y hpxE se abordd6 mediante tres
aproximaciones: caracterizacién fenotipica de los mutantes LC1 y LC8, analisis
computacional de los productos génicos de hpxD y hpxE y determinacion de la actividad
enzimatica asociada a dichas proteinas.

4.3.1.1. Caracterizacion fenotipica de mutantes hpxD::mini-Th5 Km o hpxE::mini-Tn5
Km

Para determinar en qué reaccion de la via de oxidacion de hipoxantina hasta
alantoina estan implicados las proteinas codificadas por los genes hpxD y hpxE, se
realizaron cultivos de las cepas mutantes LC1 y LC8, asi como de la cepa parental KC2653,
crecidos en medio minimo con NH,CI, adenina, hipoxantina o acido urico 0,6mM como
fuentes de nitrégeno y se determinaron sus rendimientos celulares.

TABLA 4.4.: Rendimientos celulares de cultivos de las cepas KC2653, LC1 y LC8 en los que las fuentes de nitrégeno se
utilizaron a una concentracién equimolecular de 0,6mM. NC: No crecimiento.

DOeoo de cultivos con diferentes fuentes de nitrégeno

CEPA p
NH,4CI Adenina Hipoxantina Acido urico
KC2653 0,227 0,859 0,813 0,863
LCAH 0,213 0,242 NC 0,879
LC8 0,233 0,221 NC 0,896

Los mutantes LC1 y LC8 alcanzan con adenina el mismo rendimiento que con NH,CI
y no pueden crecer con hipoxantina, aunque su capacidad de utilizar &cido urico como
fuente de nitrégeno es equiparable a la de KC2653 de la que derivan. Estos resultados
confirman que hpxD y hpxE estan implicados en la oxidacion de hipoxantina hasta &cido
drico, reaccion catalizada por la enzima XDH.

4.3.1.2. Analisis computacional de la secuencia de aminoacidos de HpxD y HpxE

La secuencia de los genes hpxD y hpxE y de sus productos génicos se analizd con
los programas Blast-n y Blast-p.

En cuanto al gen hpxD, en la base de datos Genbank no se encuentra ningun ORF
asociado a la region equivalente en el genoma de la cepa MGH78578. Las secuencias
nucleotidicas del gen hpxD de la cepa KC2653 y del mismo locus en la cepa MGH78578
mantienen una identidad del 98%. Dicho locus ni siquiera contiene ningun codon de parada
de la traduccién. De hecho, la proteina que codificaria la secuencia de la cepa MGH78578
s6lo se diferenciaria en 2aa con respecto a HpxD.

Las proteinas con las que guardan similitud HpxD y HpxE, sorprendentemente, no se
corresponden con XDH, sino mas bien con enzimas implicadas en la oxidacion de
compuestos aromaticos (TABLA 4.5.). De hecho, los productos de hpxD y hpxE son muy
similares a las subunidades oxigenasa y oxidorreductasa, respectivamente, de la enzima
vanillato o-demetilasa. Esta enzima estd implicada en la degradacion de 24-
diclorobenzoato, compuesto perteneciente a la familia de los bifenilos policlorados,
sustancias utilizadas principalmente en la produccion de transformadores y altamente
resistentes a la biodegradacion.
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TABLA 4.5. Proteinas que presentan similitud con HpxD yHpxE. La secuencia aminoacidica de los productos de hpxD y

hpxE se analizé me diante el programa Blast-p.

PROTEINA IDENTIDAD (%)

PROTEINA SIMILAR

MICROORGANISMO

30-64 Subunidad oxigenasa de Especies de los géneros Xanthomonas'y
vanillato o-demetilasa. Acinetobaer, Granulibacter bethesdensis,
e Frankia alni, etc...
o . . . . .
T 30-53 Proteinas Rieske con Especies del género Burkholderia,
grupos 2Fe-2S. Myxococcus xanthus, Acidovorans avenae,
Comamonas testoteroni, etc...
97 Probable Klebsiella pneumoniae MGH78578
oxidorreductasa (gen
KPN_01661)
45-50 Subunidad Especies de los géneros Xanthomonasy
oxidorreductasa de Pseudomonas, Klebsiella pneumoniae
vanillato O-demetilasa. MGH78578 (gen KPN_02035), etc...
40-47 Ferredoxina implicada en Especies de los géneros Pseudomonas'y
la transferencia de Burkholderia, Polaromonas napthalenivorans,
m electrones. Chromohalobacter salexigens, etc...
é 38 Orto-benzoquinona Alcalygenes sp. NyZ215
I reductasa
44 Ftalato 4,5-dioxigenasa Delftia acidovorans
42 Citocromo p450 Loktanella vestfoldensis
41 MnbB: 3-Nitrobenzoato Comamonas sp. JS46
dioxigenasa
39 ScmC: Reductasa de 2- Alcaligenes sp. O-1

aminobenzenesulfonato
dioxigenasa.

Las XDH tipicas guardan una caracteristica comun y es que su actividad depende de
la union de centros ferrosulfurados (2Fe-2S), FAD y MoCo a distintos dominios o
subunidades. Basados en la hip6tesis de que los genes hpxD y hpxE codifican subunidades
de la XDH, se esperaria la existencia de otro gen que codificase la subunidad que contiene
el cofactor de molibdeno (MoCo). Los posibles dominios de HpxD y HpxE se analizaron
mediante comparacion con los presentes en la base de datos Pfam (TABLA 4.6.). Mediante
este analisis no se encontré ningun dominio de unién a MoCo. Ademas, el dominio de unién
a NAD" identificado en HpxE no esta relacionado con el dominio de unién a NAD™ presente
en las XDH.

Para analizar con mas detalle la similitud existente entre XDH descritas y las
proteinas en estudio, se compararon las secuencias de HpxD y HpxE con las XDH de
Rhodobacter capsulatus y Drosophila melanogaster, y la proteina de la misma familia
aldehido oxidorreductasa de Desulphovibrio gigas, mediante el programa bl2seqg-p. Ni el
producto de hpxD ni el producto de hpxE guardan parecido alguno con las XDH
mencionadas.

Con la finalidad de localizar en el genoma de K. pneumoniae un posible gen
responsable de la subunidad de la XDH que une el MoCo, se comparé la secuecia de las
XDH de Rhodobacter capsulatus y Drosophila melanogaster y aldehido oxidorreductasa de
Desulphovibrio gigas con el genoma de K. pneumoniae MGH78578, mediante el programa t-
Blast-n. Los resultados del analisis confirmaron que MGH78578 no posee ningln gen cuyo
producto de expresion guarde relacidén alguna con las enzimas anteriores. Debido a que esta
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cepa también posee el sistema hpx, este resultado podria indicar que la cepa KC2653
probablemente tampoco contiene una XDH.

TABLA 4.6. Dominios de HpxD y HpxE. La secuencia aminoacidica de HpxD y HpxE se compar6 con los dominios presentes
en la base de datos Pfam.

PROTEINA DOMINIO  POSICIONES (aa) CARACTERISTICAS

Dominio [2Fe-2S] Rieske de oxidorreductasas. Este
dominio tiene un centro [2Fe-2S],en el que un atomo de
hierro se encuentra coordinado a dos cisteinas

Rieske 25-124 conservadas y el segundo &tomo de hierro se encuentra
coordinado a dos histidinas conservadas.

HpxD

Implicado en el transporte de electrones.

FAD_6 11-108 Dominio de unién a FAD de oxidorreductasas.

Implicado en el transporte de electrones.

NAD_1 115-209 Dominio de unién a NAD* de oxidorreductasas.

Este dominio no guarda similitud con XDH, las cuales
también unen FAD/NAD".

HpxE

Implicado en el transporte de electrones.

Fer2 246-323 Dominio de unién a centros de hierro y azufre [2Fe-2S].

Implicado en el transporte de electrones.

4.3.1.3. Analisis de la actividad XDH de HpxD y HpxE

Los resultados presentados hasta el momento indican que las proteinas codificadas
por los genes hpxD'y hpxE, a pesar de que no se asemejan a XDH, estan implicadas en la
oxidacion de hipoxantina hasta acido arico.

Para profundizar en su caracterizacion funcional nos propusimos clonar el operén
hpxDE con la finalidad de determinar actividad XDH de su producto de expresion. Para ello
se amplific6 mediante PCR a partir de la cepa KC2653 un fragmento de 2.198pb
correspondiente al operon hpxDE, con los cebadores expeficados en ANEXO 1, que fue
clonado en el vector pUC19. De todos los clones obtenidos se seleccion6 uno para su
posterior analisis que fue denominado pLES9.

Para la determinacién de la actividad XDH se procedié a obtener extractos celulares,
de la cepa XL1-Blue transformada con el plasmido recombinante pLE9 o con el vector
pUC19, a partir de cultivos crecidos en LB suplementado con Ap y Tc. La actividad XDH se
determind segun los dos métodos descritos en METODOS 3.3.6.1.1. y 3.3.6.1.2. Se utilizaron
cantidades variables de los extractos celulares y diferentes concentraciones del sustrato
(hipoxantina), pero en ningun caso se detecté actividad enzimatica.

La similitud de HpxD y HpxE con enzimas que oxidan compuestos aromaticos, en
vez de con XDH, y la ausencia de una subunidad que una el MoCo sugieren que en K.
pneumoniae la enzima capaz de oxidar hipoxantina a &acido Urico presenta caracteristicas
diferentes a las XDH tipicas. La ausencia de actividad XDH en los extractos celulares
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ensayados puede deberse a que esta enzima requiera otros elementos o cofactores para
ser funcional.

4.3.2. FUNCION DE LOS GENES hpxO, hpxQ Y hpxT

Los resultados presentados hasta el momento indican que los productos génicos de
hpxD 'y hpxE son los responsables de la oxidacion de hipoxantina hasta acido urico. En base
a la similitud de los productos del resto de genes estructurales con proteinas caracterizadas,
propusimos que hpxP estaria implicado en el transporte de purinas, hpxO codificaria la
actividad uricasa y hpxQ y hpxT participarian en la transformacion de los intermediarios de
la reaccion de oxidacién de acido Urico hasta alantoina.

4.3.2.1. Funcion de hpxO en la oxidacion de acido urico a alantoina
4.3.2.1.1. Analisis computacional de la secuencia de aminoacidos de HpxO

La secuencia de aminoacidos de HpxO se obtuvo con el programa Omiga v2.0 a
partir de la secuencia del gen hpxO 'y se utilizé para buscar proteinas similares mediante el
programa Blast-p y dominios funcionales mediante comparacion con los dominios de la base
de datos Pfam. Los resultados del andlisis se muestran en la TABLA 4.7.

TABLA 4.7. Proteinas que presentan similitud con HpxO y dominios funcionales encontrados en su secuencia . La
secuencia aminoacidica de HpxO se analizé6 mediante el programa Blast-p y se compar6 con la base de datos Pfam para
encontrar dominios funcionales.

PROTEINA IDENTIDAD (%) PROTEINA SIMILAR MICROORGANISMO
99 FAD monooxigenasa K. pneumoniae MGH78578
(KPN_01663)
32-70 FAD monooxigenasas de Marinimonas sp. MWYL1, Serratia
compuestos aromaticos proteamaculans, especies del

género Acinetobacter,
Mycobacterium PYR-1,
Burkholderia, etc...

27-33 Salicilato hidroxilasa Sccharopolyspora erythraea,
Mycobaccterium smegmatis,
especies del género Pseudomonas,
Bordetella avium, etc...

HpxO

29-30 Salicilato monooxigenasa Burkholderia, Frankia sp.,
Pseudomonas, etc...

20-30 Ceaxantina epoxidasa Nicotiana plumbaginifolia,
Ostreococcus lucimarinus, Solanum
lycopersicum, Vitis vinifera, etc...

DOMINIO POSICIONES (aa) CARACTERISTICAS
FAD_3 1-340 Dominio de unién a FAD tipico de
monooxigenasas.

Implicado en el transporte de
electrones y en el metabolismo de
compuestos aromaticos

Las proteinas que muestran mayor similitud con HpxO son monooxigenasas
dependientes de FAD (Flavin containing MonoOxygenases, FMO) implicadas en la oxidacién
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de compuestos aromaticos (TABLA 4.8.). En menor grado, otro tipo de enzimas implicadas en
los mismos procesos o0 en la modificacion de la estructura de pigmentos fotosintéticos.
Como en el caso de HpxD y HpxE, en relacion a las XDH tipicas, HpxO no se parece a las
uricasas descritas hasta el momento. En segundo lugar, la secuencia de HpxO se compar6
con cada una de las secuencias de las uricasas de Bacillus subtilis (NP_391125),
Aspergillus nidulans (XP_868852), Drosophila melanogaster (NP_476779) y Streptomyces
coelicolor (NP_733692) mediante el programa bl2seq-p. En ningun caso el programa detect6
similitud entre HpxO y las uricasas analizadas.

Con el objetivo de comprobar si en otro locus distinto a hpx del genoma de K.
pneumoniae se podria localizar algun gen que codificase una uricasa, se aplicé el programa
t-Blast-n para comparar la secuencia de las uricasas anteriormente mencionadas con el
genoma de la cepa MGH78578. Siguiendo este metodologia tampoco se identificé gen
alguno en el genoma de K. pneumoniae MGH78578 que pudiese codificar una uricasa, pero
se hall6 que el extremo amino de la uricasa de B. subtilis se parece a HpxQ. Este resultado
se comentara en RESULTADOS 4.3.2.2.1.

HpxO contendria un dominio funcional de unién a FAD, cofactor que estaria
implicado en el transporte de electrones. En ninguna de las uricasas de B. subtulis, A.
nidulans, D. melanogaster o S. coelicolor se distingue un dominio de este tipo, pero la
presencia de este cofactor en la proteina HpxO estaria de acuerdo con la hipétesis de una
enzima que cataliza una reaccién de oxidoreduccion.

Para analizar la funcién de la proteina codificada por hpxO, procedimos a obtener un
mutante en dicho gen y analizar su fenotipo.

4.3.2.1.2. Mutagénesis dirigida de hpxO por insercion del gen kan

El gen hpxO de la cepa KC2653 fue mutado mediante insercién del gen kan, de
resistencia a Km, siguiendo la metodologia descrita en METODOS 3.1.6.2. Todo los
cebadores utilizados se detallan en ANEXO 1.

En primer lugar, un fragmento de 2.297pb que contiene el gen hpxO, fue obtenido
mediante PCR y clonado en el vector pKAS32. A continuacion, se llevo a cabo el clonaje del
gen kan a 365pb del codon de inicio de la traduccion de hpxO, utilizando la diana de la
enzima de restriccion Mlul localizada en dicha posicién. De todos los clones obtenidos se
selecciond el clon pLOK, en el que el gen kan se habia insertado en el mismo sentido que
hpxO.

Seguidamente, la cepa de E. coli S17-1 A pir fue transformada con pLOK para
utilizarla como donadora en un proceso de conjugacion con la cepa receptora KC2653. Al
final del proceso, detallado en METODOS 3.1.6.2., se seleccionaron los transconjugantes
LCO2 y LCO20, los cuales mostraron un fenotipo Km" Sm" Ap°®. La recombinacién de hpxO
con el casete KAN-O se comprob6 mediante PCR y Southern Blot.

Se realizaron dos reacciones de PCR, a partir de colonia de las cepas LCO2 y
LCO20, que se diferenciaban en la pareja de cebadores utilizada. Uno de los dos cebadores
en cada pareja era interno al gen kan del casete KAN-O (oligonucleétidos K1 y K2). En
cambio, el otro cebador era externo al casete KAN-O (oligonucleétidos OM2 y OM1,
respectivamente). De esta manera, solamente se obtienen productos de PCR en el caso en
el que la recombinacién homéloga entre hpxO 'y el casete KAN-O haya tenido lugar (FIGURA
4.4.).
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A) B) Blanco KC2653 LCO2 LCO20
LCO2 y LCO20
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FIGURA 4.4.: Comprobacion de la mutacion hpxO::kan en los mutantes LCO2 y LCO20 mediante PCR. Panel A:
Esquema que representa la localizacion de los oligonucleotidos utilizados. hpxO fue interrumpido con el gen de
resistencia a kanamicina, kan, mediante recombinacion homéloga entre hpxO'y el casete KAN-O. OC1 y OC2 representan los
cebadores utilizados para amplificar el fragmento que contiene hpxO y que fue clonado en pKAS32. Una diana de la
endonucleasa Mlul, localizada en hpxO, se utiliz6 para insertar el gen kan. OM1 y OM2 son los oligoucleétidos externos al
casete KAN-O en los mutantes LCO2 y LCO20. K1 y K2: oligonucleétido internos a kan. Se indica la localizacién de las dianas
Miul. Panel B: Comprobacion por PCR de la correcta recombinacion entre el gen hpxO 'y el casete KAN-O. Productos de
PCR amplificados con las parejas de oligonucleétidos OM1 y K2 (carriles A), y K1 y OM2 (carriles B), con las que se amplifican
fragmentos de 2.297pb y 1430pb en los mutantes LCO2 y LCO20. Se realizd un control negativo consistente en reacciones de
PCR utilizando los mismos cebadores y, como molde, la cepa parental KC2653. Bl: Blancos de PCR. M100: Marcador de
100pb. MA: Marcador A Hindlll.

En el caso de los mutantes LCO2 y LCO20 se amplificaron fragmentos especificos y
Unicos utilizando ambas parejas de cebadores OM1/K2 y K1/OM2. Se obtuvieron bandas
insepecificas en el control negativo, cuya amplificacion se pudo deber a interacciones
inespecificas entre los oligonucleétidos y otras regiones del genoma. La correcta insercion
del gen kan en el gen hpxO se confirmaria a continuacion mediante Southern Blot.

El DNA gendmico de las cepas KC2653 y LCO20 se sometié a digestiones simples
con las endonucleasas de restriccion Pvull, BamHI y Agel ya que la localizacién de las
dianas de estas enzimas en el sistema génico hpx y en el casete KAN-O permite la
obtencién de fragmentos de DNA faciimente detectables mediante Southern Blot. La
deteccidn se realizd por hibridacion con una sonda de 469pb, correspondiente al extremo
5’de hpxO.

KC2653 LCO20
Pvull BamHI Agel Pvull BamHI Agel
4.141pb “ | 5:090pb
3.119pb -— 4.068pb
2.538pb
2.037pb 2.037pb
1.647pb

FIGURA 4.5.: Southern Blot realizado para comprobar la mutacién hpxO::kan en la cepa LCO20. Los productos de la
digestién simple del DNA genémico de las cepas KC2653 y LCA20 con las endonucleasas de restriccion Pvull, BamHl'y Agel
fueron separados electroforéticamente en gel de agarosa al 1% p/v, transferidos a una membrana de nailon e hibridados con
una sonda de 469pb (SO; ANEXO 1.), correspondiente al extremo 5” del gen hpxO, marcada con DIG-dUTP (METODOS 3.3.8.).
A ambos lados se especifica el tamafio de los fragmentos.
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En el caso de los productos de la digestiéon del DNA genémico con Pwull, debido a
que el fragmento kan contiene dos dianas Pvull, la diferencia entre el patron de las cepas
KC2653 y LCO20 reside en que el fragmento detectable del mutante es de un tamano
menor que el de KC2653. Respecto al resto de digestiones, la diferencia entre KC2653 y
LCO20 radica en que los productos de las digestiones son 949pb mayores en el caso del
mutante debido a la insercidon del gen kan (FIGURA 4.5.).

4.3.2.1.3. Caracterizacion fenotipica del mutante hpxO::kan

Con el objetivo de averiguar si las cepas LCO2 y LCO20 eran, en efecto, incapaces
de utilizar acido urico como fuente de nitrégeno, se realizaron crecimientos de las cepas
KC2653, LCO2 y LCO20 en placas de medio minimo con acido Urico o alantoina como
fuentes de nitrégeno. La cepa KC2653 mostré un fenotipo acido Urico positivo/alantoina
positivo, mientras que los mutantes LCO2 y LCO20 mostraron un fenotipo &cido urico
negativo/alantoina positivo. Este hecho confirma que la funcion uricasa en LCO2 y LCO20, a
diferencia de lo que ocurre en la cepa parental KC2653, se encuentra alterada.

A pesar de que HpxO no muestra similitud con uricasas conocidas, la mutacién en
hpxO por insercion del gen de resistencia a kanamicina demuestra que, efectivamente,
hpxO esta implicado en la transformacién de acido drico a alantoina. Por esta razén nos
planteamos determinar la actividad uricasa del producto del gen hpxO.

4.3.2.1.4. Analisis de la actividad uricasa de HpxO

Para determinar la actividad uricasa de HpxO, nos propusimos clonar el gen hpxO'y
determinar la actividad uricasa de su producto de expresién. Para ello se amplific6 mediante
PCR a partir de la cepa KC2653 un fragmento de 1.386pb correspondiente al gen hpxO que
fue clonado en el vector pUC19. Los cebadores empleados se detallan en ANEXO 1. De
todos los clones obtenidos se escogi6é un clon denominado pLE12 para su posterior andlisis.

Para la determinacion de la actividad uricasa se procedié a obtener extractos
celulares de la cepa XL1-Blue transformada con pUC19 y con el clon pLE12 a partir de
cultivos crecidos en de LB suplementado con Ap y Tc. La actividad uricasa se determin6
segun el procedimiento detallado en METODOS 3.3.6.1.3. Se utilizaron cantidades variables
de los extractos celulares y diferentes concentraciones del sustrato &cido drico, pero en
ningun caso se detect6 actividad enzimatica.

Como en el caso de los productos génicos de hpxD y hpxE, la proteina codificada por
hpxO no se parece a las uricasas que tipicamente catalizan la reaccién en la que hemos
demostrado que este gen esta implicado. Este hecho sugiere que HpxO podria necesitar
algun requerimiento para llevar a cabo su funciéon que no se encontraba en las muestras de
reaccion ensayadas.

4.3.2.2. Funcion de hpxQ vy hpxT en la oxidacion de 5-hidroxiisourato (HIU) a
alantoina

4.3.2.2.1. Analisis computacional de la secuencia de aminoacidos de HpxQ y HpxT

Los resultados obtenidos muestran que el gen hpxO esta implicado en la oxidacion
de &cido urico. Es posible que HpxO catalice concretamente la transformacion de acido Urico
al intermediario 5-hidorxiisourato (HIU). Esta hipétesis se basa en la existencia de los genes
hpxQ 'y hpxT, cuyo caracterizacion en este trabajo se ha realizado de un modo preliminar
mediante analisis in silico.
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La secuencia de aminoacidos de las proteinas codificadas por hpxQ y hpxT se
obtuvo gracias al programa Omiga v2.0. Estas secuencias se compararon con las de
proteinas conocidas mediante el programa Blast-p (RESULTADOS 4.2.2.2.). Los resultados
(FIGURA 4.2.) muestran que HpxQ se asemeja a 2-o0xo-4-hidroxi-4-carboxi-5-
ureidoimidazolina (OHCU) descarboxilasas y HpxT a proteinas de la familia de las
transtiretinas implicadas en la hidrdlisis de HIU. Cuando se buscaron genes codificadores de
uricasas, mediante comparacion de la secuencia de aminoacidos de uricasas conocidas con
todos los posibles ORFs del genoma de MGH78578, se hall6 que el extremo amino de PucL
de B. subtilis es similar a HpxQ (RESULTADOS 4.3.2.1.1.). Esa region de PucL no esta
implicada en la catélisis de la oxidacién de &cido Urico y también es similar a OHCU
descarboxilasas.

La proteina HpxT de la cepa KC2653 es idéntica a la proteina equivalente de la cepa
MGH78578 (codificada por el gen KPN_01666). En cambio, HpxQ de la cepa KC2653
mantiene una identidad del 96% con respecto a la equivalente en la cepa MGH78578
(codificada por el gen KPN_01665).

Basados en este andlisis, proponemos que HpxO cataliza la transformacién de acido
arico a 5-hidroxiisourato, HpxT hidroliza este intermediario generando 2-oxo-4-hidroxi-4-
carboxi-5-ureidoimidazolina (OHCU), el cual es transformado a alantoina gracias a la
actividad OHCU descarboxilasa de HpxQ.

4.3.3. FUNCION DE hpxP EN EL TRANSPORTE DE PURINAS

Hasta el momento hemos realizado estudios preliminares en la caracterizacién de los
genes estructurales del sistema hpx implicados en la oxidacion de hipoxantina hasta acido
arico (operon hpxDE) y de este ultimo compuesto a alantoina (genes hpxO, hpxQ 'y hpxT).
Para continuar con el proceso de asignacion de funcion a este sistema génico, nos
propusimos caracterizar la funcién de hpxP, gen que podria estar implicado en el transporte
de purinas al interior celular.

4.3.3.1. Analisis computacional de la secuencia de aminoacidos de HpxP

El andlisis computacional de la proteina HpxP revelé una similitud muy elevada con
transportadores de nucleobases (FIGURA 4.2.). El porcentaje de identidad entre la proteina
de la cepa KC2653 y de la cepa MGH78578 es del 99%. Segun los datos disponibles en
GenBank, la proteina de la cepa MGH78578 estaria codificada por el gen KPN_01664 y
estaria implicada en el transporte de las purinas xantina y guanina. En cambio, HpxP
mantiene alrededor de un 50% de identidad con transportadores de xantina y acido urico de
diversos organismos. Al comparar la secuencia de aminoacidos del producto génico de hpxP
con los dominios de la base de datos Pfam, se identific6 un dominio implicado en el
transporte de xantina y uracilo (Xan_ur_permease), que estaria comprendido entre los
aminoacidos 20 a 409. Este dominio también se encuentra en transportadores
caracteristicos de la familia NAT (Nucleobase-Ascorbate Transporter; de Koning y Diallinas,
2000), por lo que HpxP también podria pertenecer a esta familia.

El resto de genes estructurales del sistema hpx estéan implicados en la oxidacion de
hipoxantina a alantoina. En concreto los genes hpxQ y hpxT, que forman parte del operén
hpxPQT, estarian implicados en la oxidacion del intermediario hidroxiisourato a alantoina.
Por ello nos planteamos la hipétesis de que hpxP codifique un tranportador de xantina y
acido urico. Para confirmar el papel de la proteina codificada por hpxP en el transporte de
purinas, procedimos a obtener un mutante en dicho gen.
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4.3.3.2. Mutagénesis dirigida de hpxP por insercion del gen kan

En una primera etapa en el proceso de construccion del casete KAN-P, el gen hpxP
fue clonado en el vector pUC18Not y subclonado posteriormente en el plasmido pKAS32
como un fragmento Notl. Todos los cebadores empleados se detallan en ANEXO 1.

En otros procedimientos experimentales llevados a cabo en nuestro laboratorio se
habia obtenido un clon del gen hpxP en el vector pBR322. El fragmento hpxP utilizado para
construir el casete KAN-P en pUC18Not se obtuvo a partir de dicho clon mediante digestién
con las enzimas apropiadas. Para interrumpir el gen hpxP con el gen kan, se utilizé la diana
Sphl, localizada a 255pb a 3" del inicio de traduccién de hpxP. En el clon seleccionado, el
gen kan se habia inertado siguiendo la misma orientacién que hpxP. A continuacion, el
casete KAN-P se obtuvo mediante digestion con Not/ del vector recombinante pUC18Not
KAN-P y fue clonado en el plasmido pKAS32. Tras las comprobaciones pertinentes se
seleccioné el clon pLPK.

Una vez obtenido el plasmido pLPK, se procedié de la misma manera que en la
mutagénesis dirigida de hpxO (RESULTADOS 4.3.2.1.2.). Se seleccionaron los
transconjugantes Km'Sm'Ap® LCP6 y LCP8. La mutagénesis de hpxP se comprobé tal y
como se describe a continuacion.

B) Blanco KC2653 LCP6 LCP8

A) LCP6 y LCPS8

PM1  PC1 K2
> > >
Sphi Sphl Nrul
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Genoma <&ese— KAN-O ———e+—> Genoma

A B ABMgogAB A B M

FIGURA 4.6.: Comprobacion de la mutacion hpxP::kan en los mutantes LCP6 y LCP8 mediante PCR. Panel A: Esquema
que representa la localizacion de los oligonucledtidos utilizados. El gen hpxP fue interrumpido con el gen de resistencia a
kanamicina, kan, mediante recombinacién homoéloga entre hpxP y el casete KAN-P. PC1 y PC2 representan los cebadores
utilizados para amplificar el fragmento que contiene hpxP 'y que fue clonado en el vector pBR322. El fragmento hpxP se obtuvo
mediante digestién con EcoR/l'y Nrul del clon pBR322 hpxP para subclonarlo en el vector auxiliar pUC18Not. Una diana de la
endonucleasa Sphl localizada en hpxP se utilizo para insertar el gen kan con el objetivo de construir el casete KAN-P. El casete
KAN-P se subclon6 en pKAS32 utilizando las dianas Notl de los vectores pUC18Not y pKAS32. PM1 y PM2 son los
oligoucledtidos externos al casete KAN-P en los mutantes LCP6 y LCP8. K1 y K2: oligonucleétido internos a kan. Se indica la
localizacién de las dianas Sphly Nrul. Panel B: Comprobacion por PCR de la correcta recombinacion entre el gen hpxP'y
el casete KAN-P. Productos de PCR amplificados con las parejas de oligonucleétidos PM1 y K1 (carriles A), y K2 y PM2
(carriles B), con las que se amplifican fragmentos de 1.455pb y 2.018pb en el caso de los mutantes LCP6 y LCP8. Se realizé
un control negativo consistente en la cepa parental KC2653. Bl: Blancos de PCR. M;q: Marcador de 100pb. MA: Marcador A
Hindlll.

La interrupcién de hpxP por el gen kan en los transconjugantes LCP6 y LCP8 se
comprobd en primer lugar mediante PCR siguiendo el mismo esquema aplicado para la
comprobacién de la mutacion hpxO::kan (RESULTADOS 4.3.2.1.2.). En este caso, los
cebadores externos al casete KAN-P fueron PM1 y PM2 (FIGURA 4.6.). Con las parejas de
cebadores utilizadas, solamente se amplificaron fragmentos especificos y Unicos en el caso
de los mutantes LCP6 y LCP8. En el caso de la cepa KC2653, usada como control negativo,
se detectaron fragmentos inespecificos. Para confirmar la insercion correcta del gen kan en
el gen hpxP, se realiz6 ademas un Southern Blot.

El DNA gendmico de las cepas KC2653 y LCP6 fue digerido con las endonucleasas
de restriccion Pwull, BamHI o Agel. El tamano de los productos de estas digestiones,
detectables mediante hibridacion con la sonda utilizada, varia de la cepa KC2653 a LCP#6 tal
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y como se muestra en la FIGURA 4.7. El fragmento Pwvull correspondiente al mutante LCP6 es
de menor tamarnio que el de la cepa KC2653 debido a la existencia de dianas de esta enzima
en el gen kan. En el caso de los productos de la digestion con BamHI, el correspondiente a
un longitud menor aumenta de tamarno en LCP6 debido a que incluye el gen kan. Lo mismo
ocurre con el Unico fragmento detectable en el caso de la digestion con la enzima Agel.

KC2653 LCP6
Pvull BamHI Agel Pvull BamHI Agel
3.119pb | & - 3.119pb
2 538pb : 2.986pb
2.020pb
2.037pb L __J - 1.927pb
1.080pb =3

FIGURA 4.7.: Southern Blot realizado para comprobar la mutacion hpxP::kan en la cepa LCP6. Los productos de la
digestién simple del DNA genémico de las cepas KC2653 y LCP6 con las endonucleasas de restriccion Pvull, BamHIy Age |
fueron separados electroforéticamente en gel de agarosa al 1% p/v, transferidos a una membrana de nailon e hibridados con
una sonda de 465pb (SP; ANEXO 1.), correspondiente al extremo 5” del gen hpxP, marcada con DIG-dUTP (METODOS 3.3.8.). A
ambos lados se especifica el tamafo de los fragmentos.

4.3.3.2.1. Caracterizacion fenotipica del mutante hpxP::kan

Una vez confirmada la interrupciéon de hpxP por el gen kan en el mutante LCP6, nos
propusimos comprobar como afectaba dicha mutaciéon a la capacidad de utilizacién de
purinas como fuentes de nitrégeno. Para ello analizamos los rendimientos celulares de
cultivos de KC2653 y LCP6 en fase estacionaria realizados en medio minimo con NH,CI,
adenina, hipoxantina, &cido Urico o alantoina como fuentes de nitrégeno (TABLA 4.8.). Los
resultados muestran que la carencia en LCP6 del transportador codificado por hpxP no
afecta al transporte de los compuestos analizados, ya que los rendimientos celulares del
mutante LCP6 con cuaquiera de éstos son iguales que los de la cepa parental.

TABLA 4.8.: Rendimientos celulares de cultivos de las cepas KC2653 y LCP6 en los que las fuentes de nitrégeno se utilizaron
a una concentracion equimolecular de 0,6mM.

DOeoo de cultivos con diferentes fuentes de nitrégeno

CEPA i i
NH,4CI Adenina Hipoxantina Acido Urico Alantoina
KC2653 0,227 0,859 0,813 0,863 0,983
LCP6 0,245 0,833 0,903 0,83 0,8

Para profundizar en el andlisis del fenotipo del mutante LCP6, nos preguntamos si la
mutacion hpxP::kan podria tener un efecto cuantificable en la fase inicial del crecimiento con
hipoxantina como fuente de nitrégeno. Para ello se realizaron cultivos del mutante LCP6 y
de la cepa KC2653 en medio minimo con hipoxantina 0,1% como fuente de nitrégeno y se
realizaron medidas de la DO a 600nm en las primeras fases del crecimiento. En este caso
tampoco se apreciaron diferencias entre el mutante y la cepa parental. Estos resultados
sugieren que el transporte de purinas llevado a cabo por otras permeasas celulares en el
mutante LCP6, es suficiente como para permitir su crecimiento en un medio con purinas
como unicas fuentes de nitrégeno.
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4.3.3.3. Funcién de HpxP en el transporte de hipoxantina

Varios trabajos describen como el transporte de purinas esta inducido en células que
han crecido en condiciones limitantes de nitrégeno (Schultz et al., 2001; Gorfinkiel et al.,
1993). Por esta razén nos propusimos analizar tal proceso en cultivos de la cepa KC2653
crecidos en GGiIn (limitacién de nitrégeno) y, a efectos comparativos, en GNGiIn (exceso de
nitrdgeno) aplicando la metodologia descrita en METODOS 3.2.5. Debido a que en el
momento en el que se estaba llevando a cabo la caracterizacion funcional del gen hpxP no
se encontraban en el mercado ni xantina ni acido urico marcados radioactivamente, el
sustrato utilizado fue [*H]-hipoxantina. Como muestran los resultados presentados en la
FIGURA 4.8.A., el transporte de hipoxantina era superior en las células que habian crecido
bajo limitacion de nitrégeno. En células que habian crecido con un exceso de nitrégeno, el

transporte de hipoxantina era menor y, ademas, se saturaba antes.
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FIGURA 4.8.: Transporte de [*H]-Hipoxantina. Panel A: Cepa KC2653 crecida en GGIn y GNGIn. Panel B: Cepas KC2653 y
LCP6 crecidas en GGIn. La cinética de tiempo del transporte de [*H]-hipoxantina (20 uM) se realizé a 30°C con células
recogidas al final de la fase exponencial de crecimiento. Los resultados estan expresados como nanomoles de [°H]-hipoxantina

retenidos por 10° células.
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Para analizar el efecto de la mutacion hpxP::kan de la cepa LCP6 sobre el transporte
de hipoxantina, se realizaron ensayos de transporte de [°H]-hipoxantina a partir de cultivos
de ambas cepas crecidos en GGIn (FIGURA 4.8.B.). El transporte de hipoxantina en el
mutante LCP6 era ligeramente menor que en la cepa parental KC2653. Asi pues, la
mutacién en el gen hpxP no impide la utilizacion de hipoxantina como fuente de nitrégeno ni
anula el transporte de este compuesto al interior celular. Estos resultados indican que el
transporte de hipoxantina en el mutante LCP6 podria estar mediado por otras permeasas
celulares.

4.3.4. FUNCION DE hpxR EN LA REGULAQI()N DEL METABOLISMO DE
HIPOXANTINA COMO FUENTE DE NITROGENO

Hasta el momento se han presentado los resultados que han permitido la
caracterizacién inicial de los genes estructurales del sistema hpx. Nos queda por asignar
funcion al gen hpxR, cuyo producto génico es un regulador de la familia LysR que podria
estar implicado en la regulaciéon de este sistema génico.

4.3.4.1. Analisis computacional de la secuencia de aminoacidos de HpxR

La secuencia de aminoacidos del producto del gen hpxR de la cepa KC653 es
idéntica a la del producto del ortélogo (KPN_01662) de la cepa MGH78578 (posible
regulador LysR). Al comparar dicha secuencia con la base de datos de dominios funcionales
Pfam, se hallaron 2 posibles dominios funcionales. El primero (HTH_1) se localiza en el
extremo amino terminal (posiciones 5-64) y consiste en un motivo hélice-giro-hélice de
union al DNA tipico de numerosos reguladores transcripionales. El segundo (LysR_sustrato),
correspondiente a las posiciones 88—297 estaria implicado en la unién de posibles ligandos
que modularian su actividad.

4.3.4.2. Mutagénesis dirigida de hpxR por insercion del gen kan

Como en el caso de la mutagénesis de hpxP, el casete KAN-R fue construido en el
plasmido pUC18Not y subclonado, como un fragmento Notl, en el vector pKAS32. Todos los
oligonucleétidos empleados se detallan en ANEXO 1.

Un fragmento de 1.127pb que contenia al gen hpxR fue clonado en el vector
pUC18Not mediante clonaje dirigido. Para la construccion del casete KAN-R, el gen hpxR
fue interrumpido con el gen kan mediante clonaje utilizando la diana de la enzima de
restriccion Ascl. Esta diana esta localizada a 591pb a 3" del codon de inicio de la traduccion
de hpxR. En el clon seleccionado, el gen kan se habia clonado en sentido opuesto al del gen
hpxR. El casete KAN-R se obtuvo mediante digestion de pUC18Not hpxR::kan con Notl 'y
fue clonado en el vector suicida pKAS32. Tras la comprobacién del clonaje, se selecciono el
clon recombinante pLRK.

Para la transferencia de la mutacién hpxR::kan, contenida en el casete KAN-R, al
genoma de la cepa KC2653, la cepa de E. coli S17-1 A pir fue transformada con pLRK y
utiizada como donadora en la conjugacién con KC2653. Se seleccionaron dos
transconjugantes Km'Sm'Ap® denominados LCR1 y LCR3. La correcta insercion del gen kan
en el gen hpxR mediante recombinacion homéloga entre hpxR y el casete KAN-R se
comprobd nuevamente mediante PCR y Southern Blot.

Para comprobar la insercion del gen kan en el gen hpxR mediante PCR se utilizaron
dos parejas de cebadores siguiendo el mismo esquema aplicado en la mutagénesis dirigida
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de los genes hpxO y hpxP. Un cebador de cada pareja era complementario al gen kan
(cebadores K2 y K1) y el otro era externo al casete KAN-R (cebadores RM1 y RM2). Los
resultados se muestran en la FIGURA 4.9. En el caso de los mutantes LCP6 y LCP8 se
obtienen bandas Unicas y especificas. Las reacciones de PCR generaron bandas
insepecificas a partir de la cepa parental, pero la correcta insercion del gen kan en el gen
hpxR se confirmaria posteriormente mediante Southern Blot.

A B
) LCR1yLCR3 ) Blanco KC2653 LCR1 LCR3
RM1  RC1 K1
> > >
Ascl Ascl
< €< <€
K2 RC2 RM2
Genoma <ss—— KAN-O ——+>Genoma A B A BMyA B A B

FIGURA 4.9.: Comprobacion de la mutacion hpxR::kan en los mutantes LCR1 y LCR3 mediante PCR. Panel A: Esquema
que representa la localizacion de los oligonucleétidos utilizados. El gen hpxR fue interrumpido con el gen de resistencia a
kanamicina, kan, mediante recombinacién homéloga entre hpxR y el casete KAN-R. RC1 y RC2 representan los cebadores
utilizados para amplificar el fragmento que contiene hpxR y que fue clonado en el vector pUC18Not. Una diana de la
endonucleasa Ascl localizada en hpxR se utilizd para insertar el gen kan con el ojetivo de construir el casete KAN-R. El casete
KAN-R se subcloné en pKAS32 utilizando las dianas Not/ de los vectores pUC18Not y pKAS32. RM1 y RM2 representan los
oligoucledtidos externos al casete KAN-R en los mutantes LCR1 y LCRS3. K1 y K2: oligonucleétidos internos a kan. Se indica la
localizacién de las dianas Ascl. Panel B: Comprobacion por PCR de la correcta recombinacion entre el gen hpxR y el
casete KAN-R. Productos de PCR amplificados con las parejas de oligonucleétidos RM1 y K2 (carriles A), y K1 y RM2 (carriles
B) con las que se amplifican fragmentos 1.730pb y 1.386pb en los mutantes LCR1 y LCR3. Se realiz6 un control negativo
consistente en la cepa parental KC2653 . Bl: Blancos de PCR. M100: Marcador de 100pb.

KC2653 LCR3

Pvull Kpnl BamH|
BamHI  Pwvull Kpnl
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FIGURA 4.10.: Southern Blot realizado para comprobar la mutacion hpxR::kan. Los productos de la digestion simple del
DNA gendmico de las cepas KC2653 y LCR3 con las endonucleasas de restriccion Pvull, BamH| y Kpnl fueron separados
electroforéticamente en gel de agarosa al 1% p/v, transferidos a una membrana de nailon e hibridados con una sonda de
396pb (SR, ANEXO 1.) correspondiente con la regién central de hpxR, marcada con DIG-dUTP (METODOS 3.3.8.). A ambos
lados se especifica el tamafo de los fragmentos.

El DNA genémico de las cepas KC2653 y LCR3 fue digerido con las enzimas de
restriccion Pwull, BamHI o Kpnl. El tamano de los productos de las digestiones
complementarios a la sonda utilizada variaba entre una y otra cepa segun muestra la FIGURA
4.9. En el caso de los fragmentos provenientes de las digestiones con BamHI o Kpnl, se
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observa que aquellos obtenidos a partir del DNA gendémico de LCR3 son 1.456pb mayores
que los obtenidos a partir del DNA gendmico de KC2653. Esta longitud es la equivalente al
fragmento que contiene el gen kan. La digestion con la endonucleasa Pvull genera en el
mutante LCR3 dos fragmentos detectables, ya que el gen kan contiene dianas de esta
enzima de restriccién, diferentes del Unico fragmento Pvull generado a partir de KC2653.

Una vez confirmada la interrupcion de hpxR por el gen kan en el mutante LCR3, nos
propusimos comprobar el efecto de esta mutacién en la capacidad de utilizacién de purinas
como fuentes de nitrégeno.

4.3.4.2.1. Caracterizacion fenotipica del mutante hpxR::kan

Para comprobar el efecto de la mutacién en el gen hpxR sobre la capacidad de
utilizacion de purinas como fuentes de nitrégeno, se realizaron cultivos de la cepa KC2653 y
el mutante LCR3 con NH,CI, adenina, hipoxantina, acido urico o alantoina como fuentes de
nitrogeno, y se determinié el rendimiento celular en fase estacionaria. Los resultados se
muestran en la TABLA 4.9.

El mutante LCRS3 s6lo es capaz de asimilar uno de los nitrégenos de la adenina y no
puede utilizar hipoxantina como fuentes de nitrégeno. Sin embargo, este mutante si puede
metabolizar acido Urico y alantoina, lo que implica una alteracién de la reaccién catalizada
por los productos de los genes hpxDE. Puesto que HpxR es muy similar a reguladores de la
familia LysR, estos resultados sugieren que la proteina HpxR puede actuar como regulador
especifico de la expresién del operén hpxDE. Para comprobarlo procedimos tal y como se
expone en RESULTADOS 4.4.3.2.

TABLA 4.9.: Rendimientos celulares de cultivos de las cepas KC2653 y LCR3 en los que las fuentes de nitrégeno se utilizaron
a una concentracion equimolecular de 0,6mM. NC: No crecimiento.

DOeoo de cultivos con diferentes fuentes de nitrégeno

CEPA - -
NH4CI Adenina Hipoxantina Acido Urico Alantoina
KC2653 0,226 0,859 0,813 0,863 0,983
LCR3 0,235 0,1973 NC 0,8608 0,8052
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4.4. REGULACION DEL METABOLISMO DE HIPOXANTINA COMO
FUENTE DE NITROGENO EN K. pneumoniae

Ademas de interesarnos en la caracterizacion funcional del sistema hpx, lo hicimos
en la regulacion de este sistema génico. En la bibliografia existen trabajos que describen
cémo el metabolismo de determinados compuestos como fuentes de nitrdgeno esta
sometido a una doble regulacién, la llevada a cabo por el regulador del propio metabolismo y
la ejercida por el sistema global del nitrégeno (Garcia Gonzalez et al, 2005). Hasta el
momento todos los genes descritos de K. pneumoniae que responden a niveles de nitrégeno
requieren el sistema NTR (NiTrogen Regulatory system) para dicha regulacion. Por ello nos
planteamos estudiar si el sistema génico hpx esta regulado por limitacién de nitrogeno en K.
pneumoniae, y si esta regulacién esta ejercida por el sistema NTR. Cabe destacar que
mediante mutagenesis al azar por insercion de mini-Tn5 Km se obtuvieron mutantes
hipoantina negativos en genes relacionados con el sistema NTR.

Por lo que respecta al sistema especifico de regulacién, cabe destacar que el gen
hpxR codifica un regulador de la familia LysR. Muchos reguladores de esta familia activan la
expresion del gen que se transcribe de manera divergente al gen que los codifica, el cual es
reprimido por el propio regulador (Schell, 1993). De esta manera, HpxR podria activar la
expresion del operon hpxDE y reprimir la del gen hpxR. En este sentido nos propusimos
analizar el papel de HpxR en la regulacién de las diferentes unidades transcripcionales del
sistema génico hpx.

4.4.1. EL SISTEMA GENICO hpx ESTA SUJETO A UNA DOBLE REGULACION
4.4.1.1. Analisis computacional de los promotores Py.p, Prpxas Prpxo Y Phpxe

En base a las secuencias reguladoras identificadas para los inicios de transcripcion
de las cuatro unidades transcripcionales hpxDE, hpxR, hpxO y hpxPQT, determinados
experimentalmente en RESULTADOS 4.2.3., propusimos que los promotores Puop, Proxa ¥
Pipxo son reconocidos por la subunidad ¢’ de la RNA polimerasa. Sin embargo, los datos
obtenidos en el andlisis del promotor P no eran suficientes como para proponer qué
factor, 6’° 0 6>, reconoce dicho promotor, ya que en él se identificaron secuencias de unién
de ambos factores.

El estudio inicial de la regulacidon del sistema hpx consisti6é en la identificacion, en las
regiones promotoras Puoxp-r Y Proxor, de secuencias de union de posibles reguladores,
mediante los programas Omiga v2.0, Promscan y Virtual Footprint. En base a una posible
regulacion del operén hpxPQT mediada por el sistema NTR, se buscaron secuencias de
unién de NtrC (NiTrogen Regulatory protein C) y de la proteina NAC (Nitrogen Assimilation
Control protein), cuya expresion es activada por el sistema NTR. Ya que la regiéon promotora
Proxo-p tiene un tamano de 348pb, postulamos que factores que curvan el DNA podrian
intervenir en la regulacion de la expresién de hpxO o hpxPQT. Como mencionamos en
INTRODUCCION 1.2.1.1., IHF suele facilitar el contacto entre NtrC y 6°* (Carmona et al., 1997).
Por ello, se buscaron posibles secuencias de unién de este factor.

Ademas, ya que HpxR parece ser un regulador de la familia LysR implicado en la
regulacion del operén hpxDE, propusimos que probablemente esta proteina activa la
expresion del operon hpxDE y reprime la expresién de su propio gen. En base a esta
hipbtesis, también se buscaron posibles secuencias de unién de reguladores del tipo LysR
(T-N44-A), correspondientes a la caja RBS (Repressor Binding Site), en el promotor Pppp.
Los resultados de este andlisis concordantes con las secuencias reguladoras identificadas
en RESULTADOS 4.2.3., se muestran en la FIGURA 4.11.
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Region promotora Pjpxp.r

-35% -107
CATGATTTCTCTTCCTGCTCACATCGGTGATTGTTTTATTGhGATTATTGTTGTCATATTAGG
[GTACTAAAGAGAAGGACGAGTGTAGCCACTAACAAAATAACAACACTCTAATAACAACAGTATAATCC

hpxD +1° -10°
+1°
GTGTTCACATCCATCACCATTAATTCACTCTGCTGTTGCAAAAAAGAGTACAGGGGCGCCRTG] hoxR
CACAAGT AGTGGTAATTAAGTG|Z—\G|Z—\CGACAACGTT TTTCTCATGTCCCCGCGGTAC
-35° RBS RBS
RBS

Region promotora Pjpx0.p

CATTTTTTTCTCCTTCTCCCGATGTTGTGACTGACTACAGCAATTTGCGTACCAGTTCGCTGGAGGGA
GTARAAAAAGAGGAAGAGGGCTACAACACTGACTGATGTCGTTAAACGCATGGTCAAGCGACCTCCCT

hpxo NtrC

NtrC NtrC

GGAAAACCGCCTGCCTGAGGCACAGCGATGGCTCATGACACACCGCATCGGTGCAATGTGAGGTATTG
CCTTTTGGCGGACGGACTCCGTGTCGCTACCGAGTACTGTGTGGCGTAGCCACGTTACTICTCCATAAC

NtrC

IHF _35P 054 -1 OR +1P
GTTGCCTTTTTATGAATCAAAAGTThTGTTGCATTAAGAATCTAITCGTTTCAGGCGCCTGGTT
CAACGGAAAAATACTTAGTTTTCAAAGACATACAACGTAATTCTTAGATAGCAAAGTCCGCGGACCAA

CAGCAGCGAAGAGGAGTGATGCATCACGAGCGTAATCTAAGTTGATGATTTTGGAGTGATAATAAATT
GTCGTCGCTTCTCCTCAC TACGTAGTGCTCGCA’I‘TAGAT TCAACTACT CAC TAlT TATTTAA

[o)
+1 -10° NAC -35°
IHF

TATTGGTGCCCTTTTGTCGTCTCTGGCCTGCTTTGTGCACAAGCCCATGCACTTCTCTTTACTACGGG
ATAACCACGGGAAAACAGCAGAGACCGGACGAAACACGTIGTICGGGTACGTGAAGAGAAATGATGCCC

IHF

hpxP

ATATCACTATG]
TATAGTGATAC

FIGURA 4.11: Identificacion de las posibles secuencias de union de NtrC, NAC e IHF en las regiones promotoras Pppxp-s
Y Phpxo.pr. Se indican los inicios de transcripcion determinados experimentalmente, las cajas -10 y -35 reconocidas por 6™y la
secuencia reconocida por 6> identificadas en RESULTADOS 4.2.3. RBS: Repressor Binding Site (T-Ni-A).

En la region intergénica Pnop-r Se identificaron varias secuencias de union de
reguladores LysR en el promotor P,y localizadas a 5 del inicio de transcripcion del operon
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hpxDE. Esta localizacién concuerda con la hip6tesis de que HpxR activa la transcripcion de
dicho operén y reprime la expresién de su propio gen (Schell, 1993).

En la region intergénica Pupco0.p Se identificaron varias secuencias de union a IHF,
NtrC y una secuencia de union a NAC. Como muestra la FIGURA 4.11. la localizacién de las
secuencias de unién de NtrC e IHF a 5” de la caja >, en el promotor P,», coincide con el
modelo de regulaciéon de promotores ¢>* mediado por NtrC descrito en la bibliografia (Reitzer
y Schneider, 2001). Ademas, en RESULTADOS 4.3.3.3. mostramos que el transporte de
hipoxantina en la cepa KC2653 se induce en condiciones de nitrogeno limitantes. Estos
resultados podria indicar que la expresion del operén hpxPQT, donde hpxP codifica un
transportador de purinas, efectivamente depende de ¢™*.

En cuanto a una posible regulacién por NAC, la localizacién de su secuencia de
union, a 3’del inicio de transcripcion de P, y coincidiendo con las cajas -10 y -35 del
promotor P00, plantea una posible actividad represora de alguna de las dos unidades
transcripcionales.

4.4.1.2. Analisis de la expresion del operon hpxPQT mediante RT- PCR

El estudio in silico de los promotores del sistema hpx permitié identificar posibles
dianas del activador NtrC y de la subunidad ¢ de la RNA polimerasa en el promotor Pp.
Adicionalmente y como se ha mencionado anteriormente, el transporte de purinas en la cepa
KC2653 se induce en condiciones limitantes de nitrogeno. Por esta razén, en una primera
aproximacion experimental al estudio de la regulacion del sistema génico hpx, se llevaron a
cabo ensayos de RT-PCR para determinar bajo qué condiciones de nitrégeno se expresa el
gen hpxP. La sintesis de cDNA se realizd a partir de RNA total obtenido de cultivos de
KC2653 crecidos bajo distintas condiciones de nitrégeno. Los cebadores utilizados (ANEXO
1.) permitian amplificar un fragmento de 918pb interno al gen hpxP. Como control de
normalizacion de los niveles de RNA se utiliz6 el gen del RNA ribosomal 16S.

Cebadores hpxP Cebadores 16S

-RT +RT

FIGURA 4.12.: Analisis de la expresion del gen hpxP mediante RT-PCR en distintas condiciones de nitrogeno. Se obtuvo
el RNA total de cultivos de KC2653 crecidos en medios con glucosa como fuente de carbono y diferentes fuentes de nitrogeno.
Como control de la contaminacién por DNA genémico se procedié en paralelo con muestras a las que no se les anadié
retrotranscriptasa (-RT). Como control de normalizacion de los niveles de RNA se utilizé el gen del RNA ribosomal 16S. M:
marcador de 100pb; Carril 1: GNGIn (exceso de nitdégeno); Carril 2: GAde (adenina como unica fuente de nitrégeno); Carril 3:
GHx (hipoxantina como Unica fuente de nitrogeno); Carril 4: GGIn (limitacién de nitrégeno); Carril 5: GGInHx (limitacién de
nitrégeno en presencia de hipoxantina).

Los resultados mostrados en la FIGURA 4.12. indican que en presencia de adenina o
hipoxantina, la expresién de hpxP esta inducida (carriles 2, 3 y 5). Puesto que los genes del
sistema hpx codifican enzimas implicadas en la oxidacién de hipoxantina a acido Urico, los
inductores de este sistema podrian ser hipoxantina, xantina o &cido urico. La asimilaciéon de
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adenina induce la expresién de hpxP (carril 2) probablemente a través de la formacién de
hipoxantina.

Se observa una clara represion en condiciones de exceso de nitrdgeno (FIGURA
4.12., carril 1). En condiciones de nitrégeno limitantes y ausencia de purinas (carril 4), se
observa un cierto nivel de expresion de hpxP, menor al obtenido cuando las purinas son la
Unica fuente de nitrogeno (carriles 2 y 3). Estos resultados sugieren la existencia de dos
tipos de regulacién en la expresion de hpxP, uno especifico por la presencia de purinas y/o
metabolitos derivados, y otro mediado por niveles de nitrégeno. Estos dos niveles de
regulacion pueden ser seguramente extensibles a los otros genes del sistema.

4.4.2. REGULACION GLOBAL POR NIVELES DE NITROGENO

4.4.2.1. Utilizacidon de purinas y derivados como fuentes de nitrogeno por mutantes
del sistema NTR

Puesto que los resultados preliminares obtenidos hasta el momento sugerian que el
sistema génico hpx esta regulado por niveles de nitrégeno, nos planteamos analizar si esta
regulacion estd mediada por componentes del sistema NTR. En condiciones de nitrégeno
limitantes se activa la expresion del gen ntrC, cuyo promotor depende de la subunidad ¢>*
(codificada por rpoN) de la RNA polimerasa. NtrC, a su vez, activa la expresion de genes
cuyos promotores también dependen de o>, como nac. Por ultimo, NAC modula la
expresion de genes cuyos promotores son reconocidos por la subunidad ¢’ de la RNA
polimerasa, sirviendo como conexion entre el sistema NTR y genes dependientes de ¢”°.

En nuestro laboratorio disponiamos de varios mutantes en el sistema global del
nitrdgeno procedentes del laboratorio del profesor R. Bender, en la Universidad de Michigan.
En este laboratorio se realiz6 parte de los estudios de regulacion del sistema hpx durante
una estancia financiada por la beca BE, otorgada por la Generalitat de Catalunya. En primer
lugar se analizé el efecto de mutaciones en los genes rpoN (cepa KC2562), nac (cepa
KC5249) y ntrC (cepa KC2738) sobre la capacidad de utilizar purinas como fuentes de
nitrogeno. Para ello se determiné el rendimiento celular de cultivos de estas cepas crecidos
con distintas fuentes de nitrégeno (TABLA 4.10.).

TABLA 4.10.: Rendimientos celulares de cultivos de varias cepas de K. pneumoniae, correspondientes a mutantes en el sistema
NTR, crecidos en medio minimo con distintas fuentes de nitrdgeno a una concentracién equimolecular de 0,6mM. NC: No
crecimiento.

DOeoo de cultivos con diferentes fuentes de nitrégeno

CEPA
NH,4CI Adenina Hipoxantina
KC2653 0,227 0,859 0,813
KC2562 NC NC NC
KC5249 0,2 0,636 0,86
KC2738 NC NC NC

Los resultados revelan que NAC no parece estar implicado en la regulacion de este
metabolismo, ya que la cepa KC5249 puede crecer con adenina o hipoxantina como Unicas
fuentes de nitrdgeno, alcanzando rendimientos similares a los de la cepa parental KC2653.
Sin embargo, las cepas KC2562 y KC2738 son incapaces de asimilar estos compuestos.
Los genes rpoN y ntrC participan en la activacién de la expresion de otros genes
especificamente cuando las condiciones de nitrbgeno son limitantes. Estos resultados
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sugieren que ¢>* y/o NtrC estan implicados en la regulacién de la asimilacion de purinas
como fuente de nitrégeno. Sin embargo con este tipo de estudios no es posible identificar
qué genes estan controlados por este tipo de regulacion. Para poder definir los genes diana
de este sistema de regulacién se procedié a obtener fusiones transcripcionales de los
diferentes promotores del rsistema hpx y al andlisis de su expresion en distintos fondos
gendémicos.

4.4.2.2. Actividad de los promotores del sistema génico hpx en distintas condiciones
de nitrégeno

La implicacién del sistema NTR en la regulacion del sistema hpx se comprobd
mediante el estudio de las fusiones de los promotores Pupxp, Proxa, Proxo Y Proxe @ lacZ. Los
cebadores que se utilizaron para amplificar mediante PCR los cuatro promotores se detallan
en ANEXO 1. Las caracteristicas de los fragmentos obtenidos se detallan en ANEXO 2. El
analisis de la expresion de las diferentes fusiones transcripcionales se llevd a cabo en la
cepa KC2653.
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800

700
600 T

500 ~

400 ~

300 ~

200

100 - L-
0

®(hpxD-lacZ) ®(hpxR-lacZ) &(hpxO-lacZ) &(hpxP-lacZ)

Actividad B-galactosidasa (U/mg)

Fusion transcripcional

FIGURA 4.13.: Analisis de la expresion de hpxDE, hpxR, hpxO y hpxPQT, mediante fusiones transcripcionales, en
condiciones de exceso o limitacion de nitrogeno. Los medios de cultivo correspondientes a exceso o a limitaciéon de
nitrégeno fueron, respectivamente, GNGIn y GGIn (MATERIALES 3.1.1.). Los datos de actividades B-galactosidasa se especifican
en ANEXO 3.

En una primera aproximacion, la actividad p—galactosidasa se determin6 a partir de
cultivos de KC2653 con las fusiones ®(hpxD-lacZ), ®(hpxR-lacZ), ®(hpxO-lacZ) 6 ®(hpxP-
lacZ) crecidos bajo un exceso (GNGiIn) o limitacion (GGlIn) de nitrégeno. La actividad f-
galactosidasa en el caso de las fusiones ®(hpxD-lacZ) y ®(hpxP-lacZ) en GGIn es 55 y 8
veces mayor, respectivamente, que en GNGIn. En cambio, los niveles de expresion de lacZ
en GGIn y GNGIn, en el caso de las fusiones ®(hpxR-lacZ) y ®(hpxO-lacZ), sélo mantienen
pequenas diferencias que no son significativas. Estos resultados indican claramente que la
expresion de los operones hpxD y hpxP se induce en condiciones limitantes de nitrégeno.
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Para comprobar si esta induccion tiene lugar a través del sistema NTR, se analizaron
las fusiones ®(hpxD-lacZ) y ®(hpxP-lacZ) en distintos fondos gendémicos correspondientes
a mutantes en los genes rpoN, ntrC o nac.

4.4.2.3. Efecto de mutaciones en los genes nac, ntrC o rpoN en la actividad de los
promotores del sistema génico hpx

Los genes ntrC y nac poseen promotores dependientes de ¢°*. Ademas la proteina
NtrC activa la transcripcion de genes cuyos promotores también son reconocidos por esta
subunidad de la RNA polimerasa. Por esta razén, en una primera aproximacién se analiz6 el
efecto de la carencia en el factor > sobre la expresién de los operones hpxDE y hpxPQT.
La cepa KC2562 contiene una mutacién puntual en el gen rpoN (MATERIALES 2.1.). Puesto
que dicha mutacion no contiene ningun marcador del tipo resistencia a algun antibiético, se
descart6 la posibilidad de transducir esta mutacion a las cepas KC2653 ®(hpxD-lacZ) 6
KC2653 ®(hpxP-lacZ) mediante el fago P1. La estrategia alternativa para obtener cepas con
las fusiones de promotor y la mutacion en el gen rpoN consisti6 en obtener un mutante
espontaneo Sm' de KC2562 para proceder a integrar en el genoma las fusiones ®(hpxD-
lacZ) 6 ®(hpxP-lacZ) siguiendo el mismo procedimiento que el descrito para la cepa
KC2653 (METODOS 3.4.1.2.).
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FIGURA 4.14.: Analisis de la expresion de hpxDE y hpxPQT en un mutante deficiente en la subunidad ¢* de la RNA
polimerasa mediante fusiones transcripcionales, en condiciones limitantes de nitrégeno. Las fusiones ®(hpxD-lacZ) y
®(hpxP-lacZ) fueron insertadas en el genoma de la cepa KC2562 Sm', que contiene una mutacion puntual en el gen rpoN
(rpoN5018), tal y como se describe en METODOS 3.4.1.2. El medio de cultivo utilizado fue GGIn. El nivel de significacion para la
comparacion de actividades B-galactosidasa en el caso de la fusién ®(hpxP-lacZ) es de p<0,001. Los datos de actividades f3-
galactosidasa se especifican en ANEXO 3.

A continuacién se procedié a analizar la expresién de las fusiones ®(hpxD-lacZ) y
®(hpxP-lacZ) en el fondo de la cepa mutante rpoN, a través de la determinacién de la
actividad B-galactosidasa de cultivos crecidos en condiciones limitantes de nitrégeno (GGIn).
En este caso no se realizaron cultivos en condiciones de exceso de nitrogeno ya que, en
estas condiciones, el sistema NTR se encuentra reprimido. Como control se ensayaron en
paralelo las misma fusiones en el fondo de la cepa KC2653. Los resultados presentados en
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la FIGURA 4.14. muestran que la mutacioén rpoN no modifica el nivel de expresion de ®(hpxD-
lacZ), lo que indica que el operdn hpxDE, a pesar de inducirse en condiciones de nitrégeno
limitantes, no se encuentra bajo el control del sistema NTR. Este resultado sugiere que otros
componentes del sistema global del nitrégeno, distintos a los que forman parte del sistema
NTR, participan en la activacién del operon hpxDE cuando las condiciones de nitrégeno son
limitantes.

Los niveles de actividad B-galactosidasa de la fusibn ®(hpxP-lacZ) en la cepa
mutante en el gen rpoN son significativamente un tercio de los expresados en la cepa con el
gen rpoN salvaje. Este dato sugiere que el promotor P,.», 0 el promotor de un posible
activador de la expresién de este operén, es reconocido por la subunidad ¢°* cuando las
concentraciones de nitrégeno son limitantes.

Para comprobar si NAC o NtrC estan implicados en la activacién dependiente de ¢™*
del operén hpxPQT, se procedié a analizar la fusidon ®(hpxP-lacZ) en fondos genémicos
mutantes en los genes nac o ntrC. Las mutaciones nac-2 y ntrC2:Tn5-131 fueron
transducidas desde las cepas KC5249 y KC2738, respectivamente, a la cepa KC2653
®(hpxP-lacZ). Para corrobar que el sistema NTR no esta implicado en la regulacion del
operon hpxDE, se procedi6 en paralelo con la cepa que contiene la fusion ®(hpxD-lac2).

El operon ure, implicado en la utilizacion de urea como fuente de nitrégeno, es
activado por NAC en condiciones limitantes de nitrégeno. La expresion del gen NAC, a su
vez, es activada en tales condiciones por NitrC. Ya que las mutaciones en los genes nac o
ntrC generan una pérdida o disminucion de la actividad ureasa (Macaluso et al., 1990), las
mutaciones nac-2 y ntrC::Tn5-131 transferidas a las cepas que contenian las fusiones de
promotor fueron comprobadas mediante determinacion esta actividad. Se utilizaron como
controles de la actividad las cepas KC2653, KC5249 y KC2738. Los resultados se muestran
en la TABLA 4.11. De acuerdo con los datos existentes en la bibliografia (Liu y Bender, 2007)
la actividad ureasa de los mutantes en los genes nac o ntrC es aproximadamente una
décima parte de la actividad en una cepa tipo salvaje para estos genes.

TABLA 4.11.: Comprobacion de la transduccion de las mutaciones nac-2 6 ntrC2::Tn5-131 a la cepa KC2653 que
contiene la fusion ®(hpxD-lacZ) 6 ®(hpxP-lacZ), mediante determinacion de la actividad ureasa. La actividad ureasa se
determiné tal y como se detalla en METODOS 3.2.6.3.

CEPA ACTIVIDAD UREASA (U/mg)

KC2653 613,48
KC5249 67,4

®(hpxD-lacZ) nac-2 55,18
d(hpxP-lacZ) nac-2 40,62
KC2738 77,36
®(hpxD-lacZ) ntrC2::Tn5-131 71,18
®(hpxP-lacZ) ntrC2::Tn5-131 75,4

Una vez comprobada la correcta construccion de las cepas, la actividad -
galactosidasa de las fusiones ®(hpxD-lacZ) y ®(hpxP-lacZ) fue determinada en cultivos de
las cepas mutantes nac-2 6 ntrC2::Tn5-131 crecidos en condiciones limitantes de nitrégeno
(FIGURA 4.15.). Como controles se ensayaron las cepas tipo parental y las cepas mutantes
rpoN. En el caso de la fusion ®(hpxD-lacZ), a pesar de que las diferencias observadas entre
la cepa parental y el mutante nac son significativas estadisticamente, los valores de
actividad B-galactosidasa en los mutantes ntrC o nac confirman que los reguladores que
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codifican estos genes, y por tanto el sistema NTR, no estan implicados en la regulacién por
nitrégeno de la expresion del operdn hpxDE.

Por lo que respecta a la fusion ®(hpxP-lacZ), la actividad B-galactosidasa de ®(hpxP-
lacZ) en el mutante ntrC es significativamente una cuarta parte de la obtenida en la cepa
salvaje. Este resultado sugiere que NtrC participa en la activacién de la expresién del operén
hpxPQT. Estos resultados confirman que NtrC y ¢>* estan implicados en el control de la
expresion de hpxPQT.
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FIGURA 4.15.: Estudio de la expresion de los operones hpxDE y hpxPQT en distintos fondos genémicos, mediante
fusiones transcripcionales. El medio de cultivo utiliado fue GGiIn, correspondiente a limitacion de nitrégeno. El nivel de
significacion para la comparacién de las actividades entre el mutante nac-2 y la cepa KC2653 en el caso de la fusién ®(hpxD-
lacZ), es de p<0,001. Los niveles de significacion para las comparaciones de las actividades entre los mutantes y la cepa
KC2653 en el caso de la fusién ®(hpxP-lacZ), son de p<0,001 en todos los casos. Los datos de actividades B-galactosidasa se
especifican en ANEXO 3.

En cuanto a la participacién de NAC en el control del operon hpxPQT, la actividad f3-
galactosidasa en el mutante nac es significativamente el doble que la correspondiente a la
cepa KC2653 ®(hpxP-lacZ), 1o que sugeriria una actividad represora por parte de este
regulador. Es posible que la carencia de NAC provoque una alteracion de otras vias
metabodlicas que pueda tener un efecto minimo e indirecto sobre el metabolismo de
hipoxantina como fuente de nitrégeno.

4.43. BEGULACI()N ESPECIFICA MEDIADA POR HIPOXANTINA O ACIDO
URICO

4.4.3.1. Identificacion de los inductores de la expresion de los operones hpxDE y
hpxPQT

Los resultados preliminares obtenidos del estudio de la expresion del gen hpxP
mediante RT-PCR indicaban que la presencia de purinas podria inducir la expresion del
sistema. Este hecho es indicativo de la existencia de un sistema especifico de regulacion
para este regulon. En este sentido nos propusimos identificar los inductores (hipoxantina y/o
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acido urico) de la expresidén del sistema génico hpx, asi como estudiar la funcién de la
proteina HpxR en esta regulacion.

Como primera aproximacién a la identificacion de la(s) molécula(s) inductora(s) del
sistema hpx nos propusimos analizar el efecto de la disponibilidad de hipoxantina o acido
urico sobre la expresion de las fusiones de promotor correspondientes a las cuatro unidades
transcripcionales de este sistema génico. Las fusiones transcripcionales fueron analizadas
en el fondo gendmico de la cepa KC2653. La actividad B-galactosidasa fue determinada a
partir de células provenientes de cultivos de las cepas que contienen las fusiones ®(hpxD-
lacZ), ®(hpxR-lacZ), ®(hpxO-lacZ) 6 ®(hpxP-lacZ), crecidos en los medios que se detallan
en METODOS 3.1.1. La adicion de hipoxantina o &cido urico a cultivos del tipo GNGIn (exceso
de nitrégeno) o GGIn (limitacion de nitrdgeno) se llevd a cabo para analizar el efecto de
estos compuestos sobre la regulacién llevada a cabo por el sistema global del nitrégeno, en
el caso del operén hpxDE, o por el sistema NTR, en el caso del operdn hpxPQT.

Como muestra la FIGURA 4.16., el operon hpxDE esta reprimido en condiciones de
exceso de nitrégeno, y en estas condiciones la presencia de purinas no tiene ningun efecto
sobre la represion llevada a cabo por el exceso de nitrégeno. La adicién de hipoxantina al
medio con nitrégeno limitante (GGInHx) provoca un incremento de la activad 3-galactosidasa
de 40 veces. La induccion por hipoxantina es ain mas acusada cuando este compuesto es
la Unica fuente de nitrégeno (GHXx). En este caso, los niveles de actividad B-galactosidasa
son 56 veces superiores a los obtenidos en condiciones limitantes de nitrogeno (GGin).
Estos resultados indican que la expresién del operon hpxDE estd sujeta a una doble
regulaciéon, por disponibilidad de nitrégeno y otra especifica por hipoxantina, que solo es
operativa cuando el nitrégeno es limitante.
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FIGURA 4.16.: Estudio de la expresion de hpxDE en presencia de hipoxantina o acido urico, mediante la fusién ®(hpxD-
lac2). Los medios de cultivo utilizados fueron GNGIn, GNGInHx, GNGInUr, GGIn, GGInHx, GGInUr, GHx y GUr (METODOS
3.1.1.). El nivel de significacion para la comparacién tanto de la actividad entre GGInUr y GGIn como de la actividad entre GUr
y GGiIn es de p<0,001. Los datos de actividades B-galactosidasa se especifican en ANEXO 3.
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En relacién al acido urico, este compuesto no tiene un efecto inductor tan claro sobre
el promotor Pup. Las diferencias entre la actividad B-galactosidasa en GGInUr o GUr con
respecto a GGIn son significativas estaditicamente. Sin embargo, la presencia de acido urico
en un medio con nitrégeno limitante (GGInUr) no tiene ningun efecto ya que los niveles de
expresion alcanzados en GGIn y GGInUr son del mismo orden. Ademas, la actividad (-
galactosidasa en GUr tan solo es el doble con respecto a GGIn. El hecho de que la
expresion del operon hpxDE se induzca acusadamente cuando las células disponen de
hipoxantina como fuente de nitrégeno pero no de un intermediario posterior en la via de
degradacion como el &cido urico, sugiere que el inductor del operén hpxDE podria ser
hipoxantina.

Respecto a la expresién del gen hpxR, los resultados obtenidos con la fusion
d(hpxR-lacZ) se deduce que la expresidon del gen regulador hpxR es constitutiva, no
estando sujeta a regulacion por nitrégeno, ni por presencia de purinas. Los niveles de
actividad B-galactosidasa obtenidos oscilan entre 116,68U/mg y 149,54U/mg (ANEXO 2.) en
todas las condiciones ensayadas Yy las pequefas variaciones no son significativas en
ninguno de los casos (FIGURA 4.17.).

En relacion al gen hpxO los resultados podrian sugerir una ligera induccién en GGIn,
GHx o GUr con respecto a GNGIn (FIGURA 4.18.). La induccion en GGIn con respecto a
GNGIn no es significativa (p<0,1). En cambio, el leve incremento de actividad f-
galactosidasa en GHx o GUr con respecto a GNGin si es significativo. Ademds, pareceria
que hipoxantina y acido arico tienen un efecto represor cuando se afiaden a GNGIn o GGIn.
Las diferencias entre las actividades B-galactosidasa en GNGInHx y GNGInUr con respecto
a GNGIn no son significativas (p<1 y p<0,1, respectivamente). En cambio, la leve
disminucién de actividad B-galactosidasa en GGInHx o GGInUr con respecto a GGin si es
significativa. En definitiva, los resultados obtenidos muestran una minima induccién de la
actividad del promotor P, en condiciones limitantes de nitrégeno (GGIn) y en presencia de
purinas como Uunicas fuentes de nitrogeno (GHx o GUr), sin embargo, debido a que las
diferencias entre las actividades B-galactosidasa en ningun caso superan una magnitud de
2, proponemos que el gen hpxO no esta sometido a una fuerte regulacion.
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FIGURA 4.17.: Estudio de la expresion de hpxR en presencia de hipoxantina o acido urico, mediante la fusion ®(hpxR-
lacZ). Los medios de culitvo utilizados fueron GNGIn, GNGInHx, GNGInUr, GGIn, GGInHx, GGInUr, GHx y GUr (METODOS
3.1.1.). Los datos de actividades B-galactosidasa se especifican en ANEXO 3.
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FIGURA 4.18.: Estudio de la expresion de hpxO en presencia de hipoxantina o acido urico, mediante la fusion ®(hpxO-
lacZ). Los medios de cultivo utilizados fueron GNGIn, GNGInHx, GNGInUr, GGIn, GGInHx, GGInUr, GHx y GUr (METODOS
3.1.1.). El nivel de significacién para la comparacién de las actividades entre GGInHx y GGIn es de p<0,01. El obtenido para la
comparacién de las actividades entre GGInUr y GGIn es de p<0,001. Los niveles de significacion para las comparaciones de
las actividades entre GHx o GUr y GNGIn es en ambos casos de p<0,01. Los datos de actividades B-galactosidasa se
especifican en ANEXO 3.
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FIGURA 4.19.: Estudio de la expresion de hpxPQT en presencia de hipoxantina o acido urico, mediante la fusion
®(hpxP-lacZ). Los medios de cultivo utilizados fueron GNGIn, GNGInHx, GNGInUr, GGIn, GGInHx, GGInUr, GHx y GUr
(MeTopos 3.1.1.). El nivel de significacion para la comparacion de la actividad entre GGInUr y GGIn es de p<0,01. Los datos de
actividades B-galactosidasa se especifican en ANEXO 3.
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En el caso del operdn hpxPQT (FIGURA 4.19.), también se observa la doble
regulacion, lo que esta de acuerdo con los resultados del analisis de expresion del gen hpxP
mediante RT-PCR. La expresién de este operon también esta reprimida por exceso de
nitrégeno, y la presencia de hipoxantina o 4cido urico tampoco tiene ningun efecto sobre la
represion ejercida en estas condiciones. A diferencia de lo que ocurre con el promotor P,
la presencia de hipoxantina o acido Urico en el medio de cultivo tiene consecuencias muy
parecidas. La actividad B-galactosidasa en hipoxantina o &cido urico como fuente de
nitrogeno es 12 y 11 veces superior, respectivamente, a la obtenida bajo una limitacién de
nitrégeno. La induccién llevada a cabo en un medio que contiene, ademas de nitrégeno
limitante, hipoxantina o acido drico es 6 y significativamente 3 veces superior a la que tiene
lugar en ausencia de estas purinas. Ya que tanto hipoxantina como &cido Urico actian como
inductores de la expresion de la fusion del operon hpxPQT y que éste Ultimo es generado a
partir de hipoxantina, los resultados podrian sugerir que el inductor del promotor Pp,.e €s
acido urico.

Con la finalidad de identificar cual de los dos compuestos nitrogenados, hipoxantina
0 acido urico (o ambos), es el inductor directo de la expresién de los operones hpxDE y
hpxPQT, se analizé la expresion de las fusiones ®(hpxD-lacZ) y ®(hpxP-lacZ) en el fondo
genomico de mutantes en los genes hpxD o hpxO. Los mutantes en el gen hpxD son
incapaces de metabolizar hipoxantina, por lo que en medios de cultivo en presencia de esta
purina, la acumulan y no generan metabolitos derivados. En cambio, los mutantes en el gen
hpxO acumulan &cido Urico dado su deficiencia en actividad uricasa.

Las mutaciones hpxD::mini-Tn5 Km y hpxO::kan fueron transducidas de las cepas
donadoras LC1y LCO20 a las cepas receptoras KC2653 ®(hpxD-lacZ) y KC2653 ®(hpxP-
lacZ) a través del fago P1. Después de comprobar los marcadores de la transduccion, se
comprobé el fenotipo de las colonias seleccionadas en cuanto a su capacidad de utilizar
hipoxantina o acido urico como fuentes de nitrégeno. Como era de esperar, las cepas
KC2653 hpxD::mini-Tn5 Km &(hpxD-lacZ) y KC2653 hpxD::mini-Tn5 Km &(hpxP-lacZ)
mostraron un fenotipo hipoxantina negativo/acido Urico positivo, mientras que las cepas
KC2653 hpxO::kan ®(hpxD-lacZ) y KC2653 hpxO::kan ®(hpxP-lacZ) mostraron un fenotipo
negativo para ambas fuentes de nitrégeno.

La actividad B-galactosidasa se determind a partir de células provenientes de cultivos
de las cepas obtenidas crecidos en medios con limitacion de nitrégeno en presencia de
hipoxantina o &acido urico. Como control se ensayé la expresion de las fusiones ®(hpxD-
lacZ) y ®(hpxP-lacZ) en el fondo parental KC2653. Ya que los mutantes en los genes hpxD
0 hpxO no pueden crecer con hipoxantina como unica fuente de nitrégeno, y tampoco los
mutantes en el gen hpxO pueden crecer con acido urico como fuente de nitrégeno, los
medios de cultivos utilizados fueron GGInHx y GGInUr.

Los resultados de la FIGURA 4.20. muestran que la actividad B-galactosidasa obtenida
en presencia de hipoxantina (GGInHx) a partir de la fusién ®(hpxD-lacZ) en un mutante en el
gen hpxD (32.274U/mg) es ligeramente superior, con significancia estadistica, a la generada
por la cepa no mutante (23.609 U/mg). Este nivel de expresién, ademas, es similar al de la
cepa no mutante en hipoxantina como unica fuente de nitrégeno (33.183U/mg). En un
mutante en el gen hpxD, no se puede generar el resto de intermediarios de la via de
oxidacion de hipoxantina, al carecer de la primera enzima oxidativa. Esto indica que
hipoxantina es el inductor del operon hpxDE. El efecto de la mutacion en el gen hpxO en
presencia de acido Urico, a pesar de ser significativo, no es tan claro (FIGURA 4.21.).

Respecto a la fusidbn ®(hpxP-lacZ), la actividad P-galactosidasa alcanzada en
presencia de hipoxantina (GGInHx) por el mutante en el gen hpxD es una séptima parte de
la determinada en la cepa KC2653 (FIGURA 4.20.). Asi pues, la mutacién en hpxD impide la
induccion por hipoxantina del operén hpxPQT. Este mutante es incapaz de oxidar
hipoxantina a acido urico, lo que indica que el inductor del operdn hpxPQT es el &cido urico.
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Consistente con esta observacion son los resultados obtenidos en el fondo del mutante en el
gen hpxO cuando la fuente de nitrégeno es el acido Urico (FIGURA 4.21.). Los niveles de
actividad B-galactosidasa (919,11U/mg) son similares a los alcanzados en la cepa que no
contiene dicha mutacién (1.109U/mg), y la diferencia entre ellos no es significativa (p<0,1).
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FIGURA 4.20.: Efecto de la deficiencia en HpxD en la expresion de hpxDE y hpxPQT analizado mediante fusiones
transcripcionales. El medio de cultivo utilizado fue GGInHx. El nivel de significaciéon para la comparacion de actividades a
partir de la fusién ®(hpxD-lacZ) entre los fondos gendémicos KC2653 y hpxD::mini-Tn5 Km es de p<0,01. Los datos de
actividades B-galactosidasa se especifican en ANEXO 3.
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FIGURA 4.21.: Efecto de la deficiencia en HpxO en la expresion de hpxDE y hpxPQT, analizado mediante fusiones
transcripcionales. El medio de cultivo utilizado fue GGInUr. El nivel de significacion para la comparacién de actividades a
partir de la fusion ®(hpxD-lacZ) entre los fondos gendémicos KC2653 y hpxO::kan es de p<0,001. Los datos de actividades f3-
galactosidasa se especifican en ANEXO 3.
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4.4.3.2. Funcion de HpxR en la regulacion de la expresion del sistema hpx

Los resultados presentados hasta el momento sugieren que el gen hpxR codifica un
regulador de la familia LysR, probablemente de tipo activador, implicado en la regulacion de
la asimilacion de hipoxantina como fuente de nitr6geno. El siguiente paso era estudiar el
papel de esta proteina en el control de las diferentes unidades transcripcionales de este
sistema génico. Como primera aproximacion a este estudio se llevaron a cabo ensayos de
retardacion de la movilidad electroforética (EMSA) con la finalidad de detectar los centros de
unién de esta proteina en los diferentes promotores.

4.4.3.2.1. Estudio de la uniéon de HpxR a las regiones promotoras Pppxp.rY Phpxo-p

Para llevar a cabo estos estudios, en primer lugar se purificé la proteina HpxR
mediante su fusion a la proteina de uniébn a maltosa (MBP; METODOS 3.2.3.). Los
oligonucleétidos empleados, para amplificar por PCR el fragmento que fue clonado en el
vector pc2x, se detallan en ANEXO 1.

La preparacion de la proteina de fusion MBP-HpxR obtenida después de la digestion
con Factor Xa presentaba de manera habitual un muy bajo nivel de proteina de fusion. Sin
embargo, esta no interferiria en los EMSAs llevados a cabo y que se presentan a
continuacion. Por dltimo, se observan bandas adicionales que podrian ser atribuidas a
productos de la digestion llevada a cabo por proteasas celulares.

M 1 2
-
V4
64.2 KDa | - MBP-HpxR (76,1 KDa)
48,8 KDa }1
375 KDa . % == |MBP (42,5 KDa)
HpxR (33,6 KDa)
25,9 KDa

FIGURA 4.22.: SDS-PAGE de muestras correspondientes al proceso de purificacion de HpxR. Se indican los tamafios
correspondientes a las bandas del marcador de peso molecular (carril M). Carril 1: proteina de fusién eluida de la columna.
Carril 2, productos de la digestion llevada a cabo por FactorXa.

La proteina HpxR obtenida en este proceso fue utilizada en estudios de regulacion
llevados a cabo mediante EMSAs. La caracterizacién fenotipica de un mutante en el gen
hpxR mostré que éste no puede utilizar hipoxantina como fuente de nitrégeno pero si acido
arico, lo que sugiere que HpxR seria un regulador tipo activador de los genes hpxDE
(RESULTADOS 4.3.4.2.1.).

La unién de HpxR a las regiones intergénicas del regulon hpx se analiz6 mediante
EMSAs. Las sondas utilizadas abarcaban diferentes zonas de las regiones Puoxp-r Y Proxo-r
(ANEXOS 1.y 2.). Una vez purificadas, fueron marcadas radiactivamente con **P. En primer
lugar se analizd la capacidad de unién de HpxR a las regiones correspondientes a los
promotores divergentes Puop.r 0 Proxop. Para ello se utilizaron sondas correspondientes a
dos regiones diferentes y solapadas 27pb de la region Pp.,pa Yy una tercera sonda
correspondiente a la region completa Pp0.p. LOS resultados se muestran en la FIGURA 4.23.
HpxR presente en la muestra forma un complejo de retardacion (C1A) tan sélo con la sonda
Sder2. Esto indica que esta proteina reguladora no se une, al menos in vitro, a la regién
I:)hpr-P-
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FIGURA 4.23.: Estudios de la retardacion de la movilidad electroforética (EMSA) utilizando proteina HpxR y las sondas
Sder1, Sder2 y Sop1. En la parte superior se muestra un esquema de las sondas utilizadas especificando las posiciones de
los nucledtidos situados a ambos extremos de cada sonda con respecto al inicio de transcripcion del operén hpxDE (°), hpxR
(™ o hpxO (°). La electroforesis se realizé en un gel de poliacrilamida al 5%. Todas las mezclas de reaccion contenian un
exceso de 500mM de poli(dl-dC). La mezcla de reaccién contenia 25nm de sonda y 0,2, 0,4 6 0,9ug de la proteina HpxR
purificada (representado mediante el triangulo rectangulo). SL: Sonda libre. C1A: Complejo de retardacion C1A.
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FIGURA 4.24.: Estudios de la retardacion de la movilidad electroforética (EMSA) de las sondas Sder2, Sder3 y Sder4,
utilizando MBP y proteina HpxR. En la parte izquierda se muestra un esquema de las sondas utilizadas, especificando las
posiciones de los nucleétidos situados a ambos extremos de cada sonda con respecto al inicio de transcripcién del gen hpxR
(). La electroforesis se realizé en un gel de poliacrilamida al 5%. Todas las mezclas de reaccion contenian un exceso de
500mM de poli(dI-dC). La mezcla de reaccién contenia 25nm de sonda y 1ug de MBP, 6 0,4ug de la proteina HpxR. 1: Sonda
libre. 2: MBP. 3: HpxR. SL: Sonda libre. C1A: Complejo de retardacion C1A. C1B: Complejo de retardacion C1B.
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Puesto que la muestra proteica utilizada proviene de la digestion de la proteina de
fusion MBP-HpxR con Factor Xa, se analiz6 la unién de MBP a la sonda Sder2. MBP habia
sido purificada a partir de E. coli XL1-Blue transformada con el vector pc2x. Ademas, para
acotar la secuencia de union de HpxR a la region Py, s€ analizé la union de HpxR a dos
sondas consistentes en fragmentos de Sder2 (sondas Sder3 y Sder4). La localizacion de las
sondas y los resultados obtenidos se muestran en la FIGURA 4.24.

Como muestra la FIGURA 4.24, MBP no forma ningun complejo de retardacién con la
sonda Sder2, lo que indica que los complejos C1A, formado con la sonda Sder2, y C1B,
formado con la sonda Sder4, se deben especificamente a la unién de HpxR. HpxR no se
unié a la sonda Sder4, mas corta que Sder3. Este resultado indica que en los 17pb que
diferencian a las sondas Sder3 y Sder4 existe algun elemento fundamental para la unién de
HpxR.

Como se ha comentado anteriormente, HpxR pertenece a la familia de reguladores
LysR. Los reguladores de este tipo suelen actuar como represores de la transcripcion de su
propio gen (hpxR en nuestro caso), el cual tipicamente se transcribe de manera divergente
al gen cuya transcripcion activan (probablemente hpxDE). Las proteinas de esta familia
reconocen dos secuencias en el promotor activado, el ABS (Activator Binding Site) y el RBS
(Repressor Binding Site). EI ABS suele encontrarse solapado con la caja -35, mientras que
el RBS suele localizarse en torno a la posicion -65. No se ha asociado ninguna secuencia
concreta al ABS, pero el RBS contiene la secuencia consenso T-Nyi-A. Anteriormente se
identificaron varias dianas de este tipo en el promotor Py (RESULTADOS 4.4.1.1.). Dos de
ellas estan localizadas parcialmente dentro del fragmento de 17pb que diferencia a la
sondas Sder3 y Sder4, y en torno a la posicion -65 respecto al inicio de transcripcion de
hpxDE (FIGURA 4.25.). La localizacion de estos posibles RBS concuerda con la hipétesis de
la pérdida, en la sonda Sder4, de algun elemento fundamental para la unién de HpxR a la
region Proxp-a.

e R
Region Pppxp.s: +|1_>
GTGAGATTATTGTTGTCATATTAGGGTGTTCACATCCATCACCATTAATTCACTCIGCTGTTGICAAAAAAGAGTACAGGGGCG
CACTCTAATAACAACAGTATAATCCCACAAGTEIMMGENAGTGGTAATTAAGTGAGACGACAAGT I T TCTCATGTCCGCGC

+1°F -10° -35° -65°

FIGURA 4.25.: Localizacion de las posibles secuencias de union de HpxR en la region intergénica Pppxp.s. Se indican las
cajas -10 y -35 del promotor Py,p Y, en negrita, posiciones relativas al inicio de transcripcion de Ppsa (7) 0 P (°). Las flechas
indican el sentido de la transcripcién. En rojo se muestran los dos posibles RBS (T-Ni1-A) en el promotor Pyup. Dentro del
recuadro negro se muestran los 17pb que contiene Sder3 adicionales respecto Sder4.

4.4.3.2.2. Efecto de la mutacion hpxR::kan en la actividad de los promotores del
sistema génico hpx

Para analizar la funcion de HpxR en la regulacion de la expresion del operon hpxDE
y del gen hpxR 'y ademas confirmar que este regulador no participa in vivo en la regulacién
de hpxO ni de hpxPQT, se analizaron las fusiones transcripcionales de estos genes en un
fondo genémico mutante en el gen hpxR.

La mutacion hpxR::kan fue transducida de la cepa LCR3 (RESULTADOS 4.3.4.2.) a las
cepas que contienen las fusiones ®(hpxD-lacZ), ®(hpxR-lacZ), ®(hpxO-lacZ) o ®(hpxP-
lacZ) a través del bacteri6fago P1. Se seleccionaron colonias provenientes de cada
transduccién que contenian las fusiones de promotor y que mostraron un fenotipo Km'. En
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los transductantes se comprobd ademas el fenotipo asociado a la mutacion en hpxR
(hipoxantina negativo/acido Urico positivo).

Las fusiones ®(hpxD-lacZ) y ®(hpxR-lacZ) se estudiaron en condiciones de nitrégeno
limitante y de exceso de nitrogeno en ausencia (GGIn y GNGIn) y presencia del inductor de
Proxp hipoxantina (GGInHx y GNGInHXx).

Respecto a la regulacion de hpxDE por HpxR se aprecian varios efectos (FIGURA
4.26.). En primer lugar, en la cepa mutante en el gen hpxR la actividad f-galactosidasa es 8
y 377 veces menor, segun se trate de GGIn o GGInHx, que en la cepa tipo salvaje. Esto
indica que HpxR es un activador del operon hpxDE. En segundo lugar, los niveles de
expresion del operén hpxDE en el mutante hpxR en un medio con nitrégeno limitante en
ausencia (GGIn; 76,89U/mg) y presencia de hipoxantina (GGInHx; 62,57U/mg) son del
mismo orden, lo que indica la pérdida total de la induccion por hipoxantina en el mutante. En
tercer lugar, los niveles de actividad B-galactosidasa en GNGIn y GNGInHx en ambas cepas
son del mismo orden, lo que indica que bajo un exceso de nitrdgeno no tiene lugar la
regulacion por HpxR. Por ultimo, en el mutante hpxR y en condiciones limitantes de
nitrégeno se detecta una induccién con respecto a un exceso de nitrégeno. Este efecto
podria deberse a la regulacion de la expresién del operén hpxDE llevada a cabo por el
sistema global del nitrégeno.
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FIGURA 4.26.: Estudio de la expresion de hpxDE en un mutante en el gen hpxR, mediante fusiones transcripcionales.
Las condiciones de nitrégeno se detallan en METODOS 3.1.1. Los datos de actividades f-galactosidasa se especifican en ANEXO
3.

En cuanto a la regulaciéon de hpxR por su producto génico HpxR los resultados
indican que HpxR, efectivamente, reprime la expresién de su propio gen (FIGURA 4.27.). En
el mutante en el gen hpxR los niveles de actividad B-galactosidasa son significativamente
superiores, entre 4 y 5 veces, en GGIn o GInHx con respecto a la cepa tipo salvaje. Incluso
en condiciones de exceso de nitrogeno (GNGIn y GNGInHx) la expresién de hpxR es
superior en el mutante hpxAR que en la cepa parental KC2653, aunque en estas condiciones
los incrementos son de 2 y 3 veces. Esto sugiere la implicacién de otro(s) factor(es) en
condiciones de exceso de nitrégeno.
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FIGURA 4.27.: Estudio de la expresion de hpxR en un mutante en el gen hpxR, mediante fusiones transcripcionales. Las
condiciones de nitrégeno se detallan en METODOS 3.1.1. El nivel de significacion de las comparaciones de las actividades en
GNGiIn, GNGInHx y GGin, entre KC2653 y el mutante en el gen hpxR es en todos los casos de p<0,01. Los datos de
actividades B-galactosidasa se especifican en ANEXO 3.

En cuanto al efecto de la mutacion en el gen hpxR sobre la expresion del gen hpxO,
la fusién ®(hpxO-lacZ) se analiz6 en condiciones de nitrdgeno limitante en ausencia (GGin)
0 presencia de hipoxantina (FIGURA 4.28.). Los resultados muestran que no hay cambios
significativos en los niveles de actividad B-galactosidasa en la cepa mutante con respecto a
la cepa tipo salvaje, lo que indica que HpxR no participa en la regulacién de hpxO.
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FIGURA 4.28.: Estudio de la expresion de hpxO en un mutante en el gen hpxR, mediante fusiones transcripcionales. Las
condiciones de nitrégeno se detallan en METODOS 3.1.1. Los datos de actividades B-galactosidasa se especifican en ANEXO 3.
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Por dltimo se analizé la fusién ®(hpxP-lacZ) en condiciones de nitrégeno limitantes
en ausencia de purinas (GGIn), en presencia del precursor de acido Urico hipoxantina
(GGInHx) y en presencia del inductor acido urico (GGInUr) (FIGURA 4.29.). Las actividades
B-galactosidasa del mutante hpxR y la cepa tipo salvaje en GGIn o GGInUr son del mismo
orden. La diferencia obervada entre las actividades P—galactosidasa de ambas cepas en
GGInUr no es significativa (p<0,1). El mutante hpxR es deficiente en la actividad catalizada
por los productos génicos del operén hpxDE, implicados en la oxidacion de hipoxantina a
acido urico. En GGInHx, la actividad B-galactosidasa del mutante es una séptima parte de la
obtenida en la cepa tipo salvaje debido a que en estas condiciones no se genera el inductor
acido urico a partir de hipoxantina. Estos resultados indican que HpxR tampoco participa en
la regulacion de hpxPQT, lo que confirma los resultados obtenidos en los estudios de EMSA
que sugerian que el regulador HpxR no se une a la region Pppyo-noxp (RESULTADOS 4.4.3.2.2.).
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FIGURA 4.29.: Estudio de la expresion de hpxPQT en un mutante en el gen hpxR, mediante fusiones transcripcionales.
Las condiciones de nitrégeno se detallan en METODOS 3.1.1. Los datos de actividades B-galactosidasa se especifican en ANEXO
3.

El estudio llevado a cabo mediante fusiones transcripcionales confirmé el papel
regulador de la proteina HpxR en el caso de las unidades transcripcionales hpxDE'y hpxR.
De esta manera se comprob6 que la induccion del operon hpxDE que tiene lugar en
presencia de hipoxantina esta asociada al regulador HpxR. Por ello se analiz6 el efecto de la
hipoxantina sobre la union de HpxR a la regién promotora Pupxp-noxa- Para ello se incubaron
la sonda Sder3 y el regulador en presencia de diferentes concentraciones de hipoxantina.
Los resultados mostrados en la FIGURA 4.30. muestran que la presencia de esta purina no
altera el numero de complejos de retardacion, lo que sugiere la hipoxantina podria provocar
un cambio conformacional de HpxR.
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FIGURA 4.30.: Estudios de la retardacion de la movilidad electroforética (EMSA) de la sonda Sder3 en presencia de
hipoxantina utilizando proteina HpxR. En la parte izquierda se muestra un esquema de la sonda utilizada, especificando las
posiciones de los nucledtidos situados a ambos extremos con respecto al inicio de transcripcion del gen hpxR (7). La
electroforesis se realizé en un gel de poliacrilamida al 5%. Todas las mezclas de reaccién contenian un exceso de 500mM de
poli(dl-dC). La mezcla de reaccién contenia 25nm de sonda, 0,4ug de la proteina HpxR y concentraciones variables de
hipoxantina (0,1mM, 0,25mM y 0,5mM). SL: Sonda libre. C1B: Complejo de retardacion C1B.

4.4.4. ESTUDIOS DE RETARDACION DE LA MOVILIDAD ELECTOFORETICA
(EMSA) LLEVADOS A CABO CON EXTRACTOS CELULARES DE
CULTIVOS CRECIDOS CON DISTINTAS FUENTES DE NITROGENO

Los resultados expuestos evidencian que hpxDE y hpxPQT se inducen en
condiciones limitantes de nitrégeno y en presencia de purinas. La regulacién por niveles de
nitrégeno depende del sistema NTR en el caso del operon hpxPQT, mientras que en el caso
del operén hpxDE tiene lugar mediante otro sistema no descrito hasta el presente. En
cuanto a la regulacibn mediada por presencia de purinas, la molécula inductora es
hipoxantina en el caso del operon hpxDE y acido urico en el caso del operon hpxPQT.
Ademas, hemos comprobado que la proteina HpxR actia como represora de su propio gen
y como activadora del operon hpxDE en condiciones limitantes de nitrégeno y presencia de
hipoxantina. A continuacién, nos planteamos llevar a cabo EMSAs con sondas
correspondientes a las regiones promotoras del sistema hpx y extractos celulares, obtenidos
a partir de células crecidas con distintas fuentes de nitr6geno, con la finalidad de evidenciar
la formacion de determinados complejos DNA-proteina implicados en los diferentes tipos de
regulacion descritos.

4.4.41. Estudios de retardacion de la movilidad electroforética de sondas
correspondientes a Pppxp

En primer lugar se obtuvieron extractos celulares de cultivos de la cepa KC2653,
crecidos en GNGIn, GNGInHx, GGIn, GGInHx y GHx, que se utilizaron en EMSAs llevados a
cabo con la sonda Sder3 correspondiente a la region promotora Pupxp.s. COmo muestra la
FIGURA 4.31. en los carriles correspondientes a extractos provenientes de cultivos crecidos
con hipoxantina (carril 9), especialmente, o acido urico (carril 10) como Unicas fuentes de
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nitrégeno aparece un complejo que retarda a la sonda Sder3 de la misma manera que el
complejo C1B (RESULTADOS 4.4.3.2.2.). Por tanto, dicho complejo se asocia a la uniéon de
HpxR. La banda de retardacién correspondiente al complejo C1B se detecta levemente en el
carril correspondiente a condiciones limitantes de nitrégeno (carril 6). En cambio, cuando las
células han crecido con un exceso de nitrogeno (carriles 3, 4, 5) se distingue un complejo
diferente que presenta menor movilidad electroforética (complejo 2). La deteccién de este
complejo sugiere la existencia de otra proteina reguladora que se une a Pj,,p.g cuando hay
un exceso de nitrogeno. En base a los datos de actividad -galactosidasa que evidencian
que en esas condiciones se encuentra reprimida la expresién de hpxDE, el complejo C2
podria estar constituido por un represor asociado al control global por nitrégeno. Este
complejo también se detecta levemente en condiciones de nitrégeno limitante en ausencia o
presencia de purinas (carriles 6,7 y 8).

Phpr-R
+1R
<—|D <«—C2
+1
Sder3  -63R +46R «—C1B
«—SL

12 3 45 6 78910

FIGURA 4.31.: Estudio de retardacion de la movilidad electroforética (EMSA) de la sonda Sder3, correspondiente a la
region intergénica P.yx.5, llevado a cabo con extractos celulares. En la parte izquierda se muestra un esquema de la
sonda utilizada, especificando las posiciones de los nucleétidos situados a ambos extremos de la sonda con respecto al inicio
de transcripcién del gen hpxR (R). La electroforesis se realizd en un gel de poliacrilamida al 5%. Todas las mezclas de reaccion
contenian un exceso de 500mM de poli(dl-dC). La mezcla de reaccién contenia 25nm de sonda y 0,4ug de la proteina HpxR
(carril 2) o 5ug de extracto celular (carriles 3-10) obtenidos a partir de cultivos crecidos en los medios que se indican a
continuacioén. 1: Sonda libre. 2: HpxR. 3: GNGiIn. 4: GNGInHx. 5: GNGInUr. 6: GGIn. 7: GGInHx. 8: GGInUr. 9: GHx. 10: GUr.
SL: Sonda libre. C1B: Complejo de retardacion C1B. C2: Complejo de retardacion C2.

4.4.4.2. Estudios de retardacion de la movilidad electroforética de sondas
correspondientes a Pppxo0.p

Estudios previos de retardacion (RESULTADOS 4.4.3.2.2.) y de fusiones de promotor a
lacZ (RESULTADOS 4.4.3.2.3.) han demostrado que HpxR no regula la expresion de hpxO ni
de hpxPQT. Un mutante en el gen hpxR muestra niveles mas bajos de expresion del operén
hpxPQT que la cepa parental, en un medio que contiene hipoxantina (GGInHx), debido a
gue dicho mutante no puede oxidar esta purina y, por tanto, generar el inductor de tal operén
acido urico. Para comprobar la implicacion de otros factores en la regulacion de estas
unidades transcripcionales, se realizaron EMSAs de fragmentos correpondientes a la regién
Proxo-p Utilizando extractos celulares de la cepa KC2653.
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FIGURA 4.32.: Estudios de retardacion de la movillidad electroforética (EMSA) de las sondas Sop1, Sop2, Sop3 y Sop4,
correspondientes a distintos fragmentos de la region intergénica hpxP-hpxP llevados a cabo con extractos celulares.
En la parte superior se muestra un esquema de las sondas utilizadas, especificando las posiciones de los nucleétidos situados
a ambos extremos de cada sonda con respecto al inicio de transcripcién del gen hpxO (°) o el operén hpxPQT (7). La
electroforesis se realiz6 en un gel de poliacrilamida al 5%. Todas las mezclas de reaccién contenian un exceso de 500mM de
poli(dl-dC). La mezcla de reaccién contenia 25nm de sonda y 5ug de extracto celular obtenido a partir de cultivos crecidos en
los medios que se indican a continuacién. 1: Sonda libre. 2: GNGIn. 3: GGIn. 4: GHx. SL: Sonda libre. C01: Complejo de
retardacion C01. C02: Complejo de retardacion C02. C03: Complejo de retardacién C03. C04: Complejo de retardacion C04.
C05: Complejo de retardacion C05. C11: Complejo de retardacion C11. C12: Complejo de retardacién C12. C13: Complejo
de retardacion C13. C14: Complejo de retardacién C14. C15: Complejo de retardacion C15. C21: Complejo de retardacién
C21. C25: Complejo de retardacion C25.

Las sondas utilizadas abarcaban diferentes zonas de la region Ppp0.p (ANEXOS 1.y
2.). Se obtuvieron mediante PCR, utilizando los cebadores que se especifican en el ANEXO 1.
y, una vez purificadas, fueron marcados radiactivamente con *P. Los extractos celulares se
obtuvieron a partir de cultivos de la cepa KC2653 crecidos en GNGIn, GNGInHx, GNGInUr,
GGin, GGInHx, GGInUr, GHx y GUTr.

En primer lugar, se realiz6 un ensayo de retardacién con extractos de cultivos
crecidos en GNGIn (exceso de nitrégeno), GGIn (limitacién de nitrégeno) y GHx (hipoxantina
como unica fuente de nitrogeno) y las sondas Sop1, Sop2, Sop3 y Sop4 (FIGURA 4.32.) para
identificar los posibles complejos de retardacion que se forman en cada medio de cultivo y
acotar la regién que da lugar a la formacion de tales complejos. Como muestra la FIGURA
4.32., con la sonda Sop2, mas cercana al gen hpxO, se detecté un complejo de retardacién
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(C21) en el caso del extracto proveniente de un cultivo crecido bajo un exceso de nitrégeno
(sonda Sop2, carril 2). Con la sonda Sop4 se detecté un complejo de retardacion (C25)
asociado a condiciones limitantes de nitrdgeno e hipoxantina como Unica fuente de
nitrégeno (sonda Sop4, carriles 3 y 4). Con las sondas Sop1 y Sop3 se distinguen 5
complejos de retardacion, lo que significa que la mayoria de factores se unen a la region
mas cercana al operén hpxPQT. Por el patrdbn que muestran estos complejos de retardacion
es muy probable que los complejos C01-C05 (Sopi1) estén formados por las mismas
proteinas que forman parte de los complejos C11-C15 (Sop3), respectivamente. Los
complejos C01/C11 y C02/C12 aparecen cuando se utilizan extractos provenientes de
cultivos crecidos con un exceso de nitrégeno. Los complejos C03/C13, C04/C14 y C05/C15,
en cambio, se detectan cuando se utilizan extractos de cultivos crecidos con nitrogeno
limitante o hipoxantina como Unica fuente de nitrégeno.

I:’hpr-P
+|1_)F’ Cci1—
- «+C13
+10 -
Sop3 -47° . +140P C12—» M
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FIGURA 4.33.: Estudio de retardacion de la movillidad electroforética (EMSA) de la sonda Sop3 correspondiente, a la
region intergénica Pppxo.npxe, llevado a cabo con extractos celulares de cultivos de la cepa KC2653 crecidos bajo
distintas condiciones de nitrogeno. En la parte izquierda se muestra un esquema de la sonda utilizada, especificando las
posiciones de los nucleétidos situados a ambos extremos de la sonda con respecto al inicio de transcripcién del operén
hoxPQT (7). La electroforesis se realizé en un gel de poliacrilamida al 5%. Todas las mezclas de reaccion contenian un exceso
de 500mM de poli(dl-dC). La mezcla de reaccién contenia 25nm de sonda y 5ug de extracto celular. 1: Sonda libre. 2: GNGIn.
3: GNGInHx. 4: GNGInUr. 5: GGIn. 6: GGInHx. 7:GGInUr. 8: GHx. 9: GUr. SL: Sonda libre. C11: Complejo de retardacion C11.
C12: Complejo de retardacion C12. C13: Complejo de retardacion C13. C14: Complejo de retardacién C14. C15: Complejo
de retardacion C15.

Puesto que Sop3 es la sonda mas pequefia que forma el maximo numero de
complejos de retardacion, nos propusimos ampliar el estudio mediante EMSAs utilizando
esta sonda y extractos celulares obtenidos a partir de cultivos crecidos en las mismas
condiciones utilizadas en los estudios de expresion mediante fusiones de promotor a lacZ.

En el ensayo de retardacién que se presenta en la FIGURA 4.33. se aprecian los 5
complejos de retardacion identificados anteriormente (FIGURA 4.32.). La relacién entre los
complejos, las condiciones de crecimiento y la actividad B-galactosidasa de la fusién
®(hpxP-lacZ), determinada con anterioridad, se detalla en la TABLA 4.12. Cuando las células
crecieron con un exceso de nitrogeno, tanto en ausencia como en presencia de purinas
(carriles 2, 3 y 4), se detectan los complejos de retardacién C11 y C12. Algunas de las
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proteinas que forman parte de estos complejos podrian estar implicadas en la represion del
operdn hpxPQT en esas condiciones.

Cuando se utilizan extractos de cultivos que han crecido en GGIn, GHx o GUr
(carriles 5, 8 y 9) se detectan los complejos C13, C14 y C15. Estos complejos estarian
asociados a la induccion por limitacion de nitrogeno y presencia de purinas. Cuando las
células crecieron en GGInHx o GGInUr (carriles 6 y 7) los complejos detectados son C13 y
un complejo que presenta la misma movilidad electroforética que C12. Los resultados
sugieren que el complejo C13 podria estar formado, al menos, por el regulador cuya
molécula inductora es el acido Urico.

TABLA 4.12.: Relacion existente entre los complejos de retardacion detectados mediante EMSAs con la sonda Sop3 y
extractos celulares, las condiciones de crecimiento de los cultivos utilizados para la obtencion de los extractos y la
actividad B-galactosidasa, determinada previamente a partir de la fusion ®(hpxP-lacZ).

CONDICION DE ACTIVIDAD COMPLEJOS DE
NITROGENO B-GAL (U/mg) RETARDACION
GNGin 44,19 C11,C12
GNGInHx 42,47 C11,C12
GNGInUr 47,54 C11,C12

GGin 347,57 C13,C14,C15
GGInHx 1.944 C12, C13
GGInUr 1.109 C12,C13

GHx 4.170 C13,C14, C15

GUr 3.893 C13,C14, C15

Al inicio del estudio de la regulacién del sistema hpx se identificaron en la regién
Proxo-p varias secuencias de union de la proteina IHF (RESULTADOS 4.4.1.1.). Debido a la
longitud de la region intergénica Pno.0.p, parecia probable la implicacién de proteinas que
curvan el DNA en la regulacion de la transcripcion del gen hpxO y/o del operén hpxPQT. En
el laboratorio disponiamos de cepas mutantes de E. coli en los genes himA, fis y hns que
codifican, respectivamente, los factores que curvan el DNA IHF, FIS y HN-S. Ya que estas
proteinas de E. coli mantienen una identidad del 98%, 100% y 94% con las proteinas
ortélogas de K. pneumoniae, nos propusimos llevar a cabo ensayos de retardacion con
extractos de las cepas mutantes de E. coli, con el objetivo de identificar el factor que se une
a la region Pypxo-p.

Para ello se obtuvieron, en primer lugar, extractos celulares a partir de cultivos de las
cepas de E. coli ECL1, HN1491 (himA), RJ1802 (fis) y BSN27 (hns) crecidos en GGin.
Ademas se sintetiz6 la sonda Sop5 (ANEXOS 1.y 2.), cuyo extremo 3" se localiza entre los
extremos 3'de las sondas Sop3 y Sop4 (FIGURA 4.34.). La sonda se amplifico por PCR v,
una vez purificada, se marcé radioactivamente con *P.

Los resultados que se muestran en la FIGURA 4.34. indican que los complejos de
retardacion C13, C14, C15 (sonda Sop3, carril 2) y C33 (sonda Sop5, carril2) son
especificos de K. pneumoniae. Con respecto a la sonda Sop3, utilizando los extractos de E.
coli se detecta el complejo C1IHF (carriles 3-5). En el caso de la sonda Sop5 se detecta un
complejo con la misma movilidad electroforética tanto en el caso de K. pneumoniae (carril 2)
como de E. coli (carriles 3-5) denominado C2IHF. Los complejos C1IHF y C2IHF se pueden
asociar a la unién de IHF ya que no se detecta su formacion en el caso de la cepa mutante
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HN1491 (sonda Sop3, carril 6 y sonda Sop5, carril 6). Los resultados obtenidos, y en base a
la intensidad de las bandas correspondientes a los complejos C14, C1IHF y C2IHF, sugieren
que el complejo C14 formado con la sonda Sop3, de mayor longitud que la sonda Sop5, esta
constituido por IHF y por proteinas especificas de K. pneumoniae. Estas proteinas podrian
unirse al DNA a través de elementos localizados en la secuencia nucleotidica que diferencia
a la sonda Sop3 de la sonda Sop5. La presencia de esta secuencia en la sonda Sop3
favorece la union de estas proteinas y por ello el complejo C14 presenta una menor
movilidad electroforética que C1IHF.
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FIGURA 4.34.: Estudios de retardacion de la movillidad electroforética (EMSA) de las sondas Sop3 y Sop5,
correspondientes a distintos fragmentos de la region intergénica hpxO-hpxPQT llevados a cabo con extractos
celulares. En la parte superior se muestra un esquema de las sondas utilizadas, especificando las posiciones de los
nucledtidos situados a ambos extremos de cada sonda con respecto al inicio de transcripcién del operén hpxPQT (7). Se
incluye la sonda Sop4 utilizada en el ensayo de retardacion mostrado en la FIGURA 4.32. La electroforesis se realiz6 en un gel
de poliacrilamida al 5%. Todas las mezclas de reaccién contenian un exceso de 500mM de poli(dl-dC). La mezcla de reaccion
contenia 25nm de sonda y 5ug de extracto celular obtenido a partir de cultivos, crecidos en GGin, de K. pneumoniae KC2653
(carril 2), E. coli ECL1 (carril 3), RJ1892 (carril 4), BSN27 (carril 5) y HN1491 (carril 6). 1: Sonda libre. C13: Complejo de
retardacion C13. C14: Complejo de retardacion C14. C15: Complejo de retardacion C15. C4: Complejo de retardacion C4.
C1IHF: Complejo de retardacion C1IHF. C33: Complejo de retardacién C33. C2IHF: Complejo de retardacion C2IHF. SL:
Sonda libre.
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Ademas, ya que ninguna banda de la intensidad correspondiente a los complejos
formados por IHF se detecta con la sonda Sop4 (FIGURA 4.32.), cuyo extemo 3" se encuentra
mas proximo al inicio de transcripcion de Pp,p (FIGURA 4.32. y 4.34.), IHF no se uniria a la
sonda Sop4 y, por tanto, quedaria mas acotada la posible region de unién de IHF (En gris,
en la FIGURA 4.35.). En esta regién se encuentra una de las secuencias de uniéon de IHF
identificadas en RESULTADOS 4.4.1.1. (FIGURA 4.35.), localizada entre las posiciones +69 y
+82 respecto al inicio de transcripcion de Py, Y que podria ser la diana reconocida por IHF
en la cepa de K. pneumoniae KC2653.

A)
, COMPLEJO
SONDA LOCALIZACION
KC2653 E. coli ECL1 E. coliHN1491

Sop3 -47/+140 C14 C1IHF NA

Sop5 -47/+109 C2IHF C2IHF NA

Sop4 -47/+55 NA ND ND
B)

IHF
-47° — +1°

GTTGCCTTTTTATGLAATCAAAAGTTTCTGT|ATGTTGCATTAAGAATCTATCGTTTCAGGCGCCTGGTT
CAACGGAAAAATACTTAGTTTTCAAAGACATACAACGTAATTCTTAGATAGCAAAGTCCGCGGACCAA

+55° +69°
CAGCAGCGAAGAGGAGTGATGCATCACGAGCGTAATCTAAGTTGATGATTTTGGAGTGATAATAAATT
GTCGTCGCTTCTCCTCACTACGTAGTGCTCGCATTAGATTCAACTACTAAAACCTCACTA|TTATTTAA

+1°
IHF
+82° +109° +140°

TATTGGTIGCCCTTTTGTCGTCTCTGGCCTGCTTTGTGCACAAGCCCATGCACTTCTCTTITACTA
ATAACCACGGGAAAACAGCAGAGACCGGACGAAACACGTGTTCGGGTACGTGAAGAGAAATGAT

IHF

FIGURA 4.35.: Identificacion de la secuencia de union de IHF a la region P.,.0.r. Panel A: Relacién existente entre las
sondas Sop3, Sop4 y Sop5 y los complejos de retardacion asociados a IHF que se forman con los extractos obtenidos
de cultivos de KC2653 y las cepas de E. coli ECL1 y HN1491, crecidos en GGIn. La localizacién de las sondas se expresa
en funciéon del inicio de transcripcién de Ppe. NA: No aparece. ND: No determinado experimentalmente. Panel B:
Localizacion de las secuencias de uniéon de IHF en la region Pn.0r . Se indican las posiciones relativas al inicio de
transcripcion del gen hpxO (°) y del operén hpxPQT (7). En gris se destaca la regién de unién de IHF a la region Puuo.r,
acotada mediante EMSA. En un recuadro rojo se destaca la secuencia que seria reconocida por el factor IHF asociado a los
complejos C14 y C2IHF.
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5. DISCUSION

5.1. IMPORTANCIA FISIOL,C')GICA DE LA ASIMILACION DE
HIPOXANTINA EN EL HABITAT DE K. pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es una bacteria que, en el hombre, forma parte de la flora
intestinal, aunque en menor nimero que E. coli. Ademas, esta enterobacteria puede
encontrarse en los tractos respiratorio y urinario. Sin embargo, existen cepas que pueden
ser patégenos oportunistas causantes de bacteriemia, neumonia e infecciones de las vias
urinarias. En estos casos, la competencia por el habitat con el resto especies microbianas
que cohabitan en el huésped es fundamental para que los patégenos puedan colonizar su
nicho ecoldgico.

En los ultimos afos se han descrito numerosos casos de infecciones hepaticas
causadas por K. pneumoniae, especialmente en EEUU y Taiwan (Lederman y Crum, 2005;
Yang et al., 2004). La enfermedad diabetes mellitus suele ser un factor de riesgo en los
pacientes con ese tipo de infecciones (Cheng et al., 1991). En pacientes con diabetes
mellitus, asi como con otras patologias, los niveles de alantoina son méas elevados que en
individuos sanos (Benzie et al., 1999). La produccion de alantoina en el hombre, que no
posee la enzima uricasa, se debe a la oxidacién de acido urico llevada a cabo por especies
reactivas del oxigeno (ROS) generadas durante periodos de estrés oxidativo (Kaur vy
Halliwell, 1990). Cepas patégenas de K. pneumoniae aisladas de abscesos hepaticos se
caracterizan por presentar el regulén all, un sistema génico implicado en la utilizacién, tanto
en condiciones aerdbicas como anaerébicas, de alantoina como fuente de nitrégeno y de
carbono (Chou et al., 2004). De esta manera, la presencia del regulén all podria suponer
una ventaja para las cepas patégenas en su competencia por el habitat.

La cepa de laboratorio KC2653, asi como otras cepas no patégenas, pueden utilizar
aerobicamente alantoina como fuente de nitrégeno. Resultados obtenidos en nuestro
laboratorio indican que estas cepas también pueden metabolizar alantoina en condiciones
anaerobicas. Sin embargo, las cepas de K. pneumoniae analizadas en este trabajo no
contienen el reguldn all descrito por Chou et al. La cepa MGH78578, cuyo genoma se ha
hecho publico recientemente, tampoco tiene el regulén all, pero esta cepa no puede utilizar
alantoina ni aerdbica ni anaerébicamente (Chou et al.,, 2004). Estos resultados apuntan a
que las cepas no patdgenas presentes en nuestro laboratorio contienen un sistema génico
implicado en el catabolismo de alantoina distinto del reguléon all. Ello pone de manifiesto la
variabilidad existente entre las distintas cepas de K. pneumoniae (Martinez et al., 2004;
Brisse y Verhoef, 2001). De hecho, a diferencia de los aislados patégenos analizados por
Chou et al., la cepa KC2653 no puede metabolizar alantoina como fuente de carbono.

Ya que al inicio de este trabajo no existian publicaciones sobre la genética del
metabolismo de los precursores de alantoina, creimos de interés centrar nuestro estudio en
el metabolismo de hipoxantina. Esta purina se genera por desaminacion de la adenina. La
cepa KC2653 vy el resto de cepas analizadas pueden utilizar adenina e hipoxantina como
fuentes de nitrégeno en condiciones aerdbicas. La utilizacién de purinas como fuentes de
nitrogeno requiere la formacion y posterior catabolismo de alantoina. Estudios llevados a
cabo en nuestro laboratorio sobre el crecimiento anaerdbico de K. pneumoniae indican que
en ausencia de oxigeno las cepas analizadas no pueden metabolizar hipoxantina y solo
asimilan uno de los nitrogenos de la adenina. El hecho de que en condiciones anaerdbicas
estas cepas pueden asimilar un nitrégeno de la adenina y pueden catabolizar alantoina
indica que la/s reaccion/es del metabolismo de purinas limitada/s por la presencia de
oxigeno es/son la oxidacion de hipoxantina y/o la oxidacién de acido urico. Adicionalmente,
la cepa KC2653 tampoco puede utilizar hipoxantina como fuente de carbono.
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En este trabajo hemos identificado y caracterizado el sistema génico hpx de la cepa
de K. pneumoniae KC2653, responsable de la oxidacion de hipoxantina a alantoina en
condiciones aerobicas. Este sistema génico permite la utilizacion de purinas como fuentes
de nitrégeno en condiciones limitantes de nitrégeno. La cepa de K. pneumoniae MGH78578
también posee este sistema génico. Sin embargo esta cepa no puede metabolizar alantoina,
lo que limitaria la capacidad de utilizar hipoxantina como fuente de nitrégeno. La presencia
del sitema hpx en la cepa MGH78578 podria deberse a dos motivos. O bien constituye un
sistema criptico, o bien los genes hpx estan implicados en una ruta distinta de la utilizacién
aerobica de purinas como fuentes de nitrégeno. Este ultimo planteamiento se expondra con
mas detalle posteriormente.

A diferencia de K. pneumoniae, E. coli sélo puede asimilar uno de los nitrégenos de
la adenina en condiciones aerdbicas. En estas condiciones, E. coli no puede utilizar ni
hipoxantina ni alantoina como fuentes de nitrégeno. Ello se debe a que el regulén all,
implicado en la asimilacion de alantoina sélo es activo en condiciones anaerébicas (Cusa et
al., 1999). Una vez asimilado el nitrégeno del grupo amino de la adenina, no se liberan méas
moléculas de amonio hasta la reaccidn catalizada por la alantoato amidohidrolasa (FIGURAS
1.1.y 1.2.), cuyo gen forma parte del regulén all. Segun describieron Xi et al., 2000 aunque
la adenina no puede ser asimilada completamente como fuente de nitrégeno en condiciones
aerobicas, una vez desaminada, la hipoxantina producida es oxidada hasta alantoina. Sin
embargo estos autores no pudieron determinar la actividad XDH asociada a las unidades
transcripcionales xdhABC y xdhD localizadas en el min 65. Ya que E. coli s6lo puede
metabolizar alantoina anaerdbicamente, se podria postular que en esas condiciones esta
bacteria puede utilizar hipoxantina como fuente de nitrégeno. Sin embargo, resultados
obtenidos en nuestro laboratorio, no mostrados en este trabajo, indican que en condiciones
anaerodbicas E. coli tampoco puede utilizar hipoxantina como fuente de nitrégeno y sélo
puede asimilar uno de los nitrégenos de la adenina. Todos estos datos ponen de manifiesto
la carencia de una XDH y/o una uricasa funcional en condiciones anaerdbicas en E. coli.

Comparando las capacidades metabdlicas de K. pneumoniae y E. coli nos podemos
preguntar qué ventaja para la primera supone la utilizacion de hipoxantina y alantoina en
condiciones aerobicas, considerando que ambas especies de enterobacterias habitan
normalmente en el intestino, el cual constituye un ambiente anaerdbico. Hay que tener en
cuenta que K. pneumoniae puede habitar en el sistema respiratorio, claramente aerdbico, el
cual también puede ser colonizado por cepas patdgenas de esta bacteria. Peden et al., 1990
mostraron que las secreciones de la mucosa de las vias respiratorias superiores,
habitualmente expuestas a elevadas tensiones de oxigeno, contienen &cido urico, el cual
desempena una funcién antioxidante. Esta funcién del acido uUrico ya era conocida, de
hecho este compuesto es considerado el principal antioxidante en el plasma humano
(Halliwell y Gutteridge, 1990). Ya que las secreciones de la mucosa de las vias respiratorias
contienen &cido Urico, la capacidad de K. pneumoniae de asimilar este compuesto en
condiciones aerdbicas podria constituir una ventaja en la competencia de las cepas
patbégenas por el habitat.

5.2. EL SISTEMA hpx CODIFICA PROTEI'NAS, IMPLICADAS EN LA
OXIDACION DE HIPOXANTINA A ALANTOINA

El sistema hpx estd compuesto por cuatro unidades transcripcionales: hpxDE, hpxR,
hpxO y hpxPQT. Las unidades hpxDE y hpxR se transcriben divergentemente y sus
promotores se encuentran solapados. De la misma manera, las unidades hpxO y hpxPQT
también se transcriben de manera divergente y sus promotores estan solapados. El gen
hpxP codifica un transportador de purinas. El operon hpxDE estéa implicado en la oxidaciéon
de hipoxantina a acido urico. El gen hpxO esta implicado en la oxidacién de acido urico, muy
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probablemente hasta el intermediario HIU, de tal manera que los productos de los genes
hpxT y hpxQ podrian catalizar la oxidacion de los intermediarios HIU y OHCU,
respectivamente, para generar alantoina. Por ultimo, hpxR codifica un regulador del tipo
LysR que actia como activador del operon hpxDE y como represor de su propio gen. En
base a la organizacion génica del sistema hpx (FIGURA 4.2.) y a la implicacion de sus genes
en una misma ruta metabdlica, se podria plantear que sus unidades transcripcionales
constituyen un reguldn. Los genes del sistema hpx se transcriben de manera coordinada en
condiciones limitantes de nitrégeno y presencia de purinas. Sin embargo, su regulaciéon no
estd mediada por las mismas proteinas reguladoras. Por ejemplo, los resultados obtenidos
en este trabajo han permitido identificar la proteina HpxR como un regulador comun
Unicamente de las unidades hpxDE 'y hpxR.

Puesto que mutantes en los genes hpxD o hpxE son incapaces de utilizar
hipoxantina como fuente de nitrégeno, pero si pueden metabolizar acido Urico, parece ldgico
pensar que estos genes codifican subunidades de la enzima XDH. Sin embargo las
proteinas HpxD y HpxE no se parecen a las XDH descritas hasta el momento, sino mas bien
a dioxigenasas de compuestos aromaticos. Ademas, ha sido imposible detectar actividad
XDH a partir del producto de expresion de un clon del operon hpxDE. Por otra parte, el
sistema hpx no contiene ningun gen cuyo producto génico requiera la union del MoCo. Ya
en 1992, Garzén et al. describieron una posible ruta de utilizacién de hipoxantina
independiente de molibdeno en K. pneumoniae M5a1. Estos autores obtuvieron un mutante
en la via de sintesis del MoCo que mantenia la capacidad de utilizar hipoxantina como
fuente de nitrégeno. Por otra parte, tampoco se han identificado posibles subunidades de
XDH en el genoma de la cepa MGH78578, que también contiene el sistema hpx.

Muchos microorganismos son capaces de degradar compuestos aromaticos, cuyo
nucleo estructural es el anillo de benceno. Generalmente la rotura de la estructura ciclica de
estos compuestos y su posterior catabolismo requiere la previa introduccion de dos grupos
hidroxilo (Mason y Cammack, 1992). Como ejemplo se muestra la oxidacién de tolueno:

CH

e
H,C @ +0,+NADH + H* —» H.__cU + NAD*

tolueno cis-tolueno dihidrodiol

Existen varios tipos de dioxigenasas, pero todas las descritas hasta el momento
tienen la caracteristica comun de preferir NADH como donador de electrones y O, como
donador de los atomos de oxigeno (Mason y Cammack, 1992). Uno de estos tipos, las
dioxigenasas de clase IB, consiste en las enzimas implicadas en la hidroxilacion de anillos
aromaticos, constituidas por dos componentes. Uno de estos componentes es una
oxidorreductasa que contiene FAD y centros [2Fe-2S]. El otro es un oxigenasa que contiene
el centro ferrosulfurado Rieske y un sitio de union a Fe. Los centros [2Fe-2S] y Rieske se
diferencian en que estan coordinados a la proteina por distintos aminoacidos (Ferraro et al.,
2005). En este tipo de dioxigenasas, el transporte de electrones sigue el siguiente flujo:

NADH — FAD — Fe-S (centro [2Fe-2S]) — Fe-S (centro Rieske) — Fe — O,

Sitio reductasa Cadena de transporte de electrones Sitio oxigenasa
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En funcién del parecido de la proteina HpxD con oxigenasas de compuestos
aromaticos que contienen el centro Rieske y de la proteina HpxE con oxidorreductasas del
mismo tipo de compuestos que contienen centros [2Fe-2S] y unen FAD y NAD", es muy
probable que HpxD y HpxE constituyan una dioxigenasa de clase IB. Anteriormente Cultrone
et al., 2005 ya habian descrito la existencia de una xantina dioxigenasa (XanA) dependiente
de o-cetoglutarato en A. nidulans. La proteina XanA no es una dioxigenasa de clase IB y
tampoco se asemeja a las proteinas HpxD o HpxE. La estructura heterociclica del acido
urico contiene dos atomos de oxigeno adicionales con respecto a la estructura de la
hipoxantina (FIGURA 1.1.) y, durante el catabolismo de las purinas, se rompe para generar la
molécula lineal de alantoina. Estas caracteristicas recuerdan a las reacciones que inician la
degradacién microbiana de compuestos aromaticos.

De manera similar a lo que ocurre con las proteinas HpxD y HpxE, el producto génico
del gen hpxO tampoco se parece a las enzimas que tipicamente catalizan la reaccion en la
que este gen esta implicado. Un mutante en el gen hpxO no puede utilizar acido Urico, pero
si alantoina, como fuente de nitrégeno. Por ello se propuso en un principio que HpxO es una
uricasa. Sin embargo HpxO no se parece a las uricasas descritas, las cuales tipicamente no
unen cofactores, sino mas bien a monooxigenasas dependientes de FAD o FMO (Flavin
containing MonoOxygenases). Ademas, tampoco se pudo detectar actividad uricasa a partir
del producto de expresion de un clon del gen hpxO.

Las FMO estan implicadas en procesos de detoxificacion de compuestos
xenobidticos. Su principal funcién consiste en introducir un atomo de oxigeno en la
estructura de los sustratos para aumentar su solubilidad y favorecer, de esta manera, su
excrecion (Eswaramoorthy et al., 2006). Las FMO utilizan el NADPH para reducir uno de los
atomos de O, a H,O, mientras que el otro atomo de oxigeno es utilizado para oxidar el
sustrato (S) (Jokanovi¢, 2001):

NADPH + H" + SH + O, » NADP* + SOH + H,O

La transformacion de acido drico al intermediario HIU consiste en la introduccion de
un grupo hidroxilo (FIGURA 1.1.). De esta manera proponemos que HpxO podria ser una
FMO que lleva a cabo esta reaccién, de tal manera que el producto, HIU, seria
posteriormente transformado por los productos génicos HpxT y HpxQ, similares a HIU
hidrolasas y OHCU descarboxilasas respectivamente, para generar alantoina. De hecho
existen FMO que oxidan cafeina, la cual tiene una estructura purinica (Lang y Rettie, 2000).

Las dioxigenasas y FMO tienen una amplia especificidad de sustrato (Morawsky et
al., 2000; Ziegler, 1993). Cabe sefalar que la asimilacién de hipoxantina como fuente de
nitrbgeno depende de la existencia de una via para la degradacién de alantoina. La
presencia del sistema hpx en cepas como MGH78578, la cual es incapaz de metabolizar
alantoina, sugiere funciones alternativas para este sistema génico.

La incapacidad de la cepa KC2653 de utilizar hipoxantina como fuente de nitrégeno
en condiciones anaerdbicas puede explicarse en base a que la oxidacién de hipoxantina,
catalizada por la dioxigenasa constituida por HpxD y HpxE, y la oxidacién de acido urico,
catalizada por la FMO HpxO, son reacciones dependientes de O,. Respecto a la
determinacién de actividades enzimaticas, la metodologia empleada para determinar las
actividades XDH y uricasa podria servir, en principio, para determinar la actividad de las
proteinas HpxDE y HpxO, ya que se basa en la determinacion espectofotrométrica de NADH
(METODOS 3.2.6.1.) y acido urico (METODOS 3.2.6.2.), respectivamente. Sin embargo, no se
pudo detectar actividad enzimatica asociada a estas proteinas. Seguramente las proteinas
HpxDE y HpxO requieran algun elemento o compuesto para llevar a cabo la catélisis que no
se encontraba presente en la mezcla de reaccion. Anteriormente Xi et al., 2000 identificaron
en E. coli un operdn que codifica una XDH trimérica y un gen que codifica una XDH
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monomérica. Estos autores tampoco pudieron detectar actividad XDH a partir de cepas que
contenian estos sistemas clonados en un vector multicopia. De esta manera, la
caracterizacion funcional de estos genes la llevaron a cabo mediante la cuantificacién de
'“CO, producido a partir de ["*C]-adenina por la cepa parental y por cepas mutantes en tales
genes. Respecto a la actividad uricasa de la proteina HpxO, la posibilidad de que el gen
hpxT codifique la HIU hidrolasa implicaria la coexistencia de HpxO y HpxT para que el &cido
arico sea oxidado. En este trabajo, la determinacién de actividad uricasa se llevo a cabo en
una cepa que solamente contenia el gen hpxO clonado en un vector multicopia.

En cuanto a la caracterizacion funcional del gen hpxP, el hecho de que no hayamos
detectado diferencias fenotipicas entre el mutante en este gen y la cepa parental KC2653 se
puede deber a la presencia de otros transportadores de purinas. Resultados parecidos
obtuvieron Diallinas y Scazzocchio, 1989 y Karatza y Frillingos, 2005 en sus estudios sobre
los transportadores de purinas de A. nidulans 'y E. coli, respectivamente. De hecho, en el
genoma de la cepa MGH78578 existen, al menos, dos posibles genes mas implicados en el
transporte de purinas (n? acceso KPN_04013 y KPN_02555). Por ello, el estudio a nivel
cromosomico de un gen implicado en el transporte de purinas requiere ser llevado a cabo en
un fondo genémico mutante en el resto de genes con funcion similar (Diallinas et al., 1995 y
Cecchetto et al., 2004). Durante el desarrollo de este trabajo se intenté proceder a la
caracterizacion del producto génico del gen hpxP mediante su clonaje en el vector pBR322.
Sin embargo, la expresion constitutiva de dicho gen en un vector multicopia resulté letal, por
lo que no fue posible llevar a cabo los ensayos de transporte de hipoxantina planteados.

El producto génico del gen hpxP es similar a permeasas de xantina y uracilo.
Ademas, el gen ortologo en la cepa MGH78578 (n° acceso KPN_01664) codifica, segun los
datos de Genbank, una permeasa de guanina y xantina. En base a estas semejanzas y a
que el operon hpxPQT se induce en presencia de acido urico, probablemente HpxP es una
transportador de xantina y acido Urico, como UapA de A. nidulans (Gorfinkiel et al., 1993). El
dominio xan_ur_permease identificado en la secuencia de aminoacidos de la proteina HpxP
también se encuentra en transportadores de la familia NAT (Koning y Diallinas, 2000), como
UapA o PbuX de B. subtilis (Christiansen et al., 1997). Por ello proponemos que la
permeasa HpxP puede pertenecer a esta familia de transportadores.

De manera similar a lo que ocurre con la mayoria de reguladores LysR, HpxR regula
la expresion de su propio gen, el cual se expresa constitutivamente, y del operén divergente
hpxDE. El fenotipo hipoxantina negativo/acido Urico positivo de un mutante en el gen hpxR'y
los resultados obtenidos en los estudios de fusion de los promotores Pypxp Y Phoxr llevados a
cabo en el fondo gendmico de la cepa tipo salvaje y de un mutante en el gen hpxR,
mostraron que el regulador HpxR es un activador del operén hpxDE y un represor de su
propio gen. Ademas, se ha demostrado que la hipoxantina es la molécula efectora de este
regulador. Sin embargo, nuestros resultados indican que la interaccion con hipoxantina no
es indispensable para la unién de HpxR a la region intergénica Puoxp-5. Por una parte, los
EMSAs realizados con la proteina HpxR purificada, en los que se detectd el complejo de
retardacion HpxR-Pp,«p.p, Se llevaron a cabo en ausencia de hipoxantina. Ademas, la adicion
de hipoxantina a la mezcla de reaccién no provocé cambios ni en la intensidad ni en el
numero de complejos de retardacion asociados a HpxR (FIGURA 4.30.). Por otra parte, en
condiciones limitantes de nitr6geno y en ausencia de hipoxantina en el medio de cultivo
(GGin) el operén hpxDE es inducido, y parte de esa induccion se asocia al regulador HpxR
(FIGURA 4.26.). Por ultimo, en los estudios de EMSA llevados a cabo con extractos celulares
provenientes de cultivos crecidos en el mismo medio de cultivo se detecta el complejo de
retardacion HpxR-P,«p.r. Probablemente la hipoxantina provoca un cambio de conformacion
de la proteina HpxR que favorece la formacién del complejo abierto DNA-RNA polimerasa.
Este caso seria entonces similar al de los reguladores CatR y NahR de P. putida (Parsek et
al., 1992; Schell et al., 1989), MetR de E. coliy S. typhimurium (Urbanowsky et al., 1985) y
Trpl de Pseudomonas spp. (Gao y Gussin, 1991). Estas proteinas se pueden unir a los
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promotores que regulan en ausencia de la molécula efectora y esta uniéon puede provocar el
inicio de la transcripcién del gen activado. La interacciéon de la molécula efectora con estos
reguladores estimula o potencia la union de la RNA polimerasa al promotor y, por tanto, la
transcripcién. La regulacién mediada por la proteina Trpl se detalla en DISCUSION 5.3.2.

La represién del gen hpxR por su propio producto génico tiene lugar mediante la
unién de HpxR a alguno de los dos RBS (Repressor Binding Site) del operén hpxDE
identificados (FIGURA 4.25), ya que estos RBS se encuentran a 3" respecto el inicio de
transcripcién de hpxR. Este mecanismo de control permite autorregular los niveles de
proteina reguladora. En base a las caracteristicas de los promotores dependientes de
reguladores LysR, la activacion del operdn hpxDE requeriria la unién de HpxR, ademas, a la
secuencia ABS (Activator Binding Site) que, se localizaria en torno a la caja -35 de la unidad
hpxDE. Ya que hpxDE esta sometido, ademas, a un control por niveles de nitrogeno, el
modelo completo de regulacion propuesto se explicara mas adelante.

5.3. REGL!LACION DUAL DEL SISTEMA hpx: POR NIVELES DE
NITROGENO Y POR PRESENCIA DE PURINAS

El sistema génico hpx esta sometido a una doble regulacién, por niveles de nitrégeno
y por presencia de los inductores hipoxantina y acido Urico. Los operones hpxDE'y hpxPQT
constituyen las unidades transcripcionales regulables a ambos niveles. De esta manera, el
metabolismo de hipoxantina como fuente de nitrégeno tiene dos puntos limitantes: la entrada
del sustrato al interior celular (hpxP) y la oxidacién de hipoxantina a acido urico (hpxDE). El
gen regulador hpxR se expresa constitutivamente. Por Ultimo, los niveles de expresién del
gen hpxO observados parecen indicar que éste se expresa de manera constitutiva o esta
muy poco regulado.

5.3.1.LA DOBLE REGULACION DEL OPERON hpxPQT TIENE LUGAR
MEDIANTE EL SISTEMA NTR, EN CONDICIONES LIMITANTES DE
NITROGENO, Y POR PRESENCIA DE ACIDO URICO

Los estudios de transporte de hipoxantina evidenciaron que el transporte de este
compuesto es mayor en condiciones limitantes de nitrégeno que en condiciones de exceso
de nitrégeno. Este resultado indicaba que la entrada de purinas al interior celular en K.
pneumoniae podia estar regulada por los niveles de nitrégeno del medio. Resultados
posteriores derivados de estudios llevados a cabo mediante RT-PCR indicaron que la
expresion del gen hpxP, que codifica una permeasa de purinas, se encuentra reprimida en
condiciones de exceso de nitrdgeno y se induce en condiciones de nitrégeno limitantes y
presencia de purinas.

La regulacién por niveles de nitrégeno del operén hpxPQT tiene lugar a través del
sistema NTR. La implicacién de este sistema en el metabolismo de hipoxantina como fuente
de nitrégeno se intuy6 en primer lugar al obtener mutantes hipoxantina negativos, mediante
insercion al azar de mini-Tn5 Km, en genes relacionados con NTR (g/nD'y gltD; TABLA 4.2.).
En segundo lugar se identificaron, mediante un andlisis in silico del promotor P, (TABLA
4.3. y FIGURA 4.11.), la secuencia de unién de la subunidad ¢ de la RNA polimerasa y
dianas de los reguladores NtrC e IHF localizadas acorde con una regulacion llevada a cabo
por el sistema NTR, como la del operon glhHPQ (Claverie-Martin, 1991). Ademas, la
hip6tesis de una regulacion del operon hpxPQT mediada por NTR concordaba con el hecho
de que varios sistemas de transporte estan regulados por la proteina NtrC (Reitzer y
Schneider, 2001). En total se identificaron cuatro dianas de la proteina NirC a 5 del inicio de
transcripcion del operon hpxPQT, de las cuales la mas proxima a la secuencia de union de
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c>* dista 47pb de la misma. El nimero de secuencias de unién de NtrC cumple el requisito
de que la activacion mediada por esta proteina requiere al menos dos de estas secuencias
(Porter et al., 1993). IHF facilitaria el contacto entre el oligémero de NtrC-P y la subunidad
c>* de la RNA polimerasa (Carmona et al., 1997).

Posteriormente se obtuvieron otras evidencias de este tipo de regulacién, como el
hecho de que mutantes en los genes rpoN o ntrC son incapaces de utilizar hipoxantina como
fuente de nitrégeno (TABLA 4.10.). La implicacién del factor 6°* y el activador NtrC en la
activacion de la expresién del operén hpxPQT en condiciones limitantes de nitrégeno se
confirm6 mediante estudios de fusién de promotor (FIGURAS 4.14. y 4.15.). Los niveles de
expresion alcanzados en un mutante en el gen rpoN'y en un mutante en el gen ntrC son una
cuarta parte de los alcanzados en la cepa tipo salvaje. Ademas, en estos estudios se
observé que la proteina NAC podria tener un papel represor. Este planteamiento coincidiria,
ademas, con el hecho de que un mutante en el gen nac puede utilizar hipoxantina como
fuente de nitrégeno. Sin embargo, esta hipodtesis no se corresponde con el hecho de que
NAC tiene un papel activador de genes implicados en la utilizacién de malas fuentes de
nitrégeno, como serian las purinas, ni con que los promotores de los genes estructurales
regulados por NAC son dependientes de ¢’°. Ademas, la localizacién de una Unica posible
secuencia de union de NAC, en torno a la posiciébn +47 con respecto al inicio de
transcripcion de P.p, identificada mediante analisis in silico, no coincide con el modelo de
represion llevado a cabo por esta proteina, que requiere dos secuencias de unién. La
represion por NAC del promotor de su propio gen, el tnico dependiente de ¢ regulado por
esta proteina, tiene lugar mediante la union, a la secuencia que separa las dianas de NtrC
de la de 6**, de un tetramero que curva el DNA de manera que impide el contacto entre NtrC
y 6>* (Feng et al., 1995). La formacién de este tetramero requiere la unién de dos dimeros al
DNA, cada uno de los cuales reconoce una diana de NAC (Rosario y Bender, 2005). La
represion por NAC del gen gdhA se lleva a cabo de manera distinta pero también requiere la
unién de NAC a dos dianas (Rosario y Bender, 2005; Goss et al., 2002). El gen gdhA posee
un promotor dependiente de ¢’°. La unién de un dimero NAC en la posicion -68 y de otro
dimero en la posicion +54 con respecto al inicio de transcripcion de gdhA, provoca la
formacion del tetramero que curva el DNA e impide la activacién de la transcripcion mediada
por ¢’°. Por ello, proponemos que el efecto de la mutacion en el gen nac observado en el
andlisis del promotor P, mediante fusiones transcripcionales es una consecuencia de la
alteracién de otras vias metabdlicas y no de una accion directa.

La regulacion especifica del operon hpxPQT tiene lugar en presencia de acido urico.
Probablemente el acido urico es la molécula efectora de un activador que estaria asociado
al complejo de retardacion C13 que se detecta con extractos de ceélulas crecidas en
presencia de acido urico o hipoxantina (cuya oxidacion produce acido Urico), siempre y
cuando no haya un exceso de nitrégeno (FIGURA 4.33.). Este regulador no es HpxR ya que,
por una parte esta proteina no se une in vitro a la region Pi,0.p Yy, por otra parte, una
mutacién en el gen hpxR no tiene ningun efecto sobre la expresién de hpxPQT en presencia
de acido udrico. La no induccién del operén hpxPQT en un mutante hpxR en presencia de
hipoxantina se debe a que dicho mutante es incapaz de formar &cido Urico a partir de
hipoxantina.

De esta manera, bajo un exceso de nitrégeno el operon hpxPQT se encuentra
reprimido debido a la inhibicion del sistema NTR en tales condiciones. Esta represion no se
ve afectada por la adicion de &cido urico. En condiciones limitantes de nitrégeno, la
expresion de hpxPQT es activada por la proteina NtrC, la cual contactaria con la subunidad
c>* de la RNA polimerasa gracias a la curvatura del DNA producida por el factor IHF. La
presencia de &cido urico como unica fuente de nitrégeno provoca, ademas, una induccién a
través de un regulador especifico que no ha sido identificado pero del que se tienen varias
evidencias. Cuando las células se encuentran en un medio con nitrégeno limitante y acido
arico (GGInUr) los niveles de expresion del operon hpxPQT son intermedios entre los
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obtenidos con nitrégeno limitante (GGIn) y con acido urico como Unica fuente de nitrégeno
(GUr; FIGURA 4.19). Ademas, el patrén de complejos de retardacién que se detecta en
EMSAs, llevados a cabo con sondas correspondientes a la region intergénica Ppyco-p Y
extractos celulares provenientes de cultivos crecidos en GGInUr, es un hibrido entre los que
aparecen con extractos de cultivos crecidos bajo un exceso de nitrégeno (GNGIn o
GNGInUr) y los asociados a una limitacion de nitrégeno (GGlIn) o acido Urico como Unica
fuente de nitrégeno (GUr; FIGURA 4.33.). Esta situacién (GGInUr) se podria corresponder con
la condicion de “semi-exceso de nitrdgeno” mencionada por primera vez por Nygaard et al.,
2000 (INTRODUCCION 1.2.3.1.).

A diferencia de lo que ocurre con el operon hpxPQT, el gen hpxO dependiente de
6"’ no esta regulado fuertemente. Las pequefas diferencias entre los niveles de expresion
alcanzados en las distintas condiciones analizadas, detectadas mediante estudios de
fusiones de promotor (FIGURA 4.18.) y que tan s6lo en algun caso alcanzan la magnitud de 2,
podrian ser un efecto indirecto de la regulacion del operon hpxPQT, cuyo promotor se
encuentra solapado con el promotor Pp,o. De esta manera, parece probable que el gen
hpxO se exprese constitutivamente. Los estudios llevados a cabo mediante EMSAs
permitieron confirmar una diana de union de IHF distinta de la que intervendria en la
activacién del operdn hpxPQT vy localizada en la posicién -39 respecto al inicio de
transcripcion de Pjo.0 (FIGURA 4.35.). El factor IHF que se une a esta secuencia podria estar
implicado en el mantenimiento de los niveles de expresion del gen hpxO. La proteina IHF
pertenece a la familia de las DNA bending protein. Un ejemplo del mantenimiento de un nivel
constante de expresion de un gen mediante la accién de una DNA bending protein, como es
H-NS, es el del gen ade de E. coli. Este gen se describié en un principio como criptico
debido a que no se habia detectado actividad adenina desaminasa en células de E. coli
(Matsui et al., 2001). Posteriormente, Petersen et al., 2002 mostraron que el factor H-NS lo
mantiene silenciado. A pesar de que la expresion del gen hpxO no responde a las
condiciones de nitrégeno del medio, la oxidacion de &cido Urico catalizada por su producto
génico esta regulada indirectamente a través del control de la entrada de este compuesto al
interior celular (hpxP) y de su produccién mediante la oxidacién de hipoxantina (hpxDE).
Ademas, estan reguladas las actividades enzimaticas asociadas cpn HpxO en la oxidacién
completa de &cido Urico a alantoina (hpxQT).

5.3.2. LA DOBLE REGULACION DEL OPERON hpxDE TIENE LUGAR
MEDIANTE UN REPRESOR, EN ALTOS NIVELES DE NITROGENO, Y POR
HIPOXANTINA, A TRAVES DEL REGULADOR HpxR

La regulacién por nitrégeno del operon hpxDE suscita especial interés ya que es la
primera vez que se describe en K. pneumoniae un sistema inducible por limitacion de
nitrdgeno que no esta bajo el control del sistema NTR. Los resultados preliminares sobre la
regulacion por nitrégeno del operon hpxDE sugieren la existencia de un represor, que
actuaria en condiciones de exceso de nitrégeno y al que proponemos denominar NR
(Nitrogen Repressor). En primer lugar, el promotor P,.p no contiene dianas de NAC, NirC o
c>*. En segundo lugar, la induccién que tiene lugar en condiciones limitantes de nitrégeno no
depende del sistema NTR, ni directamente ni a través de NAC, ya que una deficiencia en el
factor 6>* o en los reguladores NtrC y NAC no tiene ningun efecto sobre la actividad del
promotor Pn.p. En tercer lugar, los estudios llevados a cabo mediante EMSAs con una
sonda correspondiente a la region intergénica P .. detectaron un complejo de retardacion
en condiciones de exceso de nitrdgeno distinto al correspondiente Unicamente a HpxR
(FIGURA 4.31). Por ultimo, los resultados derivados del andlisis llevado a cabo mediante
fusiones de promotor en la cepa parental y en la cepa mutante en el gen hpxR también
sugieren la union de algun factor a la regién promotora Pn,p.ren condiciones de exceso de
nitrégeno. La actividad del promotor P, en GGIn es 8 veces menor en un mutante en el
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gen hpxR que en la cepa parental, pero permanece 7 veces superior con respecto a las
cepas parental y mutante en GNGIn, medio equivalente a un exceso de nitrégeno (FIGURA
4.26). Esa diferencia entre los niveles de actividad del promotor P, del mutante hpxR en
GGIn (76,89U/mg) y los obtenidos en GNGIn (en torno a 16U/mg) corresponderia a la
regulacion llevada a cabo exclusivamente por el sistema global del nitrégeno, a través de la
des-represion del operon hpxDE. Por otra parte, a pesar de que el gen hpxR se expresa
constitutivamente, la actividad del propio promotor P,z €n el mutante en este gen es menor
en exceso de nitrdgeno que en condiciones limitantes de nitrégeno. Esto indica la
implicacién de otro factor que no permite la total des-represion del gen hpxR en ausencia del
propio regulador HpxR (FIGURA 4.27.). El mecanismo de actuacion del regulador NR se
asemejaria al del regulador global GInR de B. subtilis (Wray et al., 1997), comentado en
INTRODUCCION 1.2.3.1. En levaduras también existe este tipo de represién llevada a cabo en
condiciones de exceso de nitrdgeno por reguladores globales (Coffman et al., 1997).

Los niveles de expresidon de hpxDE alcanzados en condiciones de nitrégeno
limitantes, en ausencia de hipoxantina, se deben tanto a una des-represion como a una
activacién parcial por HpxR. De esta manera, HpxR seria capaz de inducir la expresién del
operdn hpxDE en ausencia de hipoxantina en el medio de cultivo. Beier et al, 2004
mostraron que el regulador PucR del operén puc de B. subtilis, implicado en el metabolismo
de purinas como fuentes de nitrdgeno, es capaz de inducir la transcripcién en ausencia de
purinas, si bien la induccion era mucho mas efectiva cuando éstas eran anadidas al medio
de cultivo. A pesar de que PucR no pertenece a la familia de reguladores LysR, su caso
constituye un ejemplo de regulacion mediada en ausencia de inductores. A diferencia de la
mayoria de proteinas de la familia LysR, algunos de sus componentes son capaces de
inducir la transcripcion en ausencia de moléculas efectoras. El ejemplo mas claro es el del
regulador Trpl de Pseudomonas. Esta proteina induce la expresién del operdn trpBA, que se
transcribe de manera divergente a su propio gen, en respuesta al inductor INPG
(indolglicerol fosfato). Este operon codifica la enzima triptéfano sintetasa, la cual cataliza la
ultima reaccién de la sintesis de triptéfano. Analisis llevados a cabo mediante ensayos de
transcripcion in vitro demostraron que altos niveles de la proteina Trpl purificada eran
capaces de activar el promotor P,z y que la presencia de INPG estimulaba tal activacion
(Gao y Gussin, 1991). El mecanismo de regulacion del operén trpBA por Trpl es el siguiente.
Trpl se une al RBS de trpBA incluso en ausencia de la molécula efectora INPG, como hacen
la mayoria de reguladores LysR (Schell, 1993), lo cual provoca su propia autorepresion. La
presencia de INPG estimula la unién cooperativa de una segunda proteina Trpl, lo que
permite contactar con el ABS, lo que aumenta la formacidén del complejo abierto y potencia
el inicio de la transcripcion del operdon troBA (Chang y Crawford, 1991). Los resultados
obtenidos en los estudios llevados a cabo mediante EMSAs, que se comentaron
anteriormente, sugieren que la hipoxantina provoca un cambio conformacional de la proteina
HpxR que favoreceria la formacion del complejo abierto DNA-RNA polimerasa, aumentando
asi los niveles de transcripcion del operén hpxDE.

En los EMSAs llevados a cabo con extractos celulares de cultivos crecidos en
distintas fuentes de nitrégeno y una sonda correspondiente a la region intergénica Pppxp.r, €l
complejo HpxR-Poxp-r se detecté como complejo tnico (C1B) en presencia de purinas como
Unicas fuentes de nitrégeno (FIGURA 4.31.), especialmente con hipoxantina. Con los
extractos provenientes de cultivos crecidos en condiciones limitantes de nitrdgeno en
ausencia y presencia de purinas se detectaron el complejo asociado a NR (C2), aunque con
menor intensidad que en un exceso de nitrogeno, y el complejo asociado a HpxR, con
menor intensidad que en el caso de hipoxantina como Unica fuente de nitrégeno. En el caso
de extractos obtenidos de cultivos crecidos con un exceso de nitrdbgeno, en ausencia y
presencia de purinas, solo se detecta el complejo asociado a NR. El gen hpxR se expresa
constitutivamente, por lo que estos resultados sugieren una posible interaccion entre NR y
HpxR. El medio de cultivo consistente en nitrégeno limitante mas purinas (GGInHx/GGInUr)
constituiria la condicion denominada “semi-exceso de nitrégeno” por Nygaard et al., 2000. El

119



DISCUSION

hecho de que en estas condiciones pudieran estar actuando los reguladores asociados tanto
a un exceso como a una limitacién de nitrégeno explicaria la deteccion de ambos complejos
C1B y C2 en tales medios de cultivo. Ambos complejos también se detectan en condiciones
limitantes de nitrogeno en ausencia de purinas (GGIn). Sin embargo, en este caso el
complejo de retardacion asociado a HpxR (C1B) es mayoritario y el asociado a NR (C2) es
insignificante.

En base a nuestros datos y a los mecanismos de regulacién descritos en la
bibliografia proponemos el siguiente modelo de regulaciéon coordinada de las unidades
transcripcionales hpxDE y hpxR (FIGURA 5.1.). Tres factores participan en este modelo: (i) el
represor global del nitrégeno NR, (ii) la proteina HpxR vy (iii) el complejo formado por el
regulador HpxR y el inductor hipoxantina (HpxR™). HpxR se une a alguno de los dos RBS
con la secuencia T-Ny4-A identificados en RESULTADOS 4.4.3.2. Nuestra hipotesis es que NR
se uniria a su diana que, probablemente, solaparia con la caja -35 del promotor P.p, [0 que
impediria la unién de la RNA polimerasa a este promotor. En cuanto a HpxR™, proponemos
que la unién de la hipoxantina a HpxR provoca un cambio conformacional que favorece la
transcripcién del operén hpxDE. Sin embargo, los datos derivados de este trabajo no son
suficientes como para concretar si este complejo permanece unido al RBS o si ademas, y en
base a las caracteristicas generales de los reguladores tipo LysR (Schell, 1993), se uniria al
ABS localizado proximo a la caja -35.

Bajo un exceso de nitrogeno las proteinas NR y HpxR ocupan sus secuencias
especificas. La union de HpxR es suficiente como para reprimir a su propio gen y la union de
NR impediria tanto la unién de la RNA polimerasa al promotor P, como la induccion de tal
promotor por HpxR. En condiciones limitantes de nitrégeno NR abandonaria el promotor
Proxp, 10 que provocaria la activacion del operén hpxDE resultante de la des-represion por
NR vy la induccién mediada por HpxR. En este caso, el gen hpxR mantendria el mismo nivel
de expresion debido a la autorregulacion por HpxR. Por ultimo, cuando las células disponen
de hipoxantina como unica fuente de nitrégeno, ésta interacciona con la proteina HpxR,
formando el complejo HpxR"*, provocando un cambio de conformacién del regulador que se
traduce en una mayor capacidad para favorecer la formacion del complejo abierto DNA-
RNA polimerasa en el promotor P,y que da lugar a los altos niveles de expresion del
operén hpxDE observados. En estas condiciones, el complejo HpxR"™ unido al promotor
mencionado mantiene el mismo nivel de transcripcion del gen hpxR.

La adicion de hipoxantina a un medio con exceso de nitrégeno no tiene ningun efecto
sobre la transcripcion de hpxDE, ya que su promotor esta ocupado por NR. Sin embargo, la
adiciégxde hipoxantina a un medio con nitrégeno limitante provoca la induccién mediada por
HpxR™.

Exceso de N Limitacion de N Hipoxantina

+1R +1R +1R
@ @ @
o C R

=@ @
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+1P +1P +1P

Figura 5.1.: Modelo de regulacion propuesto para las unidades transcripcionales divergentes hpxDE y hpxR. NR:
posible regulador global del nitrégeno. HpxR: Proteina reguladora HpxR. Los recuadros grises indican las cajas de unién de las
dos proteinas reguladoras. NR podria unirse a la caja -35 del promotor Pp,p. HX: hipoxantina. RBS: Repressor Binding Site.
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CONCLUSIONES

La cepa de K. pneumoniae KC2653, asi como otras cepas de laboratorio, puede utilizar
hipoxantina como fuente de nitrégeno en condiciones aerdbicas.

El sistema génico hpx, localizado entre los genes KPN_01660 e hipB del cromosoma de
K. pneumoniae, esta implicado en la utilizacién de hipoxantina como fuente de nitrégeno.

El sistema hpx se compone de cuatro unidades transcripcionales: hpxDE, hpxR, hpxO'y
hpxPQT. Las unidades hpxDE, hpxR 'y hpxO se transcriben a partir de promotores 6”°,
mientras que hpxPQT presenta un promotor dependiente de ¢>*.

El gen hpxP codifica un transportador de purinas. El sustrato especifico de este
transportador podria ser acido Urico, ya que el operdn hpxPQT se induce en presencia
de este compuesto.

El operén hpxDE esta implicado en la oxidacion de hipoxantina a &cido Urico, pero sus
productos génicos no constituyen una xantina deshidrogenasa tipica. Las proteinas
HpxD y HpxE formarian una dioxigenasa de clase |IB.

El gen hpxO esta implicado en la oxidacién de &cido urico a alantoina. Sin embargo, su
producto génico no muestra similitud a uricasas. La proteina HpxO seria una
monooxigenasa dependiente de FAD.

El analisis in silico de los genes hpxT y hpxQ sugiere que estos genes estan implicados
en la transformacién de los intermediarios de la oxidacion de acido Urico a alantoina. De
esta manera, la oxidacion de &cido Urico se llevaria a cabo mediante la accién
secuencial de las enzimas HpxO, HpxT y HpxQ.

El gen hpxR codifica un regulador tipo LysR que activa la transcripcién del operdn
hpxDE y reprime la expresién de su propio gen. La molécula efectora de este regulador
es hipoxantina.

El sistema hpx esta sometido a una doble regulacion: por niveles de nitrégeno y por
presencia de purinas. Las unidades trasncripcionales regulables a ambos niveles son los
operones hpxDE'y hpxPQT.

La expresion del operon hpxPQT se induce en condiciones de nitrogeno limitantes a
través del sistema NTR. Este operén depende de la subunidad 6°* de la RNA polimerasa
y es activado por la proteina NtrC. Adicionalmente el acido urico actia como molécula
inductora mediante un regulador especifico que todavia no ha sido caracterizado.

El operén hpxDE se encuentra reprimido en condiciones de exceso de nitrogeno.
Resultados preliminares sugieren que tal regulacion esta llevada a cabo por una proteina
tipo represor a la que hemos denominado NR. Este represor formaria parte de un
sistema de regulacion por nitrégeno diferente de NTR. Ademas, el operon hpxDE se
induce en presencia de hipoxantina, la cual es reconocida por la proteina HpxR.
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ANEXO 1

8. ANEXOS
ANEXO 1: OLIGONUCLEOTIDOS

En los casos en los que los cebadores contenian alguna diana de restriccion, ésta se destaca
mediante color. En rojo se especifica la diana reconocida por EcoRl, en morado la de Xbal, en verde
la de Mlul, en azul la de Ascl, en naranja la de BamHly en gris la de Smal.

ANALISIS DE LA PRESENCIA DEL REGULON all DESCRITO POR Chou et al., 2004
336F: TCTGATTTATCCCACATT (Chou et al., 2004)
1416R: CCGTTAGGCAATCCAGAC (Chou et al., 2004)
KallS.1: GGACGCATGGTCGGAATGTGTC

KallS.2: GTAGAGCGCCAGGTCAACATTG

KallA.1: CCCCTGACGCGAGATGCATTCC

KallA.2: GCAAAGCTCAGCTCCACGGTCG

KallR.2: GCGCGGTACTGATATTCCTTGC

KallR.1: GGTTGGTGGCATATCGGTCTTGG

Kgcl.1: CGATTTGCCTTATGATGTCCAG

Kgcl.2: GCATTTGCTGCGCAATGTCTACC

KallB.1: GGTCGATGCGCATACGCATATCTC

KallB.2: CGAGAGGCTACATAATCATGCG

KallD.1: GGTTGTCGTACATCGAGCTGAC

KallD.2: CAGAGGCATTCATTCGCGCGGC

LOCALIZACION DEL TRANSPOSON mini-Tn5 Km MEDIANTE PCR INVERSA

miniTn5Km.ext: GCTTGCTCAATCAATCACCG
IminiTn5Km.int: CTCGCTAGATTGTTAATGCG
OminiTn5Km.int: TTGCAAACCCTCACTGATCC

SECUENCIACION DEL REGULON hpx

seghpxE.F: TTCTTTACCTACCTGCGGCCGTTCCTTGAGACCGTCGCGC

seghpxE.R: GCGAGTCGCAGTCTCGCGGTGGCTCCCGTTATATTCATGAC
seqhpxQT.F: GGTCTCGGCGTGGAGTCGGTGCCGGCGTTTCTCAGCCATTTTCCGCCGAT
seqhpxQT.R: CACGGGACTGTATATCTGGGGGGAATTCATCGCCTTGTTC
seghpxD1.F: CTCGTCTGAGCAGTGGATCT

seghpxD1.R: TGCCGCACTGGGACGACGCG

seqhpxD2.F: GGATCGGCGAAGGTGTCGGT

seqhpxD2.R: GTGAGCAGGAAGAGAAATCA
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seghpxR.F: GGCAGTTGATTTGCTGAAATCC
seghpxR.R: GTGGACCACCTTTGTCGGCGAAG
seghpxO.F: CAGCCACACCGTCAGCCAGARAG
seqhpxO.R: GGTGCCCTGCATGCAGATCATCC
seqhpxP1.F: GTCTGACGAACATCACAGTGG
seghpxP1.R: TACAGTGACGCCATCCGCCA
seghpxP2.F: CATCAGCCTGATCAAGGTCAG
seqhpxP2.R: AGGCTGTTACACTGACTCAG
int1.F: CATATTAGGGTGTTCACATCCATCAC

int2.F: GAGGATGGTGTCGCACATGC
int1.R: CGGCAGTGGCGCTCAAACAG
int3.F: CGGCATCAGCGAGACGCGCT
int4.F: AGTCGATCCCCGACTGTTTGAG

DETERMINACION DE LOS INICIOS DE TRANSCRIPCION MEDIANTE RACE

Oligo d[T]-anchor primer: GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTITTTITTITTITV; V= A, C
6 G (Roche)

PCR anchor primer: GACCACGCGTATCGATGTCGAC (Roche)

Determinacion del inicio de transcripcion del operén hpxDE
deSP1: GTCCAGCAGGGTGGCTTTCACC
deSP2: CAGCCAGTCCTCTGGATCAAAG

Determinacion del inicio de transcripcion del gen hpxR
rSP1r: CGAACAGCGGGGTACCGAAGGCCTCCTC

rSP2r: GCCGAGGCGGAGATATGCAGCTGCTC

rSP3r: CACGGCGATGAAATAGTGCGCG

Determinacion del inicio de transcripciéon del gen hpxO
0SP1: GGCGCCAATCACGATTGCTTTC

0SP2: CTACAGCAATTTGCGTACCAGTTIC

0SP3: CATCGGTGCAATGTGAGGTA

Determinacion del inicio de transcripciéon del operén hpxPQT

pPAtSP1: CGAGGGTAGCGCCGATGATCAGC
patSP2: CCGCCAGCACATGCTGGAGAGCGC

Secuenciacion de los insertos clonados en el vector pGEMT
T7 promoter primer: TAATACGACTCACTATAGGG (Promega)
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SP6 promoter primer: TAAATCCACTGTGATATCTT (Promega)

CLONAJE DE hpxDE Y hpxO EN EL VECTOR pUC19

hpxDEact.F: GGAATTCGCGCGATGGTGATTGTICTTC
hpxDEact.R: GCTCTAGAATGGTGATGGATGTGAACAC

hpxOact.F: GGAATTCCAGTACGCTGTTGCGACCGCT
hpxOact.R: GCTCTAGAGAGCCATCGCTGTGCCTCAG

MUTAGENESIS DIRIGIDA MEDIANTE INSERCION DEL GEN kan
Mutagénesis dirigida de hpxO

Clonaje de hpxO en el vector pKAS32

OC1: CCGGAATTCCAGCCACACCGTCAGCCAGAAAG

OC2: GCTCTAGAGGTGCCCTGCATGCAGATCATCC

Construccion del casete KAN-O
kanMIul.F: GTGTGTACGCGTTATGGACAGCAAGCGAACCG

kanMIul.R: GTGTGTACGCGTTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG

Mutagénesis dirigida de hpxP
Clonaje de hpxP en el vector pBR322
PC1: CGCGAATTCCATCGGTGCAATGTGAGGTAT

PC2 (=seqhpxP2): AGGCTGTTACACTGACTCAG

Construccion del casete KAN-P
kan.F: TATGGACAGCAAGCGAACCG

kan.R: TCAGAAGAACTCGTCAAGAAG

Mutagénesis dirigida de hpxR
Clonaje de hpxR en el vector pUC18Not
RC1: GGAATTCCTGCTCACATCGGTGATTGT

RC2: GCTCTAGAGGGAAGGATATGCAGCTCAC

Construccion del casete KAN-R
kanAscl.F: ATGGCGCGCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

kanAscl.R: ATGGCGCGCCCATATGAATATCCTCCTTAG

COMPROBACION DE LA INSERCION DEL GEN kan EN LOS GENES hpxO, hpxP 6 hpxR

Oligonucleotidos internos al gen kan
K1: CAGTCATAGCCGAATAGCCT (Datsenkoy Wanner, 2000)

K2: CGGTGCCCTGAATGAACTGC (Datsenko y Wanner, 2000)
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Oligonucledtidos externos casete KAN-O
OM1: CGCGCACTATTTCATCGCCG

OM2: GACAATCACCGGCACCAGAG

Oligonucledtidos externos al casete KAN-P
PM1 (=int3.F): CGGCATCAGCGAGACGCGCT

PM2: ATTCTCGCTGTCCACCGACGA

Oligonucledétidos externos al casete KAN-R
RM1: GTCCAGCAGGGTGGCTTTCACC

RM2 (=seqhpxR.R): GTGGACCACCTTTGTCGGCGAAG

SINTESIS DE LAS SONDAS UTILIZADAS EN LAS COMPROBACIONES POR SOUTHERN BLOT

Sonda SO
SO.F: GAACTGCTGTATGACAATCTGCTGC

SO.R: GCACGATATGCCGCTCCAG

Sonda SP
SP.F: GCCGAACTGCACGCTGTCCCG

SP.R: GAGCCATCGCTGTIGCCTCAG

Sonda SR
SR.F: GAATCAAAAGTTTCTGTATGTTGC

seqhpxO.R: GGTGCCCTGCATGCAGATCATCC

ANALISIS DE LA EXPRESION DE hpxP MEDIANTE RT-PCR
seghpxP2.F: CATCAGCCTGATCAAGGTCAG

seqhpxP2.R: AGGCTGTTACACTGACTCAG

S16-Rv: AATTCCGATTAACGCTTGCACCC

S16-Fw: TAACGGCTCACCTAGGCGACGATC

CONSTRUCCION DE LAS FUSIONES DE PROMOTOR A JacZ

®(hpxD-lacZ)
pfDE.F: CCGGAATTCCTGCAGCTCATCAAATTTCTGTC

pfDE.R: CGCGGATTCCAGTCCTCTGGATCAAAGGTGC
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®(hpxR-lac2)
pfR.F: CCGGAATTCGTCCAGCAGGGTGGCTTTCACC

pfR.R: CGCGGATTCCACGGCGATGAAATAGTGCGCG

®(hpxO-lac2)
pfO.F: CCGGAATTCCGAGGGTAGCGCCGATGATCAGC

pfO.R: TCCCCCGGGGACTGTTTGAGCGCCACTGCC

®(hpxP-lac2)
pfPQT.F: CCGGAATTCGACTGTTTGAGCGCCACTGCC

pfPQT: TCCCCCGGGCGAGGGTAGCGCCGATGATCAGC

Secuenciacion de los insertos clonados en el vector pRS415
pPRS415seq: CCAGGAATTGGGGATCGGAATTC (Profesor R. Bender. University of Michigan)

pRS415ext: GTCGCCGCTTTCATCGGTTGT (Profesor R. Bender. University of Michigan)

CLONAJE DE hpxR EN EL VECTOR pc2x
mbphpxR.F: GGAATTCATGAGTCCATTTTCCCGTITTCGC
mbphpxR.R: CGGGATCCGCATTATCAACGGCATGTGCGAC

SINTESIS DE SONDAS CORRESPONDIENTES A LA REGION Pj,,,p.s USADAS EN LOS EMSAs

der1.F (=deS2): CAGCCAGTCCTCTGGATCAAAG
der1.R: CAATAAAACAATCACCGATG

der234.F: CTGCTCACATCGGTGATTGT

der2.R (=rSP3): CACGGCGATGAAATAGTGCGCG
der3.R: CCCTGTACTCTTTTTTGCAACAG
der4.R: CAACAGCAGAGTGAATTAATGG

SINTESIS DE SONDAS CORRESPONDIENTES A LA REGION P,,,0.» USADAS EN LOS EMSAs

op12.F (=0SP1): GGCGCCAATCACGATTGCTTTC
op13.R: TAGTAAAGAGAAGTGCATGG

op2.R: CATAAAAAGGCAACCAATACCTC

op345.F (=SR.F): GAATCAAAAGTTTCTGTATGTTGC
op4.R: CATCAACTTAGATTACGCTCGTC

Oop5.R: AAGCAGGCCAGAGACGACAA
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OTROS OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS
M13: GTAAAACGACGGCCAGT

malE: GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC
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ANEXO 2: FRAGMENTOS OBTENIDOS POR PCR

A continuacién se muestran las principales caracteristicas de los fragmentos obtenidos
mediante PCR utilizados en la construccién de las fusiones de promotor a lacZy como sondas en los

EMSAs.

Fragmentos utilizados para construir las fusiones de promotor a lacZ

Las posiciones se indican respecto al inicio de transcripcion correspondiente a cada
promotor, determinado experimentalmente.

CEBADORES PROMOTOR
NOMBRE OPERON/GEN  POSICIONES  TAMANO (pb)
pfDE.F/pfDE.R hpxDE -346/+97 443
pfR.F/pfR.R hpxR -212/+93 305
pfO.F/pfO.R hpxO -267/+288 555
pfPQT.F/pfPQT.R hpxPQT -258/+297 555

Caracteristicas de las sondas correspondientes a la region Pyxp.r

Las posiciones se indican respecto al inicio de transcripcién correspondiente al

pPromotor Ppoyo (°) 0 Prpes (7).

SONDAS

CEBADORES : .
NOMBRE  POSICION  TAMANO (pb)

der1F / deriR Sder1 +101/+4° 98

der234 / der2R Sder2 -63/+93" 156

der234 / der3R Sder3 -63/+46" 109

der234 / derdR Sder4 -63/+297 92

Caracteristicas de las sondas correspondientes a la region Py.0.p

Las posiciones se indican respecto al inicio de transcripcion correspondiente al

promotor Ppp.o (%) 0 Prpee (7).

SONDAS
CEBADORES i .
NOMBRE  POSICION TAMANO (pb)
op12F / op13R Sop1 +246/-111° 357
op12F / op2R Sop2 +246/+77° 170
op345F / op13R Sop3 -47/+140° 187
op345F / op4R Sop4 -47/+55" 102
op345F / op5R Sop5 -47/-109° 156
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Actividades B-galactosidasa (U/mg)

Se presentan las actividades -galactosidasa correspondientes a las figuras incluidas
en RESULTADOS 4.4.2.2, 4.4.2.3., 44.3.1. y 4.4.3.2.3. Los valores representan la media de
los obtenidos en al menos tres ensayos independientes. La desviacion estandar se indica
como el porcentaje de la media. En todos los casos es menor o igual al 18%. Los medios de
cultivo de detallan en METODOS 3.1.1.

FIGURA 4.13.: Analisis de la expresion de hpxDE, hpxR, hpxO y hpxPQT, mediante fusiones
transcripcionales, en condiciones de exceso (GNGIn) o limitacion de nitrégeno (GGIn).

Medio de cultivo

Fusion transcripcional

GGIn GNGIn
®(hpxD-lac2) 589,26 10,65
(6%) (6%)
®(hpxR-lac2) 149,54 131,91
(6%) (16%)
o (hpxO-lac2) 819,62 624,02
(5%) (16%)
O(hpxP-lacZ) 347,57 4419
(6%) (10%)

FIGURA 4.14.: Analisis de la expresion de hpxDE y hpxPQT en ausencia de la subunidad ¢ de
la RNA polimerasa mediante fusiones transcripcionales, en condiciones limitantes de
nitrogeno (GGIn).

Fondo gendmico

KC2653 rpoN5018

Fusion transcripcional

®(hpxD-lac2) 589,26 624,12
(6%) (16%)
@ (hpxP-lac2) 347,57 107,82
(6%) (10%)

FIGURA 4.15.: Estudio de la expresion de los operones hpxDE y hpxPQT en distintos fondos
genomicos, mediante fusiones transcripcionales. El medio utilizado fue GGIn (limitacién de
nitrégeno).

Fondo gendmico
KC2653 rpoN5018  ntrC2::Tn5-131 nac-2

Fusion transcripcional

®(hpxD-lac2) 589,26 624,12 668,4 479,58
(6%) (16%) (3%) (5%)

®(hpxP-lacZ) 347,57 107,82 84,43 760,43
(6%) (10%) (14%) (7%)
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FIGURA 4.16.: Estudio de la expresion de hpxDE en presencia de hipoxantina o acido urico,
mediante la fusion ®(hpxD-lacZ).

Fusioén Medio de cultivo
transcripcional GNGIn GNGInHx GNGInUr GGIn GGInHx GGInUr GHx  GUr
10,64 17,7 7,88 589,26  23.609 463,32 33.184 1.447
&(hpxDE-I
(hoxDE-lacZ) (6%) (13%) (3%) 6%)  (13%) 6%)  (18%)  (4%)

FIGURA 4.17.: Estudio de la expresién de hpxR en presencia de hipoxantina o acido urico,
mediante la fusion ®(hpxR-lacZ).

Fusion Medio de cultivo
transcripcional  GNGIn+ GNGInHx GNGInUr  GGIn GGInHx GGInUr  GHx  GUr

131,91 12529 116,68 149,54 117,64 14946 137,75 136,18
(16%) (5%) (4%) (6%) (9%) (16%) (7%)  (9%)

®(hpxR-lac2)

FIGURA 4.18.: Estudio de la expresion de hpxO en presencia de hipoxantina o acido urico,
mediante la fusion ®(hpxO-lacZ2).

Fusion Medio de cultivo
transcripcional  GNGIn+ GNGInHx  GNGInUr  GGIn GGInHx  GGInUr  GHXx GUr

624,02 578,87 489,36 819,62 729,15 706,34 9993 916,03
(16%) (3%) (3%) (5%) (6%) (2%) (10%)  (1%)

®(hpxO-lac2)

FIGURA 4.19.: Estudio de la expresion de hpxPQT en presencia de hipoxantina o acido urico,
mediante la fusion ®(hpxP-lacZ).

Fusion Medio de cultivo
transcripcional  GNGIn+ GNGInHx GNGInUr  GGIn  GGInHx GGInUr  GHx  GUr
44,19 42,47 4754 34757  1.944 1109 4170  3.892
®(hpxP-lac2)
(10%) (9%) (15%) (6%) (18%) 11%)  (13%)  (17%)
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FIGURA 4.20.: Efecto de la acumulacion de hipoxantina en la expresién de hpxDE y hpxPQT
analizado mediante fusiones transcripcionales. EI medio utilizado fue GGInHx.

] Fondo gendémico
Fusién transcripcional
KC2653  hpxD::mini-Tn5 Km

®(hpxD-lac2) 23.609 32.274
(13%) (7%)

O(hpxP-lacZ) 1.944 265,57

(18%) (13%)

FIGURA 4.21.: Efecto de la acumulacion de acido urico en la expresion de hpxDE y hpxPQT,
analizado mediante fusiones transcripcionales. El medio utilizado fue GGInUr.

Fondo gendmico

Fusion transcripcional
KC2653 hpxO::kan
®(hpxD-lac2) 463,32 196,44
(6%) (4%)
P (hpxP-lacZ) 1.108 910,11
(11%) (9%)

FIGURA 4.26.: Estudio de la expresion de hpxDE en un mutante en el gen hpxR, mediante

fusiones transcripcionales.

Medio de cultivo

Fusion transcripcional
GNGIn GNGInHXx GGIn GGInHx
®(hpxD-lacZ) 10,64 17,7 589,26 23.609
(6%) (13%) (6%) (13%)
®(hpxD-lacZ) hpxR::kan 19,86 13,98 76,89 62,57
(9%) (5%) (3%) (11%)

FIGURA 4.27.: Estudio de la expresion de hpxR en un mutante en el gen hpxR, mediante

fusiones transcripcionales.

Medio de cultivo

Fusion transcripcional
GNGIn  GNGInHx GGIn GGInHx
®(hpxR-lac2) 131,91 125,29 149,54 117,64
(16%) (5%) (6%) (9%)
®(hpxR-lacZ) hpxR::kan 269,36 355,12 557,51 576,54
(8%) (2%) (3%) (6%)
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FIGURA 4.28.: Estudio de la expresion de hpxO en un mutante en el gen hpxR, mediante
fusiones transcripcionales.

Medio de cultivo
GGIn GGInHx

Fusion transcripcional

o (hpxO-lac2) 819,62 729,15
(5%) (6%)

®(hpxO-lacZ) hpxR::kan 763,29 894,77
(2%) (5%)

FIGURA 4.29.: Estudio de la expresion de hpxPQT en un mutante en el gen hpxR, mediante
fusiones transcripcionales.

Medio de cultivo
GGIn GGInHx  GGInUr
P (hpxP-lacZ) 347,57 1.944 1.109
(6%) (18%) (11%)
O(hpxP-lacZ) hpxR::kan 333,71 276,37 1.603
(7%) (18%) (17%)

Fusion transcripcional
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