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Caracterizacion de la via de senalizacion de LOVHK implicada
en mecanismos de respuesta a estrés y virulencia en Brucella

spp

Resumen

Brucella spp. son bacterias Gram-negativas que pertenecen al grupo de las a-2-
proteobacterias. Son el agente causal de la brucelosis, una enfermedad zoonética que produce
abortos e infertilidad en animales, y fiebre en humanos. Brucella es un patdgeno intracelular
facultativo, el cual reside en un nicho replicativo derivado del reticulo endoplasmico. Su
capacidad de sobrevivir dentro de las células hospedadoras se debe a los diversos
mecanismos que ha desarrollado para tolerar las distintas condiciones de estrés presentes en
el proceso de infeccion. Las bacterias pueden detectar y responder a cambios en el ambiente
por medio de los sistemas de dos componentes, los cuales estan formados por una Histidina
Quinasa sensora (HK) y un Regulador de Respuesta (RR). Previo al inicio de este trabajo, se
caracterizé en Brucella abortus 2308 una proteina histidina quinasa (LOVHK), la cual posee un
dominio LOV sensible a la luz azul, un dominio PAS, seguido de un domino HK. Cuando la
proteina es iluminada con luz azul, el dominio LOV inicia un fotociclo, el cual promueve la
autofosforilacién del dominio HK iniciando una cascada de transduccién de sefales que
culmina con un incremento en la virulencia de Brucella. En el presente trabajo se ha estudiado
la via de sefalizacion iniciada por LOVHK en Brucella abortus 2308. Por medio de ensayos de
doble hibrido y experimentos de fosfotransferencias, se identificaron dos RRs como
compaferos de interaccion de LOVHK: PhyR y LovR. Los resultados in vitro sugieren que LovR
podria funcionar como un sink de fosfato de LOVHK. Ensayos realizados in vivo sugieren que
LOVHK, por medio de PhyR, contribuye a la activacién del sistema de Respuesta General a
Estrés (GSR- por sus siglas en inglés). Ademas, en ausencia de LOVHK la expresion de virB
se encuentra alterada. Estos resultados sugieren que LOVHK podria participar en mas de una
via de sefalizacién intracelular. En resumen, los hallazgos del presente trabajo contribuyen al
conocimiento del mecanismo de sefalizacion de LOVHK y el efecto de dicha via en la

virulencia de Brucella.

Palabras clave: Sistemas de dos componentes, histidina-quinasa, LOVHK, Respuesta General

a Estrés (GSR por sus siglas en inglés), Brucella abortus.



Characterization of the LOVHK signaling pathway involved in
stress response mechanisms and virulence in Brucella spp

Abstract

Brucella spp. are Gram-negative bacteria that belong to the a-2-proteobacteria group. They are
the causative agent o brucellosis, a zoonotic infection that causes miscarriage and infertility in
animals, and a febrile disease in humans. Brucella is a facultative intracellular pathogen, which
resides in a replicative niche derived from the endoplasmic reticulum. Its ability to survive inside
its host is due to the different mechanisms that it has developed in order to cope with the
different stress conditions that it encounters during the infection process. Bacteria can detect
and respond to environmental changes through two-component signalling systems (TCS), which
consist of a sensor Histidine Kinase (HK) and its cognate Response Regulator (RR). Previously,
it has been characterized in Brucella abortus 2308 a histidine kinase protein (LOVHK), which
has a LOV domain sensible to blue-light, a PAS domain and a C-terminal HK domain. After
exposure to blue-light, the LOV domain initiates a self-contained photocycle, which promotes
autophosphorylation of the HK domain, initiating a signal transduction pathway that produces an
increment in Brucella virulence. In the present work, the intracellular signalling pathway initiated
by LOVHK in Brucella abortus 2308 is characterized. Using two-hybrid assays and
phosphotransfer experiments we identified two RRs as interacting partners of LOVHK: PhyR
and LovR. These in vitro results suggest that LovR could be functioning as a phosphate-sink for
LOVHK. In vivo results suggest that LOVHK, through PhyR, contributes to the activation of the
General Stress Response System (GSR). Furthermore, the expression of virB is altered in the
absence of LOVHK. Altogether, these results suggest that LOVHK could be involved in more
than one intracellular signaling pathway. In conclusion, the results obtained in the present work
contribute to the understanding of the signaling mechanism initiated by LOVHK and the effect of
this pathway on Brucella virulence.

Keywords: Two Component Systems (TCS), Histidine Kinase, LOVHK, General Stress
Response (GSR), Brucella abortus.
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Publicaciones

1) El siguiente manuscrito ha sido recientemente aceptado para su publicacién en PLOS ONE
(marzo 2015):

LOV histidine kinase modulates the General Stress Response system and affects the
virB operon expression in Brucella abortus. Gabriela Sycz, Mariela Carmen Carrica, Tong-
Seung Tseng, Roberto A. Bogomolni, Winslow R. Briggs, Fernando A. Goldbaum and Gaston
Paris.

2) El presente proyecto también dio lugar a la resolucion de la estructura tridimesional de PhyR
por cristalografia de rayos-X, cuyos datos han sido depositados en la base de datos Protein
Data Bank. PDB ID 4G9: Crystal structure of the response regulator PhyR from Brucella
abortus. Klinke, S., Sycz, G., Rinaldi, J.J., Paris, G., Goldbaum, F.A.
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Introduccion

Brucella spp y brucelosis

Generalidades

Brucella spp son bacterias Gram-negativas, que pertenecen al grupo a-2-proteobacteria. Las
mismas son el agente causal de la brucelosis, una de las enfermedades zoondticas mas
ampliamente distribuidas en el mundo. En algunos paises la prevalencia de la brucelosis
excede los 10 casos por cada 100.000 habitantes y, en todo el mundo, se reportan alrededor
de medio millén de casos de brucelosis por afo [1,2]. Esta enfermedad produce abortos e
infertilidad en animales, y fiebre en humanos. Brucella spp es un patégeno intracelular, el cual
puede establecer interacciones a largo plazo con una gran nimero de mamiferos (cita)[3]. La
habilidad que poseen estas especies para habitar células fagociticas y no fagociticas facilita la
evasion del sistema inmune y finalmente le permite establecer una infeccién crénica. Hasta el
momento no existe una vacuna efectiva contra la dicha enfermedad y el tratamiento consiste en
la administracién de varios antibiéticos por un periodo prolongado. Si la infeccién no es tratada

adecuadamente puede volverse crénica, afectando varios tejidos.

Las bacterias del género Brucella son aerobias facultativas, no méviles, no esporuladas y no
contienen plasmidos. Este género incluye diversas especies, las cuales se han clasificado en
funcién del hospedador de preferencia, patogenicidad y caracteristicas microbiologicas,
bioquimicas y antigénicas. Las mas caracterizadas hasta el momento son: B. abortus y B.
melitensis que infectan preferentemente vacas y cabras repectivamente, B. suis y B. canis
cerdos y perros respectivamente, B. ovis que infecta carneros causédndoles epididimitis v,
finalmente, B. neotomae que sélo fue encontrada en ratas del desierto. De este grupo, sélo las
primeras cuatro son patdgenas para el hombre: B. melitensis, B. suis, B. abortus y B. canis,
mencionadas en orden decreciente de virulencia [4-6]. Estas 6 especies de Brucella poseen
una alta identidad de secuencia (>90%) y, en particular, los genomas de B. abortus, B.
melitensis y B. suis comparten una identidad mayor al 98% en mas del 90% de los genes [6,7].
Por otro lado, dentro de cada especie, se pueden reconocer distintos biotipos dependiendo de
las diferencias de preferencia de hospedador y patogenicidad, distintas tinciones y aglutinacion
con antisueros monoespecificos entre otras caracteristicas fenotipicas. Brucella posee dos
cromosomas. El comosoma | tiene un tamano arpoximado de 2 Mpb y codifica para genes
involucrados en el mantenimiento celular, mientras que el cromosoma Il tiene un tamario
aproximado de 3,3 Mpb y consitne la secuencia correspondiente a la mayoria de los factores de

virulencia [8,9].

Si bien estas bacterias son de vida intracelular, las mismas pueden ser cultivadas in vitro, lo
cual permite su estudio en el laboratorio y ademas tienen la capacidad de sobrevivir por

grandes periodos de tiempo en el suelo y lacteos no pasteurizados.



Introduccion

Brucelosis en animales

Los signos de la brucelosis en animales pueden variar segln la especie animal infectada y la
especie y cepa de Brucella involucrada. La infeccién raramente es letal; suele tener desde
sintomas suaves y subclinicos hasta manifestaciones mas severas, principalmente en animales
prefiados. Tanto los animales de granja como los animales salvajes pueden ser infectados por
Brucella, siendo estos Ultimos un reservorio natural para la bacteria. En los animales Brucella
se localiza en los érganos reproductivos produciendo abortos y esterilidad. La brucelosis
bovina, caprina, porcina y ovina tienen un alto impacto en la industria ganadera, siendo B.
abortus, B. melitensis y B. suis los principales responsables de pérdidas millonarias en todo el
mundo. Se estima que sélo la brucelosis bovina causa pérdidas anuales por u$s 600 millones

en America Latina.

En el caso de la brucelosis bovina, B. abortus puede ser encontrada en la leche, fluidos
vaginales, orina, excrementos y tejido placentario. En los animales, la infeccion puede causar
abortos durante el dltimo trimestre de gestacion, nacimiento de terneros débiles, infertilidad en
hembras y machos, disminucién o interrupcién de la lactancia y disminucion de peso. Luego del
primer aborto, las hembras pueden volver a quedar prefiadas y dar a luz, aunque su fertilidad
puede verse reducida. La cria puede infectarse por transmisién vertical de la enfermedad. La

bacteria permanece en los fluidos de la madre perpetuando la infeccién en el rodeo.

En la actualidad, las vacunas mas comercializadas para la prevencion de la brucelosis en
animales estan basadas en las cepas B. abortus S19, B. abortus RB51 y B. melitensis Rev1.
En bovinos se utilizan las cepas S19 y RB51 mientras que en caprinos y ovinos, la cepa Rev1.

Sin embargo, no existen vacunas disponibles para otros animales o para humanos.
Brucelosis en humanos

La adquisicion de la enfermedad por los seres humanos ocurre por el consumo de productos
lacteos derivados de animales infectados sin pasteurizacién, a partir del contacto directo con
animales infectados y por medio de aerosoles. Las vias mds comunes de entrada de Brucella
suelen ser a través de las mucosas, la via oral y nasal, por laceraciones en la piel, y también a
través de las membranas conjuntival y vaginal. Si bien el ser humano es susceptible a la
infeccién con algunas especies de Brucella, no constituye su reservorio natural, ya que el

contagio humano-humano es muy raro.

La fiebre alta es una de las manifestaciones més evidentes de los primeros estadios de la
infeccion, por ello se la denominada fiebre de Malta o fiebre ondulante. Esto se debe a que la
fiebre aparece de forma ciclica a lo largo del dia, incrementandose durante la noche. También
se puede presentar sudoracién nocturna, fatiga, anorexia, pérdida de peso, jaqueca, mialgia o
artralgia. El tiempo de incubacién puede durar entre 7 a 60 dias, siendo lo méas usual
experimentar sintomas desde el dia 14 al 30. El tratamiento de la enfermedad requiere de una

combinacion de antibiéticos por periodos prolongados de tiempo. Sin embargo, es comudn un 5-
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10% de recaidas luego de haber completado el tratamiento debido a que, muchas veces, los
pacientes interrumpen el tratamiento antes de tiempo, aunque la tasa de mortalidad es menor
al 0.1% de los infectados. Cada ano aparecen 500.000 nuevos casos de brucelosis humana en
todo el mundo y las tasas de prevalencia en algunos paises excede los 10 casos cada 100.000
personas [1,2]. La brucelosis humana es endémica en muchas regiones del mundo, con
excepcion de algunos paises europeos y Australia. En zonas endémicas, la falta de
diagnésticos y tratamientos adecuados puede resultar en serias complicaciones que a menudo

llevan a la muerte, tales como: espondiolitis, endocarditis infecciosa y encefalitis [10].
Brucelosis en Argentina

En nuestro pais la brucelosis bovina es un problema sanitario importante. En un estudio
realizado en el 2002 se estim6 que entre el 10 a 13% de los rodeos se encuentran infectados
con B. abortus, siendo la tasa individual en los bovinos del 4-5%. Sélo en Argentina dicha
enfermedad produce pérdidas por 60 millones de délares al afo debido al numero de vacas
infectadas. También se ha reportado brucelosis en cabras, ovejas, cerdos y perros. En el caso
de la brucelosis humana se detectaron 212 casos entre 1993 y 1995 en Argentina, y la mayoria
ocurre en zonas rurales que carecen de control sobre la enfermedad en los animales. Ademas
se considera que la incidencia de esta enfermedad en regiones aisladas estd subestimada,
siendo su incidencia mayor a lo reportado [11]. Debido a que nuestro pais es un gran productor

gandero, esta esfermedad conlleva a grandes pérdidas econémicas cada ano.
Proceso de infeccion

Brucella es un patégeno intracelular facultativo, el cual infecta células fagociticas y no
fagociticas, incluyendo macrofagos, células dendriticas, células epiteliales y trofoblastos
placentarios. La infeccion intracelular requiere de la interaccién hospedador-patégeno, y
comprende las etapas de adhesion, invasion, establecimiento de la infeccion y diseminacién.
En general, para poder sobrevivir y multiplicarse dentro del hosperador, el patégeno detecta
diversas sefiales del medio ambiente que activan la expresién de genes especificos y la
secrecion de proteinas que le permiten a la bacteria adaptarse al nuevo ambiente. Las sefiales
que disparan la expresion de factores de virulencia son en general sefales fisicas o factores
quimicos como el cambio en la temperatura, el pH, o la presencia de especies reactivas de
oxigeno. Entre los mecanismos empleados se encuentran: la capacidad de sobrevivir en
vesiculas a pH &acido, inhibir la apoptosis de los macréfagos, prevenir la fusiéon con el fago-

lisosoma, y activar mecanismos de reparacién y detoxificacion.

Para poder invadir y sobrevivir dentro de las células que infecta, Brucella modifica el proceso
de maduracion de los fagosomas inhibiendo la fusion de lisosomas a la vacuola que la
contiene, y redirige la via endocitica para evitar la muerte por los mecanismos bactericidas de
la misma. De este modo, logra establecerse en su nicho replicativo intracelular, el cual es un

compartimento membranoso derivado de reticulo endoplasmico (RE).
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Etapas iniciales de la infeccion y trafico intracelular de Brucella

Brucella puede ingresar a un organismo por medio de las vias digestivas y respiratorias. Una
vez que la bacteria entra en contacto con la célula a infectar, las bacterias de adhieren a la
membrana plasmatica del hospedador, y se acumulan formando micro-colonias. Luego
ingresan a la célula hospedadora por macropinocitosis, lo cual requiere de la presencia de
balsas lipidicas (o lipid rafts) presentes en la membrana. De este modo, se forma una vacuola
que contiene a Brucella denominada BCV (Brucella Containing Vacuole, por sus siglas en
inglés). Una vez dentro de la célula, Brucella inhibe la fusién de la BCV con lisosomas. Sin
embargo, la BCV interactia transitoriamente con endosomas tempranos adquiriendo el
marcador lisosomal LAMP-1 pero sin fusionarse a estos. Posteriormente, por la interaccién
transitoria con lisosomas y la la accion de una ATPasa vacuolar de H+, la BCV se acidifica
llegando a un pH de 4-5. La disminucién del pH es un paso clave y esencial para la activacion
de los genes de virulencia de Brucella, como el Sistema de Secrecion Tipo IV (SST4) [12]. La
accion de la bacteria redirecciona a la BCV inhibiendo la interaccién con lisosomas, y por ende
escapando de la via endocitica normal. El escape a la fusién lisosomal por parte de Brucella es
dependiente del SST4 VirB, entre otros factores. Luego, las BCVs intermedias interactian con
los sitios de salida del RE (ERES), captando las vesiculas de transporte recubiertas de COPIl y
fusionandose al RE. Alli forman BCVs multimembranosas con marcadores de RE (como
sec61p3, calnexina y calreticulina) y no presentan marcadores lisosomales tipicos, como LAMP-
1. Este es el nicho replicativo de Brucella, que se denomina BCV replicativa o brucelosoma
[3,13-15].

Durante las primeras etapas de la infeccion se produce una rapida disminucion en el nimero de
bacterias intracelulares, debido a que no todas las bacterias que ingresan logran escapar de la
via endocitica. Sin embargo, aquellas que logran establecerse en el brucelosoma, al cabo de
las 12 horas de haber ingresado en la célula que infecta, Brucella comienza una rapida tase de
replicacion intracelular, sin producirle un dafio aparente al hospedador. Las BCVs replicativas
se multiplican, dando origen a nuevas BCVs hijas individuales. Probablemente este sea un
proceso de fision de una BCV madre en dos BCVs hijas luego de tomar membranas derivadas
de RE.Finalmente, estas bacterias que logran escapar de la via endocistica, quedan protegidas
del sistema inmune y proliferan. Cuando el ndmero de bacterias dentro de la celula
hospedadora es muy elevado (entre la 1er y 7ma semana post infeccion), se produce la ruptura
de las células eucariotas y las bacterias se liberan a la sangre circulante produciéndose una
bacteremia. De este modo Brucella se disemina, pudiendo infectar el higado, el bazo, la médula
0sea, las glandulas mamarias, los érganos sexuales y las glandulas salivales [16]. Finalmente,

esto puede dar lugar a la cronicidad de la infeccién.
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Figura 1. Esquema del proceso de infeccion intracelular de Brucella. Las bacterias entran a la células mediante
interaccion con lipid rafts (raft lipridicos) presentes en la membrana celular. Por invaginaciéon de la membrana celular,
se forma una vacuola conteniendo a Brucella, la cual pasa a denimoninarse Brucella Containing Vacuoles (BCVs por
sus siglas en inglés) que circulan por la via endocitica. Las BCVs interactiian secuencialmente con los compartimentos
tempranos (amarillo) donde la vacuola adquiere marcadores como LAMP-1 que maduran en endosomas tardios (verde)
y lisosomas (rojo). Si el proceso de maduracién de los fagosomas no puede ser modificado y éstos derivan en
fagolisosomas como ocurre con algunas mutantes, las bacterias son eliminadas. Las BCVs intermedias interactian con
los sitios de salida del RE (ERES) para luego fusionarse al RE (azul) y generar BCVs replicativas derivadas de RE
(brucelosoma).Figura adaptada de Star et al., 2008 [17].

Condiciones del Brucelosoma

La BCV consiste en un nicho replicativo con propiedades inhéspitas. Durante el transito
intracelular y dentro de la BCV, las células de Brucella estan sometidas a diversos factores de
estrés como baja tensién de oxigeno, bajo pH, especies reactivas de oxigeno, especies
nitrogenadas y privacion de nutrientes. Para ello, Brucella ha desarrollado diversos
mecanismos que le permiten detectar las condiciones de estrés que encuentra dentro de las
células que infecta y adaptarse a ellas por medio de una adecuada modificacion de la
expresion de genes y proteinas [3,14,15,18]. Por ende, su éxito como patégeno reside en su
capacidad de sobrevivir a estas condiciones extremas y persistir por largos periodos dentro de
la BCV (Figura 1).

Factores de virulencia

A diferencia de otros patégenos, en Brucella no se han descripto factores de virulencia clésicos,
como exotoxinas, capsula, fimbrias, plasmidos, inductores apoptoticos ni fagos lisogénicos [19].
Sin embargo, a pesar de que Brucella no posee factores de virulencia “clasicos”, posee una
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bateria de mecanismos fisiol6gicos y adaptaciones metabdlicas que, en definitiva, son los que
le permiten sortear las defensas del hospedador y adaptarse a la vida intracelular. El principal
factor de virulencia en Brucella consiste en el sistema VirB, el cual se describe en la siguiente

seccion. Algunos de estos factores se describen a continuacion.

El LPS (Lipopolisacarido) liso de Brucella es un débil inductor de la respuesta inflamatoria, de la
activacion del complemento y tiene baja actividad endotoxica. El lipido-A del LPS, cuyas
modificaciones son moduladas por el sistema de dos componentes BvrR/BvrS y BacA, tiene
acidos grasos mas extensos que los lipidos-A clasicos. Este componente del LPS seria el
responsable de evitar que Brucella genere una respuesta inflamatoria a escala general en el
hospedador. Por otro lado, la cadena-O del LPS es resistente a la degradacién por los
macrofagos y se transporta a los MHC-II formando macrodominios que disminuyen la
capacidad de activar células T CD4+. Ademas, la cadena-O es inusualmente larga, con
aproximadamente 100 repeticiones del antigeno-O. La cadena-O es la que le confiere a
Brucella la capacidad de entrar a la célula usando lipid rafts, inhibir la fusion fagosoma-

lisosoma y prevenir la apoptosis del macréfago.

En el periplasma de Brucella se encuentran glucanos ciclicos 3-1,2 (CBG), el cual es necesario
para el establecimiento de la infeccion. Los CBRG le permite interactuar con sus respectivos
hospedadores eucariotas por un mecanismo aln desconocido, pero se cree que estos
compuestos desestabilizan los lipid rafts de las BCVs durante el trafico para evitar la fusion

extensiva con lisosomas y la correcta maduracion de los mismos [20].

El sistema de dos componentes BvrR/BvrS dirige la expresion de varios genes, entre ellos
genes relacionados con la envoltura celular y la membrana externa: proteinas de membrana
externa, chaperonas, lipoproteinas, enzimas de sintesis de LPS y &cidos grasos, sistemas de

transporte y genes flagelares [21,22]. También regula la expresién del opéron VirB [23].

Brucella posee una Cu/Zn superoxido dismutasa en el espacio periplasmico denominada SodC,
que la protege del O2- exdgeno proveniente del ataque del macréfago [24]. SodA, una Mn-
superéxido dismutasa citoplasmatica, protege a la bacteria del O2- de origen endégeno,

generado por la respiracion aerobica [25].

En las BCVs replicativas, los complejos Citocromo ¢ oxidasa tipo-cbb3 y Citocromo bd ubiquinol
oxidasa son necesarios para mantener la respiracién de las bacterias a bajas concentraciones
de O,. El 6xido nitrico (NO) producido por la iINOS (6xido nitrico sintasa inducible) del
macrdéfago tiene efectos microbicidas sobre Brucella. La enzima 6xido nitrico reductasa NorD
de Brucella es un elemento clave en la detoxificacion de NO. Ademas, debido a que la bacteria
puede reducir nitrato, nitrito y oxido nitroso, Brucella podria usar NO3™ en lugar de O, como

aceptor final de electrones en la respiracion [26].
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Si bien Brucella es una bacteria no mévil, en B. melitensis 16M se ha demostrado que bajo
ciertas condiciones de cultivo se forma una estructura similar a un flagelo, el cual es importante

para la virulencia, pero del cual aun se desconoce su funcién [27].
Sistema de Secrecion Tipo IV: el operén virB

El factor de virulencia mas caracterizado de Brucella es el operon virB que codifica para un
Sistema de Secrecién de Tipo IV (SST4) [28-31]. Este sistema esta codificado por un operén
que contiene 12 genes, recibe dicho nombre por homologia al sistema homénimo de A.
tumefaciens responsable de la translocacién del complejo-T a la célula hospedadora. Este
sistema es indispensable para el correcto trafico intracelular de la bacteria ya que esta
involucrado en la maduracién de la BCV. Recientemente, se ha descripto que este sistema
transloca diversas proteinas efectoras desde el citoplasma de la bacteria, hacia el citoplasma
de la célula eucariota que infecta, modificando de este modo la respuesta del hospedador. Sin
emabrgo aun se desconoce la funcion de dichas proteinas. Los primeros sustratos identificados
fueron VceA y VceC. Recientemente se determiné que VceC induce inflamacién a través de la
induccion de estrés del reticulo endoplasmico; RicA interactia con GDP y Rab2 evitando el
reclutamiento de Rab a la BCV, afectando el trafico intracelular; SepA también estaria
involucrado en el trafico celular [32-35]. La regulacion de la expresion del operon virB es
comleja, en la cual se ven involucrados un gran nimero de factores transcripcionales [36]. La
interrupcién del operén virB da lugar a una completa pérdida de la capacidad de infeccién tanto
en lineas celulares como en ratones [37]. Por tanto, la expresién del operdn virB es crucial para
la infeccion, la supervivencia y el establecimiento del nicho replicativo en las células que

Brucella infecta.

LOVHK de Brucella

Los dominios PAS (Per, Arnt y Sim) son modulos sensores que pueden detectar distintas
senales ambientales, y se encuentran conservados en los distintos reinos de la vida [38-40]. En
particular, los dominios LOV (Luz-Oxigeno-Voltaje) son un tipo de dominio PAS, los cuales se
caracterizan por sensar luz azul (450 nm), y han sido caracterizados en plantas, hongos y algas
[41]. Los dominios LOV unen como cofactor una molécula de flavina. Cuando el dominio LOV
es iluminado, se forma una unién covalente entre el azufre de un residuo Cys conservado en el
dominio LOV y el carbono C(4a) de la flavina. En la oscuridad este enlace se rompe

espontaneamente completando el fotociclo [42-47].

A su vez, estos dominio se encuentran presentes en el genoma de muchas bacterias, y en
general se ubican hacia el extremo N-terminal de proteinas histidina kinasas sensoras (HKs).
Los genes que se predice codifican para LOVHKs se encuentran conservadas en un amplio
rango de grupos taxonomicos de bacterias, incluyendo tanto bacterias fotosintéticas como

bacterias bacterias quimiotréficas no fotosintéticas [48,49]. Actualmente se conoce que algunas
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de estas proteinas son capaces de modular diferentes procesos celulares como la fototaxis,
formacién de biofilms y virulencia [50-52]. Sin embargo, adn se desconoce el rol de la mayoria
de los fotorreceptores putativos en los procesos mediados por luz en procariotas no

fotosintéticas.

El genoma de todas las especies de Brucella codifica para un fotorreceptor denominado
LOVHK, cuya secuencia se encuentra muy conservada entre las diversas especies de Brucella.
Esta proteina es una proteina citoplasmatica, la cual posee tres dominios: un dominio LOV en
el extremo N-terminal, seguido de un dominio PAS y un dominio HK en el extremo C-terminal
que pertenece a la familia HWE (estas HK no poseen una Fbox, y poseen un motivo HWE en el
dominio catalitico/ATPasa) (Figura 2A) [53]. En el caso de Brucella, LOVHK estd asociada a
una molécula de FMN (Flavin Mononucleétido) como cofactor en el dominio LOV. En
condiciones de oscuridad, la proteina posee un espectro de absorcién con un pico en 450 nm
correspondiente al FMN no unido covalentemnte a la proteina (Figura 3A). Cuando LOVHK es
iluminada con luz azul in vitro, ocurre un fotociclo similar al descripto para las fototropinas
(proteinas receptoras de plantas) como el previamente mencionado: se forma un aducto
covalente entre el C(4a) de la flavina y la Cys 69 en del dominio LOV, lo cual se evidenca en un
espectro de absorcion por la desaparcién de la banda 450 nm y la aparicién de una banda a
390 nm (Figura 3B). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en las fototropinas, la proteina
no retorna rapidamente al estado basal cuando es incubada nuevamente en oscuridad. Cuando
LOVHK es iluminada in vitro, la formacion del aducto covalente produce un cambio
conformacional, lo cual da lugar a un aumento en la tasa de autofosforilacién respecto de
cuando la proteina es mantenida en oscuridad. Al reemplazar la Cys 69 por un residuo de Ala,
se impide la formacién del aducto covalente ante la exposicion a la luz azul, por lo que el grado

de autofosforilacién no cambia entre las considiones de luz y oscuridad [54,55] (Figura 2B).

A LOVHK de Brucella spp
Figura 2. La actividad de autofosforilacion
—( LoV )—( PAS de LOVHK aumenta en presencia de luz y
es dependiente de la Cys 69. A. Esquema de
la composicion de dominios de LOVHK de
B LOVHK wt LOVHK C43A Brucella spp. B. Las proteinas LOVHK wt y

Oscuridad Luz Oscuridad Luz LOVHK C69A de Brucella fueron irradiadas
con luz blanca por un minuto (Luz) o se
mantenidas en oscuridad, y luego se adicion6

— T. o ——— [y32PJATP. La incubacion se continué por 4
min en oscuridad y las muestras se
sometieron a un SDS-PAGE. El esquema
muestra un posible modelo de activacion de
LOVHK: en oscuridad los dominios de LOVHK
se encuentran en una conformacién cerrada
inhibiendo la autofosforilacién. La luz induce
un cambio conformacional en el dominio LOV,
liberando a la HK e incrementando su
actividad enzimatica. La mutacién C69A
bloquea la formacion del aducto covalente con
el FMN lo cual impide la ativacion de LOVHK.
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Figura 3. Fotociclo de LOVHK de Brucella. A. Espectro de absorcién de la proteina recombinante purificada en
oscuridad, la cual presenta un maximo de absorcion a 450nm correspondiente al FMN sin unién covalente con al
proteina. B. Espectro de absorcion al iluminar con luz azul (450 nm): la banda de 450 nm desaparece, y al mismo
tiempo se forma una aparece una banda de absorcién a 390 nm. Este comportamiento es similar a otros dominios LOV
de plantas, indicando la formacién de un aducto covalente entre el C4a del cofactor FMN y la Cys 69 de la proteina.

En ensayos de infeccion en macro6fagos murinos realizados con la cepa wt en condiciones de
luz u oscuridad se observé que la misma presenta una mayor tasa de replicacion intracelular
cuando es iluminada respecto de cuando en mantenida en oscuridad. En el caso de una cepa
mutante en el gen que codifica para LOVHK se observd que la tasa de replicacién no varia
entre las condiciones de luz u oscuridad y la tasa es similar a la observada en el caso de la
cepa wt en condiciones de oscuridad [54] (Figura 4A). Al complementar la mutante de lovhk con
el gen wt, se restituye la capacidad de replicacién intracelular en condiciones de luz, mientras
que si se complementa con una copia del gen en el cual el residuo de Cys fue mutado a un
residuo de Ala no se logra recuperar la capacidad de replicacion (Figura 4B). Por ende, B.
abortus wt es mas infectiva cuando es incubada en condiciones de luz respecto de oscuridad y,
este efecto, es mediado por la proteina LOVHK. De este modo, LOVHK constituye un factor de

virulencia. En la Figura 5 se resumen estos resultados a modo de esquema.

Recientemente Kim et al. 2014 también observaron que en infeccibnes de macréfagos
humanos THP-1 que la una cepa mutante de lovhk en B. abortus 2308 no presenta deficiencias
en la entrada, pero si tiene un defecto de supervivencia dentro de 1 h a 24 hs p.i. Luego de las
24 hs replica a una tasa equivalente a la cepa wt (independientemente de las condiciones de
luz u oscuridad). A su vez, Gourley et al., 2014 y Kim et al. 2014 han demostrado que una cepa
mutante en lovhk es menos infectiva en ratones a tiempos cortos de infeccién, tanto en B.
melitensis 16 M y como en B. abortus 2308 respectivamente [56,57], y que LOVHK de B.

abortus 2308 es requerida para el establecimiento de la infeccién en ratones a largo plazo.

Las proteinas HK sensoras en bacterias se encuentran asociadas a un tipo de sefalizacién

intracelular denominado Sistema de dos componentes, el cual se describe a acontinuacién.
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Figura 4. LOVHK de Brucella es un factor de virulencia. A. Se infectaron macréfagos J774A.1 con B. abortus 2308
crecidas en luz (azul claro) u oscuridad (azul oscuro) y la cepa LOV- crecida en luz (verde claro) u oscuridad (verde
oscuro). B. Se infectaron macréfagos J774A.1 con la cepas B. abortus 2308 (negro), LOV- (blanco), LOV-
complementada con un plasmido con el gen LOV-HK (gris oscuro), LOV complementada con el gen LOV-HK C39A
(gris claro). Los datos estan relativizados a los valores de 1 hora de infeccién correspondientes al nimero de bacterias
que efectivamente entraron en las células. Los datos corresponden al promedio + desvio estandar de tres réplicas. El
experimento A es representativo de tres repeticiones independientes y el B de dos repeticiones independientes [54].

B. abortus Macréfagos
infectados
i '@1 Virulencia
oscuridad 2 s—
Wild-type Figura 5. Esquema representativo de la infeccion de
Brucella wt y la mutante de lovhk en macréfagos
uz 1’\,‘1 s muriq(?s. B. ,abortus wt presenta ur]a mayor tgsa de
é * infeccién en lineas celulares de macréfagos murinos en
Wild-type presencia de luz que en oscuridad. Por otro lado, una
cepa mutante en el gen lovhk es menos infectiva que la
luz "’\11 " ek cepa wt en luz, y la tasa de infeccion es similar a la tasa
é de la cepa wt en condiciones de oscuridad. Por ende, la
Alovhk luz aumenta la infectividad de B. abortus, y este efecto

es mediado por LOVHK [54]. Esquema adaptado de
oscuridad @1 g3§ S Purcell et al., 2008 [50].

Alovhk

Sistemas de senalizacion intracelular en bacterias
Sistemas de un componente

Las bacterias han desarrollado una variedad de mecanismos tanto fisicos como quimicos para
adaptarse a cambios ambientales y en el microambiente celular. Una de las principales
respuestas de adaptacién a los cambios ambientales consiste en una regulacion diferencial de
la expresién génica. Los sistemas de un componente son uno de los sistemas regulatorios méas
comunes en bacterias. Los mismos estan formados por una sola proteina citoplasmatica, la

cual posee un dominio sensor fusionado a un dominio efector. Estos simples sistemas de
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sefalizacién constituyen los progenitores evolutivos de un sistema mas comlejo denominado

sistema de dos componenetes [58].
Sistema de dos componentes

Los sistemas de dos componentes (TCS por sus siglas en inglés — Two Component System) le
permiten a las bacterias sensar y responder a los cambios en el medio ambiente. Estos
sistemas estan formados por dos proteinas: una histidina kinasa sensora (HK) y un Regulador
de Respuesta (RR). Usualmente, las HK sensoras consisten en un dominio sensor en el
extremo N-terminal y un dominio HK en el extermo C-terminal. Cuando el dominio sensor
detecta un estimulo particular, la proteina sufre un cambio conformacional dando lugar a la
activacion del dominio HK, el cual se autofosforila en un residuo histidina (His) conservado en
el dominio HK. Posteriormente, el fosfato de la His es transferido a un resido Aspartico (Asp)
conservado en el dominio receptor (REC) del RR [59,60]. En general, los RRs son proteinas
que poseen un dominio receptor del fosfato (REC) en el extremo N-terminal y un dominio
efector en el extremo C-terminal. Este Gltimo dominio puede ser un dominio de unién a ADN
que activa la transcripcion de genes especificos en respuesta al estimulo inicial, un dominio de
unién a proteinas o puede tener actividad enzimatica (Figura 6). De este modo, a través del
dominio efector, los RRs dan lugar a una respuesta celular, modificando la expresion génica y
la fisiologia bacteriana. Sin embargo, también existen RRs que poseen sélo un dominio REC
[59,61,62]. Estos RRs de dominio Unico no afectan directamente la expresion génica, sino que

pueden funcionar como moduladores en diversos procesos moleculares [63].

ATP
. S J
Estlglulo His ®
Comar 127
|
Histidina quinasa sensora Respuesta:
Asp® Unién a DNA

Interaccién prot-prot
@ Actividad enzimatica

Regulador de Respuesta

Figura 6. Representacion esquematica los sistemas de dos componentes. Sistema de dos componentes
bacteriano. Ante un estimulo especifico una histidina quinasa (HK) se activa, se autofosforila en una histidina
conservada y luego transfiere el fosfato a un aspartato conservado presente en el dominio fosfoaceptor (REC) de una
segunda proteina denominada regulador de respuesta (RR). Esta Ultima desarrolla una respuesta especifica en la
célula: puede interactuar con el ADN (factores de transcripcion), interactuar con otras proteinas, o desarrollar alguna
actividad enzimatica.
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La importancia de los TCSs se ve reflejada en en la amplia distribucion que este tipo de
sistema tiene a lo largo de los distintos grupos de bacterias. En algunos microorganismos
pueden llegar a tener hasta 250 sistemas de dos componentes, aunque en promedio existen
entre 50 a 100 por genoma. Conociendo el genoma de una determinada especie, la
identificacién de genes que codifiquen para posibles HKs y RRs se puede realizar facilmente
por medio de homologia de secuencia. En muchos casos, una HK y su correspondiente RR se
encuentran codificados en un mismo operon, lo cual sugiere que ambos forman parte de un par
de interaccion especifico [64]. Sin embargo, muchos de los genes que codifican para estos
componentes son genes huérfanos, por lo que la identificacion de su correspondiente
companero de interaccién no es facilmente predecible. Por otro lado, existen HKs que pueden
fosforilar a mas de un RR, o varias HKs que pueden fosforilar a un mismo RR, agregando un
mayor grado de complejidad a estos sistemas. En estos casos, la interaccion entre los distintos
componentes ya no se desprende de la ubiccién en el genoma [65].

Dada la gran cantidad de TCSs presentes en una misma célula, es muy probable que exista
cross-talk indeseado entre los distintos pares de sefalizacion. Como consecuencia, las
bacterias han desarrollado diversos mecanismos para evitar este efecto. Por un lado, in vivo, la
cantidad fisiolégica de las HKs es mucho mas baja que la de los RRs, lo cual evita la
amplificacion inespecifica de la sefal detectada por una determinada HK. Por otro lado, hay
mecanismos que permiten inactivar a la HK y RR correspondientes, de modo tal que el sistema
retorne al estado basal ante la ausencia de estimulo. Las HKs bacterianas estan formadas por
un dominio N-terminal denominado DHpt (dominio de dimerizacion y de fosfotranferencia de
histidina) el cual posee el residuo de His conservado, y un dominio C-terminal CA (catalitico) el
cual posee la capacidad de unir ATP y la actividad ATPasa [66]. Muchas de estas HKs puede
ser bifuncionales, es decir que ademas de la actividad kinasa pueden tener actividad fosfatasa
sobre el mismo RR con el cual interactian. La activida fosfatasa requiere de Mg2+, y en
reacciones in vitro la presencia de ADP, ATP o analogos no hidrolizables de ATP aumentan la
actividad fosfatasa [67]. En otros casos, los RRs poseen una actividad auto-fosfatasa
intrinseca, es decir que ellos pueden catalizar su propia defosforilacién, logrando disminuir el

grado de activacion.
Sistemas que involucran factores sigma alternativos de la transcripcion

Un tercer mecanismo de regulacion de la expresion génica, es por medio de factores sigma (o)
alternativos que se activan ante determinados estimulos. Los factores ¢ bacterianos funcionan
como subunidades de la ARN polimerasa (ARNP), facilitando el reconocimiento del promotor y
la iniciacion de la transcripcion. Dentro de la familia de proteinas o, el subgrupo ampliamente
conservado ECF (Extracitoplasmic function o factors - Factor extracitoplasmatico) juegan un
papel principal en la adaptacién a los cambios en las condiciones ambientales [68,69]. En
ausencia de un estimulo, los factores o se encuentran inactivos unidos a un factor anti-sigma
(anti-o), el cual impide que el factor o se una a la ARNP. Ante un estimulo determinado como

cambios en el potencial redox, sefiales de stress o la privacién de nutrientes, el factor o se

15



Introduccion

libera del factor anti-o, permitiendo que el factor ¢ se una a la ARNP y de este modo pueda

activar la transcripcion de genes especificos.
Sistemas de dos componenetes y factores o

En general los sistemas de un componente, dos componentes y los sistemas que emplean
factores o alternativos de la transcripcion en general actian modificando la expresion génica
por medio de mecanismos moleculares independientes. Sin embargo, existen casos en los
cuales un TCS junto con un factor o pueden regular la expresion génica de forma coordinada.
Un ejemplo es el caso de la cascada de sefalizacién CseBC/GE de Streptomyces coelicolor, el
cual no posee un factor anti-o, sino que la regulacion estd dada por el sistema de dos
componentes CseB-CseC [70]. Otro ejemplo es el caso de la proteina PhyR, un RR que ha sido
caracterizado en los ultimos afios en diversas a-proteobacterias [71], el cual participa de un
mecanismo de regulacion de la expresion génica combinando un TCS y un factor cECF. Las

caracteristicas particulares de este sistema se describen en la siguiente seccion.

Sistema de Respuesta General a Estrés (GSR) en a-proteobacterias

El sistema de Respuesta General a Estrés (GSR por sus siglas en inglés: General Stress
Response) en un sistema caracteristico de a-proteobacterias, altamente conservado en el
mismo y ausente en otros grupos bacterianos [71]. Este sistema que le permite a la bacteria
responder ante diversos factores de estrés, ambientales e intracelulares, permitiéndole
adaptarse a las nuevas condiciones del ambiente a través de la regulacion de la transcripcion
de genes de respuesta a estrés. En los Ultimos afios este sistema ha sido descripto en varias
especies del grupo, entre ellos: Methylobacterium extorquens AM1 [72,73], Bradyrhizobium
japonicum USDA 110 [74], C. crescentus CB15 [75-77], Sphingomonas sp. Fr1 [78],
Sinorhizobium meliloti [79,80], Bartonella quintana [81], Methylosinus sp. B4S [82], Rhizobium
etli [83], Rhodopseudomonas palustris TIE-1 [84], y Brucella abortus 2308 [85].

Este sistema forma parte de un sistema de sefializacién hibrido, que incluye un sistema de dos
componentes y un factor sigma (o) alternativo de la transcripcion. Los componentes principales
del sistema GSR en a-proteobacterias son: un factor anti-anti-sigma denominado PhyR, un
factor anti-sigma denominado NepR, y un factor sigma (o) alternativo de la transcripcion
perteneciente a la familia ECF, el cual puede adoptar distintos nombres en las distintas

especies.

PhyR (Phyllosphere induced Regulator) es el componente clave de este sistema en a-
proteobacterias que fue inicialmente descripto en M. extorquens AM1. PhyR es un RR que, a
diferencia de la mayoria de los RRs, posee un dominio efector en el extremo N-terminal y un
dominio REC en el extremo C-terminal [72,86]. El dominio efector es un dominio simil factor

sigma ECF alternativo de la transcripcion, con regiones 02 y g4 caracteristicos de los factores
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oECF. Sin embargo, varios de los residuos invariantes de las regiones 62 y o4 de los factores
oECF clasicos no se encuentran conservados en PhyR y tampoco se encuentra conservada la
regioén de union -10 en el 62. Como consecuencia, al no poseer los residuos clave involucrados
en la interaccién con el DNA, PhyR no puede funcionar como un factor sigma regulando
directamente la expresion de genes (Figura 7) [68]. Por otro lado, el dominio REC de PhyR
posee un residuo Asp conservado, el cual puede ser fosforilado por una HK especifica. La
regulacién principal de este sistema se basa en el grado de fosforilacion de PhyR, el cual da

lugar a la activacién del sistema.

Receiver

) C

Figura 7. Representacion esquematica de PhyR. PhyR es un RR que posee un dominio REC C-terminal, y un
dominio simil-o hacia el extremo N-terminal. Una particularidad de este dominio, es que posee las regiones 02 y o4
caracteristicas de los factores oECF, pero los residuos involucrados en la interaccion con el ADN se encuentran
mutados, por lo que no puede funcionar regular directamente la expresién génica.

En ausencia de estrés, NepR se encuentra unido al factor cECF, manteniendo el sistema en
estado inactivo. En presencia de un determinado factor de estés como peroxido de hidrégeno,
aumento en la presién osmética, luz UV, desecacion, o ausencia de nutrientes, una HK sensora
fosforila a PhyR, la cual sufre un cambio conformacional dejando expuestas las regiones 02 y
04, aumentando la afinidad por NepR. De este modo, NepR es secuestrado por PhyR por
medio del dominio simil-sigma, liberando de este modo al cECF, el cual puede ahora asociarse
a la ARN polimerasa y dirigir la expresion de genes especificos en respuesta a estrés (Figura
8). A este mecanismo se lo denomina partner-swiching, ya que se basa en un intercambio del
compafiero de interaccién de NepR (0ECF por PhyR).

En varias especies de a-proteobacterias se ha demostrado que la fosforilacién in vitro del Asp
conservado en el dominio REC de PhyR por medio de acetil-fosfato es requerida para que
NepR pueda interactuar con PhyR. Entre estas especies se encuentran M. extorquens [73], B.
japonicum [74], C. crescentus [75,87], Sphingomonas sp. Fr1 [78,88], S. meliloti [79], y B.

quintana [81].

En cuanto a los tres componentes principales del sistema GSR, phyR y ecf no son genes
esenciales, ya que se ha logrado contruir cepas mutantes en estos genes en varios
microorganismos. Por el contrario, el principal regulador negativo de este sistema, nepR, si
constituye un gen esencial, el cual no ha podido ser delecionado en una cepa wt en varias a-
proteobacterias [77,78,88].
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Estrés
Inactivo Activo
Sensor
HK Figura 8. Esquema del sistema GSR estudiado
sensora . en Methylobacterium extorquens AM1. En
cA ausencia de estrés el ECF o factor es secuestrado

por NepR (factor anti-o). Ante un agente estresante
PhyR (factor anti-anti-o) es fosforilado, se activa e
interacciona con NepR. Asi el ECF o factor es
liberado y puede asociarse con la ARN Polimerasa
para dirigir la expresion de genes de respuesta a

estrés. Este esquema basico puede adaptase a las
NepR E == 0 d'i":;zzis"’:n diversas especies de a-proteobacterias, con

respuestaa algunas modificaciones segin la especie. Figura
estrés

adaptada de Francez-Charlote et al., 2015 [89].

Una particularidad, es que la organizacién genémica de los genes correspondientes a este
sistema se encuentra muy conservada en los diversos microorganismos (Figura 9). Sin
embargo, las proteinas codificadas por estos genes pueden tener distintos nombres en algunas
especies de a-proteobacterias. En la mayoria de los casos, tanto phyR como oECF se
encuentran codificados en sentido divergente, pero en la secuencia intergénica entre ambos
genes se encuentran dos promotores con sitios de unién al mismo factor sigma, lo cual permite
una regulacién coordinada de ambos operones pertenecientes al mismo sistema. Por otro lado,
en general, el gen que codifica para nepR no se encuentra anotado en los genomas de o-
proteobacterias y posee baja homologia entre con los genes nepR de otras especies. En varios
microorganismos se encuentran codificadas posibles HKs en la region adyacente a los genes
que codifican a los principales componentes de este sistema, las cuales pertenecen a la familia
de las HWE [71]. Algunos de estos genes han sido ya estudiados, como PhyK de C. crescentus
[75], PhyP de Sphingomonas sp. Fr1 [78] y RsiC de S. meliloti [90]. Se propone que estas
proteinas pueden actuar como HKs y/o fosfatasas de PhyR regulando de este modo su grado
de fosforilacién. Por otro lado, en algunas a-proteobacterias, existen genes paralogos a phyR,
nepR y ecfG, los cuales se encuentran localizados en otras regiones del genoma y participan
también de este sistema de sefalizacion, agregando un mayor grado de complejidad al

sistema.
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EBartonelia guintana

Bradyrhizobium joponicurr

Brucelio ohortus

Coulobocter crescentus

Methylobacterivm e xtorguens

Rhizobium etl

Rhodopseudomonas palustris

Singrhizobiurm meiilot
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Figura 9. La organizacion gendmica del sistema GSR se encuentra muy conservada en diversas
alfaproteobacterias. Cada color corresponde a un tipo de gen distinto: ecfG en azul, nepR en naranja, phyR en verde,
genes que codifican para HKs/fosfatasas en violeta, y en blanco se representan las proteinas hipotéticas. Se indica el
nombre del gen correspondiente a phyR para cada especie. Los nombres completos del gen para algunas especies
son: Bab1_1671 para Brucella abortus, MexAM1_META1p3110 para Methylobacterium extorquens, RHE_CH03275
para Rhizobium etli, Rpal_4704 para Rhodopseudomonas palustris, y Sphme2DRAFT_1445 para Sphingomonas
melonis.

Rio arriba de los genes que son regulados directamente por el sistema GSR, se encuentra una
secuencia consenso de reconocimiento por el facto cECF [68,71]. La identificacion de esta
secuencia rio arriba de la secuencia codificante de diversos genes permite determinar qué

genes podrian estar siendo regulados por el sistema GSR.
Caracteristicas del sistema GSR en Brucella

Al comenzar el presente trabajo de tesis, el sistema GSR aun no habia sido descripto en
Brucella. Sin embargo, al comenzar el cuarto afio de beca, Kim et al., 2013 caracterizaron parte
de este sistema en Brucella abortus 2308 [85]. La proteina correspondiente al factor o-ECF se
denomina RpoE1 y Brucella posee una sola copia en el genoma de cada uno de los genes del
sistema GSR: phyR, nepRy rpoE1. Como se observa en la Figura 9, la organizacién gendémica
de los genes correspondientes a este sistema también esta conservada en Brucella, con la
particularidad de que la secuencia codificante de NepR se superpone en 29 pb con la de
RpoE1.

El sistema GSR en B. abortus 2308 posee algunas diferencias respecto del modelo general
peviamente descripto (Figura 8). In vitro, NepR posee una afinidad similar por RpoE1 y PhyR
no fosforilado, por lo que se supone que in vivo y en ausencia de estrés, NepR tendria la
capacidad de unirse a ambas proteinas. Sin embargo, la fosforilacion de PhyR aumenta la
afinidad por NepR, estabilizando los complejos PhyR-NepR in vitro. In vivo, otra diferencia de

este sistema respecto de otras a-proteobacterias, es que en Brucella en ausencia de estrés los
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niveles de proteina de PhyR son controlados por una proteasa denominada ClpXP, la cual
reconoce una sequencia de tres aminoécidos (VAA) presente en el extremo C-terminal del
PhyR. En presencia de estrés por peroxido de hidrégeno, los niveles de PhyR se estabilizan o
aumentan debido a una inactivacion de CIpXP y/o a la fosforilacién de PhyR [85] (Figura 10).
Este sistema de regulacion por protedlisis permitiria contrarrestar el hecho de que NepR pueda
unirse a PhyR no fosforilado, y de este modo evitar la activacion del sistema GSR en ausencia
de estrés. Kim et al., 2013 también demostraron que los niveles de PhyR a nivel de proteina en
fase estacionaria son mayores que en fase exponencial, probablemente debido a que la falta
de nutrientes en fase estacionaria constituye un factor de estrés que finalmente da lugar a la

estabilizacion de los niveles de proteina de PhyR.

El sistema GSR en Brucella responde a estrés por exposicion a peroxido de hidrégeno en fase
exponencial y estacionara, y a pH &cido en fase estacionaria, donde una cepa mutante en el
gen rpoET1 presenta una menor supervivencia respecto de la cepa wt. Por otro lado, ellos
realizaron un ensayo de microarreglos comparando la cepa mutante en rpoE1 y la cepa wt bajo
condiciones de estrés por perdxido de hidrogeno y encontraron una serie de genes que se
expresan diferencialmente entre ambas cepas. Algunos de estos genes (phyR, rpoE1, rpoH1,
dps y bal4K entre otros) poseen rio arriba de la secuencia codificante, la secuencia de
reconocimiento del RpoE1, lo cual sugiere que son directamente regulados por RpoE1. Por otro
lado, hay otros genes cuya expresién también se ve modificada ante la ausencia de rpoET,
pero no presentan la secuencia de reconocimiento rio arriba de la secuencia codificante (por
ejemplo lovR), lo cual sugiere que estos genes no son directamente regulados por el RpoE1,
sino que se activan de forma indirecta ante la activacion del sistema GSR. Si bien se sabe que
el sistema GSR responde a varias sefiales y por ende se espera que PhyR integre las senales
percibidas por diversas HKs, al momento de comenzar con esta tesis no se conocia una HK
que pudiese fosforilar y asi regular la actividad de PhyR en Brucella (Figura 10).
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Figura 10. Esquema del sistema GSR en Brucella abortus 20308. A diferencia del mecanismo previamente
mencionado, en ausencia de estrés o en fase exponencial NepR tiene una afinidad similar por el factor o y por PhyR no
fosforilado. Sin embargo, para evitar la activacion del sistema, los niveles de PhyR son controlados por la accién de la
proteasa CLpXP. Ante la presencia de un factor de estrés o cuando la bacteria llega a fase estacionaria, la proteasa se
inactiva, los niveles de PhyR se estabilizan y a su vez es fosforilada por una HK sensora. Esto contribuye a estabilizar
los complejos NepR/PhyR liberando de este modo al factor o, el cual puede asociarse a la ARNP vy dirigir la expresion
de genes en respuesta a estrés. Por otro lado, al momento de comenzar la tesis no se conocia qué HK podria fosforilar
a PhyR de Brucella. Figura adaptada de Kim et al., 2013 [85].

Dominios LOV y la respuesta a estrés

La luz es la principal fuente de energia de la biésfera, pero también posee varios efectos
daninos sobre diversas moléculas biolégicas. Muchas bacterias poseen proteinas sensoras de
luz (fotorreceptores), y en particular de luz azul, las cuales les permite desarrollar una
respuesta adaptativa a este factor de estrés. En lo Gltimos afos, la percepcion de luz azul a
través de proteinas que contienen un dominio LOV ha sido asociado a la activacion de
respuestas de stress en las algunas bacterias. Por ejemplo, en las bacterias Gram-positivas
Bacillus subtilis [91] y Listeria monocytogenes [92] se ha demostrado que la luz azul activa un
sistema de respuesta genera a estrés asociado al factor sigma SigB caracteristico de bacterias
Gram-positivas [93], a través de la deteccién de esta senal por medio de proteinas que

contienen dominios LOV.

Dentro del grupo a-proteobacterias, en los Ultimos afos se ha descripto una relacién entre
proteinas con dominios LOV y el RR PhyR en dos miembros del grupo: C. crescentus CB15 y
Erythrobacter litoralis HTCC2594. En C. crescentus la relacion entre una proteina contiendo el
dominio LOV y PhyR ha sido demostrado mediante una aproximacién genética in vivo [94],
mientras que en E. litoralis esta relacibn ha sido demostrada mediante ensayos de

fosfotransferencia in vitro [95]. En ambos casos, las proteinas que contienen un dominio LOV
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no sélo interactian con PhyR, sino que también interactian con otro RR de dominio Unico
denominado LovR [95,96].
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis de trabajo

La hipotesis del presente trabajo es que la luz inicia una cascada de sefializacion intracelular
en Brucella abortus 2308, incrementando el nivel de actividad histidina quinasa de LOVHK,
culminando con cambios en la virulencia de Brucella.

Objetivos

Obijetivo general

El objetivo del presente trabajo consiste en caracterizar los componentes moleculares de esta
via de senalizacién iniciada por LOVHK, y estudiar los cambios en la expresion génica y
virulencia inducidos ante la iluminacién con luz azul. Este estudio permitira descubrir un
nuevo mecanismo de adaptacion a las condiciones ambientales en Brucella. El
descubrimiento de un nuevo mecanismo de adaptacion en Brucella puede generalizarse a otras
especies de bacterias relacionadas.

Objetivos particulares

1) Caracterizar los componentes de la via de transduccién iniciada por LOVHK en
Brucella abortus. El objetivo particular es identificar los RRs que interaccionan con
LOVHK utilizando una estrategia de doble hibrido y demostrar la especificidad de la

interaccién mediante ensayos bioquimicos.

2) Estudiar el o los metabolismos regulados por las via de transduccién de senales
iniciada por LOVHK mediante la cuantificacion de los cambios de expresién del ARNm
y otros fenotipos.
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Materiales y Métodos

Cepas bacterianas y medios de cultivo

Escherichia coli

Las manipulaciones genéticas fueron llevadas a cabo en Escherichia coli DH5a, a excepcion de
los clonados y el mantenimiento de los plasmidos pBT, pTRG y sus derivados correspondientes
a los ensayos de doble hibrido, en los cuales se empled la cepa DH5a F’IQ Km" (Apéndice 1).
Estas cepas fueron crecidas en medio Luria-Bertani (LB, Difco) a 37 °C, en agitador a 250 r.p.m,
con la adicién de los antibidticos correspondientes. E. coli BL21(DE3)pLysS fue empleada para
la expresién y purificacion de proteinas recombinantes, y fue cultivada en LB, medio auto-
inductor ZYM-5052 o MD-5052 [97], segun corresponda. E. coli S17-1 fue empleada para
introducir plasmidos por conjugacién en B. abortus, también cultivada en LB. En los casos en
los cuales se usé antibioticos, los mismos fueron empleados a las siguientes concentraciones
finales: ampicilina 100 pg/ml, kanamicina 35 pg/ml, tetraciclina 12,5 pug/ml, cloranfenicol 25
pg/ml, estreptomicina 12,5 pg/ml.

Brucella

En la presente tesis se realizaron varios estudios utilizando como base una cepa de Brucella
abortus 2308 wt, la cual es resistente al acido nalidixico [98]. Las correspondientes cepas
mutantes y complementadas derivan de esta cepa. En los diversos ensayos, Brucella fue
cultivada en medio liquido a 37°C en agitaciéon a 250 r.p.m, en medio rico Tryptic Soy Broth
(TSB, Difco) o en medio minimo MM (medio Gerhardt-Wilson modificado: NH,SO4 7,6 mM,
KH.PO, 33 mM, K;HPO, 60,3 mM, citrato de Na 1,7 mM, MgSO, 1 mM, extracto de levadura
0,1% p/v, glucosa 10 mM, vitamina B6 2 pg/ml, vitamina B1 2 pg/ml y biotina 1,22 pg/ml, pH
7,0) [99], o en medio solido en placa en Tryptic Soy Agar (TSA, Difco). Los correspondientes
antibioticos fueron empleados a las siguientes concentraciones finales: ampicilina 40-50 pg/ml,
kanamicina 25 pg/ml, acido nalidixico 5-10 pg/ml, y cloranfenicol 20 ug/ml en para en placas
TSA y 5 pg/ml en medio liquido. En la Apéndice 1 de indica una lista de todas las cepas de E.

coliy Brucella empleadas en este estudio.

Brucella es un patégeno clasificado dentro del nivel de bioseguridad 3, por lo que toda
manipulacién de estas especies fue llevada a cabo en un laboratorio de bioseguridad
acondicionado para tal fin, presente en el Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Buenos
Aires, Fundacién Instituto Leloir (FIL). Dicho laboratoriol cuenta con el equipamiento bésico
necesario para estas tareas. Asimismo, todos los procedimientos han sido evaluados y

aprobados por una comision de bioseguridad de la institucién.
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Condiciones de oscuridad

Todos los experimentos realizados en “condiciones de oscuridad” fueron llevados a cabo
empleando LEDs rojos, ya que la proteina LOVHK no absorbe a esa longitud de onda. Los

cultivos fueron cubiertos con dos capas de aluminio y/o una bolsa plastica de color negro.

Manipulaciéon de ADN

Todas las manipulaciones de ADN fueron realizadas siguiendo técnicas estandares. Las
reacciones de PCR en las cuales se empleé ADN gendmico de B. abortus 2308 como templado
fueron realizadas con Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Los productos amplificados, fueron digeridos con las enzimas de restriccién
correspondientes, y clonados en vectores digeridos con las mismas enzimas. Los clonados
fueron corroborados por colony-PCR empleando Tag DNA Polymerase (Invitrogen), miniprep y
liberacién del fragmento clonado por digestién con ER, y finalmente secuenciaciéon de los
clones positivos. Para ello se empleo6 el sistema de secuenciacion de la FIL o Macrogen Korea.
En la Apéndice 1 se indica una lista de las construcciones empleadas en este trabajo, y en la

Apéndice 2 una lista de los oligonucleoétidos.

En E. coli los plasmidos fueron introducidos por electroporacion (200 Q; 25 pF; 2,5 V, en
cubetas de electroporacion de 2 mm Bio-Rad) o por shock térmico usando bacterias
competentes quimicas. En Brucella los plasmidos fueron introducidos por electroporacién (400

Q; 25 uF; 2,5V, en cubetas de electroporacién den 2 mm Bio-Rad) o por conjugacién.
Reacciones de PCR con las distintas ADN polimerasas

1. Taqg DNA Polymerase (Invitrogen) (colony PCR)

Mezcla de reaccion:

Buffer AND polimerasa 1X Ciclado:

MgCl, 1,5 mM 94°C x 5 min

dNTPs 0,2 mM 93°C x 30 seg
Oligonucleétido sentido 0,4 uM 55°C x 30 seg x35
Oligonucledtido antisentido 0,4 uM 72°C x 30 seg/kb

Taq DNA Polymerase 0,5 Unidades 72°C x 10 min

Molde colonia de bacterias 25°C

Agua mili-Q 25 pl volumen final
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2. Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen)

Mezcla de reaccion:

Buffer de Amplificacién 1,56X Ciclado:
MgSO, 1mM 94°C x 3 min
dNTPs 0,3mM 93°C x 30 seg
Oligonucleotido sentido 0,3 uM 55°C x 30 seg x35
Oligonucleétido antisentido 0,3 uM 68°C x 1 min/kb
Platinum Pfx DNA Polymerase 1,25 Unidades 68°C x 10 min
Enhancer 1X 25°C
Molde ADN genomico de Brucella o

producto de PCR
Agua mili-Q 50 pl volumen final

Ensayo de doble hibrido bacteriano

Los ensayos de doble hibrido fueron llevados a cabo empleando el sistema BacterioMatchll
two-hybrid system (Stratagene), siguiendo las indicaciones del fabricante. En los ensayos de
doble hibrido se analiza la interaccion entre dos proteinas: la primera se denomina carnada y la
segunda presa. Este sistema usa el plasmido pBT como carnada y el plasmido pTRG como

presa.
Clonado de lovhk y pdhS para los ensayos de doble hibrido

El gen lovhk (BAB2_0652) fue amplificado usando los oligonucleétidos Full_LOV_forward y
Full_LOV_reverse (Apéndice 2). El producto de PCR obtenido de 1,4 Kb fue clonado en el
vector pBT (BacterioMatchll Two-Hybrid System Kit, Stratagene), usando las enzimas de
restriccion Notl y Xhol. El plasmido resultante expresa el gen lovhk en marco de lectura con el
gen Acl. El gen pdhS fue clonado en el plasmido pBT para ser usado como control positivo de
interaccién, usando los oligonucleé6tidos PdhS_c-ter_forward y PdhS_c-ter_reverse [100]. Las
proteinas de fusién generadas a partir de los plasmidos pBT-LOVHK y pBT-PdhS fueron
empleandas como carnada.

Clonado del dominio REC de los RRs para el ensayo de doble hibrido

El genoma de B. abortus 2308 posee 24 genes que codifican para proteinas con posibles
dominios REC (Tabla 3). Se cloné el dominio REC de todos los RRs, excepto el de aquellos
genes que correspondian a una HK hibrida (BAB1_0346) y un pseudogen (WBAB1_1059). Los
oligonuclétidos empleados para amplificar cada gen se listan en la Apéndice 2. En todos los
casos, el oligonucleétido sentido posee el sitio de corte para Notl, excepto el oligonucle6tido
BAB2_0630_forward que tiene un sitio de corte para EcoRIl. Todos los oligonucleétidos
antisentido poseen un sitio de corte para Xhol. Los productos de PCR fueron digeridos con las
correspondientes enzimas de restriccién, y clonados en el plasmido pTRG (BacterioMatchll

Two-Hybrid System Kit, Stratagene), obteniendo construcciones en marco de lectura con el
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dominio a de la ARN Polimerasa (a-ARNP). Finalmente, se creé una mini-biblioteca de genes
conteniendo los 23 dominios REC al mezclar cantidades iguales de todas las construcciones en
pTRG, y una segunda mini-biblioteca mezclando los mismos pldsmidos a excepcién de pTRG-
LovR (siendo un total de 22 plasmidos). Las proteinas de fusién generadas a partir de los
plasmidos derivados del plasmido pTRG fueron empleandas como presa.

Ensayo de doble hibrido

El sistema BacterioMatchll two-hybrid system (Stratagene) usa una cepa reportera de E. coli
(BacterioMatchll Two-Hybrid System Reporter Cells), la cual posee dos genes reporteros: HIS3
y aadA (Str). La interaccién proteina-proteina se detecta por medio de la activacién
transcripcional del gen HIS3 y se corrobora por la activacion del gen aadA (Str). Se realizaron
dos ensayos de doble hibrido. Para ello, la cepa reportera fue co-transformada por
electroporacién con el plasmido pBT-LOVHK y una mini-biblioteca de dominios REC clonados
en el plasmido pTRG. Ambos plasmidos pBT y pTRG son compatibles entre si, y poseen un
promotor inducible por IPTG, el cual esta presente en los medios empleados e induce la
expresion de las proteinas de fusién. La seleccion de colonias conteniendo un plasmido pBT
(Cn®™) y un plasmido pTRG (Tet") se realiz6 en placas con medio no selectivo y medio selectivo
conteniendo cloranfenicol 25 pg/ml, y tetraciclina 12,5 pug/ml, y se incubd en estufa a 28°C por
24 a 48 hs hasta la visualizacion de colonias. El medio no selectivo (medio M9 sin histidina)
permite determinar la cantidad de clones iniciales, conteniendo ambos plasmidos. El medio
selectivo contiene el medio M9 sin histidina, 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT) 5 mM, cloranfenicol
25 pg/ml, y tetraciclina 12,5 pug/ml (clones positivos) y permite seleccionar aquellos clones
donde se produjo una interaccién positiva. Para validar las interacciones observadas, los clones
positivos fueron estriados en placas con medio selectivo dual, el cual contiene medio M9 sin
histidina, cloranfenicol 25 pug/ml, y tetraciclina 12,5 pg/ml, 3-AT 5 mM y estreptomicina 12,5
pg/ml; y se incubd en estufa a 28°C por 24 a 48 hs hasta la visualizacién de colonias (clones
doble positivos). Los clones doble positivosfueron analizados por colony PCR empleando los
oligonucleotidos pTRG_forward y pTRG_reverse. Los productos de PCR obtenidos fueron

visualizados en un gel de agarosa, purificados y secuenciados.

Composicién de los distintos medios de cultivo

¢ Medio no selectivo: sales M9 1X (Qbiogene: Na,HPO, 95 mM, KH,PO, 44 mM, NaCl
17 mM, NH,CI 37 mM); glucosa 0,4%; 0,2 mM adenina-HCI; suplemento aminoacidico
His Dropout 1X (BD/Clontech); MgSO, 1 mM; Tiamina-HCI 1 mM; ZnSO, 10 uM; CaCl2
100 puM; IPTG 50 puM; cloranfenicol 25 pg/ml, tetraciclina 12,5 pg/ml, bacto agar 15%.

o Medio selectivo: sales M9 1X (Qbiogene: Na,HPO4 95 mM, KH,PO4 44 mM, NaCl 17
mM, NH,CI 37 mM); glucosa 0,4%; 0,2 mM adenina-HCI; suplemento aminoacidico His
Dropout 1X (BD/Clontech); MgSO, 1 mM; Tiamina-HCI 1 mM; ZnSO,4 10 uM; CaCl2 100
uM; IPTG 50 puM; 3-AT 5 mM, cloranfenicol 25 pg/ml, tetraciclina 12,5 pg/ml bacto agar
15%.
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e Medio selectivo dual: sales M9 1X (Qbiogene: Na,HPO, 95 mM, KH,PO, 44 mM, NaCl
17 mM, NH,CI 37 mM); glucosa 0,4%; 0,2 mM adenina-HCI; suplemento aminoacidico
His Dropout 1X (BD/Clontech); MgSO, 1 mM; Tiamina-HCI 1 mM; ZnSO,4 10 uM; CaCl2
100 uM; IPTG 50 uM; 3-AT 5 mM, cloranfenicol 25 pg/ml, tetraciclina 12,5 pg/ml,
estreptomicina 12,5 ug/ml, bacto agar 15%.

Cuantificacion de la interaccion proteina-proteina por doble hibrido

Las interacciones obtenidas en el ensayo de doble hibrido fueron cuantificas utilizando al cepa
reportera de E. coli FW102 O,2-62 Km" [101,102], la cual posee el gen reportero /acZ bajo la
regulaciéon de un promotor Lac no inducible por IPTG, el cual posee la secuencia del operador
A. Utilizando los mismos plasmidos del sistema BacterioMatchll Two-Hybrid System de
Stratagene, esta cepa permite cuantificar la intensidad de las interacciones carnada-presa
observadas en los ensayos de doble hibrido anteriores. La cuantificacién de las interacciones
proteina-proteina se basan en la activaciéon transcripcional del gen /lacZ, y posterior
determinacion de actividad 3-galactosidasa.

Para ello, la cepa E. coli FW 102 O,2-62 fue co-transformada por electroporacién con dos
plasmidos: uno conteniendo la construccién correspondiente a la carnada (plasmido pBT) y otro
conteniendo la presa (plasmido pTRG). Se realiz6 una co-transformacién para cada una de las
interacciones a evaluar. Las colonias conteniendo ambos plasmidos fueron seleccionadas en
placas LB agar conteniendo kanamicina 35 ug/ml, cloranfenicol 25 pg/ml y tetraciclina 12,5
pg/ml. De cada co-transformacion se tomaron dos colonias y se inocularon en medio LB con los
mismos antibiéticos. Los cultivos fueron incubados con agitacion a 37°C durante toda la noche.
Al dia siguiente, los cultivos saturados se diluyeron 1/100 en medio LB con los mismos
antibioticos, se agreg6 IPTG (isopropil-thio-B-D-galactopiranésido) 100uM final, y se incubé con
agitacion a 37°C. Ambos plasmidos poseen un promotor inducible por IPTG, lo cual induce la
expresion de las proteinas correspondientes. Al cabo de 3 hs o hasta llegar a una DOgyynm de
0,3-0,7 se determiné la actividad B-galactosidasa de cada cultivo por duplicado siguiendo un
protocolo de Miller estandar. Las Unidades Miller fueron calculadas como = [Asonm - (1,75 X
Assonm)/(t X v X DOgoonm)] X 1.000, donde t = tiempo de reaccién en minutos; v = volumen de
cultivo utilizado en el ensayo en ml; DOgonm = la determinada para cada cultivo. El ensayo se

realiz6 bajo condiciones normales de luz.

Expresion y purificacion de proteinas recombinantes
Clonado de genes de Brucella para la expresion de proteinas recombinantes

El gen lovhk (BAB2_0652) fue amplificado con los oligonucleétidos LOVHK_Full_Nhel_Fw y
LOVHK_Full_Xhol_Rev, conteniendo los sitios de corte para las enzimas de restriccion Nhel y
Xhol respectivamente. El dominio hk del gen lovhk fue amplificado con los oligonucleétidos
BaLOV_5Dhpt_Nhel y BaLOV_3CAL_Sall. El gen lovR (BAB1_0099) fue amplificado con los
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oligonucleotidos LovR_FWD_Nhel y LovR_REV_Xhol. ElI gen phyR (BAB1_1671) fue
amplificado con los oligonucle6tidos 1671_Ndel_FWD y 1671_His_Stop_REV. El dominio REC
de phyR (rec-phyR) fue amplificado con los oligonucleétidos PhyR_REC_Ndel FW vy
PhyR_REC_Xhol_REV. El gen divK (BAB2_0628) fue amplificado con los oligonucleotidos
DivK_F_Myc_Nhel y DivK_Rev_Xhol. La secuencia de todos estos oligonucleétidos se indica

en la Apéndice 2.

Las secuencias correspondientes a lovhk y el dominio hk fueron clonados en el plasmido de
expresion pET24a (Novagen), usando las respectivas enzimas de restriccion. Las secuencias
correspondientes a phyR, rec-phyR y divK fueron inicialmente clonadas en pGEM-T Easy
(Promega) generando los plasmidos pGEM-PhyR, pGEM-REC-PhyR y pGEM-DivK.
Posteriormente, dichas secuencias fueron subclonadas en pET24a (Novagen), empleando las
enzimas Ndel y Notl en el caso de phyR, Ndel y Xhol en el caso de rec-phyR y Nhel y Xhol en
el caso de divK. La secuencia correspondiente a lovR fue clonada en el plasmido de expresion

pTrcHisB (Invitrogen), usando las correspondientes enzimas de restriccion.

Para el clonado de pET24a-HK-CPD primero se subcloné el dominio CDP del plasmido
pET22b-CPDg,, [103] en el plasmido pET24a (Novagen) empleando las enzimas de restriccion
Sall y Xhol, generando el plasmido pET24a-CPD-Hisg-tag. A continuaciéon, se amplificé la
secuencia del dominio hk de Jovhk con los oligonucle6tidos BalLOV_5Dhpt Nhel y
BaLOV_3CAL_Sall, y se cloné el producto de PCR obtenido en el plasmido pET24a-CPD-Hisg-
tag utilizando las enzimas de restriccién Nhel y Sall, obteniendo el plasmido pET24a-HK-CPD-
Hise-tag.

Todas las construcciones fueron secuenciadas para corroborar la ausencia de mutaciones. La
caracteristica de los distintos plasmidos generados se indica en la Apéndice 2. Los plasmidos
para la expresion de las distintas proteinas recombinantes fueron transformados por
electroporacién en la cepa BL21 (DES3) pLysS, y las colonias conteniendo cada plasmido fueron

seleccionadas en placas LB agar conteniendo los antibi6ticos correspondientes.

Expresion y purificacion de proteinas

1- Purificacion de LOVHK, HK, PhyR y DivK

Para la produccion de LOVHK, la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS conteniendo el plasmido
correspondiente fue cultivada en medio minimo auto-inductor (MD-50529), y todas las
manipulaciones de cultivos, y posterior purificacion fueron realizadas en condiciones de
oscuridad o bajo una luz roja tenue. Composicién de MD-50529: Na,HPO,4 25 mM, KH,PO, 25
mM, NH,Cl 50 mM, Na,SO4 5 mM, MgSO, 2 mM, FeCl; 10 uM, glicerol 0,5%, glucosa 0,05%,
a-lactosa 0,2%, aspartato 0,25%, pH 7,0.
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Los clones de E. coli BL21(DE3)pLysS que expresan las proteinas HK, PhyR o DivK fueron
cultivados en medio rico auto-inductor (ZYM-5052). Composicion de ZYM-5052: bactotriptona
1%, extracto de levadura 0,5%, Na,HPO, 25 mM, KH,PO, 25 mM, NH,Cl 50 mM, Na,SO, 5
mM, MgSO, 2 mM, FeCl; 10 uM, glicerol 0,5%, glucosa 0,05%, a-lactosa 0,2%, pH 7,0.

A partir de una colonia de E. coli transformada con los plasmidos que expresan cada una de las
proteinas se inocularon 5-20 ml de medio LB y se cultivaron a 37°C con agitaciéon durante toda
la noche. Al dia siguiente se realiz6 una dilucion 1:100 en el medio de expresion
correspondiente, y los cultivos fueron incubados a 37°C con agitacion por 3 hs, y luego
transferidos a 18°C con agitacion durante toda la noche. En el caso de LOVHK se utilizaron 2 L
de cultivo, mientras que para HK, PhyR y DivK se utilizaron 500 ml de cultivo cada uno. Las
bacterias fueron cosechadas por centrifugacion a 8.000 x g por 20 min, y resuspendidas en
buffer de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM, Triton X-100 0,05% and
fluoruro de fenilmetilsulfonilo — PMSF 1 mM, DTT 0,5 mM). Luego, las bacterias fueron
sonicadas con, al menos, 10 pulsos de 30 seg cada uno e intervalos de 30 seg en hielo,
empleando el equipo QSonica, LLC, Misonix XL-2000 series. El total de los lisados celulares
fue centrifugado a 35.000 x g por 15 min y los sobrenadantes obtenidos fueron incubados con 1
ml de resina de agarosa derivatizada con &cido nitriloacético-Ni (Ni-NTA agarose, Quiagen)
previamente equilibrada en buffer de lavado (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, imidazol
20 mM, DTT 0,25 mM). Se incubd con agitacion suave a 4°C por 1 h. Luego la resina fue
empaquetada en una columna (Bio-Rad), lavada dos veces con 10 ml buffer de lavado, y las
proteinas fueron eluidas con 5-6 ml de buffer de elucioén (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 500
mM, imidazol 200 mM, DTT 0,5 mM), recogiendo fracciones de a 1 ml. La purificacion fue
monitoreada por SDS-PAGE y posterior tincion con Coomassie Brilliant Blue (CBB) (Figuras 11-
14). Las fracciones conteniendo proteina fueron dializadas contra buffer de didlisis (Tris-HCI 20
mM pH 8,0, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, DTT 0,5 mM) y almacenadas a 4°C

hasta su uso.
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1205 Figura 11. Monitoreo de la purificacion
150 de LOVHK por medio de SDS-PAGE.

- 100 Se monitored la purificacion de LOVHK

75 (52 kDa) por medio de un SDS-PAGE
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50 LOVHK 12,5'/0 y posterior tincion con CBB. Qrden
de siembra: 1) Pellet (luego de sonicar y

35 centrifugar). 2) sobrenadante 1 (luego de
sonicar y centrifugar). 3) Percolado. 4)
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Figura 12. Monitoreo de la purificacion del
dominio HK de LOVHK por medio de SDS-
PAGE. Se monitore6 la purificacion del dominio
HK de LOVHK (26 kDa) por medio de un SDS-
PAGE 15% y posterior tincion con CBB. Se
muestran las fracciones de elucién con imidazol.
Orden de siembra: 1) Fraccion 1. 2) Marcador de
PM: Low Molecular Weight (GE). 3) Fraccion 2. 4)
Fraccién 3. 5) Fraccién 4. 6) Fraccion 5. 7)
Fraccién 6.
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45 Figura 13. Monitoreo de la purificacion de PhyR por
medio de SDS-PAGE. Se monitore6 la purificacién de PhyR
(30 kDa) por medio de un SDS-PAGE 15% y posterior
tinciéon con CBB. Se muestran las fracciones de elucién con
imidazol. Orden de siembra: 1) Fraccién 1. 2) Fracién 2. 3)
Fraccion 3. 4) Fraccién 4. 5) Fraccion 5. 6) Marcador de PM:
Low Molecular Weight (GE).
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Figura 14. Monitoreo de la purificaciéon de DivK por medio de
20,1 SDS-PAGE. Se monitored la purificacién de DivK (16,4 kDa) por
. medio de un SDS-PAGE 15% y posterior tinciéon con CBB. Se
«— DivkK . i L
14,4 muestran las fracciones de elucién con imidazol. Orden de

siembra: 1) Fraccion 1. 2) Fracién 2. 3) Fraccién 3. 4) Fraccion 4.
5) Fraccion 5. 6) Marcador de PM: Low Molecular Weight (GE).
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2- Purificacién de PhyR con calidad de cristalizacién

A diferencia del esquema de purificacion previamente descripto, para obtener PhyR con calidad
de cristalizacion se empled una columna de Ni?* His-Trap (GE Healthcare) en un equipo de
HPLC. La elucidn se realizé con un gradiente de imidazol, empleando los buffers A (Tris-HCI pH
8 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM, PMSF 1 mM, DTT 0,25 mM) y B (Tris-HCI 20 mM pH
8, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, PMSF 0,5 mM, DTT 0,25 mM), desde 0% B hasta 100% B.
La purificacion fue monitoreada por Asgonm, Obteniéndose un dnico pico (Figura 15A). Se
analizaron algunas alicuotas por SDS-PAGE y posterior tincion con CBB (Figural 5B). Se
juntaron las fracciones correspondientes a 11-23% B, y se dializ6 contra buffer de dialisis (Tris-
HCIl 20 mM pH 8, NaCl 300 mM, PMSF 0,4 mM, DTT 0,5 mM). Subsecuentemente, se realizd
una segunda purificacién en una columna de tamiz molecular Superdex-75 gel (GE healthcare)
en buffer de corrida (Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 300 mM, PMSF 0,4 mM, DTT 0,25 mM). La
purificacion fue monitoreada por Asgonm (Figura 16A), y la pureza de las fracciones colectadas
fue evaluada en un gel SDS-PAGE 12,5%, y posterior tincion con CBB (Figura 16B). Se
juntaron las fracciones 29,5-33,5 min, se concentrd por centrifugacion en un dispositivo Amicon
Ultra-4 (Millipore) y finalmente se guardd a -80°C en buffer Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 100
mM, PMSF 0,1 mM, DTT 0,1 mM, a una concentracién de 28 mg/ml. Esta muestra fue
empleada para cristalografia y para la produccion de anticuerpos policlonales anti-PhyR.
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Figura 15. Evaluacion de la purificacion de PhyR por His-Trap. A. Perfil de elucion de PhyR en la columna His-
Trap. Se representa la Azsonm €n funcién del nimero de fraccion del nimero de elucién. La linea punteada en rojo indica
en gradiente de imidazol, representado en %B. B. Se monitore6 la purificacion de PhyR por medio de un SDS-PAGE
12,5% y posterior tincion con CBB. Orden de siembra: 1) Fraccion total (luego de sonicar). 2) Input (lo que se sembré
en la columna, SN luego de ultracentrifugar). 3) Percolado. 4) Fraccion 9. 5) Marcador de PM: Broad Range (Promega).
6) Fraccion 13. 7) Fraccién 17. 8) Fraccion 21. 9) Fraccion 25. 10) Fraccién 30.
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Figura 16. Evaluacion de la purificacion de PhyR por S-75. A. Perfil de elucién de PhyR en la columna S-75. Se
representa la Azgonm €n funcion del tiempo de retencion en la columna. B. Se monitoreé la purificacion de PhyR por
medio de un SDS-PAGE 12.5% y posterior tincién con CBB. Orden de siembra: 1) Input (lo que se sembré en la
columna). 2) Fraccién 29,5 min. 3) Fraccion 30,5 min. 4) Fraccién 31,5 min. 5) Fraccion 32,5 min. 6) Fraccion 33,5 min.
7) Marcador de PM: Broad Range (Promega).

3- Purificacién de LovR

LovR fue purificada bajo condiciones desnaturalizantes. Se inocularon 5 ml de medio LB con
células de E. coli BL21 DEpLysS transformadas con el vector pTrcHisB-LovR y se incubaron a
37°C con agitacion durante toda la noche. Al dia siguiente se realiz6 una diluciéon 1:100 en 500
ml de medio LB a 37°C con agitacion. Al cabo de 3 hs se adicioné IPTG a una concentracion
final de 1 mM, y la incubaciéon se continué a 18°C con agitacién durante toda la noche. El
proceso de purificacién fue igual al anterior, con la diferencia de que los buffers de lisis, de
lavado y de elucion contenian urea 8 M. La purificacion fue monitoreada por SDS-PAGE 15% y
posterior tincion con Coomassie Brilliant Blue (Figura 17). Una vez purificada, LovR fue
replegada mediante didlisis a temperatura ambiente contra buffer de didlisis en ausencia de

urea, y luego guardada a 4 °C hasta su uso.
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Figura 17. Monitoreo de la purificacion de LovR por SDS-PAGE. Se
monitore6 la purificacién de LovR (14 kDa) por medio de un SDS-PAGE
15 «—LovR 15% y posterior tinciéon con CBB. Se muestran las fracciones de elucién
con imidazol. Orden de siembra: 1) Fraccion 1. 2) Fracién 2. 3) Fraccion

10 3. 4) Marcador de PM: Broad Range (Promega).
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4- Purificacién de REC-PhyR

Se inocularon 30 ml de medio LB con células de E. coli BL21 DEpLysS transformadas con el
vector pET24a-REC-PhyR, y se incubaron a 37°C con agitaciéon durante toda la noche. Al dia
siguiente se realizd una diluciéon 1:100 en 3 L de medio LB a 37°C con agitacion. Al cabo de 3
hs se adicioné IPTG a una concentracion final de 1 mM, y la incubacién se continué a 28°C con
agitacién durante toda la noche. Luego de cosechar las bacterias y sonicar, se purifico6 REC-
PhyR utilizando una columna de Ni** His-Trap (GE Healthcare). La elucién se realiz con un
gradiente de imidazol, empleando los buffers A (Na;HPO, 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 20
mM, PMSF 0,5 mM, DTT 1 mM, pH 7,4) y B (Na,HPO, 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, imidazol
500 mM, PMSF 0,5 mM, DTT 1 mM, pH 7,4), desde 0% B hasta 80% B. La purificacion fue
monitoreada por Asgonm (Figura 18A). Se analizaron algunas alicuotas por SDS-PAGE 15% y
posterior tincién con CBB (Figura 18B). Se juntaron las fracciones correspondientes a 12-68%
B, y se dializé contra buffer de didlisis (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 250 mM, PMSF 0,5 mM,
DTT 0,5 mM). Subsecuentemente, se realizé una segunda purificacién en una columna de
tamiz molecular Superdex-75 gel (GE healthcare) en buffer de corrida (Tris-HCI 50 mM pH 8,
NaCl 250 mM, PMSF 0,5 mM). La purificacion fue monitoreada por Asgonm (Figura 19A), y la
pureza de las fracciones colectadas fue evaluada en un gel SDS-PAGE 15%, y posterior tincion
con CBB (Figura 19B). Se juntaron las fracciones 35,5-37 min, se concentré por centrifugacion
en un dispositivo Amicon Ultra-4 (Millipore) y finalmente se guardd a -80°C en buffer Tris-HCI

15 mM pH 8, NaCl 50 mM, pH 8 a una concentracién de 10 mg/ml.
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Figura 18. Evaluacion de la purificacion de REC-PhyR por His-Trap. A. Perfil de elucién de REC-PhyR en la
columna His-Trap. Se representa la Azsonm €n funcién del nimero de fraccién de elucién. La linea punteada en rojo
indica en gradiente de imidazol, representado en %B. B. Se monitoreé la purificacion de REC-PhyR por medio de dos
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SDS-PAGE 15% y posterior tincion con CBB. S: Siembra; P: Percolado; M: Marcador de PM: Low Molecular Weight
(GE); el nimero arriba de cada calle corresponde al nimero de fraccion colectado.
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Figura 19. Evaluacion de la purificacion de REC-PhyR por S-75. A. Perfil de elucién de REC-PhyR en la columna S-
75. Se representa la Azsonm €n funcién del tiempo de retencién en la columna. B. Se monitore6 la purificacion de REC-
PhyR por medio de un SDS-PAGE 15% y posterior tincion con CBB. M: Marcador de PM: Low Molecular Weight (GE);
el nimero arriba de cada calle corresponde al tiempo en min de elucién de esa fraccion.

5- Purificacién de HK a partir de HK-CPD-His6-tag

Se inocularon 3 ml de medio LB con células de E. coli BL21(DE3)pLysS transformadas con el
vector pET24a-HK-CPD-Hisg-tag y se incubaron a 37°C con agitacion durante toda la noche. Al
dia siguiente se realizd una dilucion 1:100 en 100 ml de medio rico auto-inductor (ZYM-5052),
se incubd a 37°C con agitacién por 3 hs, y luego se transfirié el cultivo a 18°C con agitacién
durante toda la noche. Se siguié un protocolo similar al previamente descripto para la cosecha
y disrupcién de bacterias en buffer de lisis: Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, imidazol 15
mM, PMSF 1 mM, y posterior incubacién con resina de agarosa derivatizada con &cido
nitriloacético-Ni (Ni-NTA agarose, Quiagen), previamente equilibrada con buffer de lavado (Tris-
HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, imidazol 15 mM). Luego, los pasos de lavado y elucién se
realizaron en batch, no en columna. Se lavé la resina con buffer de lavado, y se separ6 1/4 de
la resina para purificar HK-CPD-Hisg-tag como control, y 3/4 de resina para purificar HK libre de
etiquetas (o tags).

Para la elucién de HK-CPD-Hisg-tag se lavo dos veces la resina con buffer de elucion (Tris-HCI
50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, imidazol 200 mM).

Para la purificacion de HK libre de etiquetas, se incub6 la resina con buffer de lisis conteniendo
inositol-6-fosfato 50 uM (Ins6P- Phytic acid sodium salt hydrate, Sigma) por 1,5 hs a
temperatura ambiente con agitacion, activando la actividad proteasa del dominio CPD. Luego
se retird el buffer conteniendo la proteina recombinante HK (Fraccién 1), y se volvié a agregar
buffer con Ins6P para recuperar mayor cantidad de HK (Fraccién 2). Como control, se lavd dos
veces la resina con buffer de lavado, y se eluy6 el dominio CDP-Hisg-tag con buffer de elucion
(Fraccion 3). La purificacion fue monitoreada por SDS-PAGE 15% y posterior tincion con

Coomassie Brilliant Blue (Figura 20). Se mezclaron las fracciones 1 y 2 conteniendo la proteina

37



Materiales y Métodos

HK libre de etiquetas, y la mezcla fue dializada contra contra buffer de dialisis (Tris-HCI 50 mM
pH 8,0, NaCl 250 mM, PMSF 0,5 mM, DTT 1 mM). Para eliminar la contaminacién con HK-
CPD-Hisg-tag, esta fraccién fue nuevamente incubada con agitacion por 1 h a 4°C con resina
de agarosa derivatizada con &cido nitriloacético-Ni (Ni-NTA agarose, Quiagen), previamente
equilibrada con buffer de didlisis. Finalmente se tomé el sobrenadante, siendo esta fraccién la

que contiene al dominio HK de LOVHK libre de etiquetas.

9 Figura 20. Monitoreo de la
purificacion de HK libre de
etiquetas. Se monitore6 la
purificacion de HK libre de
. «+—HK-CPD-Hisg-tag  etiquetas por medio de un SDS-
2 PAGE 15% y posterior tincion
- «<—HK (libre de con CBB. Orden de siembra: 1)
’ etiquetas) Pellet (luego de sonicar y
y CPD-Hise-tag centrifugar). 2) sobrenadante
(luego de sonicar y centrifugar).
3) Percolado. 4) Lavado. 5) HK-
sans ) 3 CPD-Hisg-tag (PM: 50 kDa). 6)
Marcador de PM: Low Molecular Weight (GE). 7) Fraccién 1 de HK (26 kDa). 8) Fraccién 2 de HK (26 kDa). 9) CPD-
Hise-tag: Fraccion 3 (24 kDa).
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6- NirXy PAS-HK-NtrY

Las proteinas NirX y PAS-HK de NtrY (PAS-HK-NtrY) fueron gentiimente cedidas por la Dra.
Mariela Carrica y el Biog. Ignacio Fernédndez, las cuales fueron expresadas y purificadas como
se describe en Carrica et al., 2012 [104]. Los PM (Pesos Moleculares) teéricos de cada

proteina fueron determinados con el programa on-line ExPASy-ProtParam [105].

Determinacion del PM de PhyR por SLS

Se aplicé la técnica de dispersion estatica de luz (SLS) para la determinacién del PM de PhyR
en solucion. Las mediciones se llevaron a cabo en un dispositivo Precision Detectors PD2080
(Bellingham, MA, EEUU) conectado en tdndem a un equipo FPLC y a un refractémetro
diferencial LKB modelo 2142 (Bromma, Suecia) y un detector UV. Inicialmente se calibré el
equipo con Seroalbumina Bovina (BSA), la cual es empleada como estandar de PM (66,5 kDa).
Luego Se inyectaron 500 pl de solucién proteica de concentracion 0,33 mM de PhyR en una
columna Superdex S-75 (GE) y se eluy6 en buffer de corrida Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 250
mM, DTT 0,5 mM. Se midieron simultdneamente las sefales correspondientes a dispersion de
luz a 90° (I.s, A = 682 nm) y variacién en el indice de refraccion (IR) durante toda la corrida. Los
datos fueron luego procesados con el programa Discovery32 provisto por el fabricante del

equipo de SLS. El programa calcula de PM promedio para cada punto del pico eluido.
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Ensayos de autofosforilacion y fosfotransferencia

Ensayos de autofosforilacion

Para los ensayos de autofosforilacién, LOVHK purificada fue iluminada por 1 min con 10 flases
de luz blanca (a una fluencia de 4000 pmol m seg"1 de una lampara-flash de xenon) en buffer
Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 50 mM vy la reaccién autofosforilacién fue iniciada por agregado
de una mezcla conteniendo ATP y MgCI, (concentracion final: MgCl, 5 mM, ATP 100 M,
conteniendo 0,5-1 uCi de [y-32P] ATP (111TBg/mmol, PerkinElmer Life Sciences) por cada 10 pl
de la mezcla de reaccién). La concetracién final de LOVHK en la mezcla de reaccién fue de 2,5
pM. El tubo de reaccion fue incubado en un bafo termostatico a 37°C, y se tomaron alicuotas
de 10 pl a distintos tiempos. La reaccion se detuvo por agregado de 10 ul de buffer Laemmli
2X. Para el ensayo de autofosforilacion de HK se sigui6é el mismo protocolo, a excepcion de

que no fue necesario iluminar la proteina.
Ensayos de fosfotransferencia

Los diferentes RRs fueron agregados en catidades equimolares a 2,5 pM de LOVHK purificada
que fue previamente autofosforilada durante 15 min. A los tiempos indicados en las figuras, se
tomaron alicuotas de 10 pl, y la reaccién se detuvo por el agregado de 10 pl de buffer Laemmli
2X. Las incubaciones fueron llevadas a cabo bajo condiciones normales de iluminacién del
laboratorio. En los ensayos de fosfotransferencia utilizando el dominio HK de LOVHK o PAS-
HK-NtrY, los ensayos fueron realizados bajo las mismas condiciones que las previamente
descriptas, a excepcién de que ninguna de las dos HKs fue iluminada. La concentracion de
cada proteina empleada en cada experimento, se indica en la leyenda de las correspondientes

figuras en la seccion Resultados.

En todos los casos, las muestras fueron separadas en un SDS-PAGE 15%. Luego el gel se
sec6 o fue colocado dentro de una bolsa plastica transparente, y se expuso en una pantalla
Storage Phosphor Screen (GE Healthcare), y posterirmente analizada con un Storm 840
Molecular Imager (GE Healthcare). En algunos casos el gel fue expuesto a una placa
radiografica (Amersham Hyperfilm ECL-GE). La intensidad de cada banda fue estimada con el
programa ImageQuant 5.2 (Molecular Dynamics) o el programa Quantity One 4.6.3 Bio-Rad.

Luego se calcul6 la intensidad relativa de cada banda respecto de la intensidad total inicial.
Obtencion de REC-PhyR~P

Para obtener REC-PhyR~P, inicialmente se incubé el dominio HK libre de etiquetas en buffer
de autofosforilacién conteniendo [y-**P] ATP a 37°C por 60 min. Luego se agregé REC-PhyR
dando lugar a la reaccion de fosfotransferencia. Al cabo de 20 min se procedié a separar REC-
PhyR~P respecto de HK. La purificacién se realizé en batch. Para ello, se agreg6 resina de
agarosa derivatizada con &cido nitriloacético-Ni (Ni-NTA agarose, Quiagen) previamente
equilibrada en buffer de lavado (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 50 mM) a la mezcla de reaccion,
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y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. Debido a que REC-PhyR~P posee un Hisg-tag
queda retenida a la resina, mientras que HK libre de etiquetas permanece en el sobrenadante.
Luego se lavo la resina tres veces con buffer de lavado para eliminar la HK, y se eluyé REC-
PhyR~P con dos lavados de la resina con buffer de elucién (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 50
mM, imidazol 200 mM). Esta ultima fraccion fue utilizada como sustrato en el ensayo de

actividad fosfatasa.

Construccion de cepas mutantes en Brucella abortus 2308

Las mutantes AlovR y AphyR fueron obtenidas por delecion de los genes BAB1_0099 y
BAB1_1671 respectivamente en B. abortus 2308. Las regiones 5" y 3" flanqueantes a los
respectivos genes fueron amplificados por PCR empleando los primers mencionados en la
Apéndice 2, obteniendo fragmentos de entre 400-600 pb cada uno. Ambos fragmentos
conteniendo secuencias complementarias fueron ligados por “PCR Recombinante”, usando los
oligonucleodtidos flanqueantes de cada fragmento (Figura 21). En ambos casos se empleé la
enzima Platimun Pfx DNA Polymerase. El producto de PCR obtenido para la deleciéon de cada
gen fue clonado en el plasmido pk18mobSacB [106] utilizando las correspondientes enzimas
de restriccion, obteniendo asi los plasmidos pk18mobSacB_AlovR y pk18mobSacB_AphyR
respectivamente, los cuales no replican en Brucella y poseen resistencia a kanamicina. Estos
plasmidos fueron transformados en E. coli S17-1 por electroporacién y transferidos por
conjugacion a B. abortus 2308 wt. El gen sacB codifica para la enzima Levansacarasa de B.
subtilis que es utilizada como un marcador de contraseleccidén ya que confiere sensibilidad a la
sacarosa. Las colonias simple recombinantes fueron seleccionadas en placas TSA agar con
acido nalidixico, por ser resistentes a kanamicina y sensibles a sacarosa 10%. Posteriormente
se tomd una colonia de cada transformacién, y se inocularon en 2 ml de medio TSB en
ausencia de antibioticos, y se incub6 con agitacion a 37°C durante toda la noche. Los eventos
de doble recombinacion fueron seleccionados en placas TSA agar por ser sensibles a
kanamicina y resistentes a sacarosa 10%. La eliminacion del plasmido y la generacién de las
cepas mutantes denominadas AlovR y AphyR respectivamente, fue corroborada por colony
PCR vy posterior secuenciacion de los productos de PCR. La correcta ubicacién en el genoma
fue corroborada por PCR empleando primers a ambos lados del gen delecionado. Ademas, por
medio de un ensayo de aglutinacién con acriflavina se corrobord que las dos cepas mutantes

forman colonias de borde liso, al igual que la parental wt.
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la PCR
recombinante. En la primer PCR se

Figura 21. Esquema de
amplifican dos fragmentos de ADN,
cada uno a ambos lados del gen a
delecionar (fragmento 1 a la izquierda;
fragmento 2 a la derecha), usando
como molde ADN genbémico de
Brucella. Los dos fragmentos tienen
una region de complementariedad de
bases (rosa), presente en el extremo 3’
del primer fragmento y en el extremos
5 del
segunda PCR, se emplean los dos

segundo fragemnto. En la

productos de PCR como molde los

cuales luego de un ciclo de
desnaturalizacién y reasociacién, se
asocian por complementarieradad de
bases por medio de la regi6n de igual
secuencia en ambos fragementos.
Utlizando el oligonucleétido sentido del
primer fragmento (el que contiene la
secuencia de corte para la enzima de
restriccion 1 —ER1) y el oligonucle6tido
antisentido del segundo fragmento (el

que contiene la secuencia de corte

para la enzima de restricciéon 2 — ER2) se logra obtener un producto de PCR que es la suma de los fragmentos 1y 2.

Luego el producto de PCR obtenido se digiere con ER1 y ER2 y se clona en el plasmido de interés (pK18mobSacB en

este caso) digerido con las mismas enzimas.

Protocolo general para conjugacién en Brucella

1- Tomar una colonia de la cepa de E. coli S-17 conteniendo el plasmido a conjugar, e

inocular en 2 ml de medio LB conteniendo los antibiéticos correspondientes. Por otro

lado, inocular 2 ml de medio TSB con la cepa de Brucella a conjugar en TSB con los

antibioticos correspondientes. Incubar con agitacion a 37 °C durante toda la noche.

2- Al dia siguiente tomar 500 pl de cada cultivo, y lavar cada uno 2 veces con PBS 1X

para eliminar los antibiéticos. Resuspender las bacterias de cada cultivo en 100 ul de

PBS 1X.

3- Mezclar 10 pl de Brucella con 10 ul de E. coli S-17 conteniendo el plasmido a conjugar.

4- Colocar los 20 ul de la mezcla en forma de gota en una placa TSA agar (sin

antibiéticos). Incubar en estufa a 37°C durante toda la noche.

5- Al dia siguiente, tomar bacterias del centro de la gota, resuspender en PBS 1X y

plaquear en placas TSA agar conteniendo acido nalidixico 10 pg/ml para eliminar E.

coli S-17 (la cual es sensible al acido nalidixico), y otros antibi6ticos y sustancias
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necesarias para la seleccién. Incubar en estufa a 37°C hasta la aparicion de colonias
(4-5 dias).

Construccion de la complementada de LOVHK

La cepa mutante de B. abortus 2308 lovhk::km fue previamente obtenida por insercion de un
cassette de kanamicina [54]. Para complementar esta cepa, la misma fue conjugada con el
plasmido pMR10cat _lovhk, el cual expresa lovhk bajo la regulacion de su propio promotor,
obteniendo asi la cepa complementada lovhk::km/pMR_Jovhk. Este es un plasmido de bajo
nimero de copias, replicativo en Brucella y resistente a cloranfenicol. ElI plasmido
pMR10cat_lovhk fue construido por el método de “restriction free cloning”, un método de
clonado que no emplea enzimas de restriccién [107]. Para ello, con la enzima Q5 High-Fidelity
DNA Polymerase (NEB) y los primers pMR10_pLOVHK_F y pMR10_pLOVHK_R (Apéndice 1),
se amplific6 por PCR un fragmento conteniendo la secuencia codificante del gen lovhk
(BAB2_0652) y 581 pb rio arriba del coddn de inicio de la traduccion. El producto de PCR
obtenido fue purificado y posteriormente usado como mega-primer en una segunda reaccion de
PCR, utilizando el vector pMR10cat como templado. Al finalizar la segunda PCR, la misma fue
tratada con Dpnl (NEB, esta enzima corta el ADN metilado proveniente de bacterias, pero no el
recientemente sintetizado in vitro) y luego transformada en E.coli DH5a competentes quimicas,
obteniendo el plasmido pMR10cat lovhk vector. Posteriormente, este plasmido fue
transformado por electroporacion en E. coli S17-1 y transferido por conjugacién a la cepa
mutante lovhk::km. Las colonias conteniendo el plasmido de interés fueron seleccionadas en
placas TSA agar conteniendo acido nalidixico, kanamicina y cloranfenicol. La presencia del

plasmido fue corroborada por PCR.

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)

1ra PCR (amplificacion del framento a clonar)

Mezcla de reaccion:

Buffer de Reaccién Q5 1X Ciclado:

dNTPs 0,2 mM 98°C x 30 seg
Oligonucleétido sentido 0,5 uM 98°C x 10 seg
Oligonucleétido antisentido 0,5 uM 58°C x 30 seg x35
Q5 HF DNA Polymerase 1 Unidad 72°C x 30 seg/kb
Enhancer 1X 72°C x 2 min

Molde ADN genémico de Brucella 25°C

Agua mili-Q 50 pl volumen final
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2da PCR (amplificacion del vector utilizando el fragmento anterior como mega-oligonucle6tido):

Mezcla de reaccion:

Buffer de Reaccion Q5 1X Ciclado:

dNTPs 0,2 mM 98°C x 30 seg
Mega-oligonucléotido: producto de PCR 100 ng 98°C x 10 seg

Q5 HF DNA Polymerase 1 Unidad 58°C x 30 S€9 x30
Enhancer 1X 72°C x 3-5 min
Molde: plasmido cerrado 20 ng 72°C x 2 min

Agua mili-Q 50 pl volumen final 25°C <

Ensayo de aglutinacion con acriflavina

Realizar una suspensién bacteriana a partir de una placa de cada una de las cepas a evaluar
en 1 ml de una solucién de acriflavina 0,1 % p/v en agua, y dejar reposar a temperatura
ambiente. Al cabo de 30 min, evaluar la presencia o ausencia de un boton en el fondo del tubo
y la turbidez de la solucién.

Extraccion de ARN total de Brucella

Para la obtencion de ARN total de Brucella se empled alternativamente dos kits comerciales,
siguiendo las indicaciones de los fabricantes con algunas modificaciones.

A- Extraccion de ARN total con RNeasy mini kit (Quiagen)

1- Tomar como maximo 7,5 x 10° bacterias por extraccion, y colocar 2 volimenes de la
solucion RNAprotect Bacteria Reagent (Quiagen). Merclar y dejar 5 min a temperatura

ambiente. Centrifugar 2 min a 10.000 r.p.m. y resuspenser en:

+ 168 ul de TE (Tris-Cl 30 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0 en agua libre de ARNasas)
+ 30 pl SDS 10 % (en agua libre de ARNasas)

+ 2 pl proteinasa K 10 mg/ml (en agua libre de ARNasas)

2- Incubar a 37°C por 1h.

3- +700 pl RLT + 7 pl B-mercaptoetanol, y agitar vigorosamente.

4- + 700 pl etanol 100% y agitar vigorosamente (los pasos siguientes pueden realizarse
fuera del cuarto de bioseguridad). Y de aqui en adelante seguir los pasos de retencion
del ARN en la columna RNeasy spin, lavados y elucién indicados por el fabricante.

5- Eluir el ARN total de la columna con 30 pl de agua mili-Q libre de ARNsas.
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B- Extraccion de ARN total MasterPureTM RNA Purification Kit (Epicentre, Illumina)

1- Tomar una alicuota de cultivo bacteriano y mezclar con 1/10 volimenes de solucion
stop (etanol:fenol, 19:1). Mantener a temperatura ambiente por 2 min.

2- Centrifugar 2 min a 10.000 r.p.m, y remover el sobrenadante.

3- Resuspender las células en 500 pl de solucion de lisis 1X T&C (conteniendo 1 pl de
Proteinasa K 50 pug pI”" por cada 300 pl de buffer de lisis 1X T&C), e incubar a 65°C por
30 min, agitando cada 5 min.

4- Colocar en hielo 5 min.

5- Agegar 250 pl de solucion MPC, agitar vigorosamente, colocar 5 min en hielo y
centrifugar a 14.000 r.p.m a 4°C por 10 min.

6- Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo, agregar 750 ul de isopropanol y mezclar por
inversion.

7- Pasar a -20°C por 16 hs a 3 dias (los pasos siguientes pueden realizarse fuera del
cuarto de bioseguridad).

8- Centrifugar 10 min a 14.000 r.p.m. a 4°C.

9- Secar el pellet y resuspender en 195 ul de Buffer DNAsa con 5 pl de DNasel RNAse-
Free. Incubar a 37°C por 40 min.

10- Agregar 200 pl de solucién de lisis 2X T&C y agitar vigorosamente.

11- Agregar 200 pl de solucion MPC, agitar vigorosamente, colocar 5 min en hielo, y
centrifugar 10 min a 14.000 r.p.m. a 4°C.

12- Pasar el sobrenadante a otro tubo, agregar 500 pl de isopropanol, mezclar por
inversion y centrifugar 10 min a 14.000 r.p.m. a 4°C.

13- . Lavar el pellet dos veces con etanol 70%.

14- Secar el pellet y resuspender el ARN total en 30 ul mili-Q libre de ARNasas.

En protocolos de purificacién, se debe cuantificar el ARN obtenido con el equipo Nano-Drop
spectrophotometer (ND-1000, Thermo Fisher Scientific), y visualizar en un gel de agarosa 1%
(sembrar 2 pl). Guardar a -80°C hasta su uso. Posteriormente, el ARN debe ser tratado con
RQ1 RNase-free DNase (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante, para eliminar

posible contaminacion con ADN gendmico.

Sintesis de ADNc a partir de ARN total

La sintesis de ADNc a partir de ARN se realiz6 empleando la enzima SuperScript Il First
Strand Synthesis System (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se emple6
random decamer primers (Invitrogen) y RNasin ribonuclease inhibitor (Promega). Para cada
muestra de ARN se realizd una reaccién con enzima RT (retrotranscriptasa) y otra sin,

obteniendo de este modo ADNc (+RT) y ADNc (-RT) respectivamente.
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PCR en tiempo real cuantitativos (qQRT-PCR)

El ADNc obtenido fue empleado como molde en las reacciones de qRT-PCR. Los
oligonuclettidos empleados fueron disenados con el programa Primer Express v3.0.1 3
(Applied Technologies) o Primer3 y en algunos casos ajustados a mano (Apéndice 2).Los
productos de PCR esperados tienen entre 100-180 pb. Se determind que la eficiencia de cada
par de oligonucledtidos empleado sea entre 90-100% antes de ser utilizados para la
cuantificacién. Las reacciones de gRT-PCR fueron realizadas utilizando FastStar SYBR Green
Master 2X (Roche), o con una mezcla de reaccién conteniendo Platinum Tag DNA Polymerase
(Invitrogen), SYBR Green y Rox Reference Dye (Invitrogen). Las reacciones fueron realizadas
en placas de 96-pocillos en el equipo Mx3005P (Stratagene) or en el equipo StepOnePlus
(Applied Technologies). Los resultados fueron analizados con los programas MxPro3005P o
StepOne respectivamente. Se emple6 en el gen Translation Initiation Factor-1 (if-1,
BAB1_0282) como gen de referencia o normalizador [108] (Apéndice 2). Los resultados para
cada gen son presentados como el Log, de la division entre una condicién determinada y la de
referencia o calibrador, o como las veces de induccién en una condicion deternimada respecto

de la de referencia o calibrador.

1- Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen)

Mezcla de reaccion:

Buffer de Reaccion 1X Ciclado:

MgCl, 6 mM 95°C x 10 min

dNTPs 0,4 mM 95°C x 20 seg
Oligonucleétido sentido 0,1-0,4 uM 55°C x 20 seg x40
Oligonucledtido antisentido 0,1-0,4 pM 72°C x 20 seg

SYBR Green 95°C x 1 min

ROX 0,06 55°C x 30 seg
Platinum Taq DNA Polymerase 0,625 Unidades 95°C x 30 seg

Molde ADNc 4°C oo

Agua mili-Q 25ul volumen final

2- FastStar SYBR Green Master 2X (Roche)

Mezcla de reaccion:

Master Mix 1X
Oligonucleétido sentido 0,4 uM
Oligonucleétido antisentido 0,4 uM

Molde ADNc

Agua mili-Q 10 pl volumen final
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Ensayos de estrés

Induccion de estrés por falta de una fuente de carbono en la cepa wt

Se cultivé Brucella abortus 2308 wt en medio MM a 37°C con agitacion, hasta llegar a fase
exponencial (DOgyonm= 0,6). Se toméd una alicuota (tiempo 0 hs), se lavd y resuspendid el resto
del cultivo en MM1 pH 7,0 (K;HPO, 57,3 mM, KH,PO, 35,9 mM, extracto de levadura 0,1% w/v,
pH 7,0 [109]), y se incub6d nuevamente a 37°C con agitacion. Al cabo de 2 hs, se tom6 una
alicuota. Se purificé ARN total y se determin6 los niveles de expresion de ARN de phyR y
rpoE1 por gRT-PCR.

En el medio minimo MM1 [109] las bacterias no crecen (no duplican, lo cual fue monitoreado

por DOgoonm), PerO sobreviven por al menos 24 hs (ver Figura 51 en la seccién Resultados).

Induccion de estrés por falta de una fuente de carbono y concentraciones crecientes de
NaCl en la cepa wt

Se cultivé Brucella abortus 2308 wt en medio MM a 37°C con agitacion, hasta llegar a fase
exponencial (DOgyonm= 0,6). Se tomo una alicuota (tiempo 0 hs), y se lavd el resto del cultivo
una vez con MM1 pH 7,0, y luego se dividié en 4, y resuspendié en MM1 pH 7,0 con distintas
concentraciones de NaCl: 0 mM, 100 mM, 250 mM, 500 mM. Se incubé nuevamente los
cultivos a 37°C con agitacion, y se tomd una alicuota de cada condicion a los 30 min, 1y 2 hs.
Posteriormente, se purific6 ARN total y se determiné los niveles de expresion de ARN de phyR
y rooE1 por gRT-PCR.

Induccion de estrés por falta de una fuente de carbono en las cepas wt, lovhk::kmy
AlovR

Se cultivé Brucella abortus 2308 wt y las mutantes lovhk::km y AlovR en medio TSB a 37°C con
agitacion, hasta llegar a fase exponencial (DOgyonm= 1-1,5). Se tomd una alicuota de cada
cultivo (tiempo 0 hs), y se lavé el resto del cultivo una vez con MM1 pH 7,0, y luego se
resuspendié en el mismo medio. Se incubé nuevamente los cultivos a 37°C con agitacion, y se
tomé una alicuota de cada cepa a los 30 min, 1 y 2 hs. Posteriormente, se purific6 ARN total y
se determiné el nivel de expresién de ARN de phyR por gRT-PCR.

Produccion de anticuerpos policlonales en ratones

Se produjo suero policlonal en ratones contra la proteina PhyR, siguiendo protocolos
aprobados por la Cominsién Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Fundacién Instituto Leloir (nUmero de protocolo: 2009/08/41/FG). Para ello,
cinco ratones fueron inmunizados con 100 ug de proteina PhyR recombinante purificada,
mezclada con adyuvante incompleto de Freundt (Sigma-Aldrich), a los 0, 15, 30 and 45 dias.

Luego de la cuarta dosis, los ratones fueron sacrificados y se extrajo sangre total. Se derteminé
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por ELISA el titulo de anticuerpos anti-PhyR en los antisueros correspondientes, y luego fueron

guardados a -20°C hasta su uso.

Andlisis por Western Blot

Se cultivd B. abortus en medio rico TSB hasta llegar a fase exponencial, y las alicuotas
correspondientes fueron cosechadas por centrifugacion por 2 min at 10.000 r.p.m. y
resuspendidas en buffer Laemmli 2X. En todos los casos se tomé la misma cantidad de
bacterias para cada muestra y cepa (1 x 10" bacterias en 150 pl de buffer Laemmli 2X).
Posteriormente, las muestras fueron inactivadas por calor a 100°C por 20 min, congeladas y
nuevamente incubadas a 100°C por 20 min. Las muestras fueron separadas en un SDS-PAGE
15% vy transferidas a un filto de nitrocelulosa (Millipore) o una membrana de PVDF (Amersham
Hybond-P PVDF Membrane - GE). RibH1, una isoenzima de la lumazina sintasa (LS), fue
empleada como control de carga, ya que ha sido demostrado que posee una expresién
constitutiva en B. abortus (datos del laboratorio) [109,110]. Se incub6 la membrana con el suero
policlonal anti-PhyR hecho en ratén (1:5.000), o suero policlonal anti-RibH1 hecho en conejo
(1:2.000) respectivamente, en PBS-Tween 20 0,05% y leche 1%, y se dej6 en agitacién suave
a 4°C por 16 hs. Luego las membranas fueron incubadas, segun corresponda, con el
anticuerpo secundario anti-Fc IgG de ratén conjugado a HRP (Sigma A4416) a una dilucién
1:3.000, o anti-Fc IgG de conejo conjugado a HRP (Sigma A4416) a una dilucién 1:5.000, con
agitacion suave por 1-2 hs a temperatura ambiente. Las membranas fueron reveladas con el
sustrato Pierce ECL Plus Western Blotting Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La intensidad de la sefal fue determinada con el equipo Storm 840 Molecular
Imager (GE Healthcare), y las imagenes fueron cuantificadas con el programa ImageQuant 5.2.

Ensayo de estabilidad de PhyR

Este ensayo esta basado en un experimento realizado por Kim et al., 2013 [85], con algunas
modificaciones. Brucella abortus 2308 wt, y las mutantes lovhk::km y AlovR fueron cultivadas
en medio TSB a 37 °C hasta fase exponencial (DOggo = 1). Se tomd una alicuota de cada cultivo
(tiempo 0 hs) y luego, con el objetivo de inhibir por completo la sintesis proteica, se agregd
cloranfenicol a una concentracién final de 500 pug ml'. Los cultivos fueron nuevamente
incubados con agitacion a 37°C, y se tomaron alicuotas a las 3 y 5 hs. Los niveles de proteina
PhyR fueron determinados y cuantificados por western blot. Posteriormente se calculé para

cada cepa, la intensidad relativa de cada tiempo respecto de las 0 hs.
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Ensayos de infeccidn en macréfagos murinos J774A.1

Para el crecimiento y mantenimiento de la linea celular de macré6fagos murinos J774A.1, se
empleé como medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) suplementado con SFB 5% (Suero Fetal
Bovino - Gibco), penicilina-estreptomicina (Gibco) y glutamina 2 mM. La incubacién se realiz6
en una atmésfera de CO, 5% a 37°C. El pasaje de células se realizé empleando una solucién
conteniendo tripsina (Gibco) en PBS 1X - EDTA 0,5 mM. Para los ensayos de infeccion se
cultivaron B. abortus wt y las mutantes AlovR y AphyR en medio rico TSB hasta fase
exponencial (DOgyonm= 1). Los ensayos se realizaron en placas de 24 pocillos, con una
multiplicidad de infeccién (MOI) 100:1 bacterias:macréfagos (una monocapa de 10° células de
macréfagos murinos J774A.1 fue infectada con 107 bacterias). Para asegurar el contacto entre
las células y las bacterias, se centrifugaron las placas de 24 pocillos a 1000 r.p.m. por 10 min, y
luego se las incubd a 37°C en estufa. Luego de 1 h de incubacién se lavaron los pocillos con
PBS 1X y se colocé medio de cultivo (RPMI, SFB 5%, glutamina) con gentamicina 12,5 ug/ml
para eliminar las bacterias que no ingresaron dentro de los macréfagos. Al cabo de 20 min se
cambié el medio por RPMI SFB 5% gentamicina 5 pg/ml. Para determinar el nimero de
bacterias intracelulares viables se lisaron los macréfagos de cada pocillo con en PBS 1X —
Tritédn X100 0,1%, a los tiempos correspondientes. Se plaquearon gotas de 10 ul de las
diluciones seriadas por quintuplicado en placas TSA agar y se incubaron a 37°C. Se determiné
la cantidad de u.f.c. (unidades formadoras de colonias)/ml. Cada tiempo de infeccion se realiz6
por duplicado y se grafica el Log10 del promedio u.f.c./ml

Determinacion de la actividad del promotor virB

El promotor del operén virB fue amplificado usando los oligonucleétidos pvirbup y pvirbdown
[111], y posteriormente clonado en el vector pBBR-/acZ utilizando las enzimas de restriccion
BamHI y EcoRI, generando el pldsmido pBBR-prom-virB-lacZ. Este plasmido posee el promotor
del operén virB como fusién transcripcional al gen reportero lacZ. Este plasmido es replicativo
en Brucella y fue incorporado en las cepas B. abortus wt, lovhk::km, AlovR y AphyR por
electroporacion o conjugacién. Para lo ensayos de complementacién, el plasmido pBBR-prom-
virB-lacZ fue incorporado por conjugacién a la cepa lovhk::km/pMR_lovhk. Los plasmidos
derivados de los vectores pMR10cat y pBBR1 son compatibles entre si dentro de una misma
bacteria ya que poseen origenes de replicacion de distintos grupos. El vector pBBR-/acZ vacio
fue incorporado en la cepa wt 2308 y empleado como control negativo de expresion basal de
lacZ.

Para la determinacion de la fuerza del promotor, se analizaron dos colonias de cada cepa. Las
bacterias fueron cultivadas en medio TSB con agitacion a 37°C desde una DOggonm inicial de
0,05. Se tomaron dos alicuotas de cada cultivo en distintos puntos de la curva de crecimiento,

desde fase exponecial hasta fase estacionaria. Luego se determiné la actividad B-galactosidasa
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de cada muestra por duplicado siguiendo un protocolo de Miller estandar, a excepcidén de que
las muestras fueron centrigugadas 2 min a 10.000 r.p.m. previo a la determinacién de Aszonm.
Las Unidades Miller fueron calculadas como = [Asonm/(t X v X DOggonm)] X 1.000, donde t =
tiempo de reaccion en minutos; v = volumen de cultivo utilizado en el ensayo en ml; DOgoonm =

la determinada para cada cultivo. El ensayo se realizé bajo condiciones normales de luz.

Resolucion de la estructura tridimensional de PhyR
Coleccion de datos de difraccion

Los cristales fueron congelados en la solucién de cristalizacion PEG 4000 22%, isopropanol
11% y acetato de sodio 0,1 M adicionada con PEG 400 con la finalidad de evitar la formacién
de hielo. Las muestras fueron llevadas a la estacién sincrotron SOLEIL de Francia, la cual
corresponde a una fuente de rayos X de tercera generacion de altisima intensidad. Se
colectaron datos de difraccion de rayos X en la linea de cristalografia de macromoléculas
PROXIMA-1. Se tom6 un total de 600 imagenes de difraccion (120° de oscilacién) utilizando un
detector de pixel de ultima generacién PILATUS 6M (Figura 22). Las mismas fueron
procesadas luego con los programas XDS [112] y CCP4 [113], obteniéndose los estadisticos
presentados en la Tabla 1. EI mejor cristal difractd la radiacién X a una resolucién maxima de
2,05 A con resultados promisorios.

Figura 22. Seccion central de un patrén de
difraccion de PhyR. Se observan los spots de
difraccion caracteristicos de una proteina.

Resolucion, refinamiento, modelado y validacion

La estructura fue luego resuelta utilizando datos de difraccion de rayos X a 2,05 A de
resolucion con los estadisticos presentados en la Tabla 2. La estructura se resolvid por
reemplazo molecular por medio del programa AMoRe [114] utilizando como modelo de
blusqueda la estructura de PhyR de C. crescentus (PDB 3NOR) [77], y se refiné luego con el

programa Buster [115]. EI modelado fue realizado con el programa Coot [116]. Las
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coordenadas finales fueron validadas con el programa MolProbity [117], y fueron luego

depositadas en la base de datos del PDB bajo el coédigo 4G97.

Tabla 1. Estadisticos de la coleccion de datos y el refinamiento cristalografico.

Coleccion de datos

Numero de patrones de difraccion
Ancho del patrén (°)

Longitud de onda (A)

Exposiciéon por imagen (s)
Temperatura (K)

Indexado y Escalado
Parametros de la celda unitaria

Grupo espacial

Limite de resolucion (A)

Numero de reflexiones Unicas

Multiplicidad global (Ultima capa)

<l/o(l)> global (dltima capa)

Rint global % (Ultima capa)

Completitud global (dltima capa)

Numero de moléculas por unidad asimétrica
Contenido de solvente (%)

600

0,2
0,98011
0,2

100

a=b/c (A . 53,37/177,30
a=B=y (°) : 90

P452,2
2,05
16947

8,3 (8,4)
19,9 (1,9)
7,0 (105,5)
99,9 (99,7)
;
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Tabla 2. Estadisticos de la resolucion de la estructura tridimensional de PhyR.

Resolucion (A)

39,6 - 2,05

Ndmero de atomos de la proteina (sin H)
Numero de moléculas de solvente
R / Rfree
R.m.s.d. distancias de enlace (A) / angulos ()
Factor B promedio (A%
Grafico de Ramachandran
Favorables (%)
Permitidos (%)
No permitidos (%)
Codigo PDB

1.824

45

0,212/ 0,247
0,010/1,09
45,2

98,7
1,3

4G97

Representacion grafica

Los modelos tridimensionales presentados aqui fueron dibujados mediante el programa Pymol

(Schroedinger).
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Capitulo 1: Identificacion de los compaieros de interaccion de
LOVHK.

Busqueda de compaieros de interaccion de LOVHK

Los sistemas de dos componentes (TCS), estan formados por dos proteinas: la primera posee un
dominio sensor asociado a un dominio HK (histidina quinasa), y la segunda, denominada
Regulador de Respuesta (RR), posee un dominio receptor y un dominio efector [59], (Figura 6). En
varios casos, los genes correspondientes a las proteinas HK y RR se encuentran codificadas en el
mismo operoén, lo cual sugiere que ambas interactian entre si [64]. En otros casos, HK y RR
forman parte de una misma proteina, denominada HK hibrida como es el caso de la proteina LOV-
HK-RR de Pseudomonas syringae, [118].

Por el contrario, en todos los genomas de Brucella, el gen correspondiente a lovhk se encuentra
como una HK huérfana, si ningln RR en la misma regién gendémica, ya sea rio arriba o rio abajo
de lovhk, por lo que no resulta evidente un posible companero de interaccion de LOVHK (Figura
23). Por ende, con el objetivo de identificar un RR que interactie con LOVHK, se realiz6 un
andlisis bioinformatico en las bases de datos de los genomas de diversas especies de Brucella,

buscando genes que tuviesen un posible domino REC, caracteristico de los RRs.

Cromosoma Il
Subunidad B ADN BAB2_
topoisomerasa IV lipB lovhk 171 lipasa

BAB2_0649 0650 ><Boss1 BAB2_065 ' ey BAB2_0655

BAB2_0649: subunidad B de la ADN topoisomesa IV BAB2_0653: proteina hipotética

BAB2_0650: proteina hipotética BAB2_1171: tRNA-Lys1

BAB2_0651: lipB (Lipoato-proteina ligasa B/Lipoil BAB2_0654: lipasa

(octanoil) transtferasa) BAB2_0655: proteina hipotética (fosfatidil-glicerol lisil-
BAB2 0652: lovhk transferasa)

Figura 23. Esquema de la region genémica en la cual se encuentra codificado /lovhk de B. abortus 2308. En B.
abortus 2308 el gen la proteina LOVHK se encuentra codificada por el gen BAB2_0652. Los nombres de los genes fueron
tomados de la base de datos KEGG.

Se identificaron 24 genes que codifican para proteinas y un pseudogen (WBAB1_1059) con
posibles dominios REC en B. abortus 2308 (Tabla 3). Dentro de estos genes, uno de ellos
corresponde a una HK hibrida (BAB1_0346); tres corresponden a un RR de dominio Unico, es
decir que sblo poseen un dominio REC y no poseen dominio efector (BAB1_0099, BAB2_0628 y
BAB2_0042); 18 genes poseen un dominio efector de unién a ADN; y de los dos restantes uno
esta asociado a un dominio GGDEEF (BAB2_0630), y el otro a un dominio perteneciente a la
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familia de factores sigma de la transcripcién (BAB1_1671). Estos resultados se resumen en la

Tabla 3 junto con un resumen de la informacién disponible para cada uno de los RRs en Brucella

spp al momento de presentar esta tesis.

Tabla 3. Lista de genes correspondientes a proteinas con dominios REC en el genoma de B. abortus 2308, y sus

compaiieros de interaccion.

Regulador de Nombre? Interaccion® Operon Funcién
Respuesta’

Solo REC

BAB1_0099 LovR si® (LOVHK) no Sink de fosfato de LOVHK®.

BAB2_0628 DivK si (PdhS, no Divisién asimétrica [100]

PleC, DivL,
DivJ)

BAB2_0042 MdrR desconocida no Desconocida

Familia OmpR

BAB1_2006 OtpR/CenR si (TcbR) no Virulencia, tolerancia al estrés
(temperatura, medio acido, medio
hiperosmotico), morfologia celular,
tolerancia a agentes B-lactamicos, y es
necesario para el crecimiento [119,120]

BAB1_2146 PhoB si (PhoR) no Desconocida

BAB1_0628 FeuP no feuPQ Desconocida (no parece estar
relacionado con la captacion de hierro)
[121]

BAB1_1614 CtrA desconocida no Regulador transcripcional involucrado
en la division cellular; esencial para la
viabilidad celular [122]

BAB1_0636 TccR si (TccS) tccSR Desconocida

BAB1_2092 BvrR si (BvrS) bvrRS Resistencia a policationes, virulencia,
invasion celular, maduracion vacuolar,
transporte y replicacién intracelular,
modula la expresion de virB'y de Omp
(outer membrane protein) [21-23,123]

BAB1_1538 TcbR si tcbSR Desconocida

(OtpR/CenR)
BAB2_0222 TcfR si (TcfS) tcfSR Desconocida
BAB2_0762 TceR si (TceS, tceSR Involucrado en invasién y supervivencia
TceR) intracelular, y contribuye a la

citotoxicidad generada por macréfagos
en B. melitensis 16M. También
contribuye a la colonizacién del bazo en
ratones. Contribuye a la resistencia a
estrés. [124]
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BAB2_1099 FtcR no no Regulador maestro de los genes del
sistema flagelar, involucrado en
virulencia. Carece de un sitio clasico de
fosforilacion [125]

Familia NarL

BAB1_0345 PriR PriS no (ambos Persistencia en ratones, y resistencia a

genes se la fuerza i6nica [126]

encuentran en
la misma
regién

gendmica,

pero estan
codificados
direcciones

opuestas)

BAB1_0370 TcdR si (TcdS) tcdSR Desconocida

BAB2_0041 NodW si (NodV) nodvVW Desconocida

Familia LuxR

BAB2_0806 BAB2_0806 no no Desconocida

Familia NtrC

BAB1_1138 NtrX si (NtrY) nrtYX Sensor redox. Involucrado en la
regulacion de los genes de la via de
denitrificacién y de las citocromo
oxidasas de alta afinidad. Importante en
la infeccion en macréfagos [104].

BAB1_1140 NtrC no ntrBC Probablemente involucrado en la
regulacion del metabolismo del
nitrégeno [127]

BAB2_0081 StcA no no Desconocida

Familia PrrA

BAB1_0136 PrrA/RegA si no Sensor redox. Involucrado en la

(PrrB/RegB) regulacion de los genes de la via de
denitrificacién, genes de las citocromo
oxidasas de alta afinidad, y genes
involucrados en la adaptacion a baja
tension de oxigeno en B. abortus [128].
Asociado a la persistencia 6rganos
target con concentraciones de oxigeno
limitado en infecciones de ratones;
regulacién de la expresion de genes
involucrados en la respiracion oxidativa
y denitrificacién en B. suis [129].

REC-GGDEF

BAB2_0630 PleD no no En C. crescentus esta involucrado en la

regulacioén del ciclo celular.
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Familia sigma

BAB1_1671 PhyR si (LOVHK)? si Principal componente del Sistema
(BAB1_1669) GSR; requerido en la infeccion crénica
en mamiferos; regulado por
fosforilacién y protedlisis [85].

HK hibridas

wBAB1_1059* Pseudogen no no Este gen se esté presente en otras
especies de Brucella incluyendo B.
CekA melitensis, B. abortus 9-941, B. suis
1330 and B. abortus S-19, y codifica
para CckA, una proteina involucrada en
la regulacién del ciclo celular en C.
crescentus.

BAB1_0346 PriS PriR no Involucrado en persistencia en ratones
y resistencia a fuerza iénicain [126]

! La clasificacion en las familias de RR fue realizada segin lo descripto por Galperin, 2006 [61].

2 Los nombres de cada gen/proteina, asi como los datos de interaccion fueron tomados en la mayoria de los casos de
Hallez et al, 2007 [100].

® Descripto en el presente trabajo de tesis.

* Este gen no fue incluido en el analisis ya que no codifica para una proteina en B. abortus 2308.

Por ende, con el objetivo de encontrar los posibles compafieros de interaccion de LOVHK, se
decidid realizar un ensayo de doble hibrido bacteriano, utilizando el sistema BacterioMatch Il de
Stratagene. Este sistema permite evaluar la interaccién in vivo entre dos proteinas denominadas
carnada y presa, basandose en la activacion transcripcional. Para ello se emplean dos plasmidos,
uno para la carnada (plasmido pBT) y otro para la presa (plasmido pTRG), donde cada uno
permite generar una proteina de fusion. En el primer plasmido, la proteina usada como carnada se
fusiona al C-terminal de la proteina Acl (secuencia completa del represor del bacteriéfago A, el cual
posee el dominio N-terminal de unién al ADN y el dominio C-terminal de dimerizacién). El segundo
plasmido permite clonar la secuencia correspondiente a la presa fusionada al C-terminal de la a-
ARNP (dominio N-terminal de la subunidad a de la ARN polimerasa). Ambas proteinas son co-
expresadas en una cepa reportera de E. coli, la cual tiene mutado el gen hisB, involucrado en la
sintesis de histidina, y es sensible a estreptomicina en condiciones normales de crecimiento. Sin
embargo, esta cepa posee en un episoma F’ un cassette con dos genes reporteros, HIS3 y aadA
(Str"), bajo la regulacién de un promotor /ac modificado (P_s) que incluye una copia del operador A.
HIS3 codifica para una enzima de la via de biosintesis de histidina, y permite complementar la
mutacién hisB de la cepa reportera. La enzima His3 permite el crecimiento en un medio en
ausencia de histidina y el crecimiento en presencia de 3-AT (un inhibidor competitivo de la enzima

His3). El gen aadA confiere resistencia a estreptomicina.

Cuando las dos proteinas son co-expresadas en la cepa reportera, la carnada tiende a unirse al
operador A por medio del dominio de unién a ADN de la proteina Acl. Si los fragmentos clonados
expresan proteinas que interactian entre si, se recluta y estabiliza la union de la a-ARNP al

promotor de los genes reporteros, activando de este modo la transcripcién del gen HIS3. Esto se
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evidencia por la aparicion de colonias en medio selectivo conteniendo 3-AT y carente de histidina
(clones positivos). Dicha interaccion es validada por la transcripcion del segundo reportero a través
de la visualizacion de colonias en un medio selectivo dual que contiene estreptomicina y 3-AT, y
carece de histidina (clones doble positivos). Este sistema permite hacer un screening de
interaccién de una biblioteca de expresion de proteinas con baja inespecificidad. En la Figura 24

se muestra una representacion esquematica del sistema de doble hibrido bacteriano.

Se clonaron los dominios REC de todos los posibles RRs encontrados en B. abortus (excluyendo
el dominio REC perteneciente a la HK hibrida) en el vector pTRG, formando asi una mini-biblioteca
de 23 posibles RRs como presa. Por otro lado, se clon6 la secuencia completa del gen lovhk en el
plasmido pBT. Para evaluar la interaccion entre LOVHK como carnada y los 23 dominios REC
como presa la cepa reportera fue co-transformada con el plasmido pBT-LOVHK y la mini-
biblioteca. Con el fin de corroborar la funcionalidad de este sistema, se incluyé a la histidina kinasa
PdhS de B. abortus que interacciona con el RR, DivK, como control positivo de interaccion HK/RR
[100]. El dominio REC de DivK se encuentra presente dentro de la mini-biblioteca. Por ende, el
gen correspondiente a la HK PdhS fue clonado en el plasmido pBT, y la cepa reportera fue co-
transformada con los plasmidos pBT-PdhS como carnada y la mini-biblioteca de 23 RRs como
presa. Como control negativo se emple6é como carnada al vector pBT vacio y la mini-biblioteca. En
la Figura 24 se muestra un esquema representativo de las interacciones evaluadas, y en la Tabla

4 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en este ensayo.

tg::K 23 REC (pTRG)
pBT-vacio ~ M

Carnada Presa

HIS3  — aadA(Str) ——

1ra seleccion
Plaquear transformaciones en: 2da seleccion
Medio selectivo Medio selectivo dual
(3-AT 5 mM) (3-AT 5 mM + Str)
_ ]
LAIEXAAR AP
| o -2l ; Einil
J 4 "
N s N N
Clones positivos Placa de enriquecimiento Clones doble positivos
(3-AT 5 mM)

Clones positivos

Figura 24. Representacion esquematica del ensayo de doble hibrido bacteriano. A. Esquema en el que se
representan las interacciones ensayadas en el primer ensayo de doble hibrido. B. Inicialmente, se plaquea las bacterias co-
transformadas con los plasmidos pBT y pTRG o sus dereivados en medio no selectivo (donde crecen todas las bacterias
que poseen ambos plasmidos) y en medio selectivo conteniendo 3-AT, permitiendo detectar interacciones débiles
correspondientes a los clones positivos. Estos Ultimos se reestrian en una placa de enriquecimiento, y finalmente se
seleccionan las interacciones mas fuertes en medio selectivo dual conteniendo 3-AT y estreptomicina, obteniendo de este
modo los clnes doble positivos.
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Tabla 4. Screening de una mini-biblioteca de proteinas conteniendo dominios REC en Brucella abortus.

Clones doble
Clones Clones 3 . 4
Exp Carnada Presa iniciales’ positivos? positivos Clones analizados
LOVHK 39,800 (100) >500 (1.3) >500 20 (100% LovR)
[}]
23 REC
3 5 PdhS-HK mini- 15,600 (100) >500 (3.2) >500 5 (100% DivK)
o c biblioteca
Vector vacio 23,500 (100) 23 (0.1) ND ND
10
2 REC (70% PhyR;
5 _5 LOVHK inn 57,000 (100) >300 (0.52) >60 20% BAB1_1538:
o8 biblioteca 10% BAB2_0041)
I< (sin LovR)
Vector vacio 51,000 (100) 139 (0.27) ND ND

! Los clones iniciales fueron calculados a partir del nimero de colonias que crecieron en medio no selectivo
correspondiente al ensayo de doble hibrido (detalles en Materiales y Métodos).

2Numero de clones positivos que crecieron en medio selectivo. El porcentaje de clones positivos en relacién al
total de clones iniciales se indica entre paréntesis.

® Numero de clones positivos que crecieron en medio selectivo dual.

* Nimero de clones positivos analizados por PCR y posterior secuenciacion. Ente paréntesis se indica la
identidad de cada RR obtenido y el porcentaje del mismo respecto del total analizado. ND: no determinado.

En ambos casos, empleando LOVHK o PdhS como carnada, se obtuvo un namero similar de
clones positivos (1,3% a 3,2% respecto de los clones iniciales, respectivamente), mientras que
muy pocas colonias se obtuvieron usando el vector vacio (0,1%) (Tabla 4). Los clones doble
positivos fueron analizados por PCR y posterior secuenciacion de los mismos. En el caso del
control positivo con Pdhs se analizaron 5 clones mientras que en el caso de LOVHK se estudiaron
20 clones. En el caso de PdhS los 5 clones correspondieron a DivK, mientras que en el caso de
LOVHK los 20 clones todos correspondieron al gen BAB1_0099 de B. abortus. Este gen codifica

para un RR de dominio Unico (Tabla 3).

Con el objetivo buscar informacién previa sobre el gen BAB1_0099 se realizé un BLAST con la
secuencia nucleotidica de dicho gen, y se observd que pertenece a la superfamilia CheY REC de
proteinas. Se encuentra altamente conservada en diversas especies de Brucella, y hasta el
momento no habia sido estudiada. Basandose en otros trabajos, BAB1_0099 fue nombrado LovR,
por tratarse de un RR de dominio Unico que interactia con una proteina HK que contiene un
dominio LOV, como es el caso de LovR de C. crescentus [96] y EL_LovR de E. litoralis [130],
respectivamente. Sin embargo, hay poca similitud de secuencia aminoacidica entre ellos (Figura
25 y Tabla 5). Por ende, en este caso el nombre asignado a al gen BAB1_0099 fue realizado

siguiendo un criterio de similitud de funcién, y no por similitud de secuencia.
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C.crescentus --MSRPALDVLIVEDEMLLAIELEHLIEEAGFHSLGCAMSSDEAVTLARQLNPDLALIDV
B.abortus MMNDLEHRRILVVEDEVEFVALDVAATVEDANGTVVGPVGTVRQAIDLINRQEVDAAILDV
E.litoralis —————-— MPKVLVLEDEPLIAMNLQYAFEDEGAEVV-VAATCEQALKSLADNPIDVAVLDV
HEE I G xR : .o HEH Kokpoxx
C.crescentus HLSDGPTGVDVARRIAKDCGGVALFMT----- ANVKRLPDDFAGACGVIGKPYSGHGVKS
B.abortus NLAD-GDVEPVLDRLKSRNIFVVIHTGGGLPPRLAARYPE-——-—— MPVEFQKPIPPSVLTR
E.litoralis NLGPKSHCGPVADALKQRAIPFILHTGDLDRHGELLRKID----- APVMAKPADTSDVAK
* * . . * . * . * % .
C.crescentus ALSYLAICLTVGHAPGPAPAGLTLAPAYADRWGVVDTLT (152 aa)
B.abortus T--LATAF---SSSV-—-——————— A-mmm e (125 aa)
E.litoralis R--ALEMC---GGDK-—-——————— EPA-——————————— (121 aa)

Figura 25. Comparacion de las secuencias aminoacidicas de LovR en distintos microorganismos. Alineamiento de
las secuencias de LovR de Brucella abortus 2308, Caulobacter crescentus CB15 [94], y Erythrobacter litoralis HTCC2594
[130]. Los alineamientos fueron realizados con Clustal-Omega2 (EMBL-EBI) [131]. El Aspartico fosforilable predicho de
cada proteina se indica en amarillo. Referencias: *’ residuo completamente conservado (celeste), ‘' conservacion entre
grupos de propiedades similares fuertes ‘.’ conservacion entre grupos de propiedades similares débiles.

Tabla 5. Porcentaje de identidad de secuencia, de a pares de secuencias, correspondiente a la proteina LovR en
distintos microorganismos.

C. crescentus E. litoralis

B. abortus 2308

CB15 HTCC2594
C. crescentus CB15 - 22,03 26,72
B. abortus 2308 - 30,51

E. litoralis HTCC2594 -

Se analizé la identidad de secuencia aminoacidica entre las proteinas LovR de Brucella abortus 2308, Caulobacter
crescentus CB15 [94], y Erythrobacter litoralis HTCC2594 [130]. Para ello se emple6 el programa Clustal-Omega2 (EMBL-
EBI) [131]. En la tabla se indica el porcentaje de identidad de a pares de secuencias, donde el valor se calcula teniendo en
cuenta el nimero de residuos idénticos entre dos secuencias, dividido la longitud del alineamiento.

Posteriormente, con el objetivo de analizar si LOVHK podia interactuar con otro RR ademas de
LovR, se volvié a realizar un nuevo ensayo de doble hibrido bacteriano. En este caso se empleé a
LOVHK como carnada y la mini-biblioteca como presa, pero esta vez se elimin6é de la mezcla al
plasmido que contenia al gen BAB1_0099. Como control negativo se analizé la interaccién del
vector pBT vacio con la mini-biblioteca de 22 dominios REC. En este segundo ensayo, el nimero
de clones positivos fue menor que en el ensayo anterior, aunque mayor que en el control negativo
(Tabla 4). Se analizaron 10 colonias por PCR y posterior secuenciacion, habiéndose obtenido los
siguientes resultados: 7 clones correspondian al gen BAB1_1671, dos al gen BAB1_1538, y un
clon al gen BAB2_0041. Resultados previos indican que tanto BAB1_1538 como BAB2_0041
interactian con otras HKs (Tabla 3). Con el objetivo buscar informacion previa sobre el gen
BAB1_1671 se realiz6 un BLAST con la secuencia nucleotidica de dicho gen. En base a los
resultados obtenidos, el gen BAB1_1671 fue denominado PhyR debido a la homologia de
secuencia con la proteina PhyR caracterizada en M. extorquens AM1 [72], la cual forma parte del
sistema de Respuesta General a Estrés (GSR) caracteristico de alfa-proteobacterias. En la Figura
26 y Tabla 6 se muestra un alineamiento de secuencia entre PhyR de Brucella y PhyR de otras

especies de alfaproteobacterias, en las cuales esta proteina habia sido caracterizada a este punto
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de la tesis. Posteriormente, ya iniciada y avanzada mi tesis doctoral, se describi6 el sistema GSR
en Brucella abortus 2308, siendo PhyR uno de los principales componentes de dicho sistema,

como ya se ha descripto en la introduccion [85].

B. japonicum MNGVGMSRSQLVAEHLPLLRRYARALTGSQASGDAYVAAMLEAMLGDPAVLDESHGPRAG
M.extorquens = = ————=———————- MQOHLPYLRRYARALTGSQVAGDAYVAATLETLVNEPETLGRSTNVKAD
C.crescentus = —-—-—- MSLLARLAPHLPYIRRYARALTGDQATGDHYVRVALEALAAGELVLDANLSPRVA
B.abortus = —-—--- MTLSTRIAPHLPYLRRFSRALTGSQSSGDAYVAAALEALIADVGIFPEASSDRIG
S.meliloti  ————- MTLSTRIAPFLPYLRRYSRALTGSQTSGDAYVAAVLEALIADTSIFPEASSDRVA
.** :**::*****.* :** * * . **:: : .
e
B. japonicum LFRLFTQIWNSVSVND---DSEVTTLPMPPERRLSNITPLPRQAFLLLSLEGFSEEEVAF
M.extorquens LFRVFTRIWNSLSVNG---HSDQVQHDLPAEVRLGQITPLPRQAFLLSCLEGFSEEDAGV
C.crescentus LYRVFHAIWLSSGAQLEVGHDQGLHAGDDAAQRLMRIAPRSRQAFLLTALEGFTPTEAAQ
B.abortus LYRLFCNLYKNASIRMPET-SSEFAWETHAARNLAHIAPLPRQAFLLVAVEGENDHEAAE
S.meliloti LFRLFTSMEGSSSVLVPEP-VSPFAWEQRASVNLAAVSPLARQAFLLVSVEAFTPQEAAE
FrkoxoooonoL. . LK pn R kR ok ok
——.
B. japonicum ILSTDVAETRRLADAAGREMAAEIATDVLITIEDETFIAMDLESLVKNLGHNVVGVARTHA
M.extorquens ILDVDVSKVRDLVDEAGRELAADMATEILIIEDEPLIAMDLEALVEGLGHNVIGVARTRT
C.crescentus ILDCDFGEVERLIGDAQAEIDAELATEVLITIEDEPVIAADIEALVRELGHDVTDIAATRG
B.abortus ILEVDQAEFGRLLSTASGEISRQVATRLMIIEDEPLIAMDIEQMVESLGHEVVGIARTKD
S.meliloti VLDVDAAKLAALLDRASQEISRQVATEIMIIEDEPLIAIDIEQMVESLGHSVTGIARTKD
:*. * . * * *: ::** ::***** .** *:* :*. ***.* :* *:
. _REC
B. japonicum DAVALA-KNRRPGLILADIQLADGSSGLDAVNELLRTFEVPVVFITAYPERFLTGERPEP
M.extorquens EAVKIASESKRPGLILADIQLADGSSGLDAVNDLLKTFEVPVIFITAYPERFLTGERPEP
C.crescentus EALEAV-TRRTPGLVLADIQLADGSSGIDAVKDILGRMDVPVIFITAFPERLLTGERPEP
B.abortus EALALY-EKEKPRMVLADIQLADGSSGIDAVNEILHDNTIPVIFITAFPERLLTGERPEP
S.meliloti EATALY-ETTKPNMVLADIQLADGSSGIDAVNEILKTAAVPVIFITAFPERLLTGERPEP
:*: * ::************:***:::* :**:****:***:********
.
B. japonicum AFLISKPFQPAMVSAVASQALFFQRNSRNRTPKAPAA (273 aa)
M.extorquens AFLTIAKPFQPANVSAVISQALFFQQSARRREAHNA-- (260 aa)
C.crescentus TFLITKPFQPETVKAAIGQALFFHPRRTAKAA-———— (266 aa)
B.abortus TFLVTKPFNPDMVKALISQALFFEEASQVAA—————— (264 aa)
S.meliloti TFLVTKPFNPEMVKALISQALFFNETTKAAA—————— (264 aa)

e kk o o khkk ok *  Kx Kk k kK

Figura 26. Comparacion de las secuencias aminoacidicas de PhyR en distintos microorganismos. Se realizé un
alineamiento multiple de secuencia entre los homélogos de PhyR de Brucella abortus 2308, M. extorquens [72], S. meliloti
[80], C. crescentus [77], y B. japonicum [74]. Para ello se empled el programa Clustal-Omega2 (EMBL-EBI) [131]. Los
alineamientos fueron realizados con Clustal-Omega2 (EMBL-EBI) [131]. El Aspartico fosforilable predicho se indica en
amarillo. Referencias: ™’ residuo completamente conservado (celeste), ’ conservacion entre grupos de propiedades
similares fuertes ‘.’ conservacién entre grupos de propiedades similares débiles. ElI dominio efector simil-sigma N-terminal
se indica en rosa, y el dominio REC C-terminal en verde.
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Tabla 6. Porcentaje de identidad de secuencia, de a pares de secuencias, correspondiente a la proteina PhyR en
distintos microorganismos.

japoi;'cum ex to:z.uens C. crescentus B. abortus S. meliloti
B. japonicum - 67,57 51,71 53,64 52,11
M. extorquens - - 53,52 51,18 53,94
C. crescentus - - - 54,17 54,55
B. abortus - - - - 75,38

S. meliloti - - - - -

Se analiz6 la identidad de secuencia aminoacidica entre homélogos de PhyR de B. abortus 2308, M. extorquens [72], S.
meliloti [80], C. crescentus [77], y B. japonicum [74]. Para ello se empled el programa Clustal-Omega2 (EMBL-EBI) [131].
En la tabla se indica el porcentaje de identidad de a pares de secuencias, donde el valor se calcula teniendo en cuenta el
nimero de residuos idénticos entre dos secuencias, dividido la longitud del alineamiento.

De aqui en adelante, el estudio se centré en el andlisis de las interacciones mas importantes
observadas en los ensayos de doble hibrido: LOVHK con LovR y LOVHK con PhyR. En la Figura
27 se indica un esquema de la composicién en dominios de los genes analizados hasta ahora.

LovR 14D

PhyR I simil-sigma ] REC I 30 kDa

LoviHk | Lov [J] Pas | HK 52 kDa

Figura 27. Esquema representativo de las proteinas involucradas en la via de sefalizacién de LOVHK. Se indica la
distribucion de dominios de cada proteina la izquierda, y el PM de cada una de ellas a la derecha. J corresponde a la hélice
alfa J presente en el extremo C-terminal de los dominios LOV [47]. Los PM tedricos de cada proteina fueron determinados
con el programa on-line ExPASy-ProtParam [105].

Cuantificacion de la interaccion por doble hibrido

La interaccion de LOVHK con LovR, y LOVHK con PhyR se cuantific6 empleando un sistema
reportero basado en la determinacion de actividad B-galactosidasa. Para ello, se emplean los
mismos plasmidos que fueron utilizados en los ensayos de doble hibrido anteriores en una nueva
cepa reportera: E. coli FW 102 O 2-62 [102]. Esta cepa posee un episoma F’ con el gen reportero
lacZ rio abajo del promotor Lac, el cual posee la secuencia del operador A (placOL2-62-lacZ). Al
emplear los mismos pldsmidos del sistema BacterioMatchll, esta cepa permite cuantificar la
intensidad de la interaccion proteina-proteina (carnada-presa) por medio de la activacién
transcripcional del gen lacZ, y posterior determinacién de actividad B-galactosidasa (Figura 28A).
Cuanto mayor sea la actividad de esta enzima, mas fuerte sera la interaccion entre las proteinas
carnada-presa que estd siendo evaluada. Para cuantificar las interacciones previamente
mencionadas, cantidades iguales de cada clon por separado: pTRG-LovR o pTRG-PhyR, fueron
co-transformados con el plasmido conteniendo a LOVHK como carnada (pBT-LOVHK) en la cepa

reportera. También se analiz6 la interaccién con los correspondientes vectores vacios como
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control negativo y la interaccion GF2-Gal11 (del sistema BacterioMatchll) como control positivo.
Las interacciones LOVHK/LovR y LOVHK/PhyR mostraron una actividad 3-galactosidasa similar y
significativamente mayor que los controles negativos con los plasmidos vacios, aunque menor que
el control positivo. Estos resultados sugieren que LOVHK podria estar interactuando con dos RRs:
LovR y PhyR (Figura 28B).

A

Carnada Presa

lacZ
Figura 28. Cuantificacion de la interaccion entre
LacZ — LOVHK/LovR y LOVHK/PhyR. A. Representacion
esquematica del sistema reportero empleado en el

B s ensayo doble hibrido. B. Cantidades iguales de los

el i plésmi(.jos. pBT y pTRG conteniendo cada uno de los

- genes indicados, fueron co-transformados en la cepa

® 5 2000 reportera de E. coli FW 102 O.2-62. La interaccion

QE proteina-proteina fue cuantificada por medio de la

g' T determinacion de actividad B-galactosidasa. Como

g = control negativo se emple6 la interaccion con los

28 40004 — ) correspondientes plasmidos vacios. Como control

g & or %’1 positivo se analiz6 la interaccion de esta cepa co-

T - 1 r 1 transformada con los plasmidos pBT-GF2 y pTRG-

Gal11. Los datos representan el promedio * desvio

estandar de dos experimentos independientes. El

2 - n andlisis estadistico se llevd a cabo por medio de un

Presa \\wo"q- \Vo“‘% Q@Q- qv‘\@- Q‘z‘*.\ A 0»5"\ ANOVA de un factor, seguido de comparaciones

Carnada gt # Q*'\ > O pr\ multiples realizadas con el test de Bonferroni (***=
\(Q"“ \94 ) p<0,001).

Confirmacion de la interaccion entre LOVHK/RRs por medio de ensayos de
fosfotransferencia

Una vez que una HK se autofosforila en un residuo histidina conservado presente en el dominio
HK, esta transfiere el fosfato a un residuo aspartico conservado en el dominio REC del RR con el
cual interactia. De este modo, el RR se activa y transfiere la sefal hacia otros componentes
celulares [59]. Tanto LovR como PhyR poseen un aspartico conservado (Figuras 25 y 26), el cual
es el sitio putativo de fosforilacion. Por medio de ensayos de fosfotransferencia realizados in vitro
con proteinas recombinantes, se puede corroborar la especificidad de la interaccion HK/RR,
basandose en el hecho de que una HK tiene la misma preferencia por su correspondiente RR
tanto in vitro como in vivo. Estos ensayos consisten en incubar a la HK en presencia de [y-**P]-ATP,
obteniendo HK~P. Luego se agrega el RR a evaluar por un determinado periodo de tiempo, y las
muestras son resueltas en un SDS-PAGE y posterior deteccion de la sefial radiactiva. Una
eficiente transferencia del fosfato marcado de la HK al RR se manifiesta de dos formas: 1) por la
apariciéon de marca a la altura del PM del RR (RR~P) con la concomitante disminucién de marca
de la HK~P; 2) por la desaparicion de marca de la HK y del RR debido a una alta actividad
autofosfatasa intrinseca de algunos RRs, o por la presencia de actividad fosfatasa que algunas

HKs presentan sobre el RR con el que interactian (Figura 29). Se considera que la interaccion es
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especifica si la transferencia del fosfato de la HK al RR ocurre a tiempos cortos. A su vez, se
puede incubar una HK con mas de un RR de forma simultédnea, pudiendo determinar la preferencia
de una HK por cada RR [65].

Figura 29. Esquema de Ilas reacciones de
- tofosforilacion y fosfotransferencia. HK es

e — HK~P + P au
HK + ATP HK~P + AD incbubada en presencia de [y-*P]-ATP, obteniendo HK~P
(autofosforilacion), y luego es incubada en presencia de 3
RRs de interés. Las muestras son luego resultas en un
l l SDS-PAGE, y deteccién de la sefal radiactiva. La

columna 1 corresponde a HK~P luego de la reaccién de
autofosforilacion. En la columna 2 no ocurre
_ RR1 RR2 RR3 fosfotransferencia. En las columna 3 y 4 si hay
transferencia del fosfato de la HK~P al RR, indicando que

ambas interacciones son especificas. En el primer caso,
HK~P —>» _—— - — al aumentar la marca del RR, disminuye la marca sobre la
HK. En el segundo caso, disminuye o desaparece la
marca de la HK sin la aparicion de marca a la altura del

-~ + —
RR~P RR. Lo cual puede deberse a una gran actividad de

A A autofosfatasa del RR, o de la HK sobre el RR. Figura
adaptada de Laub et al., 2005 [65].

Los sistemas de doble hibrido pueden dar lugar a falsos positivos, por ello se corroboraron las
interacciones observadas por medio de ensayos de fosfotransferencia. Para los siguientes
ensayos se clonaron y purificaron las proteinas recombinantes LOVHK, PhyR, y LovR.
Inicialmente, se realizd un ensayo de autofosforilacién de LOVHK in vitro en funcién del tiempo.
Luego de iluminar a LOVHK por 1 min con luz blanca, e incubarla en oscuridad en buffer de
autofosforilacién, se observé que LOVHK llegd a un maximo de fosforilacion a los 15-30 min de
incubacion (Figura 30A). Posteriormente, se corroboré que el dominio HK de LOVHK también tiene
la capacidad de autofosforilarse (Figura 30B).

A B

Tiempo 207 2 15 30 2 7 10 15 30’

LOVHK | i s s

© S e s | HK (LOVHK)

Figura 30. Reaccion de autofosforilacion de LOVHK y HK en funcion del tiempo. A. LOVHK (52 kDa) purificada a una
concetracion final 2,5 uM, fue iluminada por 1 min con luz blanca e incubada a 37°C en buffer de autofosforilacion
conteniendo [y-*P]-ATP. Se tomé una alicuota a cada uno de los tiempos indicados, las cuales fueron analizadas por SDS-
PAGE 15%. Se muestra un autorradiograma representativo. Arriba del autoradiograma se indica el tiempo de incubacion en
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segundos (columna 1) y minutos (columnas 2-4). B. HK (26 kDa) purificada a una concetracion final 2,5 pM, fue incubada a
37°C en buffer de autofosforilacion conteniendo [y-*P]-ATP. Se tomé una alicuota a cada uno de los tiempos indicados, las
cuales fueron analizadas por SDS-PAGE 15%. Se muestra un autorradiograma representativo. Arriba del autoradiograma
se indica el tiempo de incubaciéon en minutos.

Las interacciones entre LOVHK/LovR y LOVHK/PhyR se analizaron mediante ensayos de
fosfotransferencia in vitro empleando las proteinas recombinantes purificadas. Se iluminé a
LOVHK en presencia de [y-*P]-ATP y se la incubd a 37°C durante 15 min para permitir la reaccion
de autofosforilacion, asegurando de este modo una buena carga de fosfato en LOVHK previo a la
adicién de cada RR. Luego de los 15 min, se agregd PhyR o LovR por separado, o ambos RRs de
forma simultanea, y se tomaron alicuotas a distintos tiempos las cuales fueron analizadas por
SDS-PAGE.

En estos ensayos se puede observar que LOVHK tiene la capacidad de fosfotransferir a ambos
RRs, aunque la cinética de fosfotransferencia es distinta (Figuras 31A y 31B). La sefal
correspondiente a PhyR se hace evidente recién a los 40 seg de incubacion y alcanza un plateau
luego de los 20 min, manteniéndose constante a lo largo de tiempo de reaccién (30 minutos). Este
incremento en la marca de PhyR coincide con una disminucién de la marca de LOVHK (Figura
31A). Por el contrario, LovR se fosforila rapidamente, llegando a un maximo a los 2 min, y luego se
defosforila rapidamente dentro de los 10 min de incubacién al mismo tiempo que la sefial de
LOVHK disminuye rapidamente (Figura 31B). Cuando LOVHK es incubado con PhyR, la marca
total correspondiente a la suma de la senal de ambas proteinas a cada tiempo (Pi total) se
mantiene constante en el tiempo sugiriendo que el nivel de fosforilacion de PhyR es estable
(Figura 31A). Sin embargo, la adicién de LovR a LOVHK disminuye rapidamente la cantidad de
fosfato presente en el sistema (Figura 31B). Este resultado sugiere que el fosfato transferido a
LovR es rédpidamente hidrolizado. Con el objetivo de analizar si LOVHK en capaz de fosfotransferir
a un RR en presencia del otro se repitio el ensayo de fosfotransferencia agregando esta vez
cantidades equimolares de ambos RRs (Figura 31C). En este caso, la cinética de fosforilacién de
LovR presenta un perfil similar al observado en el experimento previo en el cual LovR es incubado
unicamente con LOVHK (Figura 31B). PhyR también es fosforilada aunque la cinética es un poco
mas lenta en comparacién a cuando PhyR es incubada solo con LOVHK (Figura 31A), dando lugar
a un menor grado de PhyR~P (Figura 31C). Si bien se puede observar que LOVHK aparenta tener
una preferencia por LovR, la presencia de este RR no inhibe la capacidad de LOVHK de
fosfotransferir a PhyR indicando que LOVHK puede interactuar con ambos RRs simultdneamente.
Cuando los dos RRs estan presentes, el fosfato total del sistema disminuye en el tiempo debido a
la presencia de LovR pero en menor medida que cuando estéd LovR sola probablemente debido a

que parte de la marca permanece en PhyR (Figura 31C).
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Figura 31. Reaccion de fosfotransferencia entre LOVHK y dos RRs en Brucella. La proteina LOVHK purificada fue
iluminada por 1 min con luz blanca en buffer de autofosforilacién conteniendo [y-**P]-ATP. Luego de 15 min a 37°C, se
adicion6 el RR o mezcla de RRs correspondiente, siendo la concentracion final en la mezcla de reaccién de 2,5 uM para
LOVHK y cada RR. Se tomé una alicuota a cada uno de los tiempos indicados, las cuales fueron analizadas por SDS-
PAGE 15%. A la izquierda se muestran los autorradiogramas, y la cuantificacion de cada uno de ellos a la derecha. Los
datos se presentan como la intensidad relativa de cada banda respecto de la marca total a los 20 segundos. El Pi total
corresponde a la suma de intensidad de las bandas observadas en cada calle a cada tiempo. Arriba de los
autoradiogramas se indica el tiempo de incubacién en segundos (columnas 1 y 2) y minutos (columnas 3-9) luego de
agregar correspondientes RRs. Fosfotransferencia entre: A. LOVHK y PhyR; B. LOVHK y LovR; C. LOVHK, LovR y PhyR.
Referencias: LOVHK (azul; 52 kDa), PhyR (verde; 30 kDa), LovR (rojo; 14 kDa) y la Pi total (negro). El ensayo se repitid
tres veces, y se muestra un experimento representativo de cada tipo de interaccion.

Como control, se realizd el mismo proceso de autofosforilacién de LOVHK por 15 mins y luego se
agreg6 buffer de reaccion en lugar de los RRs. Se tomaron alicuotas en funcién del tiempo y se
cuantificé la marca correspondiente a LOVHK en funcién del tiempo. En la Figura 32 se puede ver
que la marca de LOVHK disminuye levemente a los largo del tiempo de incubacién,
probablemente por hidrolisis como se ha descripto en otras HKs [65], pero esta disminucién no es

significativa en comparacion a cuando LovR esta presente en la mezcla de reaccion (Figura 31B).
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Figura 32. La marca de LOVHK disminuye un poco con el tiempo. La proteina LOVHK (52 kDa) purificada fue
iluminada por 1 min con luz blanca en buffer de autofosforilacién conteniendo [v-szP]-ATP. Luego de 15 min a 37°C, se
adicion6 buffer de reaccién,y se condieré este punto como tiempo inicial. La concentracién final de LOVHK fue de 2,5 uM.
A los tiempos indicados se tomaron alicuotas, las cuales fueron analizadas por SDS-PAGE 15%. A la izquierda se muestra
el autorradiograma y a la derecha su cuantificacién. Los datos se presentan como la intensidad relativa de cada banda
respecto de la marca total a los 20 segundos. Arriba del autoradiograma se indica el tiempo de incubaciéon en segundos
(columnas 1y 2) y minutos (columnas 3-9) luego de agregar el buffer de reaccion.

Con el objetivo de corroborar si las interacciones son especificas, se realizaron controles con
proteinas HK y RR no relacionadas con el sistema LOVHK/LovR/PhyR bajo las mismas
condiciones experimentales. Primero, se evalué si LOVHK puede fosfotransferir a otros RRs de
Brucella no relacionados con LOVHK. En la Figura 33 se observa que LOVHK no es capaz de
fosfotransferir al RR de dominio Unico, DivK, a lo largo de los 30 min de incubacién. Segundo, se
observé que el dominio HK de LOVHK, el cual se autofosforila (Figura 30B) y transfiere a LovR y
PhyR al igual que LOVHK entera, no es capaz de fosfotransferir al dominio REC de NtrX, pero
este si es fosforilado bajo las mismas condiciones experimentales por una proteina constituida por
los dominio PAS-HK de su respectivo companero de interaccion, NtrY [104] (Figura 34). Tercero,
se analizé si otra HK no relacionada puede fosforilar a PhyR y LovR. En las Figuras 35 y 36 se
observa que el dominio HK de LOVHK fosfotransfiere a PhyR y LovR mientras que PAS-HK (NtrY)
no es capaz de fosfotransferir a PhyR ni a LovR en el tiempo analizado.

Tiempo 20” 40” 1 20 5 10 15 20° 30

LOVHK

Figura 33. LOVHK no fosfotransfiere a un RR no relacionado: DivK. LOVHK (52 kDa) purificada fue incubada en buffer
de autofosforilacién conteniendo [y-**P] ATP, e iluminada. Al cabo de 15 min a 37°C, se agregé DivK purificada (16,4 kDa),
siendo la concentracién final de reaccion de ambas proteinas de 2,5 uM. A los tiempos indicados se tomaron alicuotas, y
se analizaron por SDS-PAGE 15%. A la izquierda se muestra un autorradiograma representativo de tres repeticiones.
Arriba del autoradiograma se indica el tiempo de incubacioén en segundos (columnas 1y 2) y minutos (columnas 3-9) luego
de agregar DivK.
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HK (LOVHK) + REC (NtrX) PAS-HK (NtrY) + REC (NtrX)
Tiempo 20" 22 & 10° 30° 20" 20 5 10° 30
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Figura 34. LOVHK no fosfotransfiere a un RR no relacionado: NtrX. El dominio HK de LOVHK (26 kDa) o PAS-HK
(NtrY) (42 kDa) a una concentracién de 2,5 uM y 10 pM respectivamente, fueron incubados por separado en buffer de
autofosforilacion conteniendo [y-2P] ATP. Al cabo de 15 min a 37°C, se agregé el dominio REC de NtrX a una relacién
molar final HK:NtrX de 1:3. A los tiempos indicados se tomaron alicuotas, y fueron analizadas por SDS-PAGE 15%. Se
muestra un autorradiograma representativo de tres repeticiones. Arriba del autoradiograma se indica el tiempo de
incubacién en segundos (columnas 1 y 6) y minutos (columnas 2-5 y 7-10) luego de agregar el dominio REC de NirX.
Debajo se muestra una representacion esquematica de la interpretacion del autorradiograma.

HK (LOVHK) + PhyR PAS-HK (NtrY) + PhyR
Tiempo 20”7 22 &5 10 300 20”7 2 5 100 30’

PAS-HK (NtrY) FRRAp—————

PhyR L
HK (LOVHK) | #5 s s

Figura 35. PhyR no es fosforilada por una HK no relacionada: NtrY. El dominio HK de LOVHK purificado (26 kDa) o
PAS-HK (NtrY) (42 kDa) [104] fueron incubados por separado en buffer de autofosforilacién conteniendo [y-*P] ATP. Al
cabo de 15 min a 37°C, se agregé PhyR (30 kDa) purificada a cada una de las mezclas de reaccion, siendo la
concentracion final de cada proteina 2,5 uM. A los tiempos indicados se tomaron alicuotas, y fueron analizadas por SDS-
PAGE 15%. Se muestra un autorradiograma representativo. Arriba del autoradiograma se indica el tiempo de incubacion en
segundos (columnas 1y 6) y minutos (columnas 2-5 y 7-10) luego de agregar PhyR. Debajo se muestra una representacién
esquematica de la interpretacion del autorradiograma.
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HK (LOVHK) + LovR PAS-HK (NtrY) + LovR
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Figura 36. LovR no es fosforilada por una HK no relacionada: NtrY. El dominio HK de LOVHK purificado (26 kDa) o
PAS-HK (NtrY) (42 kDa) [104] fueron incubados por separado en buffer de autofosforilacion conteniendo [y-*P] ATP. Al
cabo de 15 min a 37°C, se agreg6é LovR (14 kDa) purificada a cada una de las mezclas de reaccién, siendo la
concentracion final de HK y LovR de 2,5 uM, y de PAS-HK (NtrY) 10 uM. A los tiempos indicados se tomaron alicuotas, y
fueron analizadas por SDS-PAGE 15%. Se muestra un autorradiograma representativo. Arriba del autoradiograma se
indica el tiempo de incubacion en segundos (columnas 1y 6) y minutos (columnas 2-5 y 7-10) luego de agregar LovR.
Debajo se muestra una representacion esquematica de la interpretacién del autorradiograma.

LovR

Todos estos resultados indican que la interaccién de LOVHK/LovR y LOVHK/PhyR es especifica.
LovR podria estar funcionando como un sink de fosfato, disminuyendo el grado de fosforilacién de
LOVHK in vitro, mientras que LOVHK tiene la capacidad de fosforilar al regulador central del
sistema GSR en Brucella abortus. En el esquema de la Figura 37 se resumen los resultados

obtenidos hasta el momento.

Luz azul

Figura 37. Esquema representativo de la interaccion entre
LOVHK y sus dos RRs. Cuando LOVHK es iluminada con luz
blanca o luz azul, la misma se autofosforila en un residuo
histidina conservado y luego tiene la capacidad de transferir el
fosfato a dos RRs: LovR y PhyR. LovR se fosforila y defosforila
® rapidamente, disminuyendo el grado de fosforilacién de LOVHK.
Por el contrario, la marca de PhyR permanece estable en el

tiempo, lo que sugiere que podria estar transfiriendo la sefal
hacia otros componentes celulares.
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Ensayo de determinacidn de actividad fosfatasa

Las HKs, ademas de la capacidad de autofosforilacion y fosfotransferencia, pueden tener actividad
fosfatasa sobre el RR al cual fosforilan [67]. Debido a que LovR se defosforila muy rapidamente,
realizamos el andlisis de la actividad fosfatasa sobre PhyR. Con el objetivo de determinar si
LOVHK tiene actividad fosfatasa sobre PhyR es necesario disponer de PhyR~P libre de la
presencia de LOVHK para que pueda ser utilizado como sustrato de la reaccion fosfatasa. Para

ello fue necesario disefiar un nuevo sistema de purificacién del dominio HK de LOVHK.
Nuevo sistema de purificacion de proteinas recombinantes libre de etiquetas

El domino CPD (Cysteine Protease Domain) de la toxina MARTX de Vibrio cholerae es una
proteasa con actividad autocatalitica, la cual corta exclusivamente después de un residuo leucina
ubicado hacia el extremo N-terminal de la misma proteina. La actividad proteasa es inducible por
el agregado de inositol-6-fosfato (Ins6P) que esta presente en células eucariotas y ausente en
bacterias. Esta caracteristica ha sido empleada para disefar un sistema de expresién y
purificacion de proteinas en bacterias que permite una rapida y eficiente separacién de la proteina
de interés de la etiqueta utilizada en la purificacion de la proteina recombinante [103]. Se utilizan
dos etiquetas proteicas (o tags): el dominio CPD seguido de un Hisg-tag. Al clonar una proteina de
interés en el extremo N-terminal del CDP-Hisg-tag, el sitio de corte de la proteasa queda en la
region entre ambas proteinas. La proteina de fusion generada es purificada del lisado bacteriano
por medio de una cromatografia de afinidad por Ni** (sin eluir), permaneciendo la proteina de
fusién inmovilizada en la columna (Figura 38B). Subsecuentemente, se adiciona Ins6P, lo cual
induce la actividad proteasa del dominio CPD, liberando de este modo a la proteina de interés al
sobrenadante o buffer de elucion [103]. En colaboracion con la Dra. Jimena Rinaldi de nuestro
laboratorio costruimos un derivado del vector pET24a conteniendo el dominio HK-CDP-Hisg-tag
(Figura 38).
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Figura 38. Purificacion de HK a partir de HK-CPD-Hisg-tag. A. Esquema de la construccion de la proteina de fusion en el
plasmido pET24a-HK-CPD-Hise-tag. B. Esquema de purificacion empleado (adaptado de Shen et.al, 2009) [103].

El dominio HK de LOVHK y PhyR tienen tamanos similares: 26 kDa y 30 kDa respectivamente, por
lo que resulta dificil resolverlos en un SDS-PAGE. Para poder distinguir las bandas de fosforilacién
con mayor facilidad, se decidié clonar, expresar y purificar el dominio REC de PhyR (REC-PhyR)
en lugar de la proteina entera, siendo su PM de aproximadamente 15 kDa. Para confirmar las
actividades de autofosforilacion y fosfotransferencia de la nueva HK y REC-PhyR se realiz6 un
ensayo de autofosforilacién bajo las mismas condiciones que en los experimentos anteriormente
descriptos (Figura 39). Se puede observar que la nueva HK libre de etiquetas puede
autofosforilarse y fosfotransferir al dominio REC-PhyR indicando que el sistema es funcional. En el
autorradiograma se puede observar una banda superior a HK, correspondiente a una

contaminacién con HK-CPD-Hisg-tag.
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Autofosforilacion Fosfotransferencia
HK HK + REC-PhyR
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Figura 39. Ensayo de autofosforilacion y fosfotransferencia de HK recombinanate libre de etiquetas. El dominio HK
de LOVHK (26 kDa) purificado a partir de la construccion HK-CPD-Hise-tag (50 kDa) a una concentracion 2,5 uM fue incuba
en buffer de autofosforilacion conteniendo [y-*P] ATP a 37°C. Se tomaron alicuotas a los tiempos indicados, y a los 60
minutos se agreg6 el dominio REC-PhyR (15 kDa) a la mezcla de reaccién una concetracién final de 2,5 pM. A los tiempos
indicados se tomaron alicuotas, y posteriormente fueron analizadas por SDS-PAGE 15%. Se muestra un autorradiograma
representativo. Los numeros arriba del autorradiograma indican el tiempo en minutos. Debajo se muestra una
representacion esquematica de la interpretacion del autorradiograma.

Ensayo de actividad fosfatasa sobre PhyR

El ensayo consiste en determinar si el dominio HK de LOVHK posee actividad fosfatasa sobre
PhyR, para lo cual es necesario obtener REC-PhyR~P como sustrato de la reaccion. Para ello,
incialmente se autofosforilé el dominio HK libre de etiquetas por 60 min con [y-32P] ATP y luego de
se agregd REC-PhyR dando lugar a la reaccién de fosfotransferencia. Al cabo de 20 min se
procedié a separar REC-PhyR~P respecto de HK utilizando la resina de Ni?*: REC-PhyR~P por
medio del Hisg-tag queda retenida a la resina, mientras que HK libre de etiquetas se elimina con
los lavados. Luego se eluyd REC-PhyR~P con imidazol. Esta ultima fraccion fue utilizada como

sustrato en el ensayo de actividad fosfatasa.

La actividad fosfatasa de un dominio HK in vitro requiere de Mg®*, y puede ser acelerada por la
adicién de ATP, ADP o un anélogo no hidrolizable de ATP en el medio de reaccion. La unién del
complejo nucleétido-Mg al dominio catalitico de HK contribuye con los cambios estructurales
necesarios para inducir el estado conformacional de fosfatasa que es diferente del estado con
actividad quinasa [67]. En base a esto, para el ensayo de actividad fosfatasa, REC-PhyR~P fue
incubada con y sin HK libre de etiquetas, en presencia de ATP no marcado. En presencia de HK la
marca sobre REC-PhyR~P no se modific6 de manera apreciable al cabo de 1 h de incubacion y no
difiere de la marca presente en REC-PhyR~P cuando es incubado solo (Figura 40).
Posteriormente, se evalu6 si el ADP o ATP influyen en esta reaccion, sin embargo no se observo
ninguna diferencia entre los distintos tratamientos, con o sin HK (Figura 41). Estos resultados

sugieren que LOVHK no tiene actividad fosfatasa sobre PhyR.
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REC-PhyR~P HK + REC-PhyR~P
Tiempo 30” 5 10’ 30° 60° 30” 5 10° 30° 60’
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Figura 40. LOVHK no presenta actividad fosfatasa sobre PhyR. REC-PhyR~P (15 kDa) fue incubada a 37°C en buffer
Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, MgCl, 5 mM, ATP 100 uM no marcado, en presencia y ausencia de HK libre de
etiquetas (26 kDa), a una concentracion final de 2,5 uM de cada proteina. A los tiempos indicados se tomaron alicuotas, y
fueron analizadas por SDS-PAGE 15%. Se muestra un autorradiograma representativo. Los numeros arriba del
autorradiograma indican el tiempo en segundos (columnas 1 y 6) o en minutos (columnas 2-5 y 7-10) respectivamente.
Debajo se muestra una representacion esquematica de la interpretacién del autorradiograma.
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Figura 41. LOVHK no presenta actividad fosfatasa sobre PhyR. REC-PhyR~P (15 kDa) fue incubada a 37°C en buffer
Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, MgCl. 5 mM, en presencia y ausencia de HK libre de etiquetas (26 kDa), o agregando
ADP 100 uM, o ATP 100 uM. La concentracion final de cada proteina fue de 2,5 uM. A los 10 min se tomé una alicuota de
cada reaccion, y las mismas fueron analizadas por SDS-PAGE 15%. Se muestra un autorradiograma representativo.
Debajo se muestra una representacion esquematica de la interpretacion del autorradiograma.
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Capitulo 2: LOVHK modula el sistema de Respuesta General a

Estrés y altera la expresion del operoén virB

El sistema GSR es activo en Brucella abortus 2308

En el capitulo anterior, se demostré que LOVHK tiene la capacidad de interactuar de forma
especifica con el RR, PhyR. PhyR es el principal componente del sistema GSR en a-
proteobacterias, el cual durante los Ultimos 8 afos ha sido descripto en varios microorganismos
pertenecientes a este grupo [71-75,78,79,81-84]. Al momento de comenzar el presente trabajo de
tesis, el sistema GSR ain no habia sido estudiado en Brucella. Por ende, con el objetivo de
corroborar si LOVHK podia activar al sistema GSR en Brucella, se decidi6 analizar si este sistema

es activo en dicho microorganismo.

Los genes correspondientes a los componentes principales del sistema GSR presentan una
organizacién genémica caracteristica. En particular la organizacion y secuencia de los distintos
genes esta conservada en las diversas especies de Brucella (Figura 42A), los cuales se localizan
en el cromosoma |. Los genes que codifican para phyR (BAB1_1671) y rpoE (BAB1_1672) se
encuentran codificados en sentido divergente. El gen correspondiente a nepR no esta anotado en
los genomas de Brucella: se localiza rio arriba de rpoE1, y la secuencia de ambos genes se
superpone en 29 pb. Tanto rio abajo de phyR como rio abajo de rpoE1 se encuentran codificados
dos putativas HK pertenecientes a la familia HWE (BAB1_1669 y BAB1_1673 respectivamente). El
gen BAB1_1670 codifica para una proteina hipotética. Con el objetivo de verificar si dichos genes
se expresan como un operon, se extrajo ARN total de un cultivo de Brucella abortus 2308 wt
crecido en medio rico, y se prepard6 ADNc a partir del mismo con y sin enzima Retrotranscriptasa
(RT), como se detall6 en Materiales y Métodos. Utilizando este ADNc como molde se realizd una
PCR con oligonucleétidos especificos que hibridan en genes adyacentes y, como control negativo,
se utilizé ADNc sin RT. La presencia de un producto de PCR correspondiente a una regién
intergénica sugiere que ambos genes se expresan juntos en un mismo ARNm. Las reacciones
realizadas con ADNc sin RT se emplean como control negativo y permite corroborar si la muestra
de ARN estaba contaminada con ADN gendmico. En la Figura 42A se indica el sitio en el cual de
hibridacién de cada par de oligonucledtidos y en la Figura 42B se muestra el resultado de la RT-
PCR. A partir de estos resultados se puede concluir que phyR, BAB1_1670 y BAB1_1669 se
expresan como un operdn, mientras que nepR, roE1 y BAB1_1673 se expresan como otro

operdn (Figura 42A).
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Figura 42. Organizacién genémica y expresion de los genes involucrados en el sistema GSR en Brucella spp. A.
Esquema de la regién gendmica del sistema GSR en Brucella, ubicado en el cromosoma I. Los nimeros corresponden a la
anotacion de los genes en el genoma de B. abortus 2308. Las flechas numeradas indican los oligonucleétidos empleados
para amplificar las regiones intergénicas y debajo se indica los ARNm propuestos para la expresion de los operones. B.
RT-PCR a partir de ADNc de Brucella wt preparado con RT y sin RT (control negativo). Los productos de PCR obtenidos
fueron visualizados en un gel de agarosa 1,3%. Se muestra un experimento representativo de tres repeticiones realizadas
con tres muestras bioldgicas independientes. Los ologonucleétidos corresponden a 1) 1669_1670_FW; 2) 1669_1670_Rev;
3) 1670_1671_FW; 4) 1670_1671_Rev; 5) NepR/1672_RT_FW; 6) NepR/1672_RT_Rev; 7) 1672_1673_FW; 8)
1672_1673_Rev (Apéndice 2).

El sistema GSR posee una autorregulacion positiva, es decir que cuando se enciende el sistema,
ademas de aumentar la transcripcion de genes en respuesta estrés, aumenta la transcripcién de
los mismos genes del sistema incluyendo phyR, nepR 'y rpoE1 [74,75,80-85,94]. Esto se debe a
que en la region promotora entre los genes phyR 'y rpoE1 se encuentran dos sitios de union para
RpoE1, cada uno dirigiendo la expresion de cada operén.En Brucella estos dos sitios se
encuentran superpuestos. En base a esto, monitoreamos la inducciéon o grado de activacion del
sistema por medio de la cuantificacion de los niveles de ARN de phyR o rpoE1 por qRT-PCR en

tiempo real.

Como se menciono previamente, al momento de comenzar la tesis este sistema no habia sido aun
descripto en Brucella, por lo que se decidié verificar si el sistema era activo en Brucella y a qué
factores de estrés respondia. En varias a-proteobacteria, el sistema GSR responde a diversos
factores de estrés incluyendo la exposicién a perdxido de hidrégeno, luz UV, alta osmolaridad,
ausencia de una fuente de carbono o a la desecacién [71,72,74,75,78,79,81]. En general la fase
estacionaria de un cultivo bacteriano es considerada un factor de estrés debido a la falta de
nutrientes, lo cual puede activar el sistema GSR en varias bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas [74,79,80,132]. De este modo, las bacterias logran adaptarse més eficientemente a
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otras condiciones ambientales cuando se encuentran en fase estacionaria en comparacion a
cuando se encuentran en fase exponencial. Como consecuencia, todos los experimentos que se
describen a continuacién fueron realizados con bacterias creciendo en fase exponencial para
evitar una posible induccién del sistema de estrés en fase estacionaria. Por otro lado, debido a que
en varios articulos se reporté que el sistema GSR respondia mejor a diversos factores de estrés
cuando la bacterias eran crecidas en medio minimo, los primeros ensayos de respuesta a estrés

fueron realizados en este medio.

Durante el trafico intracelular de Brucella, las bacterias estan expuestas a la falta de nutrientes
dentro de la BCV. La falta de una fuente de carbono ha sido documentado como un inductor del
sistema GSR en diversas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas [93,133] incluyendo a B.
japonicum perteneciente al grupo a-proteobacteria [74]. Por ende, se analiz6 si la falta de una
fuente de carbono podria inducir el sistema GSR en Brucella. Para ello, se cultivaron células de
Brucella wt en medio minimo MM hasta fase exponencial (tiempo 0 hs) y luego se transfirieron an
un medio carente de una fuente de carbono (medio minimo MM1 pH 7,0 [109]). Al cabo de 2 hs se
extrajo ARN total y se analizd la expresion de phyR y rpoE1 por qRT-PCR. En la Figura 43 se
puede observar que la expresion de ambos esta incrementada al cabo del periodo de incubacién
en comparacion con el tiempo 0 hs. Esto sugiere que la falta de una fuente de carbono activa al
sistema GSR en Brucella.

3 Figura 43. El sistema GSR responde a estrés por falta de
== phyR *i una fuente de carbono. Se cultivé B. abortus 2308 wt en
B rpoET - MM hasta fase exponencial. Se tomé una alicuota (0 hs), y

2+ se lavé y resuspendi6 el resto del cultivo en MM1 pH 7,0. Al
cabo de 2 hs se tomé una alicuota. Se cuantific6 la expresion
de phyR (verde) y rpoE1 (rosa) por qRT-PCR. Se empleé el
gen if-1 como referencia. Se presenta un experimento
representativo de dos repeticiones. Los datos se presentan
0 I como el log, de las veces de induccion a las 2 hs respecto de
las 0 hs + error estandar de duplicados de un mismo
experimento. Para comparar el efecto del tratamiento con la

T T condicion inicial se realizdé un T-test de Student a dos colas
MM (0 hs) MM1 pH 7,0 (2 hs) entre el tiempo 0 hs y 2 hs (**= p < 0,01).

relativo a MM 0 hs)
=N
1

Log, (veces de induccién

1
-

En trabajos previos se demostré que la exposicién simultanea de bacterias a mas de un factor de
estrés potencia la induccién del sistema GSR [92]. Con el objetivo de analizar si el mismo efecto
ocurre en Brucella se combind la falta de una fuente de carbono con distintas concentraciones de
NaCl en un experimento similar al anterior. Se cultivaron células de Brucella abortus wt en MM
hasta fase exponencial (tiempo 0 hs) y luego se transfirieron al medio MM1 pH 7,0 adicionado con
distintas concentraciones de NaCl por distintos periodos de tiempo. Se puede observar que tanto
el nivel de transcripcién de phyR como de rpoE1 es mayor cuando Brucella es expuesta a dos
factores de estrés de forma simultanea, respecto de uno solo. Ademas, los resultados obtenidos
sugieren que la induccién del sistema GSR en Brucella es dependiente del tiempo y de la
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concentracién de NaCl (Figura 44). Sin embargo, al incubar con NaCl 500 mM hay una baja
induccion de phyR, mientras que esto no ocurre con rpoET.

En base a todos estos resultados se concluye que el sistema GSR es activo en Brucella. En los
diversos ensayos de qRT-PCR realizados se observo que los niveles de rpoE7 son mucho mas
bajos que los de phyR en comparacién con el gen de referencia if-1: la expresién de rpoE1 varia
entre 100 y 200 veces menos que if-1, mientras que los niveles de expresién de phyR son
comparables con los de if-1. Por ende, en los ensayos posteriores se monitored la induccién del
sistema GSR por medio de los niveles de transcripcién de phyR.
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Figura 44. La induccion del sistema GSR por falta de nutrientes y NaCl es dependiente del tiempo y de la
concentracion. Se cultivd B. abortus 2308 wt en MM (gris) hasta fase exponencial. Se tomé una alicuota a tiempo 0 hs, y
el resto del cultivo se lavé con MM1 pH 7,0, se dividié en 4, y luego se resuspendi6 en MM1 pH 7,0 con distintas
concentraciones de NaCl: 0 mM (verde), 100 mM (rosa), 250 mM (celeste), 500 mM (violeta). Se tomaron alicuotas a
distintos tiempos, y se cuantificé por qRT-PCR la expresion de: A. phyR'y B. rpoE1. El empled el gen if-1 como referencia.
Los datos se presentan como las veces de induccion promedio de cada gen relativo a tiempo 0 hs en MM = error estandar
de duplicados correspondientes al mismo experimento.

Construccion de cepas mutantes y complementadas en Brucella

Con el objetivo de estudiar la conexién entre LOVHK y el sistema GSR se construyeron las cepas
mutantes de AlovR y AphyR en Brucella. Para ellose delecionaron los genes BAB1_0099 y
BAB1_1671 de B. abortus 2308, respectivamente. Los detalles se describen en la seccién
Materiales y Métodos. Posteriormente, con el objetivo de corroborar si los efectos observados se
deben a la ausencia de LOVHK, se complement6 la mutante lovhk::km. Para ello, se introdujo en
esta cepa el plasmido pMR10cat _lovhk, el cual expresa lovhk bajo el control de su propio
promotor, generando de este modo la cepa lovhk::km/pMR_Jlovhk. Este es un plasmido de bajo

numero de copias, replicativo en Brucella.
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Caracterizacion del crecimiento de las distintas cepas en medio liquido

Antes de realizar los siguientes ensayos, se decidio caracterizar el crecimiento de las cepas
mutantes lovhk::km, AlovR, AphyR y la complementada lovhk::km/pMR_Jlovhk en comparacion con
la cepa wt. Para ello se realizaron curvas de crecimiento en TSB monitoreado por la DOggonm. En la
Figura 45A se observa que las cepas wt, lovhk::km, AlovR y AphyR presentan una tasa de
crecimiento similar. También se monitored el crecimiento de estas cepas en medio minimo MM
pero se observo que el crecimiento de las tres cepas mutantes es més lento que el de la cepa wt y
es mas variable que las curvas en TSB (datos no mostrados). Por ende, de aqui en adelante los
ensayos fueron realizados con bacterias cultivadas en medio rico.

Por otro lado, la cepa complementada de LOVHK muestra un crecimiento mas lento en
comparacion con las cepas wt y la mutante lovhk::km en medio liquido TSB (Figura 45B). Es
probable que este efecto se deba a la expresién de lovhk a partir de un plasmido multicopia, lo
cual puede retrasar el crecimiento bacteriano o ser téxico, como ha sido previamente reportado
para otras HKs [134].
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Figura 45. Curvas de crecimiento en TSB de las distintas cepas de Brucella. A. Se cultivd B. abortus wt (negro), y las
mutantes lovhk::km (azul), AlovR (rojo) y AphyR (verde) en medio rico TSB con agitaciéon a 37°C, desde una DOgonm inicial
de 0,005. Se determin6 la DOggonm a distintos tiempos, y se graficé la DOgoonm promedio + desvio estandar de triplicados de
un mismo experimento en funcién del tiempo. B. Se cultivé B. abortus wt (negro), lovhk::km (azul) y lovhk::km/pMR_lovhk
(naranja) en TSB desde una DOggonm inicial de 0,05 y se determind la DOgoonm a distintos tiempos.

LOVHK modula el sistema GSR

Con el objetivo de analizar si LOVHK puede modular al sistema GSR en ausencia de estrés se
estim6 el grado de activacién basal de dicho sistema en las distintas cepas de B. abortus por
medio de la determinacién de los niveles de transcripcion basal de phyR. Las cepas wt, lovhk::km
y AlovR fueron cultivadas hasta fase exponencial y se cuantificé phyR por gqRT-PCR. Se observo
que la expresién de phyR se encuentra significativamente disminuida en la mutante lovhk::km en
comparacion con la cepa wt, mientras que la mutante AlovR no present6 diferencias (Figura 46A).
Para corroborar si este efecto se debia a la ausencia de lovhk se cuantificé phyR en la cepa
complementa lovhk::km/pMR_Jovhk. En la Figura 46A se puede observar que los niveles de phyR
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en la cepa complementada son similares a la cepa wt y significativamente diferentes de la mutante
lovhk::km.

A su vez, se analizé por western blot el nivel de expresién de la proteina PhyR en las distintas
cepas en las mismas condiciones que en el ensayo anterior. Como control de carga se emple6 un
anticuerpo policlonal contra RibH1. Se observd que el nivel PhyR se encuentra disminuido en la
mutante de lovhk::km en comparacion con la cepa wt y presenta una disminucién del 40 al 60%.
Por otro lado, no se observaron diferencias en la mutante AlovR (Figura 46B). Al complementar la
mutante de lovhk::km los niveles de PhyR se restauraron a los de la cepa wt (Figura 46C). En
resumen, estos resultados sugieren que LOVHK es requerida para mantener los niveles de
expresién basal de PhyR en medio rico.
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Figura 46. La expresion de PhyR se encuentra disminuida en la mutante de lovhk::km. A. Se cultivé B. abortus 2308
wt y las mutantes isogénicas lovhk::km, AlovR y lovhk::km/pMR_Jlovhk en TSB hasta fase exponencial, y se cuantificé la
expresion de phyR por qRT-PCR. Se emplead gen if-1 referencia. Los datos corresponden al promedio de tres
experimentos independientes, y son reportados como el log. de las veces de inducciéon promedio de phyR en cada cepa
relativo a la cepa wt + error estandar. Los valores p entre cada cepa y la wt fueron determinados por medio de un ANOVA
de un factor, seguido de un test de Tukey de comparaciones multiples (*= p<0,05). B. Se analiz6 la expresion de PhyR a
nivel de proteina por western blot, en cultivos crecidos en TSB hasta fase exponencial correspondientes a B. abortus 2308
wt, y las mutantes lovhk::km y AlovR empleando un anticuerpo policlonal anti-PhyR hecho en ratén. Se muestra un
experimento representativo de tres repeticiones. C. Se analizé la expresion de PhyR por western blot, en cultivos crecidos
en TSB hasta fase exponencial correspondientes a B. abortus 2308 wt, lovhk::km'y lovhk::km/oMR_lovhk. Se muestra un
experimento representativo de tres repeticiones. RibH1 fue empleado como control de carga. PhyR: 30 kDa; RibH1: 16,8
kDa.

En el cuarto afo del desarrollo del presente trabajo de tesis, Kim et al., 2013 caracterizaron el
sistema GSR en Brucella abortus, como ya se ha detallado en la introduccion. En dicho trabajo
identificaron una serie de genes que son regulados por el sistema GSR en B. abortus incluyendo
rpoH1 (factor sigma-32 RpoH1 de la ARN polimerasa), dps (DNA starvation/stationary phase
protection protein Dps) y lovR. Por ende, se decidié investigar si la expresion de estos genes esta
modificada en las distintas mutantes. Para ello, se cultivaron B. abortus 2308 wt, lovhk::km, AlovR,

AphyR y lovhk::km/pMR_Jlovhk en medio rico hasta fase exponencial. Se extrajo el ARN total de
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todas ellas y se analizd la expresiéon de rpoH1, dps y lovR por gRT-PCR.La expresién de los tres
genes se encuentra significativamente disminuida tanto en la mutante lovhk::km como en la
mutante AphyR en comparacién con la cepa wt, mientras que se dicha disminucion se restaura en
la cepa complementada lovhk::km/pMR_lovhk (Figura 47). Por el contrario, la expresion de lovhk,
rooH1 y dps no esta modificada en la mutante AlovR. De igual manera, la delecion de phyR no
altera la expresion basal de lovhk en comparacién con la cepa wt (Figura 47). Estos resultados
sugieren que LOVHK contribuye a regular la transcripcién basal de genes regulados por el sistema
GSR en B. abortus in vivo.
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Figura 47. LOVHK contribuye al grado de activacion basal del sistema GSR. B. abortus 2308 wt y las cepas isogénicas
lovhk::km, AlovR, AphyR 'y lovhk::km/pMR_lovhk fueron cultivados en TSB hasta fase exponencial, y la expresion de los
genes lovhk, lovR, dps y rpoH1 fue cuantificada por qRT-PCR. El gen if-1 fue usado como referencia. Los datos
corresponden al promedio de tres experimentos independientes, y son reportados como el log. de las veces de induccién
promedio de cada gen en cada cepa relativos a la cepa wt + error estandar. Los valores p entre cada cepa y la wt fueron
determinados por medio de un ANOVA de un factor, seguido de un test de Tukey de comparaciones multiples de (**=
p<0,01; ***= p<0,001).
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El sistema GSR no se induce por luz

Debido a que LOVHK es un sensor de luz azul y a que puede fosforilar a PhyR de forma
especifica, se decidié analizar si la luz como factor de estrés puede inducir el sistema GSR a
través de LOVHK. Para ello, se realizaron varios ensayos utilizando Brucella wt y/o lovhk::km
cultivadas en medio rico TSB o medio minimo MM, con distintos tiempos de exposicién a luz
blanca y/o azul y en presencia de factores de estrés como la ausencia de una fuente de carbono o
la presencia de alta concentracione de NaCl. En varios de estos experimentos se midi6é por qRT-
PCR la expresién de phyR, rpoE1, lovR, rpoH1y dps. Sin embargo, luego de varios intentos no se
observaron diferencias en los niveles de activacion del sistema GSR por luz. En las Figuras 48 y
49 se muestran dos experimentos representativos.

Lz Figura 48. El sistema GSR no se induce por luz. Se cultivd

[1Oscuridad| B- abortus wt y lovhk::km en MM, en oscuridal. Cuando los

cultivos alcanzaron una DOeoonm = 0,5-0,6, se dividié cada

0 = == cultivo en dos muestras que fueron mantenidas en oscuridad

0 expuestas a la luz por 2,5 hs con agitacién a 37°C. Se
cuantificé la expresién de phyR por qRT-PCR, utilizando el
A gen if-1 como referencia. Se reporta el log, de las veces de
induccion promedio de phyR relativo a la cepa wt en

Log, (veces de induccién de
phyR relativo a wt oscuridad)
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Figura 49. El sistema GSR no se induce por luz, incluso en combinacion con otros factores de estrés. Se cultivd B.
abortus wt en MM en oscuridad. Cuando el cultivo alcanzé una DOsponm = 0,6, se lo dividid en 4 partes y se lavd y
resuspendié cada uno en: MM, MM1 pH 7,0, MM1 pH 7,0 + NaCl 100 mM, o MM1 pH 7,0 + NaCl 250 mM, manteniendo la
condicién de oscuridad. Luego se dividié cada cultivo en dos: uno fue mantenido en oscuridad y el otro fue expuesto a la
luz, con agitacion a 37°C por 1,5 hs. Se cuantifico la expresion de A. phyR 'y B. rpoE1 por qRT-PCR, utilizando el gen if-1
como referencia. Se reporta el log. de las veces de induccién promedio de phyR o rpoET1 relativo a la cepa wt en oscuridad.
Las barras corresponden al promedio + error estandar de duplicados de un mismo experimento. Luz (celeste), oscuridad
(gris).
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Por otro lado, se evalué la expresién de PhyR a nivel de proteina en la cepa wt y en las mutantes
de lovhk::km 'y AlovR, en cultivos en medio rico incubados en condiciones de luz y oscuridad en
hasta fase exponencial. En la Figura 50 se puede observar que para una misma cepa los niveles
de PhyR no varian entre condiciones de luz y oscuridad. Como control, se muestra la mutante
AphyR que no expresa PhyR.

Figura 50. La expresion de PhyR no

varia entre condiciones de luz y

Luz Oscuridad oscuridad. Se analiz6 por western blot
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Se emple6 la proteina RibH1 (16,8
kDa) como control de carga.

LOVHK contribuye a la activacion del sistema GSR

En B. abortus wt sistema GSR se induce cuando las bacterias son incubadas en ausencia de una
fuente de carbono por 2 hs (Figura 43). A continuacién, se propuso analizar si el sistema GSR
también se activa en las mutantes ante el estrés de falta de una fuente de carbono. Para ello,
Brucella wt y las mutantes lovhk::km'y AlovR fueron cultivadas en TSB hasta fase exponencial. Se
tomé una alicuota (tiempo 0 h) y se transfirié los cultivos al medio MM1 pH 7,0. Se tomaron
alicuotas a las 0,5 hs, 1 h y 2 hs y se determiné el nivel de expresién de phyR. Cada valor fue
relativizado a los niveles correspondientes a la cepa wt a tiempo 0 h. La incubacién en MM1 pH
7,0 no afecta la viabilidad bacteriana durante las 2 hs de duracion del experimento e inclusive
luego de 24 hs de incubacién en dicho medio no se observaron cambios en la supervivencia de
Brucella (Figura 51). La condicién de falta de una fuente de carbono fue capaz de estimular la
expresion de phyR en las tres cepas evaluadas y, a las 2 hs, el nivel de expresion de phyR fue
similar en las tres cepas. En el caso de la mutante AlovR, el perfil de induccién no difiere
significativamente de la cepa wt excepto a las 0,5 hs en el cual se observa una leve disminucion
de la expresidon de phyR. Por el contrario, el perfil de induccién en la mutante lovhk::km es
diferente que el de la cepa wt. A tiempo 0 hs, la expresién de phyR es significativamente menor en
la mutante lovhk::km respecto de la cepa wt. Al cabo de 1 h de incubacién, la cepa wt alcanza un
maximo de induccion, mientras que la induccién en la mutante lovhk::km permanece por debajo de
la wt pero a las 2 hs los niveles de induccién se equiparan. (Figura 52). En conclusion, la ausencia
de LOVHK no impide que el sistema GSR responda ante la falta de una fuente de carbono pero
LOVHK es necesaria para llegar al maximo grado de activacién en un periodo mas corto de tiempo

bajo estas condiciones de estrés.
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10 Figura 51. Supervivencia de Brucella en miedio
minimo MM1 pH 7,0. Se cultivd B. abortus 2308 wt
(negro) y las mutantes lovhk::km (azul) y AlovR (rojo) en

e 1 TSB hasta fase exponencial. Se tom6 una alicuota (0
1 = hs), y luego el resto del cultivo se lavé y resuspendié en
MM1 pH 7,0, e incubd con agitacion a 37°C. Se tomaron
alicuotas a 1 h, 2 hs, 10 hs y 24 hs. Para determinar la
viabilidad celular, se plaquearon diluciones seriadas en
0,1 placas TSA agar, y luego se determiné las u.f.c. Se
calculé la fraccion de supervivencia (S/S,) para cada

SISO

—a— it
—a fouhle: ke cepa como las u.f.c a un determinado tiempo en medio
—+— AlovR minimo MM1 pH 7,0 respecto de las u.f.c. a las 0 hs.
0,01+ r r r | Los datos son presentados en escala semi-logaritmica,
0 5 10 15 20 como la supervivencia promedio (S/Sp) + desviacién
Tiempo (horas) estandar de dos muestras biolégicas correspondientes a

un experimento.

Figura 52. Induccién del sistema GSR por estrés por
4 ausencia de una fuente de carbono. Se cultivé B.
abortus 2308 wt (negro) y las mutantes lovhk::km (gris
oscuro) y AlovR (gris claro) en TSB hasta fase
exponencial. Se tom6 una alicuota (Ohs), y luego el

&I resto del cultivo se lavé y resuspendié en medio minimo
01— MM1 pH 7,0, y se incub6 con agitacion a 37°C. Se
7 tomaron alicuotas a las 0,5 hs, 1 h'y 2 hs. Se cuantificé

la expresion de phyR por qRT-PCR, utilizando el gen if-

-2 1 como referencia. Los datos corresponden al promedio

f— de tres experimentos independientes, y son reportados
[ lovhk::km como el log, de las veces de induccion promedio de

-4+ . o
1 AlvR phyR relativo a la cepa wt 0 hs en medio rico * error

Log, (veces de induccion de
phyR relativo a wt 0 hs)

T T estandar. Los valores p entre cada cepa y la wt (a cada
0 0,5 1 2 . ) .

Ti h tiempo) fueron determinados por medio de un ANOVA
’ 2 lsmpa{Hicras) , de un factor, seguido de un test de Tukey de

Medio Rico MM1 pH 7,0 comparaciones multiples (*= p<0,05; **= p<0,01).

Estabilidad de PhyR

Kim et al., 2013 reportaron que los niveles de la proteina PhyR in vivo se encuentran disminuidos
en fase exponencial y ausencia de estrés, por la accién de la proteasa ClpXP. Sin embargo, en
presencia de estrés por peroxido de hidrégeno los niveles de PhyR se estabilizan, posiblemente
por fosforilacion de PhyR y/o inactivacion de ClpXP. Como consecuencia, se decidié analizar si la
ausencia de LOVHK y LovR pueden alterar la estabilidad de PhyR in vivo. Para ello, se cultivd B.
abortus wt y las mutantes lovhk::kmy AlovR en medio rico TSB hasta fase exponencial y se tomo
una alicuota (tiempo 0 h). Luego, se agregé cloranfenicol para inhibir la sintesis proteica y se
tomaron alicuotas a las 3 hs y 5 hs. Tanto en el caso de la cepa wt como la mutante lovhk::km, los
niveles de PhyR disminuyen a lo largo del tiempo con un perfil similar. Por el contrario, en la
mutante AlovR los niveles de PhyR no varian significativamente a lo largo de las 5 hs de
incubacion con cloranfenicol (Figura 53). Si bien el efecto es modesto, este resultado sugiere que
en ausencia de LovR, PhyR se encuentra mas estabilizada aunque son necesarios mas

experimentos para confirmar la tendencia observada.
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A wt Jovhk::km AlovR
Tiempo (h) o 3 5 0 3 5 0 3 5

Figura 53. Ensayo de estabilidad de PhyR. Se

cultivé B. abortus 2308 wt (negro) y las mutantes

PhyR s c o s e e i . s lovhk::km (gris oscuro) and AlovR (gris claro) en TSB

. - hasta fase exponencial. Se tomé una alicuota (Ohs),

B luego se agregd cloranfenicol al resto del cultivo
para inhibir la sintesis proteica, y se incubé con

J = s agitacion a 37°C. Se tomaron alicuotas alas 3 hsy 5
k | ] l T hs. El experimento se repiti6 tres veces, y se
determiné la cantidad PhyR por western blot. A. Se

muestra un experimento representativo. B. Se
cuantificé el nivel de PhyR de tres experimentos
independientes. Las barras indican el promedio de la
intensidad relativa a tiempo 0 hs * desvio estandar
para cada cepa. Se realizd6 un analisis estadistico
comparando la intensidad a un tiempo determinado
con respecto al tiempo 0 hs dentro de cada cepa,
por medio de un ANOVA de un factor, seguido de un
0h 3h 5h 0h 3h 5h 0h 3h 5h T-test para muestras pareadas (*= p<0,05). PhyR:

wt lovhk::km AlovR 30 kDa.

0,5+

Intensidad relativa a 0 hs

PhyR y LovR no afectan la capacidad de infeccion en macréfagos murinos

Con el objetivo de evaluar la capacidad de infeccion de las mutantes AlovR y AphyR se realizaron
ensayos de infeccién en macréfagos empleando la linea celular murina J774A.1. Para ello, se
infectaron monocapas de macréfagos con bacterias crecidas en medio TSB hasta fase
exponencial con una multiplicidad de infeccién de 100:1 (bacterias:macréfagos), y se determiné la
cantidad de u.f.c. a distintos tiempos post infeccién (p.i.). En ambos casos se observa que que la
cantidad de u.f.c. intracelulares no difiere entre las cepas mutantes y la wt, disminuyendo
bruscamente durante las primeras horas de la infeccion y luego se recuperan cuando comienza la
replicacion intracelular. La infectividad de las cepas AlovR 'y AphyR no difiere de la cepa wt (Figura
54).

A 9 B 9
8- 8+
=F 8 =
E® E
3 6 &
32 =h
o 5- o
S S
4 —e— Wt 4 —e— Wt
—=— AlovR —s— AphyR
3 T T T T 3 T T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 54. La capacidad de infeccion de macréfagos murinos no se ve afectada en las cepas AlovR y AphyR
respecto de la cepa wt. Se infecté una monocapa de 10° células de macréfagos murinos J774A.1 con 107 bacterias de las
cepas wt, AlovR y AphyR. Se determiné la cantidad de u.f.c/ml a distintos tiempos p.i. mediante diluciones seriadas en
placas TSA agar. Los datos son reportados como el promedio del Log (u.f.c./ml) + desviacién estandar de duplicados en
funcién del tiempo p.i. Se muestra un experimento representativo para cada caso. A. Infeccién de las cepas AlovR y wt. B.
Infeccién de las cepas AphyR'y wt.
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La delecion de lovhk afecta la expresion de operon virB

Swartz et al., 2007, demostraron que la mutante lovhk::km es menos infectiva que la cepa wt en
infecciones realizadas en la linea celular de macréfagos murinos J774A.1. Sin embargo, en B.
abortus ninguna de las dos mutantes AlovR y AphyR posee diferencias de infeccién en
comparacion con la cepa wt en infecciones en macrofagos. Kim et al, 2013, reportaron un
resultado similar para las mutantes AphyR y ArpoE1 en B. abortus, en las cuales no observaron
diferencias respecto de la cepa wt en infecciones realizadas en cultivos primarios de macréfagos
murinos y en la colonizacion inicial de bazo de ratones BALB/c. Sin embargo, demostraron que el
sistema GSR es importante para el mantenimiento de una infeccion cronica en ratones (més de un
mes p.i.). A su vez, se ha observado que la mutante ArpoE1 en B. melitensis 16M tiene un fenotipo
atenuado en infecciones realizadas en ratones BALB/c a 4 semanas p.i. [135]. De este modo, el
sistema GSR en Brucella es importante para la persistencia de la infeccién en ratones a tiempos
largos y no a tiempos cortos p.i., mientras que LOVHK juega un rol importante en los primeros
estadios de la infeccién. Esto sugiere que, ademas del sistema GSR, LOVHK podria estar
sefalizando hacia otros componentes celulares que justifiquen las diferencias de infeccién a
tiempos cortos de la mutante lovhk::km.

El factor de virulencia mas caracterizado de Brucella es el operdon virB que codifica para un
Sistema de Secrecion de Tipo IV (SST4) [28-31]. La interrupcién del operén virB da lugar a una
completa pérdida de la capacidad de infeccidn tanto en lineas celulares como en ratones [37]. Por
tanto, la expresién del operén virB es crucial para la infeccién, la supervivencia y el

establecimiento del nicho replicativo en las células que Brucella infecta.

El Dr. Gary A. Splitter de la Universidad de Wisconsin-Estados Unidos encontré en ensayos de
microarreglos que la expresién del operdn virB se encontraba alterada en una cepa mutante de
lovhk en B. melitensis 16M (comunicacion personal). Con el propdésito de analizar el efecto de
LOVHK en la expresion del operén virB en B. abortus se realiz6 una fusién transcripcional del
promotor del operdn virB al gen reportero lacZ en un plasmido replicativo en Brucella. Esta
construccion fue incorporada en las cepas B. abortus 2308 wt y en las mutantes lovhk::km, AlovR'y
AphyR. Como control, se transformé a la cepa wt con el mismo plasmido vacio, es decir, sin el
promotor del operén virB. Debido a que en condiciones normales de crecimiento en medio rico la
transcripcion del operdn virB se activa o incrementa al comienzo de la fase estacionaria [37], se
cultivaron las cepas mencionadas en TSB y se tomaron muestras a lo largo de la curva de
crecimiento (Figura 55A) para determinar el crecimiento bacteriano y la actividad 3-galactosidasa.
Con el fin de corroborar si la induccién de la actividad -galactosidasa es especifica del promotor
virB se utiliz6 la cepa wt transformada con el vector pBBR-/acZ vacio (wt + v.v.) como control

negativo.

En la Figura 55B se puede ver que el promotor virB se induce en todas las cepas al entrar en fase
estacionaria. Sin embargo, en la mutante lovhk::km se observd una disminucién significativa a lo
largo de toda la curva de crecimiento respecto de la cepa wt alcanzando, aproximadamente, un

50% respecto de la wt en la fase pre-estacionaria y estacionaria. Por el contrario, en las mutantes
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AlovR y AphyR la actividad del promotor virB es similar a la wt. Para comprobar si el efecto
observado en la mutante lovhk::km es debido a la ausencia de lovhk se evalud la actividad del
operon virB en la cepa complementada lovhk::km/pMR_lovhk bajo las mismas condiciones. Debido
a que la cepa complementada crece mas lento (Figura 55A) se evalué la actividad B-galactosidasa
en fase exponencial (DOgoonm = 1,2-1,5) y pre-estacionaria (DOggonm = 2,8-3) para cada cepa. En la
Figura 55C se observa que en la cepa complementada la induccion de virB se restaura a los
niveles de la wt. Estos resultados indican que la delecién de Jovhk disminuye la induccién del
promotor del operdn virB. De esta manera, LOVHK afecta la expresion del operén virB mediante
un mecanismo desconocido que aparenta ser independiente del sistema GSR.
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Figura 55. La induccion del operon virB se encuentra disminuida en la mutante lovhk::km. Se transformaron las
cepas B. abortus 2308 wt (negro), lovhk::km (azul), AlovR (rojo), AphyR (verde) y lovhk::km/pMR_lovhk (naranja) con el
plasmido replicativo pBBR-prom-virB-lacZ. Se emple6 la cepa wt transformada con el vector pBBR-/acZ vacio (wt + v.v.)
(gris) como control negativo de induccion. Cada cepa fue cultivada en TSB desde una DOgonm de 0,05 hasta fase
estacionaria. A. Curva de crecimiento en TSB de cada una de las cepas. Se indica la DOgoonm €n escala logaritmica en
funcién del tiempo. B. Se determiné la actividad B-galactosidasa de las cepas wt, lovhk::km, AlovR y AphyR a distintos
tiempos a lo largo de la curva de crecimiento. C. Se determind la actividad B-galactosidasa de las cepas wt, lovhk::km'y
lovhk::km/pMR_lovhk en fase exponencial (DOggonm = 1,2-1,5) y pre-estacionaria (DOgoonm = 2,8-3). En B y C se reporta la
actividad B-galactosidasa del promotor virB en Unidades Miller, como el promedio *+ desvio estandar de dos muestras
biolégicas correspondientes a un experimento representativo. Ambos ensayos fueron repetidos tres veces con resultados
similares. Los valores p entre cada cepa y la wt fueron determinados por un ANOVA de un factor para cada tiempo,
seguido de un test de Tukey de comparaciones mdltiples (**= p<0,01; ***= p<0,001).
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Capitulo 3: Resolucion de la estructura tridimensional de PhyR

En base a los resultados obtenidos hasta el momento, continuamos con la caracterizacién
estructural de los componentes de esta via de sefalizacién. La Dra. Jimena Rinaldi y el Dr.
Sebastian Klinke trabajan en la caracterizacién estructural de los distintos dominios de LOVHK
habiendo resuelto hasta el momento los dominos LOV y HK. Por otro lado, se decidi6 caracterizar
la estructura de PhyR y LovR, tanto en estado inactivo (no fosforilado), como activo (fosforilado).
En el caso de LovR, luego de varios intentos, no se logré obtener cristales. Por el contrario, si se
logr6 obtener cristales de PhyR en estado inactivo, por lo que se prosiguié a resolver la estructura
tridimensional de la misma por cristalografia de rayos X. El siguiente analisis fue realizado con la

colaboracién del Dr. Sebastian Klinke y la Dra. Jimena Rinaldi.

Prediccion bioinformatica de la cristalizabilidad de PhyR

Con el objetivo de determinar la estructura tridimensional de PhyR en su estado inactivo (no
fosforilado), se analiz6 inicialmente in silico la posibilidad de que esta proteina cristalice. Para ello,
se emple6 el servidor on-line de prediccion de cristalizabilidad  “Xtalpred”
(http://ffas.burnham.org/XtalPred-cgi/xtal.pl) [136], utilizando la secuencia aminoacidica de la

proteina. El estudio en cuestién arroj6 como resultado una chance intermedia de cristalizacion
“promedio” (Figura 56). Debido a este resultado promisorio se decidié seguir adelante con los
intentos de cristalizacion de PhyR. Para ello, se purific6 PhyR de Brucella abortus recombinante
por medio de dos pasos de purificacién: primero se purificé en columna de Ni?* His-Trap para
separarla del lisado celular y luego en un tamiz molecular en Sephadex S-75 para separar posibles
impurezas (Figuras 15 y 16). Esta construccién posee la secuencia completa de PhyR de Brucella
(264 aa) y un Hisg-tag en el extremo C-terminal. Por otro lado, se determiné el tamano y estado de
oligomerizacion de PhyR en estado inactivo por medio de un SLS (Static Light Scattering —
Dispersion Estatica de Luz), observandose que se encuentra como monémero en solucion, con un
PM experimental promedio de 29,3 + 0,2 kDa, el cual es similar al PM esperado de 29,9 kDa

determinado por el programa ExPASy-ProtParam [105] (Figura 57).
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N Figura 56. Resultado de la prediccion de cristalizabilidad de
‘3 PhyR por XtalPred. De las cinco categorias posibles (1 =
'5 === — optima, 2= suboptima, 3= promedio, 4= dificil, 5= muy dificil),
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s PhyR PM experimental = 29,3+ 0,2 kDa
PM esperado = 29,9 kDa
1000 Figura 57. Analisis por SLS de PhyR en estado inactivo. Se
alaniz6 el tamano y estado de oligomerizacion de PhyR por
5 7504 medio de Dispersion Estatica de Luz. Para ello se realiz6 una
< cromatografia en una columna Sephadex S-75 (GE) en buffer de
e 500 corrida (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 250 mM, DTT 0,5 mM). Se
muestra el indice de refraccién (IR) en funcién del tiempo, el PM
2505 esperado determinado por ExPASy-ProtParam [105], y el PM
5 experimental calculado en funcién del indice de refraccién.
20 2|5 3|0 3|5 4ID 45

Tiempo (min)

Obtencion de cristales iniciales y optimizacion

En primer lugar se realizé un cribado de 240 condiciones de cristalizacién comerciales empleando
un robot Honeybee 963 disponible en la Fundacién Instituto Leloir. Este robot permite dispensar
bajos volimenes de liquido en placas de cristalizacién de 96 pocillos por el método de difusion de
vapor en gota sentada. Aplicando este procedimiento, se obtuvo una gran cantidad de cristales
pequenos con una solucién compuesta por PEG 4000 25%, isopropanol 8% y acetato de sodio 0,1
M. Estos cristales tenian un tamafio menor a 10 um, con forma de bipiramide tetragonal, los cuales
aparecieron luego de 3 dias de incubacién a 19°C, empleando una concentracién de proteina de
28 mg/ml (Figura 58A).

Luego, se procedié a optimizar las condiciones de cristalizacién con variantes de la solucion
anterior, utilizando el método de difusién de vapor por gota colgante en placas de 24 pocillos
incubada a 19°C. Finalmente, se obtuvieron cristales en una solucién final conteniendo PEG 4000
22%, isopropanol 11% y acetato de sodio 0,1 M, con un tamario aproximado de 0,10 x 0,03 x 0,03
mm? (Figura 58B).

0.1 mm
I

Figura 58. Cristales de PhyR. A. Primeros cristales de PhyR obtenidos con el robot Honeybee 963. Se obtuvo una lluvia
de microcristales en una solucién conteniendo PEG 4000 25%, isopropanol 8%, y acetato de sodio 0,1 M. B. Cristal
optimizado con un tamafio aproximado de 0,10 x 0,03 x 0,03 mm?®, obtenido en una solucién conteniendo PEG 4000 22%,
isopropanol 11% y acetato de sodio 0,1 M. Aqui se puede apreciar la geometria bipiramidal de la muestra obtenida.
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Resolucion de la estructura de PhyR

El siguiente analisis fue llevado a cabo por el Dr. Sebastian Klinke, incluyendo la coleccién de
datos de difraccién de los cristales, como la resolucién de la estructura tridimensional de PhyR. Se
colectaron datos de difraccién de rayos X en la linea de cristalografia de macromoléculas
PROXIMA-1, en la estacion sincrotrén SOLEIL de Francia. La estructura fue luego resuelta
utilizando datos de difraccién de rayos X a 2,05 A de resolucion con los estadisticos presentados
en la Tabla 2 de Materiales y Métodos. Partiendo del modelo homologo previamente conocido de
PhyR de C. crescentus (cédigo PDB 3NOR, [77]) se aplico el método de reemplazo molecular para
la resolucién de la estructura de PhyR de B abortus. La Figura 59 muestra el alineamiento de

secuencias correspondiente.

!ﬂ
N

B.abortus 1 MTLSTRIAPHLPYLRRFSRALTGSQSSGDAYVAAALEALIADVGIFPEASSDRIGLYRLE 60
C.crescentus 1 MSLLARLAPHLPYIRRYARALTGDQATGDHYVRVALEALAAGELVLDANLSPRVALYRVFE 60

o2 o4
B.abortus 61 CNLYKNASIRMPETS-SEFAWETHAARNLAHIAPLPRQAFLLVAVEGFNDHEAAEILEVD 119

C.crescentus 61 HAIWLSSGAQLEVGHDQGLHAGDDAAQRLMRIAPRSRQAFLLTALEGEFTPTEAAQILDCD 120

o4

B.abortus 120 QAEFGRLLSTASGEISRQVATRLMIIEDEPLIAMDIEQMVESLGHEVVGIARTKDEALAL 179
C.crescentus 121 FGEVERLIGDAQAEIDAELATEVLIIEDEPVIAADIEALVRELGHDVTDIAATRGEALEA 180

B.abortus 180 YEKEKPRMVLADIQLADGSSGIDAVNEILHDNTIPVIFITAFPERLLTGERPEPTFLVTK 239
C.crescentus 181 VTRRTPGLVLADIQLADGSSGIDAVKDILGRMDVPVIFITAFPERLLTGERPEPTFLITK 240

B.abortus 240 PFNPDMVKALISQALFFEEASQVAA- 264
C.crescentus 241 PFQPETVKAAIGQALFFHPRRTAKAA 266

Figura 59. Alineamiento de secuencias entre PhyR de B. abortus y C. crescentus. El alineamiento entre ambas
proteinas se realizé con el programa Clustal-Omega2 (EMBL-EBI) [131]. Ambas proteinas poseen un 54% de identidad de
secuencia (143 de 264 residuos, marcados en celeste). El sitio conservado de fosforilacion se indica en amarillo: Asp 191
en Brucellay Asp 192 en C. crescentus. Por arriba del alineamiento se indican los elementos de estructura secundaria para
ambos dominios: en rosa los correspondientes al dominio efector simil-sigma N-terminal, y en verde los correspondientes al
dominio REC. También se indican las regiones 02 y 4 del dominio efector (azul) [77].

Se observa una sola molécula de PhyR por celda asimétrica y presenta muy pocas interacciones
con las moléculas vecinas, confirmando que la proteina cristaliza en forma de mondémero. El
modelo cristalografico de PhyR de B. abortus esta formado por 268 residuos (de un total de 270

que posee la proteina entera). Como ya se ha mencionado, PhyR posee un dominio efector simil-
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sigma en el extremo N-terminal y un dominio receptor en el extremo C-terminal. EI dominio N-
terminal estd formado por un arreglo compacto de seis hélices a que puede dividirse en dos
regiones: 02 y o4, caracteristicos de la los factores sigma alternativos de la transcripcion en
bacterias. Este dominio funciona como un dominio anti-anti-sigma, al unirse a la proteina anti-
sigma NepR. Por otra parte, el dominio REC C-terminal posee el plegamiento clasico de los
dominio REC, el cual consiste en una hoja B hidrofébica central de 5 hebras rodeada por 5 hélices

a (Figura 60). Este dominio contiene el residuo de &cido aspartico fosfoaceptor (Asp191).

region | ;
o2

region |
o4

T
Dominio efector Dominio receptor

Figura 60. Estructura cristalografica de PhyR de Brucella. El dominio efector N-terminal de PhyR esta formado por un
arreglo compacto de 6 hélices a, y puede dividirse en dos regiones: 02 (gris) y o4 (rosa). El dominio REC C-terminal
consiste en una hoja B hidrofébica central de 5 hebras rodeada por 5 hélices a (verde), y posee el residuo fosfoaceptor
Asp191, el cual se indica con una flecha en rojo. En la figura se indican los elementos de la estructura secundaria de cada
dominio.

Comparacion con PhyR de Caulobacter crescentus

El dominio N-terminal de C. crescentus esta formado por un arreglo 7 hélices a y un loop, flexible y
desordenado, entre las regiones 02 y g4 (Figura 61). El dominio C-terminal esta formado por una
hoja B hidrofébica central de 5 hebras rodeada por 5 hélices a. La estructura de PhyR de Brucella
se asemeja a la de PhyR de C. crescentus, presentando el mismo plegamiento global, con un
rmsd de 1,28 A para 223 carbonos alfa alineados. La estructura de PhyR de ambas bacterias es
muy similar (Figura 62), pero existen algunas zonas con marcada divergencia (Figura 63). En
Brucella no se logra ver el loop flexible entre las regiones 62 y 04 y sélo se pueden observar 6
hélices a. Esta diferencia se debe a la ausencia de densidad electrénica en la hélice a4
correspondiente a la region o4 del dominio simil-sigma de PhyR de Brucella y al loop que conecta
las regiones 02 y o4 (residuos Asn 66 a His 90) (Figuras 62B y 63C) En el caso de C. crescentus
hay ausencia de densidad electrdnica entre los residuos GIn 70 a Val 73 y hacia el final del
extremo C-terminal correspondiente a los residuos Tyr 262 a Ala 266. Por otro lado, la hélice C-

terminal a12 es unos residuos mas larga en Brucella y protruye del centro de la proteina entrando
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en contacto con el solvente (Figuras 62B y 63B). Esta hélice incluye los residuos de artefacto de

clonado del vector y el Hisg-tag.

Figura 61. Representacion de la estructura
tridimensional de PhyR de C. crescentus. El
dominio N-terminal (verde) de C. crescentus esta
formado por un arreglo 7 hélices a, y un loop
flexible y desordenado entre las regiones 02 y o4
(lineas punteadas).El dominio C-terminal (rojo)
esta formado por una hoja B hidrofébica central de
5 hebras rodeada por 5 hélices a. En amarillo se
indica el residuo fosforilable del dominio REC: Asp
192. Imagen tomada de Herrou et al., 2010 [77].

En la estrucutra de PhyR de C. crescentus hay contactos intramoleculares entre el dominio REC y
el dominio simil-c que, probablemente, contribuyen a la estabilizacién del dominio simil-c en una
conformacién cerrada, en el estado inactivo no fosforilado. La superficie de contacto entre ambos
dominios corresponde a la regién formada por las estructuras secundarias a4-B5-a5 y es la zona
en la cual se conoce que el dominio REC sufre cambios conformacionales luego de ser fosforilado
en varias proteinas conteniendo un dominio REC. El modelo actual establece que la fosforilacion
del dominio REC desestabiliza la interaccion entre el dominio simil-o y el dominio REC permitiendo
que las regiones 02 y g4 queden expuestos al solvente y se separen por medio del loop flexible
que conecta ambas regiones. De este modo, el dominio simil-o puede ahora unir al factor anti-o
NepR.

Cabe la posibilidad que alguna de las diferencias estructurales observadas entre ambas proteinas
esté relacionda con el hecho de que en C. crescentus es necesaria la fosforilacion de PhyR para
que pueda interactuar con NepR, mientras que en Brucella NepR puede interactuar con PhyR aun
cuando esta Ultima no esta fosforilada (aunque con menor afinidad que cuando esta fosforilada).
Una posibilidad es que el loop 62-c4 en PhyR de Brucella sea mas flexible y/o que las
interacciones entre ambos dominios sean més labiles, lo cual pemitiria que PhyR se encuentre en
un equilibrio entre una conformacién cerrada y una conformacién més abierta en solucion en
estado inactivo no fosforilado. El hecho de que el loop 02-064 sea més flexible, también podria a
llegar justificar por qué no se pude resolver esa seccion de la proteina. Ademas, la region
correspondiente a este loop es la zona en la cual se encuentra la mayor diferencia en la secuencia
aminoacidica entre ambas proteinas. De todos modos, esta hipétesis no puede ser corroborada

con los datos obtenidos hasta el momento.
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Dominio REC

Dominio simil-o

Figura 62. Comparacion de las estructuras de PhyR de Brucellay de C. crescentus. Representacion de Superposicion
de la estructura de PhyR de B. abortus (dominio REC en verde y dominio simil sigma en rosa) y la estructura de PhyR de
C. crescentus (gris). A. Se observa que ambas estructuras son muy parecidas. B. Se puede obervar que en Brucella no se
encuentra densidad electronica para la hélice a4 y el loop entre las regiones 02 y 04. Tamién se observa que la hélice a12

es mas larga en Brucella que en C. crescentus.

A B o

Gly197
Gly198

Phe242
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Figura 63. Resumen de las tres divergencias mas importantes observadas entre la PhyR de B. abortus (naranja) y
C. crescentus (celeste). A. Hay una clara diferencia en la orientacién y localizacién de la hélice a10 en el dominio REC. B.
La hélice C-terminal a12 es mass larga en Brucella, y protruye del centro de la proteina entrando en contacto con el
solvente. C. En Brucella, hay ausencia de densidad electronica en la hélice a4 correspondiente a la regiéon o4 del dominio
simil-sigma.
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Discusion

En el presente trabajo de tesis, se ha caracterizado la via de sefializacién de LOVHK desde un
punto de vista bioquimico vy fisiolégico. Se han identificado dos compareros de interaccion de
LOVHK: LovR y PhyR. Los resultados presentados indican que LOVHK sefializa hacia el
sistema GSR en Brucella actuando como un regulador positivo y, ademas, afecta la expresién
del operén virB por un mecanismo aun no elucidado. Esto nos permite proponer una via de

sefalizacion para LOVHK en Brucella abortus 2308.
Compaiieros de interaccion de LOVHK en distintos microorganismos

En trabajos recientes de C. crescentus y E. litoralis, se han descripto sistemas de sefalizacion
analogos al presentado aqui para Brucella, los cuales estan formados por una proteina HK
perteneciente a la familia HWE, que posee un dominio LOV y que interactlia con dos RRs, uno
de domino Unico denominado LovR y el otro es PhyR. En C. crescentus, la relacién entre LovK
y ambos RRs, LovR y PhyR, ha sido demostrada por medio de un acercamiento genético
[94,96], mientras que en E. litoralis las interacciones entre estas proteinas ha sido estudiada in
vitro, por medio de ensayos de fosfotransferencia [95].

En esta tesis, por medio de ensayos de doble hibrido bacteriano y posteriores ensayos de
fosfotransferencia (Tabla 4, Figuras 28 y 31), se identificaron dos RRs como compareros de
interaccion de LOVHK en B. abortus. En coincidencia con nuestros resultados, Kim et al., 2014
demostraron que LOVHK de B. abortus puede fosforilar a PhyR [57]. La activaciéon de LOVHK
conduce a un aumento en la tasa de autofosforilacion y posterior fosfotransferencia a sus dos
RRs. La fosfotransferencia de LOVHK a LovR presenta una cinética de transferencia del fosfato
mas rapida que en el caso de PhyR. Sin embargo, el grupo fosfato unido a PhyR~P es mas
estable en el tiempo que en el caso de LovR~P. El fosfato de este Ultimo se pierde
rapidamente, conllevando a una rapida defosforilacion de LOVHK. Basandose en los ensayos
de fosfotransferencia realizados in vitro, proponemos que LovR podria estar funcionando como
un sink de fosfato disminuyendo el grado de activacion de LOVHK in vitro. La répida tasa de
defosforilacién de LovR puede explicarse a la propia capacidad de auto-defosforilacion o a una
posible actividad fosfatasa presente en LOVHK sobre LovR [137,138]. Los resultados obtenidos
hasta el momento no nos permiten distinguir entre ambos mecanismos. En los ensayos
realizados, no se detectd actividad fosfatasa del dominio HK de LOVHK sobre PhyR. Debido a

la inestabilidad de LovR~P no fue posible estudiar el mecanismo de defosforilacion de LovR.

En E. litoralis las tres proteinas LOV-HK, denominadas EL368 LOVHK, EL346_LOVHK y
EL362_LOVHK, difieren en sus patrones de fosfotransferencia. Mientras que EL368_LOVHK y
EL346_LOVHK pueden fosfotransferir a ambos RRs in vitro, EL362_LOVHK sélo puede
transferir su fosfato a EL_LovR. La cinética de fosforilacién de LOVHK y PhyR en Brucella es
similar a la observada entre EL368 LOVHK y PhyR en E. litoralis. En ambos casos, la

intensidad de la sefal correspondiente a PhyR~P se estabiliza luego de los 20-30 minutos de
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incubacion. Sin embargo, la tasa de defosforilacién de LovR~P es mayor en Brucella que en E.
litoralis. Por otro lado, en E. litoralis se ha observado la defosforilacion de PhyR~P cuando se
agrega LovR no fosforilado al medio de reaccién en presencia de AMP-PNP (Adenosina 5’-(B,y-
imido)-trifosfato) un analogo de ATP no hidrolizable que actia como un inhibidor competitivo
del ATP), mientras que en Brucella no se ha observado dicho efecto las bajo las condiciones
experimentales empleadas (Figura 31C). Hay dos posibles escenarios que podrian explicar

esta observacion en Brucella:

A) PhyR es defosforilada por LovR y LOVHK vuelve a re-fosforilar a PhyR (ya que sigue
habiendo ATP marcado en el medio de reaccién), de modo que el nivel de PhyR~P se
mantiene constante;

B) LovR actia como un sink de fosfato s6lo de LOVHK y PhyR~P es estable aun en

presencia de LovR.

Los resultados presentados aqui no permiten distinguir entre ambas hipétesis, por lo que es
necesario realizar otros ensayos, como evaluar si LovR favorece la defosforilacién de PhyR~P
cuando se agrega LovR no fosforilado a la mezcla de reaccién, como se ha observado en E.
litoralis [95].

En cuanto a la organizacion gendmica de los genes involucrados en esta via de sefalizacion,
ya se ha mencionado que la disposicién de los genes correspondientes a sistema GSR se
encuentra conservada en diversas a-proteobacterias. Sin embargo, exiten algunas diferencias
en cuanto a la localizacién de lovhk y lovR (Figura 64). En B. abortus, lovhk (BAB2_0652) y
lovR (BAB1_0099) se encuentran codificados en distintos cromosomas, y tanto lovhk como
lovR no poseen un comparero de interaccion aparente en una regién cercana a cada gen. Por
el contrario, en C. crescentus, lovK'y lovR estan codificados en un mismo locus [96]. En el caso
de E. litoralis, su genoma codifica para tres genes lovhk. EL362 lovhky EL_lovR se encuentran
codificados en un operén, mientras que EL368 lovhky EL346 lovhk son HKs huérfanas, sin un
RR predecible en una regién cercana [95]. La localizacion gendmica de estas proteinas
LOVHKs y de sus correspondientes RRs de dominio Unico es diferente entre las distintas
especies y, ademas, la homologia de secuencia entre los diferentes LovR es baja (Tabla 5 y
Figura 25). Por tanto, no es posible predecir el RR comparnero de LOVHK mediante analisis
bioinformaticos y se requiere de estudios experimentales para identificar y confirmar él o los

comparneros de interaccién de LOVHK.

93



Discusion & Conclusiones

Caulobacter crecentus (sigT)
Rl o
. lovK lov
phyK sigT nepR  phyR HK RR
HK o-factor anti-c RR
Erythrobacter litoralis
(EL_sigT)
H._f L Iﬁ—#
EL_phyl EL_phyK EL_népR EL_sigT EL362 * EL_lovR
RR HK anti-c o-factor HK RR
EL368 I
HIKC I—
Brucella abortus EL346
HK
(rpoE1)
< —»
BAB1_1673  rpoE1 nEpR phyR  BAB1 BAB1_1669 P
HK ofactor antic RR _1670  HK ] —#—
lovR
RR

Figura 64. Comparacion de la organizacion genomica de la via de transduccion de sefiales LOVHK/LovR/GSR.
Representacion esquematica de la organizaciéon de los genes correspondientes al sistema GSR, y los genes que
codifican para lovhky lovR en C. crescentus, E. litoralis y B. abortus. Figura adapata de Correa et al., 2013 [95].

El sistema GSR es activo en Brucellay LOVHK contribuye a su activacion

Al comenzar el presente trabajo, el sistema GSR no habia sido aun descripto en Brucella. En
esta tesis se demostr6 que dicho sistema es activo en Brucella abortus, se induce ante la falta
de una fuente de carbono y el nivel de induccién aumenta al ser expuesto a dos factores de
estrés de forma simultanea. Ademas, la induccién por falta de una fuente de carbono y NaCl es
dependiente del tiempo de exposicién y de la concentracion de sal. Posteriormente, Kim et al.,
2013 demostraron por medio de ensayos de supervivencia que el sistema GSR en B. abortus
también responde a la exposicion a peroxido de hidrégeno y a la acidificacién del medio de
cultivo [85].

En B. abortus, en ausencia de estrés, LOVHK aumenta la transcripcion basal de phyR y de
otros genes regulados por el sistema GSR como rpoH1, dps y lovR (Figuras 46 y 47). Cuando
Brucella es sometida a estrés por falta de una fuente de carbono, la ausencia de LOVHK no
impide que el sistema GSR responda pero LOVHK es necesaria para llegar al maximo estado
de activacion del sistema en un periodo de tiempo mas corto (Figura 52). Estos resultados
confirman que LOVHK contribuye a la activacion del sistema GSR. Sin embargo, no se han
observado cambios en el nivel de proteina de PhyR bajo estrés por falta de una fuente de
carbono al cabo de 2-4 hs de incubacion (datos no mostrados). Un resultado similar fue
observado en B. japonicum, en el cual no observaron una variacion significativa en la cantidad
de PhyR al cabo de 24 hs de incubacién en un medio en ausencia de una fuente de carbono
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[74]. Esto sugiere la existencia de un mecanismo de regulacion post-traduccional de PhyR que

no requiere de la sintesis de proteina de novo.

Recientemente, dos grupos de investigacion obtuvieron resultados que estan en concordancia
con los nuestros. Por medio de ensayos de microarreglos, Gourley et al., 2014 demostraron
que tanto los genes correspondientes al sistema GSR (phyR, nepR 'y rpoE1) y algunos de los
regulados por dicho sistema (rpoH17 y dps) se encuentran disminuidos en la mutante de lovhk
en comparacion con la cepa wt en B. melitensis 16M [56]. Por otro lado, Kim et al., 2014
demostraron que LOVHK de B. abortus es un sensor principal del sistema GSR, el cual a través
de la fosforilacion de PhyR activa la expresién de genes regulados por el sistema GSR (rpoH1,
dpsy bai4K) [57].

En B. abortus, la expresion de lovhk no es regulada por el sistema GSR bajo condiciones
normales de crecimiento, en ausencia de estrés. Sin embargo, la transcripcion de lovR
depende del sistema GSR (Figura 47). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Kim
et al., 2013, quienes no observaron cambios en la expresién de lovhk, mediante andlisis de
microarreglos, al comparar una cepa mutante de rpoE7 con la cepa wt de B. abortus bajo
condiciones de estrés por peréxido de hidrégeno. En ese mismo ensayo se observé que la
expresion de lovR se encontraba significativamente disminuida en la mutante de rpoE7 [85]. A
su vez, ni el promotor de lovhk ni el de lovR poseen la secuencia de reconocimiento de RpoE1
[85,139], sugiriendo que el sistema GSR regula la expresion de lovR de forma indirecta. Por el
contrario, en C. crescentus el motivo de reconocimiento de o' (el ortélogo de RpoE1) se
encuentra presente en el promotor de los genes lovK'y lovR (Figura 64) y se ha demostrado
que su transcripcion es regulada por el sistema GSR, sugiriendo que en este caso la regulacién
de la expresion es ejercida directamente por o' [94].

Funcion de LovR in vivo

En base a los resultados observados in vitro, nuestra hipétesis de trabajo fue que LovR actia
como un regulador negativo del sistema, por lo que ante su ausencia la expresién de los genes
regulados por dicho sistema deberia incrementarse. Sin embargo, si bien LovR disminuye el
grado de fosforilacion de LOVHK in vitro contribuyendo a que LOVHK retorne al estado inactivo
(Figura 31C), in vivo, la delecidn del gen que expresa LovR no tiene un impacto en la expresion
de los genes regulados por el sistema GSR (Figuras 46 y 47). Una posibilidad es que el efecto
causado por la ausencia de LovR sea compensado in vivo por otro mecanismo aun no
caracterizado. No obstante, la ausencia de LovR tiende a aumentar la estabilidad de PhyR in
vivo (Figura 53). Este efecto podria ser la consecuencia de un menor nivel de LOVHK~P
cuando LovR esta presente, condicién que finalmente lleva a un menor grado de fosforilacién
de PhyR.

En C. crescentus, por medio de ensayos genéticos se ha propuesto que LovR también puede
controlar junto con LovK el grado de fosforilacion de PhyR. La via de sefalizacién de

LovK/LovR actia rio arriba de PhyR y en su conjunto regulan negativamente al sistema GSR.
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Sin embargo, en ausencia de LovR, LovK actia como un regulador positivo del sistema GSR,
probablemente a través de la fosforilacion de PhyR. Ellos proponen que cuando LovK no esta
fosforilado, puede actuar como una fosfatasa sobre PhyR, y que LovK~P puede actuar como
una kinasa sobre PhyR, dando lugar a PhyR~P contribyendo a la activacion del sistema GSR.
Al activarse el sistema GSR, aumenta la expresion de LovK y LovR. Al incrementarse los
niveles de LovR, tienden a disminuir los niveles celulares de LovK~P debido a que
fosfotransfiere a LovR, dando lugar a LovK no fosforilado, el cual por un lado no fosfotransfiere
a PhyR y ademas le quita el fosfato a PhyR~P por medio de su actividad fosfatasa,
disminuyendo de este modo el grado de activacion del sistema GSR. En base a esto, Foreman
et al., 2012 proponen que LovK/LovR actian rio arriba de PhyR regulando el nivel de PhyR~P,

donde LovR modularia si LovK le agrega o saca un fosfato a PhyR [94] (Figura 65).

Por otro lado, también cabe la posibilidad que LovR de Brucella forme parte de otra cascada
de senalizacion que aun no ha sido descripta. En E. litoralis el rol fisiol6gico de EL_LovR aun
no ha sido estudiado. Por el contrario, en C. crescentus, ademas de la relacion con el sistema
GSR, la via de sefalizacion LOVHK/LovR esta involucrada en la adhesion célula-célula y la
adhesion de la bacteria a un sustrato abidtico. La expresion de ambos genes esta sincronizada
y depende del ciclo celular, llegando a un pico de transcripcién en la transicion entre los
estadios de “swarmer” a “stalked” (se desarrolla una estructura de sujetacion (stalk holdfast) en

un polo de la bacteria).[96].

Por otro lado, también se han descripto otros RRs de dominio Unico asociados al sistema GSR.
En M. extorquens PA el gen Mext_ 0407 codifica para un RR de dominio Gnico que actia como
un regulador positivo del sistema GSR ya que, ante su asencia, el sistema no responde a
diversos tipos de estrés. Ademaés, por medio de evidencia genética se demostré que
Mext_0407 actua rio arriba de la cascada PhyR-NepR-RpoE [140]. Por otro lado, en
Sphingomonas meloni Fr1 se ha identificado otro RR de dominio Unico denominado SdrG, el
cual también actia como regulador positivo del sistema GSR en este microorganismo, mientras
que otros RRs de dominio Unico afectan negativamente al sistema GSR de forma dependiente
de PhyR y de SdrG [141]. Todas estos ejemplos constituyen evidencia que apoyan a la idea de
que diversos RRs de dominio Unico estan involucrados en la regulacion del sistema GSR, ya

sea positiva o negativamente.
Otras HKs asociadas al sistema GSR

El sistema GSR tiene la capacidad de responder ante diversos estimulos ambientales,
sugiriendo que PhyR integra las sefales detectadas por mas de una HK sensora. El sistema
GSR en a-proteobacterias se caracteriza por una organizacion genémica conservada, lo cual
incluye a los genes que codifican para el rpoE, nepR'y phyR, y en varios también incluye una o
dos HKs sensoras, las cuales pueden ser citoplasmaticas o periplasmaticas [68,71]. Hasta el
momento, se han caracterizado tres de estas HK sensoras como posibles reguladores de los
niveles de fosforilacion de PhyR: PhyK de C. crescentus [75], PhyP de Sphingomonas sp. Fr1
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[78], y RsiC de S. meliloti [90]. PhyK de C. crescentus es propuesta como una kinasa de PhyR;
PhyP de Sphingomonas sp. Fr1 es propuesta como una fosfatasa de PhyR en ausencia de
estrés, actuando de este modo como un regulador negativo del sistema GSR. RsiC de S.
meliloti es propuesta como una kinasa/fosfatasa bifuncional, la cual fosforila a RsiB1/B2 (dos
homdlogos de PhyR) en presencia de estrés y defosforila ambas proteinas en ausencia de
estrés. En Brucella, el locus del sistema GSR incluye a dos genes que codifican para posibles
HKs también pertenecientes a la familia HWE: BAB1_1669 and BAB1_1673. Ambas HKs han
sido recientemente estudiadas, y ninguna de las dos tiene la capacidad de fosforilar a PhyR.
Por el contrario, BAB1_1673 funciona como un regulador negativo del sistema GSR bajo
condiciones de estrés oxidativo, analogo a PhyP de Sphingomonas [57]. Sin embargo, nuestros
resultados sugieren que en Brucella otras HKs o vias de sefializacién ademas de LOVHK
pueden estar activando a PhyR, ya que la ausencia de LOVHK no impide que el sistema GSR
responda a un estrés por falta de una fuente de carbono (Figura 52). Investigaciones futuras

brindaran informacién sobre otras HKs que puedan actuar sobre PhyR en Brucella.

Por otro lado, Kaczmarczyk et al, 2014 identificaron siete HK, PakA y PakG, también
pertenecientes a la familia HWE que regulan positivamente al sistema GSR en Sphingomonas
meloni Fr1. Por medio de experimentos de epistasis genética y ensayos de fosfotransferencia
in vitro, demostraron que las proteinas Paks pueden fosforilar directamente a PhyR y al RR de
dominio Unico SdrG [141]. Ademas, observaron que existen diferentes grados de redundancia
entre las distintas proteinas Paks, y que una misma kinasa puede sensar mas de un tipo de
estrés. De este modo, ellos sugieren que el sistema GSR en Sphingomonas meloni Fr1 podria
estar sensando una determiada combiancion de sefiales, en lugar de una sefal individual. De
este modo, el sistema GSR de a-proteobacterias consiste en una red compleja y entrelazada
de sistemas de dos componenetes, en la cual varias HKs convergen en la fosforilacion de
PhyR, la cual también es sujeta a la regulacién por RRs de dominio Unico [141] (Figura 65).

C. crescentus S. meliloti S. melonis
PhyK LovK/LowR RsiC Smc0322 PakA-G
S a -\\\ // ,"/
N K Y ¥ il l
PhyR RsiB1/82 PhyR <€— SdrG
NepR RsiAl RsiA2 NepR
SigT RpoE2 otcfG
Genes Genes ? Genes ? £cfG2
blanco € SigU blanco €~ RPOES blanco € O

Figura 65. Representacion esquematica de la cascada de sefalizacion del sistema GSR en diversas a-
proteobacterias. Las flechas indican activacion, mientras que las barras indican inhibicién. Las flechas o barras con
lineas cortadas indican un mecanismo de activacién o inhibicién desconocido. Las flechas entrecortadas con signo de
pregunta indican que no se sabe qué genes regulan. Las HKs se muestran en rojo, las fosfatasas en azul, y las
proteinas bifuncionales con actividad kinasa/fosfatasa en violeta. Figura adaptada de Francez-Charlote et al., 2015 [89].
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LOVHK y el operoén virB

Brucella posee varios factores de virulencia siendo el mas caracterizado hasta el momento el
sistema SST4 virB que es esencial para la infeccién bacteriana [31]. La regulacién del operén
virB es compleja e incluye al menos cinco factores regulatorios [36]. En el presente trabajo,
mostramos que la actividad del promotor del operén virB se encuentra significativamente
disminuida ante la ausencia de LOVHK (Figura 55). Este resultado sugiere que, ademas de
modular el sistema GSR, LOVHK participa de otras vias de senalizacién. Coincidiendo con esta
hipétesis, Kim et al., 2013 demostaron por medio de ensayos de microarreglos que la expresion
de virB no modifica entre B. abortus wt y la mutante ArpoE1 bajo condiciones de estrés por
peroxido de hidrogeno [85]. Ademas, la secuencia consenso de reconocimiento del RpoE1 no
esta presente en el promotor virB, tanto en B. abortus [85] como en B. melitensis 16M [139].
Estos resultados sugieren que el operén virB no es regulado directamente por el sistema GSR.
Por el contrario, Delroy et al., 2006 reportaron una disminucion en los niveles de proteina VirB8
en una cepa mutante ArpoE1 en B. melitensis, bajo condiciones normales de crecimiento [135].

Gourley et al., 2014, demostraron, por medio de ensayos de microarreglos, que la expresion de
los genes del operén virB se encuentra aumentada en la mutante de lovhk en comparacién con
la cepa wt en B. melitensis [56], lo cual es el resultado inverso al que nosotros encontramos. Al
presente desconocemos las razones de esta discrepancia, sin embargo, estos resultados
refuerzan la hipétesis de una relacién entre LOVHK vy virB aunque el mecanismo es
desconocido al presente. Nuestros resultados sumandos a los resultados de otros sugieren que
LOVHK podria estar controlando la expresion génica por medio de al menos dos vias de
sefalizacion: el sistema GSR y la otra se evidencia por el efecto sobre virB.

La menor capacidad de replicacién en infecciones de macréfagos en la mutante de LOVHK en
Brucella podria explicarse por la contribucién conjunta de estas vias de transduccién de
senales a la regulacion de diversos factores de virulencia afectando la adaptacién de la
bacteria a la vida intracelular. Sin embargo, se necesitan mas ensayos para corroborar esta

hipétesis.
Senales detectadas por LOVHK

Swartz et al., 2007, demostraron que la proteina LOVHK de Brucella es un sensor de luz azul in
vitro, y que la luz modula la virulencia de esta bacteria en infecciones realizadas en lineas
celulares de macréfagos murinos. En este trabajo se demuestra que LOVHK es un regulador
positivo del sistema GSR, pudiendo fosforilar al regulador central de dicho sistema. Ademas de
otras senales, la luz también es considerada un factor de estrés. Sin embargo, no se ha podido
demostrar que la luz actie como un factor que active o module la respuesta del sistema GSR
en bacterias en cultivo liquido, aunque la presencia de LOVHK si modula la respuesta de dicho
sistema. Esta evidencia sugiere que LOVHK podria estar sensando otras sefiales ambientales
ademas de la luz azul. Resultados similares fueron obtenidos entre LovK y el sistema GSR en

C. crescentus. En este Ultimo caso, los autores sugieren que LovK podria estar sensando el

98



Discusion & Conclusiones

potencial redox citoplasmético a través del dominio LOV, debido a que las flavoproteinas son
capaces de detectar cambios en el potencial redox del entorno en el que se encuentran
[94,142]. Por otro lado, estudios recientes realizados por Kim et al., 2014 sugieren que LOVHK
podria estar involucrada en la respuesta a estrés oxidativo a través del dominio PAS, pero no a
través del dominio LOV [57].

La transmisién de Brucella ocurre mediante aerosoles, contacto directo con la mucosa, piel
danada o fluidos corporales de animales infectados, o por el consumo de productos lacteos
contaminados. La luz detectada por bacterias presentes en la placenta de fetos abortados
podria preparar a las bacterias para su proxima infeccién en un nuevo huésped [54]. Kim et al.,
2013, demostraron que PhyR~P/NepR forman un complejo muy estable y de larga vida en B.
abortus, de esta forma la activacion de PhyR por fosforilacion prepara a la bacteria para
responder no sélo al factor de estrés de ese momento, sino que también para responder a
posibles factores de estrés futuros. Mecanismos similares han sido propuestos para el sistema
GSR de M. extorquens [72], y B. japonicum [74]. En concordancia con este modelo, la luz o
alguna otra sefal sensada por LOVHK previo a la infeccién, podrian preparar a Brucella para

enfrentar las condiciones adversas presentes dentro del nuevo huésped.
La estructura tridimensional de PhyR

La estructura tridimensional de PhyR en estado inactivo es muy similar a la de C. crescentus.
En ambas estructuras, se puede observar que el dominio simil-c N-terminal esta formado por
un arreglo compacto de 6-7 hélices a, en el cual se pueden distinguir las dos regiones 02 y 04;
mientras que el dominio REC C-terminal esta formado por un hoja 8 hidrofébica de 5 hebras
rodeada por 5 hélices a, siendo este el plegamiento caracteristico de los domino REC. En C.
crescentus se han detectado interacciones intramoleculares entre ambos dominios que
contribuyen a mantener ocultas las regiones que interactian con NepR. Sin embargo, debido a
que PhyR de Brucella puede interactuar con NepR aun en estado no fosforilado, es probable
que las interacciones entre el dominio simil-o y el dominio REC de PhyR de Brucella sean mas
labiles que en el caso de PhyR de C. crescentus.

Por otro lado, seria interesante determinar la estructura tridimensional de PhyR~P de Brucella,
y poder comparar los cambios que se producen en la estructura debido a la fosforilacion
respecto a la proteina en estado inactivo. En C. crescentus la fosforilacion del Asp 192
conservado genera cambios conformacionales que aumentan la afinidad del dominio efector
por NepR [75]. Como antecedente, se ha determinado la estructura del dominio efector de
PhyR junto con NepR por cristalografia en C. crescentus [87] y RMN en Sphingomonas sp. Fr1
[88].

Por otro lado, también resulta interesante determinar la estructura de LovR tanto en estado
activo como en estado activo (fosforilado). Con este objetivo, inicialmente se analizd la

posibilidad de obtener cristales de LovR en estado inactivo. Sin embargo, luego de varios
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intentos no se logré obtener cristales. Otra posibilidad consiste en tratar de resolver la

estructura por medio de RMN.
Modelo propuesto para la via de seializacion de LOVHK

El trabajo presentado en esta tesis provee importantes aportes a la caracterizacién de la via de
sefalizacion de LOVHK. En la Figura 66 se indica un modelo propuesto para la via de
sefalizacion intracelular de LOVHK, que resume los resultados obtenidos en el presente
trabajo, en concordancia con la descripcion del sistema GSR en B. abortus y otros trabajos

recientes en B. abortus, B. melitensis y E. litoralis [56,57,85,95].

En ausencia de estrés o en condiciones de oscuridad, LOVHK se encuentra en estado inactivo
y NepR (factor anti-sigma) puede interactuar tanto con PhyR (factor anti-anti-sigma) no
fosforilada como con RpoE1 (7*°F). Sin embargo, los niveles de PhyR son controlados por la
accioén de la proteasa ClpXP, asegurando que NepR se mantenga unido al RpoE1, evitando de
este modo que RpoE1 se asocie con la ARNpol (ARN polimerasa). Tras la exposicién a la luz,
estrés oxidativo, sefales de la célula hospedadora, o por medio de alguna otra sefal de estrés
aun no descripta, LOVHK se activa, se autofosforila y subsecuentemente transfiere el fosfato a
LovR y PhyR. A su vez, se ha demostrado que en presencia de estrés oxidativo, CIpXP se
inactiva aumentando los niveles de proteina de PhyR. La fosforilacion de PhyR estabiliza el
complejo PhyR~P/NepR, liberando de este modo al RpoE1, el cual ahora puede asociarse a la
ARNpol. El complejo ARNpol/RpoE1 regula de forma directa o indirecta la expresién de genes
relacionados con la respuesta a estrés, a saber: rpoH1, dps, phyR y lovR. Por otro lado,
LOVHK altera la expresion del operén virB por medio de un mecanismo aun no dilucidado. En
B. abortus la expresion del operon virB aumenta en presencia de LOVHK por un mecanismo
que pareceria ser independiente del sistema GSR, mientras que en B. melitensis disminuye.
Finalmente, la evidencia de ensayos realizados in vitro sugiere que LovR contribuye a disminuir
el grado de fosforilacion de LOVHK, y contribuye a disminuir la estabilidad de PhyR in vivo. Sin
embargo aun no se ha podido determinar si LovR cumple algun otro rol in vivo. En sintesis,
LOVHK contribuye a la activacién del sistema GSR y afecta la expresion del operdn virB en
Brucella por un mecanismo aun desconocido. La induccion del sistema GSR conlleva a una
adaptacién a las nuevas condiciones ambientales, y al mantenimiento de la cronicidad de la
infeccién en ratones, pero no afecta la capacidad de infeccién a tiempos cortos. Por otro lado,
LOVHK contribuye a la infeccién del hospedador a tiempos cortos de infeccion, ya sea en
lineas celulares de macréfagos murinos o en ratones, y a tiempos largos en ratones por un

mecanismo adn no determinado.
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Exposicion a estrés: luz/ estrés oxidativo/
sefiales del hospedador

Ausencia de estrés/oscuridad

4 infectividad en
. 4 macrofagos y ratones
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Figura 66. Modelo propuesto para la via de sefalizacion de LOVHK. Representacion esquematica de los resultados
obtenidos en esta tesis, en concordancia con resultados obtenidos por trabajos previos [56,57,85,95]. Las flechas
continuas sugieren una interaccién directa proteina-proteina, mientras que las lineas punteadas y los signos de
interrogacion indican un mecanismo aun no elucidado. Ver el texto para mas detalles.
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Conclusiones

El trabajo presentado en esta tesis provee importantes aportes a la caracterizacion de la via de
sefalizacion de LOVHK en Brucella. En el marco de esta tesis, por medio de un trabajo
integrado entre bioquimica y genética, se describe un nuevo sistema de dos componentes en
Brucella, formado por LOVHK, LovR y PhyR. LOVHK, a través de la interaccién con PhyR,
constituye un regulador positivo del sistema GSR, mientras que LovR es propuesto como un
sink de fosfato de LOVHK in vitro, aunque aln no se conoce su rol in vivo. Por otro lado, se ha
establecido una relacion entre LOVHK y el operdn virB, pero adn no se conoce el mecanismo
por el cual la expresion de virB se encuentra alterada en ausencia de LOVHK. Los resultados
aqui presentados complementan otros trabajos recientes basados en la caracterizacién de la
via de senalizacién de LOVHK en B abortus y B. melitensis. Por otro lado, LOVHK constituye la
primer HK que puede fosforilar a PhyR en Brucella, siendo el primer patégeno de mamiferos en
el cual se describe un rol fisiolégico e interacciones bioquimicas para una proteina que
contiene un dominio LOV. Estos resultados contribuyen a la comprension de esta via de

sefalizacion en la regulacion de la virulencia de Brucella.

Actualmente se esta continuando con algunos estudios con el objetivo de caracterizar con
mayor detalle las interacciones aqui demostradas. Los hallazgos de este trabajo de tesis
doctoral pueden dar lugar a estudios mas profundos y especificos que lleven a dilucidar los
mecanismos moleculares por el cual una misma HK puede interactuar con dos RRs de forma
simultéanea, asi como llevar a cabo otros estudios que permitan determinar el/los mecanismos
por los cuales LOVHK contribuye a la patogenia de Brucella.
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Apéndice 1: Lista de cepas y plasmidos empleados en esta

tesis

Tabla 7. Lista de cepas y plasmidos empleados en esta tesis.

Cepa/plasmido Descripcion y/o fenotipo relevante Referencias

Cepas

E. coli

DH5a LacZAM15 recA1 hsdR17 supE44 thi-1 gyrA relA1 Invitrogen
Cepa que permite la movilizacion de los plasmidos pBBR y L .

S17-1 pK18mobsaB de E. coli S17-1 a las cepas de Brucella. recA, thi, pro, Esc(hAe{_ g’ggc"l’
hsdR'M RP4 : 2-Tc:Mu: Km Tn7 Apir. 47055™)

BL21(DE3)pLysS Cepa que permite la sobre-expresion de proteinas heter6logas en E. Stratagene
coli

DH5a F’IQ Km"® Cepa empleada para la amplificacion de los plasmidos pBT, pTRG, y Life

sus derivados. Para la construccion de bibliotecas.

F’ laclq HIS3 aadA Km®. Esta cepa posee el cassette reportero HIS3-

Technologies

BacterioMatchll Two-Hybrid - 5594 | 4 deteccion de las interacciones proteina-proteina se basan en Stratagene
System Reporter Cells la activacién transcripcional del gen reportero HIS3, el cual permite el
crecimiento en presencia de 3-amino-1,2,4- triazole (3-AT), un
inhibidor competitivo de la enzima His3. Las interacciones positivas
son verificadas con el segundo gen reportero aadA, el cual confiere
resistencia a estreptomicina.
FW 102 O,2-62 Cepa FW102 con un F' Km® conteniendo la fusion placOL2—-62-lacZ, [101,102]
donde el operador L estd centrado en la posicién -62 rio arriba de
promotor Lac. La deteccion de las interacciones proteina-proteina se
basan en la activacion transcripcional del lacZ, y se cuantifica por la
determinacion de actividad B-galactosidasa.
Brucella abortus
wt 2308 Wild-type, lisa, virulenta, Nal® Stock del
laboratorio
lovhk::km 2308, Km", insercion de un cassette de km en el gen lovhk [54]
(BAB2_0652)
lovhk::km/oMR_lovhk Mutante lovhk::km complementada con el plasmido pMR10cat_lovhk, Esta tesis
el cual expresa lovhk bajo el control de su propio promotor.
AlovR 2308, delecién de lovR (BAB1_0099) Esta tesis
AphyR 2308, delecion de phyR (BAB1_1671) Esta tesis
Plasmids
Expresion de proteinas recombinantes
pET24a Km®. Plasmido para la sobre-expresion de proteinas con un Hise-tag Novagen
en E. coli
pET24a-LOVHK Km®. Plasmido para la sobre-expresion de LOVHK (completa) con un Esta tesis
Hise-tag
pET24a-HK Km®. Plasmido para la sobre-expresion del dominio HK de LOVHK Esta tesis
LOVHK con un Hisg-tag
pTrcHisB AmpF. Plasmido para la sobre-expresién de proteinas con un Hise-tag Invitrogen

en E. coli
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pTrcHisB-LovR AmpR. Plasmido para la sobre-expresién de LovR con un Hise-tag Esta tesis

pGEM-T Easy Amp". Plasmido para clonar Promega

pGEM-PhyR AmpP. Plasmido derivado de pGEM-T Easy con la secuencia de PhyR Esta tesis
con un Hise-tag

pET24a-PhyR Km®. Plasmido para la sobre-expresion de PhyR con un His6-tag Esta tesis

pGEM-REC-PhyR AmpP. Plasmido derivado de pGEM-T Easy con la secuencia del Esta tesis
dominio REC de PhyR con un Hise-tag

pET24a-REC-PhyR Km®. Plasmido para la sobre-expresion del dominio REC de PhyR Esta tesis
(REC-PhyR) con un Hise-tag

PGEM-DivK AmpR. Plasmido derivado de pGEM-T Easy con la secuencia de DivK Esta tesis

pET24a-DivK Km"®. Plasmido para la sobre-expresion de DivK con un Hise-tag Esta tesis

pET22b-CPDsai Amp". Plasmido de expresién con la secuencia de la proteasa CPD [103]

pET24a-CPD-Hise-tag KmP. Plasmido de expresion conteniendo la secuencia de la proteasa Esta tesis
CPD (Cysteine Protease Domain, de la toxina MARTX de Vibrio
cholerae) y un Hisg-tag

pET24a-HK-CPD-Hise-tag Km"®. Plasmido para la sobre-expresién de HK-CPD-Hise-tag Esta tesis

Ensayo de doble hibrido

pBT Cn. 52 bp MCS, tamario: 3,2 kb, posee el gen laclg, origen de Stratagene
replicacion p15A, lac-UV5, ORF del \cl. 5-10 copias por célula

pTRG Tet®. 60 bp MCS, tamario: 4,4 kb, posee el gen laclg, promotor lac- Stratagene
UV5, origen de replicacion ColE1, ORF del dominio a de la ARNP (a-
ARNP), 20-30 copias por célula

pBT-LGF2 Plasmido para control de interacciéon, con la secuencia codificante Stratagene
para el dominio de dimerizacién del activador transcripcional Gal4
fusionada con Acl

pTRG-Gal11 Plasmido para control de interaccion, con la secuencia codificante de Stratagene
un dominio de una mutante de Gal11 fusionada a a-ARNP

pBT-LOVHK Plasmido derivado de pBT, en el cual la secuencia completa de Esta tesis
LOVHK fue clonada en marco con Acl

pBT-PdhS Plasmido derivado de pBT, en el cual la secuencia de PdhS fue Esta tesis
clonada en marco con Acl

pTRG-DivK Plasmido derivado de pTRG en el cual DivK fue clonada en marco con Esta tesis
a-ARNP

pTRG-LovR Plasmido derivado de pTRG en el cual LovR fue clonada en marco Esta tesis
con a-ARNP

pTRG-MdrR Plasmido derivado de pTRG en el cual MdrR fue clonada en marco Esta tesis
con a-ARNP

pTRG-OtpR Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de OtpR fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARNP

pTRG-PhoB Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de PhoB fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-FeuP Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de FeuP fue Esta tesis

clonado en marco con a-ARN
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pTRG-CtrA Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de CtrA fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-TccR Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de TccR fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-BvrR Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de BvrR fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-TcbR Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de TcbR fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-TcfR Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de TcfR fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-TceR Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de TceR fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-FtcR Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de FtcR fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-PriR Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de PrIR fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-TcdR Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de TcdR fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-NodW Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de NodW fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-NtrX Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de NtrX fue [104]
clonado en marco con a-ARN

pTRG-NtrC Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de NtrC fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-StcA Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de StcA fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-PrrA Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de PrrA fue [128]
clonado en marco con a-ARN

pTRG-PleD Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de PleD fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-PhyR Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de PhyR fue Esta tesis
clonado en marco con a-ARN

pTRG-BAB1_0806 Plasmido derivado de pTRG en el cual el dominio REC de BAB1_0806 Esta tesis
fue clonado en marco con a-ARN

Construccion de cepas mutantes y complementada de lovhk::hk

pk18mobsacB Km®. Vector movilizable y suicida en Brucella, conteniendo el [106]
marcador de contra-selecciéon sacB

pk18mobsacB_AlovR Plaésmido derivado de pki8mobsacB conteniendo las regiones Esta tesis
flanqueantes a lovR para la construccion de la mutante AlovR

pk18mobsacB_AphyR Plasmido derivado de pki8mobsacB conteniendo las regiones Esta tesis

pMR10cat

flanqueantes de phyR para la construccion de la mutante AphyR

Cn"y Km". Vector de clonado de amplio rango de huésped,con origen
de replicaciéon RK2oriV, de bajo numero de copias, derivado del
plasmido pMR10, replicativo en Brucella

Cedido por Dr.
Xavier De Bolle
(C. D. Mohr and
R. C. Roberts:
datos no
publicados)
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pMR10cat_lovhk

Plasmido derivado de pMR10cat conteniendo al gen lovhk y un
fragmento de 581 pb rio arriba de lovhk, que permite la expresién de
lovhk bajo la regulacion de su propio promotor

Esta tesis

Expresion de virB

pBBR1MSC-4

pBBR-lacZ

pBBR-prom-virB-lacZ

Amp®. Vector de clonado de amplio rango de huésped, de nimero
medio de copias, replicativo en Brucella

pBBR1MCS-4 con un fragment de 3,5 kb conteniendo el cassette lacZ

pBBR-/acZ con un fragment de 456 pb rio arriba del operén virB de B.
abortus

[143]

Laboratorio

Esta tesis
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Apéndice 2: Lista de oligonucledtidos empleados en esta tesis

Tabla 8. Lista de oligonucleétidos empleados en esta tesis.

Nombre del oligonucleétidos Secuencia 5’ to 3’ Sitio de
Restriccion
Clonado de los genes LOVHK y PdhS en pBT para el ensayo de doble hibrido
Full_LOV_forward AGAGCGGCCGCAATGGCAATAGATTTAAGGCCATTC Notl
Full_LOV_reverse AGACTCGAGTCACGCGATGCGCTGTTCCG Xhol
PdhS_c-ter_forward AGAGCGGCCGCAGAGGAAAAGCAGGCGCTCG Notl
PdhS_c-ter_reverse AGACTCGAGTCAGTCAGCCAGAACGCGG Xhol
Clonado de los dominios REC de los RRs en pTRG para el ensayo de doble hibrido
BAB1_0099_forward AGAGCGGCCGCATTGATGAACGATCTCGAACATAGG Notl
BAB1_0099_reverse AGACTCGAGTCAGGCGACGCTGGATGAAAA Xhol
BAB1_0136_forward AGAGCGGCCGCAATGGAAGACTTGAAGCAGGAAGA Notl
BAB1_0136_reverse AGACTCGAGCGCTTGGCGAGGATGCGTTG Xhol
BAB1_0345_forward AGAGCGGCCGCAATGCATTTCATTATCGCTGATGA Notl
BAB1_0345_reverse AGACTCGAGTCAAACGCCCAGAACGTCGC Xhol
BAB1_0370_forward AGAGCGGCCGCAATGACGAATGAATGCAAGATTCG Notl
BAB1_0370_reverse AGACTCGAGCTAAAGTGAAGACAGGCACAGCC Xhol
BAB1_0628_forward AGAGCGGCCGCATTGCGTATCCTGATTGTTGAAG Notl
BAB1_0628_reverse AGACTCGAGTCAGCTGCCGCTCCCTTTTGC Xhol
BAB1_0636_forward AGAGCGGCCGCAATGAAAATTCTCGTTATCGAAGATGA Notl
BAB1_0636_reverse AGACTCGAGTCATTCCGCCCTTGCGGCAG Xhol
BAB1_1138_forward AGAGCGGCCGCAATGGCGGCCGATATTCTTGTT Notl
BAB1_1138_reverse AGACTCGAGTTATACGCCGAGAGACTTCAGC Xhol
BAB1_1140_forward AGAGCGGCCGCAATGATTGCAGGGCGTCCGAC Notl
BAB1_1140_reverse AGACTCGAGCTAACCGCCGGTCTTTGCGC Xhol
BAB1_1538_forward AGAGCGGCCGCAATGGGATCGAAAGACGCCAT Notl
BAB1_1538_reverse AGACTCGAGCTATTCGATGCTGAGTTTGTAGCC Xhol
BAB1_1614_forward AGAGCGGCCGCAATGCGCGTCCTTTTGATTG Notl
BAB1_1614_reverse AGACTCGAGTCAGGCGCTTTCGCGCATCT Xhol
BAB1_1671_forward AGAGCGGCCGCAATGACGTTATCGACGCGTATAGC Notl
BAB1_1671_reverse AGACTCGAGTCAGGCAGCAACTTGCGATG Xhol
BAB1_2006_forward AGAGCGGCCGCAATGACAGGCCGTACTATTCTGATT Notl
BAB1_2006_reverse AGACTCGAGTTATGGGACAAGCTTATATCCCC Xhol
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BAB1_2092_forward AGAGCGGCCGCAATGAAGGAAGCTTCGGCAA Notl
BAB1_2092_reverse AGACTCGAGTTACGCTTCCCGGAAACGAT Xhol
BAB1_2146_forward AGAGCGGCCGCAATGTCCCAAGTACCCCGAA Notl
BAB1_2146_reverse AGACTCGAGTCAGCCGAACGAATATCCC Xhol
BAB2_0041_forward AGAGCGGCCGCAATGAACTGCGCATATGAACGC Notl
BAB2_0041_reverse AGACTCGAGTCAAAGCTCTTTGACCGGTTG Xhol
BAB2_0042_forward AGAGCGGCCGCAATGAAGAGAATCCTTCTAGCTGAAGA Notl
BAB2_0042_reverse AGACTCGAGTCAGGCGGCGATCAGCATTTTTTC Xhol
BAB2_0081_forward AGAGCGGCCGCAATGGCAACGCGCATTCTCAT Notl
BAB2_0081_reverse AGACTCGAGCTATATGGCCGCGCGGCCCCA Xhol
BAB2_0222_forward AGAGCGGCCGCAATGAGAATTATCCTCATCGAAGACG Notl
BAB2_0222_reverse AGACTCGAGTCATCGTGCTGCTTTCGATTTG Xhol
BAB2_0628_forward AGAGCGGCCGCAATGACGAAAAGCGTAATGATCG Notl
BAB2_0628_reverse AGACTCGAGCTAGGCATCGCCCAGATAGG Xhol
BAB2_0630_forward AGAGGATTCATGACAGCAAGGATTCTCGTCG EcoRlI
BAB2_0630_reverse AGACTCGAGTCAGGCCGCGGATAAAACAAT Xhol
BAB2_0762_forward AGAGCGGCCGCATTGAAAGAAGACGCCCACA Notl
BAB2_0762_reverse AGACTCGAGTCATGCTATTTCCACTTCATGC Xhol
BAB2_0806_forward AGAGCGGCCGCAATGAATATTTCTCCACAGTTCAAAGATG Notl
BAB2_0806_reverse AGACTCGAGCTATTGCAGGTCGGAAAACG Xhol
BAB2_1099_forward AGAGCGGCCGCAATGATTGTTGTCGTTGACGACA Notl
BAB2_1099_reverse AGACTCGAGTCACTCGATATTGATGCAGTAGCC Xhol
Verificacion del inserto en plasmidos pTRG
pTRG_forward TGGCTGAACAACTGGAAGCT
pTRG_reverse ATTCGTCGCCCGCCATAA
Clonado de genes de Brucella abortus para la expresion de proteinas recombinantes
LOVHK_Full_Nhel_Fw GCGATGGCTAGCGAATTCACGCTTATGCCCATG Nhel
LOVHK_Full_Xhol_Rev GCGCTCGAGACTACCGCGTGGCACCAGAGCCGCGATGCGCT Xhol
GTTCCGGCAC
BaLOV_5Dhpt_Nhel TTAGGATCCGCTAGCGTGCAGGATGTAACCGAG Nhel
BaLOV_3CAL_Sall TTAGGATCCGTCGACCGTGATTGGGGCCAGAACGT Sall
LovR_FWD_Nhel CGCGCTAGCTTGATGAACGATCTCGAACATAGG Nhel
LovR_REV_Xhol AGACTCGAGTCAGGCGACGCTGGATGAAAA Xhol
1671_Ndel_FWD ATACATATGACGTTATCGACGCGTATA Ndel

1671_His_Stop_REV

TTAGGATCCTCAATGATGATGATGATGATGGGCAGCAACTTG
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CGATG
PhyR_REC_Ndel_FW ATACATATGCACCACCACCACCACCACCAGGTGGCAACACG Ndel
PhyR_REC_Xhol_REV TAGCTCGAGTCATGCTTCCTCAAAGAAAAG Xhol
DivK_F_Myc_Nhel ATGGCTAGCGAACAAAAACTTATTTCTGAAGAAGATCTGACGA Nhel
AAAGCGTAATG
DivK_Rev_Xhol AGACTCGAGGGCATCGCCCAGATAGGACT Xhol
Construccion de cepas mutantes y complementadas de Brucella abortus 2308
5LovR_FWD-BamHI CGCGGATCCACTGGCGCTTTGTCGTGAA BamHl
5LovR_REV GGATGAAGATCGTTCATCAATTTTTTCTGCT
3LovR_FWD GAACGATCTTCATCCAGCGTCGCCTGATG
3LovR_REV-Sall CGCGTCGACGTTCGCACCGCGCCCGAT Sall
ABAB1_1671(1)_EcoRIl_Fw TTAGAATTCCTCCTGTTCGGCTTGGTCGAG EcoRl
ABAB1_1671(2)_BamHI_Rev GAACGAGGATCCTCCCGATAACGTCATGATTC BamHI
ABAB1_1671(3)_BamHI_Fw GGAGGATCCTCGTTCGTTGCTGCCTGACG BamH
ABAB1_1671(4)_Pstl_Fw TATCTGCAGGTGCCCGCTTGTCCCTGACTG Pstl

pMR10_pLOVHK_F

pMR10_pLOVHK_R

GCCAAGCTTCCATGGGATATCGAGAACCGCACTAACTATTTG
TTTTGTC

CGTAACTTAAGTGCGGCCCCCTCGAGATAGCCATGGCGGTAA
TAACGAT

Organizacion de los genes del Sistema GSR

1669_1670_FW
1669_1670_Rev
1670_1671_FW
1670_1671_Rev
NepR/1672_RT_FW
NepR/1672_RT_Rev
1672_1673_FW

1672_1673_Rev

GTAGAGCACGCAGACATTGC

GGCAATCCGAAAAGCTTGA

AGGGATAACGCTGGTAGCAA

TCAGCCAGGCACTTTTCTTT

CGCCTCTATACAGGACGAGACG

GTCATGCTGACCGATCAGCG

CCTCAGAAGCTTCGCCTGA

CGGACAGATGATTTCAGCAC

Ensayos de qRT-PCR

gPCR_0282_IF1_Fw (2)
gPCR_0282_IF1_Rev (2)
LOV_bmf RT_F
LOV_bmf_RT_R
LOVHK_RT 2 F
LOVHK_RT 2 R

LovR_bmf RT_F

TGTTACGGAACTGCTGCCCAAT

CGGCCCTTGGTCAGGTCATAA

CGACGTGACATTGGAGCTTA

AATCAAGCTGGTCCTTGCTG

ACGAGGCTGACGAGGTTATG

GAAATATGCAGGCGGTTCC

GCCGAAATATCTTCGTGGTC
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LovR_bmf_RT_R
gPCR_1671_Fw (2)
gPCR_1671_Rev (2)
gPCR_1672_Fw (2)
gPCR_1672_Rev (2)
rpoH1_RT_FW [85]
rpoH1_RT_REV [85]
dps_RT_FW [85]

dps_RT_REV [85]

GTATCGGCTTCTGGAAAACC

CAGGTGGCAACACGTCTGATGAT

GCTGGATATCGGCGAGAACCAT

CGACCAGCGTGAGGCAATCAT

GCCTCGCCTTCGATCTGGAGAA

AGTTCAAGCTGCCGATGAGT

CCAGGATGCATAGGTCGAAA

ATCTTGCCCTCATCACCAAG

CACATGGTCGTCGAGTTCTG

Construccion del vector pBBR_prom_LacZ

pvirbup [111]

pvirbdown [111]

GCGGATCCATGACAGGCATATTTCAAC

ATGAATTCGATCGTCTCTTCTCAGA

BamHI

EcoRl
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