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Ha uma diferenca muito grande entre saber e acreditar que se sabe.

Saber é ciéncia. Acreditar que se sabe € ignorancia.

Mas, cuidado! Saber mal, ndo é ciéncia.

Saber mal pode ser muito pior que ignorar.

Na verdade, sabe-se somente quando se sabe pouco, pois com o saber, cresce a
davida.

viii Que é preciso idolatrar, sempre!

Antbnio Abujamra
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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Victor Augusto Araljo Barbosa

Klebsiella pneumoniae & um patdgeno oportunista que causa principalmente infecgdes
respiratdrias e do trato urinério. A ocorréncia frequente de isolados virulentos resistentes a
multiplas drogas levou a inclusdo dessa espécie na lista da OMS das principais prioridades
para pesquisa e desenvolvimento de alternativas terapéuticas. O conhecimento abrangente
dos mecanismos moleculares subjacentes a viruléncia da K. pneumoniae pode levar a
proposta de medicamentos mais eficientes e especificos. O Sistema de Secrecdo Tipo VI
(T6SS) contribui para a competi¢cdo bacteriana, invaséo celular e colonizag&o in vivo. Apesar
dos estudos que mostram o envolvimento do T6SS na patogénese da K. pneumoniae, pouco
se conhece sobre a regulacdo de sua expressdo. O entendimento dos mecanismos
regulatérios pode fornecer pistas sobre a funcao desse sistema e contribuir para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o tratamento de infec¢bes por K.
pneumoniae. Esse trabalho teve como objetivo identificar mecanismos de regulacéo
transcricional dos genes do T6SS de K. pneumoniae. Para isso, analisamos 0s genomas de
trés cepas (Kp52.145, HS11286 e NTUH-K2044) de forma a predizer e padronizar a anotacao
dos genes de T6SS através de buscas de similaridade. Foram encontrados 38 genes do T6SS
em Kp52.145, 29 em HS11286 e 30 em NTUH-K2044. Nas adjacéncias dos genes do T6SS
foram encontrados genes envolvidos em sistemas de captacdo de ferro, sugerindo que o
T6SS de K. pneumoniae também pode desempenhar um papel na importacéo de ions. Foram
identificadas 17 regides promotoras dependentes de 0’ em Kp52.145, 12 em HS11286 e 12
em NTUH-K2044. Identificamos ainda 17, 12 e 15 sequéncias promotoras a partir dos sitios
putativos de 0. Também identificamos 165 sitios de ligacéo para reguladores transcricionais
em Kp52.145, 125 em HS11286 e 134 em NTUH-K2044. Nossos resultados in silico sugerem
gue o T6SS de K. pneumoniae seja regulado em resposta a sinais ambientais e devem
direcionar experimentos in vitro que testem a resposta de K. pneumoniae a variagbes de
temperatura (H-NS), de nutrientes (GcvA e Fis), estresse oxidativo (OxyR) e osmolaridade
(RscAB e OmpR).
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ABSTRACT

PHD THESIS IN COMPUTATIONAL AND SYSTEMS BIOLOGY

Victor Augusto Araljo Barbosa

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen that mainly causes respiratory and
urinary tract infections. The frequent occurrence of virulent and multiple drug-resistant isolates
led the WHO to include this species in the list of top priorities for research and development of
therapeutic alternatives. A comprehensive knowledge of the molecular mechanisms underlying
K. pneumoniae virulence may lead to the proposal of more efficient and specific drugs. One of
its virulence factors is the Type VI Secretion System (T6SS), which contributes to bacterial
competition, cell invasion and in vivo colonization. Despite the few studies showing the
involvement of T6SS in K. pneumoniae pathogenesis, little is known concerning the regulation
of its expression. The understanding of regulatory mechanisms may give more clues about the
function of the system and the possibilities of future interference in this process. This work
aimed to standardize the annotation of T6SS genes in K. pneumoniae strains and identify
mechanisms of their transcriptional regulation through computational predictions. We analyzed
the genomes of Kp52.145, HS11286 and NTUH-K2044 strains to perform a broad prediction
and re-annotation of T6SS genes through similarity searches. 38 genes were found in
Kp52.145, while 29 in HS11286 and 30 in NTUH-K2044. Genes coding for iron uptake systems
are encoded in adjacencies of T6SS, suggesting that K. pneumoniae T6SS might also play a
role in ion import. Some of the T6SS genes are comprised of syntenic regions. 17 o’°-
dependent promoter regions were identified in Kp52.145, 12 in HS11286, and 12 in NTUH-
K2044. In addition, 17, 12 and 15 o> -dependent promoter sequences were found in Kp52.145,
HS11286 and NTUH-K2044. Using Virtual Footprint we retrieved a total of 165 binding sites
for transcriptional regulators in Kp52.145 and 125 in HS11286 and 134 in NTUH-K2044. The
data presented herein are derived from computational analysis. Although future experimental
studies are required to confirm those predictions, they suggest that K. pneumoniae T6SS might
be regulated in response to environmental signals that are indeed sensed by the bacteria
inside the human host: temperature (H-NS), nutrition limitation (GcvA and Fis), oxidative stress
(OxyR) and osmolarity (RscAB and OmpR).
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1 INTRODUCAO
1.1 Sistema de secrecao do Tipo VI (T6SS)

O sistema de secrecédo do tipo VI (T6SS) foi inicialmente descrito em 2005
guando demonstrado que Vibrio cholerae O37 exibia citotoxicidade mediante contato
com Dictyostelium sp ou macréfagos de mamiferos (Pukatzki et al. 2006). Nesse
estudo, foi verificado que as proteinas Hcp (Hemolysin-coregulated protein) e VgrG
(Valine—glycine repeat G) eram secretadas de forma independente da atividade dos
mecanismos de secrecao conhecidos. Um conjunto de genes em V. cholerae, que
apresenta similaridade de sequéncia com genes que codificam as proteinas gp27 e
gp5, que compdem a placa de base do bacteriéfago T4, foi identificado. Estas
similaridades serviram de evidéncias de que o T6SS de V. cholerae provavelmente
possui uma estrutura similar ao complexo de proteinas da cauda do bacteriéfago T4
de Escherichia coli. Através de ensaios de secrecdo e deteccdo de proteinas por
western blot, bem como ensaios de ligacdo cruzada, foi demonstrado que os produtos
destes genes eram responsaveis por translocar as proteinas VgrG e Hcp do interior
da bactéria para o meio extracelular (Pukatzki et al. 2006, 2007).

Diversos outros estudos dessa época mostraram o envolvimento deste sistema
de secrecédo na viruléncia e patogénese bacteriana (Mougous et al. 2006; de Bruin et
al. 2007; Nano e Schmerk 2007; Shalom et al. 2007; Bingle et al. 2008).
Em Pseudomonas aeruginosa, foi sugerido que o T6SS € ativo em infec¢des crénicas
e contribui para a patogenicidade em pacientes com fibrose cistica (Mougous et al.
2006). A ilha de patogenicidade de Francisella sp (FPI, Francisella pathogenicity
island) codifica proteinas que compdem o T6SS (de Bruin et al. 2007; Nano e Schmerk
2007). Em Burkholderia pseudomallei, foi observado que a expresséo de alguns genes
putativos do T6SS € induzida pelo contato com macréfagos (Shalom et al. 2007).
Genes do T6SS foram encontrados em cerca de 25% das bactérias Gram-negativas
cujos genomas tinham sido sequenciados (Bingle et al. 2008). Desde entéo, cada vez
mais estudos relacionam a funcdo do T6SS as interacdes ambiente-bactéria-
hospedeiro e elucidam a arquitetura do complexo e estrutura tridimensional de seus
componentes.

Um sistema T6SS funcional € composto por produtos de pelo menos 13 genes
conservados (Boyer et al. 2009). Conforme foram sendo descobertos e
caracterizados, esses genes receberam nomes, por vezes relacionados a alguma
caracteristica de sua sequéncia primaria, em outros casos relacionados a um fenétipo

associado. Com o tempo, percebeu-se que genes homélogos de outras espécies
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(ortdlogos) tinham recebido nomes diferentes — dificultando a comparacgéo entre eles
e a caracterizacao geral do sistema. Assim, em 2007, foi proposta uma padronizacao
da nomenclatura dos genes do T6SS, utilizando a nomenclatura tss (type six
secretion), sendo as 13 familias de genes denominadas de tssA a tssM (Tabela 1)
(Shalom et al. 2007). Esses genes codificam um complexo macromolecular que
atravessa as membranas interna (MI) e externa (ME) da bactéria, formando uma
estrutura que lembra uma “seringa” - composta por uma “cauda” que se estende na
regido citoplasmatica e uma “agulha” que atravessa as membranas, alcancando o
meio extracelular (Ballister et al. 2008; Leiman et al. 2009). Além desses 13
componentes, outros ja foram descritos e participam principalmente regulando a
expressao e atividade do sistema (Tabela 1).

Tabela 1: Componentes do T6SS (Adaptado de (Shalom et al. 2007; Boyer et al.
2009; Leiman et al. 2009; Shneider et al. 2013; Weber et al. 2016; Zoued et al. 2017,
Santin et al. 2018)).

Nomenclatura Nome usual ~
padronizada Fungao COG
TssA SciA Coordenacao da montagem do sistema COG3515
TssB VipA Componente da bainha da cauda COG3516
TssC VipB Componente da bainha da cauda COG3517
TssD Hcp Componente do tubo COG3157
TssE SciD Complexo da base COG3518
TssF SciC Complexo da base COG3519
TssG SciB Complexo da base COG3520
TssH ClpVv ATPase / reciclagem da bainha COG0542
Tssl VgrG Ponta do sistema COG3501
TssJ SciN Complexo de membrana COG3521
TssK Scio Complexo da base COG3522
TssL MotB Complexo de membrana COG3455
TssM lcmF Complexo de membrana COG3523
PAAR - Pode se associar a ponta do sistema e ter COG4104
funcéo efetora ou carrear algum efetor
TagA - Interrupcédo biogénese do tubo/cauda -
TagB - - COG1357
TagC - - -
TagD - PAAR-like -
TagE PpkA Regulador pés-transcricional COGO0515
TagF SciT Regulador pés-transcricional COG3913
TagG - Regulador pés-transcricional COG0631
TagH Fhal Regulador pés-transcricional COG3456
Tagl - Lipoproteina ancorada a ME -
TagJ SciE Incorporacéo de TssB ao sistema COG4455
TagK - - -
TagL SciZ Ancorar CM a parede celular e Ml C0G2885
TagX - transglicosilase litica

Legenda: Esta tabela lista os componentes do T6SS, incluindo os 13 componentes conservados e
proteinas acessorias. Ainda, esta tabela associa a nomenclatura padronizada Tss a outros nomes
usuais de cada componente, bem como a localizagdo ou funcéo de cada componente no complexo e
dominios funcionais de acordo com o COG: Clusters of Orthologous Groups. TssA-M — Type Six
Secretion System A-M; PAAR - Proline-Alanine-alanine-Arginine Repeats; Ml — Membrana interna; ME
— Membrana externa; PC — Parede Celular.
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Devido a similaridade entre as sequéncias desses componentes com proteinas
de bacteriéfagos, foi sugerido que o T6SS poderia formar um complexo similar a um
bacteriéfago (Ballister et al. 2008; Leiman et al. 2009). Bacteridéfagos possuem uma
estrutura conhecida como “cabe¢a” e uma “cauda” e interagem com a membrana
externa bacteriana para injetar seu DNA no interior da bactéria. Por outro lado, 0 T6SS
transloca proteinas para fora da bactéria. Assim, foi sugerido que o T6SS seria como
um bacteriéfago invertido: ancorado na membrana interna bacteriana por um
complexo de membrana e teria uma “cauda” polimerizada no citoplasma bacteriano
(Figura 1). Mediante um estimulo, essa “cauda” poderia injetar proteinas no meio
extracelular ou nhuma outra célula alvo (translocacao). Dessa forma, o T6SS agiria da
mesma forma que um bacteriéfago, mas a translocacédo seria no sentido oposto.
Estudos de biologia estrutural ttm demonstrado que o T6SS, de fato, € um complexo
macromolecular, cujo arranjo tridimensional lembra uma “seringa” com agulha (Figura
1). Este sistema € compreendido pelo complexo de membrana (em inglés: membrane
complex), ligado ao complexo da base (em inglés: baseplate complex;) e uma longa
cauda citoplasmatica tubular (em inglés: tail components) (Brunet et al. 2015b; Weber
et al. 2016; Zoued et al. 2017).

ME l l Complexo de

Membrana
/ (M)
PG ‘

Citoplasma
() Complexo da

Placa de Base
(PB)

Tubo
Cauda

Bainha

Reciclagem

ATPase
!_,/ Tampa

Figura 1: Arquitetura do T6SS. Representacdo esquematica da estrutura do T6SS. ME:
Membrana Externa. Ml: Membrana Interna. PG: Peptideoglicano Adaptado de (Zoued et al.
2017).
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Este complexo de secrecao teve sua biogénese revisada por Zoued et al. 2017,
que descreveram que sua montagem acontece da membrana externa para o
citoplasma. Inicialmente o complexo de membrana (componentes TssJ, TssM, TssL)
é organizado através das membranas externa e interna. A ponta (spike: Tssl e PAAR
e 0 complexo da base (TssE, TssF, TssG, TssK) sao recrutados e interagem com o
complexo de membrana. Em seguida, a cauda citoplasméatica € polimerizada, sendo
constituida pelo tubo interno (tube: TssD) e bainha (sheath: TssB e TssC). A proteina
TssA (cap ou tampa) é essencial para o recrutamento do complexo da base para o
complexo de membrana, bem como para a polimerizagdo da cauda a partir do
complexo da base e coordenacao entre a bainha e o tubo. Proteinas efetoras podem
ser carreadas por TssD no interior do tubo central ou por Tssl e PAAR na ponta do
sistema. Mediante um estimulo, ocorrem mudancas conformacionais na cauda, que
levam a translocacao das proteinas TssD, Tssl, PAAR e dos efetores, para 0 meio
extracelular ou para o interior de uma célula alvo. Essas proteinas efetoras geralmente
possuem atividade relacionada com a modulacdo do metabolismo ou vias de
sinalizagdo da célula alvo, de forma a favorecer a sobrevivéncia da bactéria. Apos
todo este ciclo de montagem e translocagédo do T6SS, a bainha € desmontada através
da acdo de uma ATPase (TssH) e suas proteinas recicladas para que uma nova cauda

seja polimerizada (Zoued et al. 2017).

1.2 Componentes do T6SS
1.2.1 Complexo de Membrana - CM (TssL, TssM e TssJ)

O complexo de membrana do T6SS é formado pelas proteinas TssJ, TssL e
TssM (Durand et al. 2015). A TssJ é uma lipoproteina de membrana externa, enquanto
TssL e TssM sdo proteinas ancoradas na membrana interna. A proteina TssJ €
caracterizada pela presenca do dominio T6SS-SciN e pertence ao COG3521. A
proteina TssL possui 0 dominio N-terminal DotU e COG3455; e a proteina TssM o
dominio lcmF e COG3523.

Dados recentes mostraram que a proteina TssJ é a que primeiro se posiciona
na membrana externa, recrutando a seguir TssM e TssL (Rapisarda et al. 2019). Uma
vez formado, este complexo de membrana corresponde a uma estrutura de
aproximadamente 1,7 MDa, sendo composto por cinco dimeros heterotriméricos, além
de cinco subunidades adicionais de TssJ (Durand et al. 2015; Rapisarda et al. 2019).
A arquitetura deste complexo consiste em: 1) no core, uma estrutura composta pelos

heterotrimeros, em forma de cinco duplos pilares que atravessam a regido
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periplasmatica e atravessam a membrana interna; 2) uma base, composta pelos
dominios citoplasmaticos de TssL e TssM; e 3) uma ponta, que contém as cinco

subunidades adicionais de TssJ (Figura 2).

325A

Figura 2: Estruturado complexo de membrana do T6SS de E. coli. No centro, visédo global
da densidade eletronica do T6SS. A esquerda esté representada a posi¢do do complexo de
membrana em relagcdo as membranas bacterianas, externa (ME) e interna (MI). A direita, s&o
representadas as visdes lateral e superior da regido do core, em cores: pilares internos em
verde, pilares externos em azul e parte superior em laranja. A ponta ndo estruturada e a base
estdo em cinza. Figura adaptada de (Rapisarda et al. 2019).

A regido da base do complexo de membrana possui grande flexibilidade, o que
propicia o posicionamento do baseplate (TssKFGE-Tssl) (Rapisarda et al. 2019). Além
de servir como ancoramento do sistema de secrecéao, este complexo também funciona
como um portado que permite a secregcao pelo T6SS, mas impede extravasamentos do
periplasma e a entrada de produtos toxicos para dentro da bactéria (Durand et al.
2015; Rapisarda et al. 2019). O complexo de membrana é montado numa
conformacao onde os pilares ficam orientados para o centro do complexo, fechando-
0 na altura da membrana externa. Dessa forma, a célula fica protegida contra a
liberagéo ou entrada de conteudos indevidos.

Em algumas espécies, como E. coli, K. pneumoniae e Y. pestis, a proteina
acessoéria TagL, ancorada a membrana interna, se associa ao complexo de
membrana, interagindo com TssL (Aschtgen et al. 2010; Santin et al. 2019). Apés a
montagem do complexo de membrana, TagL interage com TssL. Em seguida, o
complexo baseplate é recrutado, para dar continuidade ao processo de montagem do

T6SS, polimerizando a bainha do complexo (Santin et al. 2019).

1.2.2 Ponta do sistema - Tssl e PAAR
A ponta do T6SS é uma estrutura formada por um trimero da proteina Tssl

associada a proteina PAAR. A proteina Tssl geralmente tem aproximadamente 850
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aminoacidos, apresenta os dominios conservados VgrG, Phage GPD, RHS e
DUF2345 e pertence ao COG3501. Algumas Tssl apresentam uma extensdo na
regido C-terminal, de sequéncia variavel e que pode conter um dominio extra,
relacionado a sua funcgédo efetora nas células alvo ou a interagéo com efetores. Em V.
cholerae, por exemplo, foram identificadas trés proteinas Tssl que apresentam
extensdes C-terminais com atividades enzimaticas distintas: Tssl-1, Tssl-2 e Tssl-3
(Pukatzki et al. 2006). Por exemplo, a proteina Tssl-1 possui 0 dominio de crosslinking
de actina (ACD — Actin Cross-linking Domain) contendo um motivo de ligacdo a actina
(ABM — Actin Binding Motif) na porcao C-terminal (Ma et al. 2009; Dutta et al. 2019).
Quando V. cholerae é fagocitada por células hospedeiras, Tssl-1 é translocada pelo
T6SS para o citosol da célula alvo, levando a um desarranjo do citoesqueleto de
actina, e assim evitando a fagocitose de outras bactérias por macréfagos (Ma et al.
2009; Dutta et al. 2019). Em Aeromonas hydrophila, a Tssl-1 contém um dominio de
ribosilacdo de ADP (Suarez et al. 2010a). Em E. coli CFT073, a Tssl-1 possui o
dominio VgrG, Phage GPD, T6SS Vgr e DUF2345, que apresenta funcdo de
carreadora de efetores (Leiman et al. 2009). Por outro lado, a proteina PAAR (Proline-
Alanine-Alanine-aRginine), possui o dominio PAAR_1, pertence ao COG4104 e pode
apresentar papel efetor ou de carrear efetores para translocacdo. A andlise da
estrutura deste complexo revelou que elas apresentam um formato pontiagudo (Figura
3).
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Figura 3: Complexo da ponta do T6SS, composto pelas proteinas Tssl e PAAR. A —
Representacdo esquematica identificando os dominios da Tssl: em verde dominio gp5, em
roxo o dominio gp27. A proteina PAAR esta representada em laranja. B — Estrutura em fita do
complexo Tssl-PAAR de E. coli O6. Tssl, ID PDB: 2P57; PAAR, ID PDB: 4JIW. Adaptado de
(Shneider et al. 2013; Zoued et al. 2014).

Essa ponta em forma de triangulo corresponde a estrutura formada pela regiéo
C-terminal da Tssl, que interage por ligacfes de hidrogénio com a proteina PAAR
(Leiman et al. 2009; Shneider et al. 2013). Ambas as proteinas da ponta do T6SS sao
translocadas para a célula alvo. A importdncia de PAAR para a atividade
antibacteriana do T6SS de V. cholerae e Acinetobacter baylyi foi demonstrada quando
verificado que mutantes paar apresentam diminuicdo de 100 a 10.000 vezes na
capacidade de matar E. coli (Shneider et al. 2013). O mesmo estudo também
demonstrou que mutacdes em paar reduzem de 70% a 90% a secrecdo de TssD. A
proteina PAAR pode ainda carrear efetores, como as proteinas Tdel e Tde2 em

Agrobacterium tumefaciens (Ma et al. 2014; Bondage et al. 2016).

1.2.3 Complexo da base (baseplate: TssE, TssF, TssG e TssK)

O baseplate € formado pelas proteinas Tssk, TssF, TssG e TssK. Alguns
autores consideram ainda que as proteinas da ponta também fazem parte do
baseplate (Brunet et al. 2015b). As subunidades do baseplate formam um complexo,
gue é recrutado e se encaixa no complexo de membrana (Brunet et al. 2015b). Essa
estrutura funciona como uma plataforma para a montagem da cauda (Cherrak et al.
2018).

A proteina TssE, classificada no COG3518, é localizada no complexo da base,
possui dominio gpW_gp25 e fungéo de ligar-se a Tssl. A proteina TssF, classificada

no COG3519, se localiza entre as proteinas TssK e TssG e, possui dominio VI_chp_6
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e funcd@o de auxiliar na polimerizacdo da bainha. A proteina TssG, classificada no
COG3520, é ligada a TssF, possui dominio VI _chp 1 e funcdo de auxiliar na
polimerizacdo da bainha. A proteina TsskK, classificada no COG3522, integra a
membrana interna, possui dominio VI_chp_4 e funcdo de manter a estabilidade do

complexo da base antes, durante e ap0s a contragdo do T6SS.

1.2.4 Tubo (TssD) e cauda (TssB/TssC)

O tubo e a cauda sao estruturas longas, montadas no citoplasma bacteriano. O
tubo é formado pela proteina TssD, que apesar da padroniza¢cdo da nomenclatura das
Tss, ainda se utiliza o nome usual Hcp (Hemolysin-coregulated pilus). A proteina TssD
forma hexameros em formato de anéis, que por sua vez se empilham formando um
tubo, com diametro interno de aproximadamente 40A. O revestimento externo do tubo
é feito por dodecameros das proteinas TssB e TssC (anteriormente denominadas

VipA e VipB, respectivamente), formando uma bainha ao redor do tubo (Figura 4).

TssD

TssB/ TssC

Figura 4: Cauda do T6SS. A. Vista superior de uma representacéo em fita do hexamero
TssD1 [Protein Data Bank (PDB) codigo ID 1Y12]. As subunidades individuais s&o coloridas
em cores diferentes para destacar sua organizacao. A TssD1 forma um anel hexamérico com
um didmetro interno de aproximadamente 40A. B. Representacao do tubo (TssD em cinza) e
da bainha (TssB/TssC em azul) do T6SS. Adaptado de (Mougous et al. 2006; Cherrak et al.
2019).

A proteina TssD apresenta dominio VI_effect_Hcpl e pertence ao COG3157.
Inicialmente foi imaginado que as proteinas efetoras do T6SS poderiam passar pela
luz do tubo de TssD. Essa hipotese foi reforcada quando analises de microscopia
eletrbnica mostraram que a proteina efetora Tse2 (Type six efector 2) de P. aeruginosa
interage com a superficie interna de TssD. Novos estudos encontraram hexameros de
TssD contendo proteina efetora no seu interior, no interior da bactéria, antes mesmo
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desses hexameros formarem o tubo (Blondel et al. 2009; Ma et al. 2017). Assim, hoje
acredita-se que um dos mecanismos de translocacdo do T6SS, seja mediado por
TssD, que carreia efetores (Mougous et al. 2006; Ballister et al. 2008; Silverman et al.
2013). Ainda, considerando que a proteina TssD também é translocada para a célula
alvo ou meio extracelular, sua presenca em sobrenadantes de cultura é usada como
um marcador da atividade do T6SS (Zhou et al. 2012). TssD também possui funcao
efetora, com mdltiplas funcdes em diferentes bactérias (Ma et al. 2017). Foi
demonstrado que a TssD de Aeromonas hydrophila ATCC 7966 pode impedir a
maturacdo de macréfagos, inibindo o processo de fagocitose (Suarez et al. 2010b).
Este processo ocorre com a inibicdo da producédo de citocinas pro-inflamatérias e
inducao de interleucina-10, o que pode impedir a maturacdo dos macréfagos (Suarez
et al. 2010a). Proteinas TssD de E. coli RS218 desempenham papéis na aderéncia e
invasdo celular (Zhou et al. 2012). Essas proteinas podem induzir rearranjo de
citoesqueleto de actina, apoptose e liberacdo de interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8
(IL-8) de células endoteliais microvasculares do cérebro humano (Zhou et al. 2012).
Em V. cholerae V52, a delecdo do gene tssD torna a bactéria avirulenta para
Dictyostelium sp (Pukatzki et al. 2006).

As proteinas da bainha, TssB e TssC contém o dominios VI_chp_5e VI _chp 2
e pertencem aos COGs 3516 e 3517, respectivamente (Bénemann et al. 2009; Basler
e Mekalanos 2012; Brunet et al. 2014). Apesar da semelhanca funcional entre caudas
de bacteri6fagos contrateis e 0 T6SS, TssB e TssC ndo sao homologas com a proteina
gpl18 da bainha da cauda do bacteriéfago T4 (Kube et al. 2014). Utilizando técnicas
de crio-eletro tomografia de células bacterianas inteiras, foi mostrado que a estrutura
formada pelas proteinas TssB e TssC apresenta ao menos duas conformacdes:
estendida e contraida (Bénemann et al. 2009; Basler et al. 2012). A bainha é montada
ao redor do tubo, na conformacdo estendida. Mediante estimulo, uma mudanca
conformacional na estrutura do complexo TssB/TssC para a conformacgéo contraida,
impulsiona o tubo formado por TssD em direcdo ao meio extracelular (Kube et al.
2014).

1.25TssA

A coordenacéo da biogénese do T6SS, desde o acoplamento entre o complexo
de membrana e o baseplate, a polimerizacdo da cauda a partir do baseplate e a
extensado do tubo e seu revestimento com a bainha, € mediado pela proteina TssA em

algumas espécies (Brunet et al. 2015b).
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TssA € uma proteina com o dominio ImpA-N no N-terminal, classificada no
COG3515. Em E. coli, V. cholerae e A. tumefaciens, TssA possui ainda um dominio
T6SS_VasJ naregido C-terminal. Por outro lado, em P. aeruginosa uma proteina TssA
foi identificada com a presenca de um dominio com homologia a gp6 (subunidade do
baseplate de bacteri6fagos), sendo denominada TssAl (Zoued et al. 2017).

Diferente da TssA, a TssAl interage com componentes do complexo de base,
interagindo com TssK. Portanto, TssA e TssAl ndo compartiiham propriedades
funcionais. Ainda, alguns T6SS possuem proteina com dominio ImpA na porgado N-
terminal e uma regido hidrofobica (HR) que pode servir como ancora de membrana
além de um dominio de funcéo desconhecida VasL no C-terminal (Zoued et al. 2017).
Nesse caso, a proteina € denominada TagA (Figura 5) (Zoued et al. 2017; Santin et
al. 2018). Quando a extremidade distal da bainha do T6SS se aproxima da membrana
oposta, a TagA é capturada e interrompe a polimerizacdo da bainha, prendendo a

bainha estendida a membrana como uma rolha (Santin et al. 2018).

TosA o D vy

V. cholerae

TssA1 oI gpé

P. aeruginosa

Tagh o (EIERNNES HR = (VaSE
E. coli

Figura 5: Arquitetura dos dominios das proteinas TssA, TssAl e TagA. O dominio
ImpA_N conservado (acesso: PF06812) é representado em vermelho, enquanto os dominios
do C-terminal sdo representados em outras cores: T6SS VasJ, dominio de funcao
desconhecida (acesso: PF16989) em azul; gp6, regido de homologia do bacteriéfago gp6 em
laranja; HR, regido hidrofébica em amarelo; VasL, dominio de fungéo desconhecida (acesso
PF12486) em verde. Adaptado de (Zoued et al. 2017).

1.2.6 Reciclagem — TssH

Apés a montagem do T6SS e a contracdo da bainha que propulsiona o tubo
para fora da bactéria, as proteinas TssD, Tssl, PAAR e efetores sao liberados no meio
extracelular ou interior da célula alvo. Por outro lado, no citoplasma da bactéria, as
proteinas da bainha TssB e TssC sdo desmontadas pela acdo de uma TssH (Clp
ATPase) — de forma a serem recicladas e usadas para a montagem de um novo T6SS
(Bbnemann et al. 2009). Proteinas Clp (Chaperone like protease) funcionam como

subunidades reguladoras para selecionar e ligar substratos, desenovela-los e
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transloca-los para uma camara proteolitica (Sauer et al. 2004). A proteina TssH possui
um ou dois dominios AAA. O dominio AAA é definido por uma sequéncia conservada
de 200-250 aminoacidos, que inclui as sequéncias caracteristicas de motivos Walker
A/ P-loop e Walker B, responsaveis por transformar a energia da hidrélise de ATP em
uma forgca mecanica para remodelar substratos (Figura 6) (Hanson e Whiteheart 2005;
Schlieker et al. 2005). TssH tem como substratos as proteinas (TssB / TssC) da bainha
do T6SS. Sabe-se que a por¢cdo N-terminal da TssH interage com a proteina TssC,

dentro de um sulco hidrofébico (Bbnemann et al. 2009; Pietrosiuk et al. 2011).

4 &
Clp N A ~ AAA2  CIpB D2

Figura 6: Arquitetura dos dominios da proteina ClpV. Os dominios Clp_N (acesso:
PF02861.20) e ClpB_D2 (acesso: PF10431.9) sédo representados em verde e marrom,
enquanto os dominios AAA (acesso: PF00004.29) e AAA_2 (acesso: PF07724.14) sao
representados em cores vermelho e azul, respectivamente. As setas preta e azul representam
os dominios Walker A e Walker B, respectivamente.

O T6SS é montado e, mediante um estimulo, é disparado, secretando as
proteinas efetoras. Em seguida, as proteinas citoplasmaticas sdo reaproveitadas para
a montagem de um novo complexo, que vai translocar mais efetores. Esse ciclo, se
repete enquanto durar o estimulo. Considerando o papel de TssH na reciclagem de
componentes do T6SS, podemos dizer que TssH é importante para a atividade do
sistema, mas néo para sua montagem (Bonemann et al. 2009; Basler e Mekalanos
2012; Kapitein et al. 2013). De fato, foi demonstrado que a delecdo do gene tssH-1 em
P. aeruginosa, anula a secre¢do do tubo de TssD-1 (Mougous et al. 2006), o que
reforca a importancia da ATPase para o funcionamento do complexo de secrecao. A
atividade hidrolitica da TssH sobre a molécula de adenosina trifosfato (ATP) foi
determinada inativando a atividade do dominio AAA-1, introduzindo uma mutac¢ao no
motivo Walker B. Com essa mutacédo, a proteina TssH ndo funciona como fonte de
energia para facilitar a secrecao de TssD-1 (Mougous et al. 2006). De forma similar,
em V. cholerae, a TssH foi descrita como necessaria para a secrecdo de TssD e Tssl-
2 (Bbnemann et al. 2009).

Curiosamente, bactérias como Campylobacter jejuni e Fransicella tularensis,
apresentam um T6SS funcional, porém nao tem homologos de TssH, sugerindo que
estas bactérias utilizam outro componente com atividade ATPase (Shrivastava e
Mande 2008; Barker et al. 2009; Lertpiriyapong et al. 2012). No genoma destes
organismos deficitarios em TssH, foram identificados genes clpB (Brodmann et al.
2017). Assim como a TssH, ClpB é uma chaperona molecular hexamérica, com
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atividade de ATPase (Shrivastava e Mande 2008). Foi demonstrado que ClpB pode
cumprir o mesmo papel que TssH na reciclagem de componentes citoplasmaticos do
T6SS (Shrivastava e Mande 2008; Barker et al. 2009; Lertpiriyapong et al. 2012). TssH
e ClpB compartiham o COG0542 e os dominios AAA, AAA2 e ClpB_D2-small
(Brodmann et al. 2017).

1.3 Componentes acessorios

Andlises in silico demonstraram a presenca de genes do T6SS em bactérias
Gram-negativas, com o numero de ortélogos variando em cada bactéria (Shrivastava
e Mande 2008; Li et al. 2015). Além disso, os genomas de algumas bactérias podem
codificar o conjunto de genes do T6SS em mais de um locus. Comumente, esses loci
estdo dentro de ilhas de patogenicidade, por exemplo a Pseudomonas aeruginosa HSI
(Hcpl Secretion Island) e Salmonella typhimurium SCI (Salmonella Centrisome
Island), bem como nos genomas de E. coli enteroagregativa e V. cholerae (Cascales
2008; Chen et al. 2015; Lin et al. 2016). Além dos genes que codificam os 13
componentes mais conservados do T6SS, esses loci genbmicos podem codificar
toxinas, antitoxinas, adaptadores e proteinas auxiliares, bem como efetores adicionais
(Journet e Cascales 2016).

Alguns desses componentes adicionais, tem sido denominados Tag (type six
secretion associated genes) (Shalom et al. 2007). E possivel que algumas destas
proteinas possam ser secretadas pelo T6SS ou que sejam ancoradas ao envelope
celular devido a presenca de dominios transmembranares. Essas proteinas
acessorias, podem funcionar também como locais de modificacdo lipidica, na
ancoragem a membrana externa ou apresentar dominios de ligacao a peptidoglicano
semelhantes a MotB / OmpA (Shalom et al. 2007).

Em P. aeruginosa coexistem trés T6SS, denominados T6SS - H1 a H3. A
proteina TagJ € Unica para o T6SS-H1, portanto ausente nos T6SSs H2 e H3. Essa
proteina TagJ interage com uma a-hélice na por¢ao N-terminal de TssB, formando um
subcomplexo do T6SS e modulando a incorporacédo da TssB ao T6SS (Lossi et al.
2012; Forster et al. 2014). Em P. aeruginosa, o T6SS é ativado apos a fosforilacao da
proteina TagH, uma proteina com dominio ForkHead-Associated (FHA) e por TagE,
uma treonina quinase que atravessa a membrana (Hsu et al. 2009). Com papel
contrario ao da TagE, as proteinas TagF e TagG agem inibindo a ativacdo do T6SS
em vias dependente e independente da fosforilacdo da treonina, ao formar um

complexo com a proteina TagH (Lin et al. 2018a).
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Outro componente acessoério identificado em Acinetobacter baumannii, € um
componente estrutural associado a membrana, chamado TagX. Esta proteina foi
caracterizada como uma hidrolase de peptideoglicano com atividade de
endopeptidase. A TagX cumpre o papel de permitir o transito dos componentes do
T6SS através da camada de peptidoglicano da bactéria produtora de T6SS (Weber et
al. 2016).

1.4 Efetores e proteinas de imunidade do T6SS

Conforme mencionado anteriormente, os sistemas de secre¢do podem ser
usados em varios estagios da vida de uma bactéria, incluindo fun¢des relacionadas a
facilitar sua interacdo e sobrevivéncia em células hospedeiras eucariéticas, bem como
conferir vantagens em processos de competicdo com outras bactérias (Kanamaru
2009). Considerando o amplo espectro de células alvo do T6SS, uma grande
diversidade de efetores e toxinas estdo associados com o T6SS, tornando-0 uma
arma versatil (Journet e Cascales 2016).

Para proteger a si e as células irmas da intoxicacdo por efetores secretados,
0S organismos cujo T6SS apresenta atividade antibacteriana, expressam também
proteinas de imunidade cognatas, que neutralizam a toxicidade de tais efetores
(Alcoforado Diniz et al. 2015). Portanto, essas proteinas de imunidade impedem a
acdo de uma proteina efetora especifica contra a prépria bactéria que a produz. Nos
loci do T6SS em que estes pares sédo descritos, frequentemente 0s genes que
codificam as proteinas efetoras e as proteinas de imunidade sdo adjacentes. Por
exemplo, em E. coli os genes tlel e tlil, que codificam as proteinas Tlel (efetora) e
Tlil (imunidade) sdo vizinhos (Figura 7) (Alcoforado Diniz et al. 2015; Yang et al.
2018), assim como em K. pneumoniae HS11286, as proteinas TlelkP e Tli1XPsdo
adjacentes (Liu et al. 2017). Estes pares de Efetores-Imunizadores (imunizantes)
podem ser identificados por meio de andlises computacionais e de secretomas (Hood
et al. 2010; Russell et al. 2012; Dong et al. 2013; English et al. 2014).
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Figura 7: Co-localizacdo de genes que codificam pares de proteina efetor-imunidade em
E. coli EAEC 042, UPEC CFT073 e UPEC UTI89. Nas cores magenta, azul e verde estédo
representados os genes que codificam as proteinas TssH, Tssl e PAAR. Os genes que
codificam proteinas efetoras e de imunidade estdo indicados com seus nomes. As setas
brancas sem indicacdo representam genes com funcdo desconhecida. Tle: type VI lipase
effector; Tli: type VI lipase immunity (Journet e Cascales 2016).

1.5 O papel do T6SS nas interacdes bactéria-bactéria

Ja foram descritas proteinas efetoras do T6SS, com atividade antibacteriana,
com atividades de amidase, muramidase de peptideoglicano e fosfolipase (Russell et
al. 2011; Shang et al. 2012; Ma et al. 2017). Em P. aeruginosa foram descritas a
presenca de trés proteinas exportadas pelo T6SS, denominadas Tsel-3 (Type six
exported 1-3). Tsel e Tse3 sdo enzimas periplasméaticas com atividade litica, que
degradam peptidoglicanos via atividades do tipo amidase e muramidase (Russell et
al. 2011). A Tse2 codificada na ilha genémica T6SS-H1, demonstra capacidade de
impedir o crescimento de Burkholderia thailandensis e E. coli (Hood et al. 2010).

Em E. coli, a proteina efetora Tlel possui atividade de fosfolipase Al e A2
(Flaugnatti et al. 2016). Tlel é translocada pelo T6SS sendo carreada por Tssl e tem
como alvo lipidios da membrana interna. Em V. cholerae V52 a proteina codificada
pelo gene vasX, homologo da colicina, auxilia na morte de E. coli mediada por T6SS
(Miyata et al. 2013). O efetor VasX, juntamente com Tse4 de P. aeruginosa tem a
capacidade para formar poros ou canais na membrana de células bacterianas (Miyata
et al. 2013; LaCourse et al. 2018). Em K. pneumoniae HS11286, por ensaios de
competicao intra e inter-especificos com expressao do gene efetor tle1KP projetado
para atingir o periplasma, foi descrito que o T6SS provoca retardo no crescimento de
E. coli (Liu etal. 2017). Muitos outros efetores com atividade antibacteriana vem sendo
descritos na literatura (Russell et al. 2014; Alcoforado Diniz et al. 2015; Trunk et al.
2019).
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1.6 O papel do T6SS nas interag6es com células do hospedeiro

Diversos efetores associados ao T6SS possuem acao em células eucaridticas
(Hachani et al. 2016). Abaixo sdo relatados apenas alguns desses efetores ja
estudados.

As células fagociticas sdo determinantes na capacidade do hospedeiro para
controlar infec¢cdes bacterianas. Uma estratégia empregada por bactérias invasoras
para evitar o sistema imune de células hospedeiras, é direcionar sua captacao para
células hospedeiras que sédo fagocitos ndo-profissionais, como células epiteliais e
endoteliais que revestem superficies mucosas e vasos sanguineos (Cossart 2004).
Foi demonstrado que o T6SS-H2 de P. aeruginosa PAOL pode agir facilitando a
captacao bacteriana por células HelLa e células epiteliais pulmonares, modulando a
interacdo com células hospedeiras eucaritticas (Sana et al. 2012). Nesta mesma
bactéria, a proteina TssI2b é translocada pelo T6SS e interage com microtabulos no
complexo de anel de *-tubulina (*TURC) de células eucaridticas. Essa interacao
precede a internalizacdo da P. aeruginosa que € dependente dos microtabulos de a e
B - tubulina (Sana et al. 2015). Outros exemplos sado os patdégenos humano B.
pseudomallei e B. thailandensis, que sdo bactérias intracelulares facultativas, com
habilidade de escapar para o citosol de células hospedeiras. Estas espécies podem
estimular, via T6SS-5, a formacdo de células gigantes multinucleadas facilitando a
disseminagé&o bacteriana, o acesso a nutrientes e o escape de mecanismos de defesa
e de antibiéticos (Whiteley et al. 2017).

Dois tipos de fosfolipases D secretadas pelo T6SS de P. aeruginosa foram
identificadas como efetores de viruléncia, tendo como alvos células hospedeiras tanto
procariéticas como eucaridticas. Cada uma dessas fosfolipases pode provocar a
internalizacdo bacteriana em células ndo fagociticas (Bleves et al. 2014). Com
atividade nas membranas eucaridticas, tem-se identificado em V. cholerae, P.
aeruginosa e K. pneumoniae os efetores TseL, Tle5 e Tle1KP respectivamente (Russell
et al. 2012; Dong et al. 2013; Liu et al. 2017). A secrecéo de efetores pelo T6SS
ressalta a diversidade de substratos secretados via T6SS e mecanismos diferentes
ainda nao elucidados completamente, que podem realizar diferentes funcdes
importantes no estabelecimento de infecgcbes em hospedeiros eucaridticos (Sana et
al. 2012; Dong et al. 2013).

31



1.7 O papel do T6SS na captacado de ions metalicos

Uma caracteristica do T6SS € a presenca de multiplos sistemas em algumas
espécies bacterianas (Boyer et al. 2009). Esta bem estabelecido que alguns desses
sistemas funcionam para competir por seus nichos entre diversas espécies
bacterianas (Anderson et al. 2017) e células eucaribticas (Hachani et al. 2016),
enguanto a atividade de muitos desses transportadores permanece desconhecida. Os
ions metalicos sdo componentes essenciais para crescimento bacteriano, assim a
aquisicdo de ions metalicos altera o metabolismo celular, participando do transporte
de micronutrientes, da regulagao transcricional e resisténcia a estresses oxidativos
(Aguirre e Culotta 2012; Lisher e Giedroc 2013).

Em Yersinia pseudotuberculosis e B. thailandensis foi descrito um T6SS (T6SS-
4 em ambas as espécies), que funciona para importar ions Zn?* e Mn?
respectivamente do meio extracelular, agindo como antioxidantes para diminuir efeitos
de radicais hidroxila prejudiciais para a bactéria (Wang et al. 2015; Si et al. 2017a).
Foi identificado que a expressao do T6SS em Y. pseudotuberculosis é ativada pelas
proteinas reguladoras OxyR e OmpR (Zhang et al. 2013; Wang et al. 2015), que
detectam estimulos ambientais relacionados ao estresse oxidativo (Zheng 1998) e
alteracdes osmoticas (Gueguen et al. 2013).

O transporte de Zn?* através da membrana externa pode ocorrer mediado por
porinas inespecificas ou por receptores dependentes de TonB. Ao alcancar o
periplasma o ion atravessa a membrana citoplasmatica por afinidade a
transportadores (Si et al. 2017a). Outro mecanismo que facilita a absorcédo de ions
metalicos durante a infeccdo é a presenca de compostos quelantes similares aos
sideréforos (Bobrov et al. 2014). Tanto em B. thailandensis quanto em Y.
pseudotuberculosis o transporte dos ions é facilitado pela presenca de proteinas
guelantes, YezP em Y. pseudotuberculosis e TseM em B. thailandensis (Wang et al.
2015; Si et al. 2017a).

Em P. aeruginosa, apo0s a observagcao de que um mutante sem os sistemas de
captacao de ferro mantem a capacidade de crescer em meios contendo quelantes do
fon Fe3*, foi sugerido uma via alternativa para o processo de captacdo deste ion (Lin
et al. 2017). Diferente do relatado em Y. pseudotuberculosis (Wang et al. 2015) e B.
thailandensis (Si et al. 2017a), onde uma proteina age como um quelante de ions, em
P. aeruginosa, a proteina TseF € secretada pelo T6SS-H3 e incorporada a vesiculas
de membrana externa contendo Fe3*. A proteina TseF facilita a captura do fon pelo

recobrimento com os receptores de superficie celular FptA e OprF (Lin et al. 2017).
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Estas funcdes de captura de ions metalicos demonstram a diversidade de funcdes
que o T6SS bacteriano pode desempenhar, promovendo ganhos diversos as

bactérias.

1.8 Genes orféos do T6SS

Se por um lado, grande parte dos genes do T6SS encontram-se codificados
em ilhas gendmicas, por outro lado alguns genes do T6SS séo encontrados fora
dessas regifes. Esses genes do T6SS codificados em regibes distintas séo
comumente referidos como genes "6rfaos" do T6SS (Shyntum et al. 2014). A
expressao destes genes orfaos foi evidenciada em condicdes de infeccao (Bent et al.
2016) e em isolados clinicos (Bruchmann et al. 2015). Portanto, a identificacdo desses
genes em genomas bacterianos pode ser crucial para entender o papel do T6SS.

Por exemplo, na espécie Pantoea ananatis, o gene que codifica 0 componente
TssD é localizado numa regido que codifica genes com fun¢des de um sistema toxina
/ antitoxina induzido pelo sistema SOS (Shyntum et al. 2014). Em K. pneumoniae
ATCC BAA-2146 um dos genes gue codifica Hcp € encontrado juntamente com genes

que codificam um sistema de transporte de ions Fe (Bent et al. 2016).

1.9 Regulagéo do T6SS

O T6SS pode ser utilizado para mediar a competicdo interbacteriana, este
sistema estaria adaptado as necessidades especificas de cada bactéria
individualmente (Russell et al. 2012). Devido a demanda energética do ciclo de
montagem, contracdo, desmontagem e remontagem do T6SS, foi hipotetizado que a
célula bacteriana poderia apresentar uma diversidade de mecanismos regulatorios
para a expressao dos componentes do T6SS. Desta forma, os clusters de genes que
codificam estas maquinas devem ser regulados com precisdo pelas fungdes do
hospedeiro e / ou condigbes ambientais (Bernard et al. 2011).

Em P. aeruginosa as fun¢des do T6SS podem ser reguladas nos niveis pos-
transcricional e pés-traducional por diversos mecanismos. Pds-transcricionalmente
pode ocorrer pela ligagcdo da proteina RsmA ao mRNA, inibindo a traducdo do RNA,
numa via dependente do sensor de quinase RetS que regula fendtipos de viruléncia
associados a infeccdo aguda em P. aeruginosa (Silverman et al. 2012). P0s-
traducionalmente pode ocorrer pela via dependente de TPP (Threonine
Phosphorylation) com fosforilacdo de TagE (uma serina-treonina quinase) pelo

componente acessorio TagR, regulando a secrecdo de TssD1 (Chen et al. 2015).
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A definicdo dos sinais e condi¢cdes que controlam a expressédo e ativacédo do
T6SS sao variados e 0s ambientes que as bactérias ocupam pode ser fundamental
para revelar seu papel nesses contextos (Silverman et al. 2012). As bactérias podem
codificar véarias 'copias' funcionais de cada gene do T6SS. A expressdo das diferentes
isoformas de um componente pode variar de acordo com o alvo celular e/ou pela
condicdo ambiental em que a bactéria se encontra (Journet e Cascales 2016). A
expressao destes complexos de secrecao pode ser regulada também, com precisao,
por mecanismos transcricionais sensiveis a diversas alteracées ambientais (Ishikawa
et al. 2009). Tem sido reportado que essa expressdo envolve uma variedade de
sistemas regulatérios como sistemas de dois componentes (Lazzaro et al. 2017),
sistemas quorum-sensing (QS) (Kitaoka et al. 2011; Salomon et al. 2013), formacé&o
de biofilme (Aubert et al. 2008; Moscoso et al. 2011), deplecéo de ferro (Brunet et al.
2011; Chakraborty et al. 2011), termorregulagcéo (Pieper et al. 2009; Salomon et al.
2013) e salinidade (Salomon et al. 2013). Associados a estas condi¢cdes descritas,
fatores sigma alternativos e proteinas semelhantes a histonas, estao relacionados a
expressdo do T6SS (Bernard et al. 2011; Miyata et al. 2013). Exemplos da regulacéo
do T6SS em bactérias estdo ilustrados na Figura 8.
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Figura 8: Representacdo esquematica dos diversos sistemas que modulam a expresséo
e ativacdo de T6SS em bactérias. A — O regulador transcricional Fur, reprime a transcricao
de T6SS na presenca de ferro; B — Funcdo da bEBP (bacterial Enhancer-Binding Proteins)
em conjunto com ¢ para ativar a transcricdo de T6SS; C — A proteina TPP ativa pos-
traducionalmente T6SS em resposta a associagéo de superficie; D — T6SS sendo modulado
pés-transcricionalmente através da via Gac / Rsm; E — T6SS sendo transcrito via Quorum
Sensing. A direita, uma bactéria alvo que esta sendo intoxicada por efetores Tsel-3 (e1-3).
Adaptado de (Silverman et al. 2012).

A proteina reguladora de absorcéo férrica (Fur — Ferric-Uptake Regulator) € um
modulador chave da expressdo génica em bactérias. Este regulador geralmente
reprime a transcricdo atraves de dimerizacdo dependente de Fe (Il) e subsequente
ligacdo ao DNA a uma sequéncia consenso em regides promotoras (Carpenter et al.
2009). Em E. coli EAEC a expressao do T6SS é reprimida transcricionalmente por Fur
(Brunet et al. 2011) e em Edwardsiella tarda foi identificado que o regulador
transcricional Fur pode reprimir a exportacdo de TssD (Chakraborty et al. 2011).

Outro mecanismo transcricional envolvido na ativacdo do T6SS em bactérias
tem como base a densidade populacional celular, denominado de quorum sensing —
QS (Ng e Bassler 2009). A regulacéo de genes controlados por QS € obtida por efeitos
diretos ou indiretos que as moléculas sinalizadoras transmitem sobre as propriedades

de ligacdo ao DNA de proteinas reguladoras dedicadas (Silverman et al. 2012).
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Quando h& baixa densidade populacional de células bacterianas em determinado
ambiente, o regulador de resposta LuxO é fosforilado, 0 que ativa a expressédo de
pequenos RNAs reguladores especificos (SRNAs) em conjunto com o fator sigma o°4,
inibindo a expressdo do sensor de quinase LuxR. Com acgdo contraria, em alta
densidade populacional de células, o regulador LuxO é desfosforilado, desligando a
transcricdo dos sRNAs e permitindo a traducdo de LuxR (Waters e Bassler 2005;
Sheng et al. 2012).

Em V. cholerae o gene vasH codifica um ativador do fator 0. A proteina VasH
e o fator o> atuam em conjunto para controlar a transcricéo do gene tssD (Kitaoka et
al. 2011). Em V. cholerae A1552 sorotipo O1, a expressdo da proteina TssD é
dependente da fase de crescimento em que a bactéria se encontra e pode envolver
os reguladores de quorum sensing HapR, LuxR, RpoN e uma proteina regulatoria
global, CRP (Ishikawa et al. 2009). Em P. aeruginosa PAO1, o fator ¢°* atua de
maneira divergente nos T6SS-H2 e H3. Os dois operons putativos encontrados em
T6SS-H3, chamados de "left" e "right", sdo co-regulados com T6SS-H2 pelos sistemas
de quorum sensing (Sana et al. 2013). Nestes operons descritos, o fator o°* participa
da ativacdo da expressao de T6SS-H3 “left” e reprime T6SS-H3 “right” juntamente
com T6SS-H2.

1.10 Regulacgéo transcricional

Genes bacterianos podem ser conservados entre diferentes espécies.
Contudo, a variedade de ambientes que as bactérias vivem, resulta em diferencas nos
mecanismos de expressao génica e nas quantidades dos produtos gerados. A
regulacdo da expressao pode ocorrer pela acao de fatores de transcricdo que regulam
0s promotores. As bactérias usam uma variedade de mecanismos para direcionar a
RNA polimerase a promotores especificos, a fim de ativar a transcricdo em resposta
a sinais de crescimento ou sinais ambientais. A ativagcdao pode ser devida a fatores
que interagem em promotores especificos, aumentando assim a transcrigcdo
direcionada (Lee et al. 2012).

As bactérias contém apenas uma forma da enzima RNA polimerase (RNAP),
que € um complexo de cinco subunidades (azpB'w). No entanto, existem multiplas
formas da subunidade do fator o. Diferengas no promotor resultam em mudangas na
disponibilidade de diferentes holoenzimas da RNAP, sob diferentes condigbes

nutricionais ou ambientais (Haugen et al. 2008; Lee et al. 2012).
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Para que o processo de transcricdo tenha inicio é necessario o reconhecimento
dos elementos promotores, localizados a montante do sitio de inicio do transcrito, pela
holo RNA polimerase (Murakami e Darst 2003). Os elementos promotores podem
variar, dependendo do tipo da subunidade o, dando a bactéria capacidade de adaptar
a expressédo génica em funcédo das mudancas ambientais (Borukhov e Nudler 2003).

Nas bactérias um ou mais fatores ¢ controlam o inicio da transcricdo de um
subconjunto de genes com fungdes que variam entre as espécies. Por exemplo, no
genoma de Mycoplasma genitalium é codificado 1 fator o, em E. coli sdo codificados
7 fatores o, em B. subtilis sdo 18 fatores 0 e em P. putida sdo encontrados 24 fatores
o diferentes (Gruber e Gross 2003). Dentre os sete fatores sigmas encontrados em E.
coli, destacamos duas classes que podem ser distinguidas pela sequéncia e modo de
inicio de transcricdo, os fatores o ° e g %4, O fator o 7° liga-se a sequéncias promotoras
nas posic¢des -35 e -10 a partir do sitio de inicio da transcri¢cao, Figura 9A (Haugen et
al. 2008).
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Figura 9: Interacdo da RNA polimerase com subunidades ¢’ e 0°*. A — Representagédo
esquematica da RNA polimerase ligada a um promotor. A localizacdo do sitio de inicio de
transcricdo é indicada pela seta curva na posicao +1. S&o evidenciados os sitios do elemento
UP, -35, -10 e -10 estendido. B — RNA polimerase associada a ¢ liga-se aos elementos
promotores -12 e -24. Ocorre interacdo com a proteina ativadora AAA+ (em vermelho),
facilitada por uma volta na fita de DNA, provocado por uma proteina de flexdo de DNA,
representada em verde claro. NTD — Dominio N-terminal; CTD — Dominio C-terminal; UP — a
montante. Adaptada de (Lee et al. 2012).

A regulacdo transcricional nos promotores ¢’°, pode ocorrer por proteinas

reguladoras que interagem com a RNAP e modulam a transcricdo do promotor Essas
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proteinas reguladoras sdo chamadas de fatores transcricionais (Ishihama et al. 2016).
Por outro lado, o fator 0 se liga a sequéncias promotoras especificas nas posi¢ées -
24 e -12 a partir do sitio de inicio da transcricao (Figura 9B), onde permanece em uma
conformacdo fechada do DNA (Schumacher et al. 2006). Este fator necessita
de proteinas ativadoras dependentes, denominadas de bEBPs — bacterial Enhancer
Binding Proteins. Estas proteinas medeiam a traducdo de sinais ambientais para
mudancas na expressdo génica em bactérias (Rappas et al. 2007). Como
representado na Figura 9, a reestruturacdo do complexo promotor o°-RNAP,
de fechado para uma conformacao aberta ou ativa depende ainda da hidrolise de ATP
(Schumacher et al. 2006).

1.11 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é uma espécie presente na natureza, comensal do
intestino e patégeno oportunista humano - causando principalmente infecgbes em
individuos hospitalizados ou imunocomprometidos (Podschun e Ullmann 1998). Essa
bactéria pode causar uma vasta gama de infecdes, incluindo pneumonia, infeccdes
do trato urinario, bacteremia e abscessos hepaticos (Yang et al. 2009). Devido a
ocorréncia frequente de multiplos isolados resistentes a antibioticos, K. pneumoniae é
considerada um problema de saude publica global (Munoz-Price et al. 2013; Pereira
et al. 2013).

Andlises de centenas de genomas da espécie K. pneumoniae identificou
aproximadamente 2.000 genes conservados, representando o que chamamos de core
genoma (Holt et al. 2015; Martin e Bachman 2018). Por outro lado, o conjunto de
genes que variam entre os isolados, € chamado de genoma acessorio, (Martin e
Bachman 2018). Na comparacao entre genomas de cinco cepas de K. pneumoniae,
foram identificados 743 genes acessorios na cepa Kp52.145 e 608 genes na cepa
NTUH-K2044 (Lery et al. 2014). Genes responsaveis por processos especificos, como
por exemplo a fixacdo de nitrogénio ou fatores de viruléncia fazem parte do genoma
acessorio (Fouts et al. 2008). A extensdo do genoma acessorio, e variacdes desse
conjunto refletem a diversidade de ambientes e fungcbes desempenhadas por
bactérias dessa espécie, assim como a diversidade de fatores de viruléncia
encontrados nas diferentes linhagens de K. pneumoniae. Os principais fatores de
viruléncia bem estudados sdo a capsula polissacaridica, fimbrias, adesinas,

lipopolissacarideos (LPS) e sideroforos (Figura 10).
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Figura 10: Representacdo de fatores de viruléncia em K. pneumoniae. A parte superior
representa uma K. pneumoniae classica com producdo de capsula modesta (em cinza),
fimbrias do tipo 1 e 3, lipopolissacarideos (em vermelho) e dois sideroforos (Enterobactin e
Yersiniabactin). A parte inferior representa uma K. pneumoniae hipervirulenta, com
hiperproducéo de capsula e sideroforos adicionais (Salmochelin e Aerobactin). Adaptado de
(Paczosa e Mecsas 2016).

A heterogeneidade significativa entre as cepas de K. pneumoniae e os fatores
de viruléncia que cada uma contém, é caracteristica dessa espécie (Broberg et al.
2014; Paczosa e Mecsas 2016). Estes fatores podem determinar a gravidade de uma
infeccdo e, portanto, a viruléncia da cepa infectante e a capacidade colonizadora de
progredir para a infeccéo, definindo o potencial patogénico de uma determinada cepa
(Holt et al. 2015). Recentemente, foram descritos fatores adicionais, como
fosfolipases, sistemas de secregao do tipo Il (T2SS) e tipo VI (T6SS) (Lery et al. 2014;
Tomas et al. 2015; Liu et al. 2017).

Outros fatores foram recentemente identificados como importantes para a
viruléncia de K. pneumoniae, incluindo proteinas de membrana externa, porinas,
bombas de efluxo, sistemas de transporte de ferro e genes envolvidos no metabolismo
da alantoina (Paczosa e Mecsas 2016). No entanto, esses fatores ainda néo estao

completamente caracterizados.

1.12 T6SS em Klebsiella pneumoniae

Pouco se sabe sobre o T6SS em K. pneumoniae. De uma perspectiva
gendmica, 0s genes que codificam os componentes putativos do T6SS estdo
presentes nos genomas de K. pneumoniae (Sarris et al. 2011; Lery et al. 2014, Liu et
al. 2017). Em algumas cepas, 0s genes do T6SS séo agrupados em dois loci (por
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exemplo: NTUH-K2044, Kpn2146 e HS11286, enquanto em outras sdo encontrados
em trés loci (Kp52.145, MGH 78578, 342) (Sarris et al. 2011; Lery et al. 2014;
Bruchmann et al. 2015; Liu et al. 2017). Como os genomas de K. pneumoniae foram
anotados utilizando diferentes abordagens - alguns usando pipelines automaticas -
ndo ha anotagdo uniforme de genes do T6SS.

Em uma perspectiva funcional, a mutacdo de dois genes hipotéticos
codificadores de proteinas de K. pneumoniae 43816 diminuiu da capacidade de
infectar baco de rato (Lawlor et al. 2005). Essas proteinas foram anotadas como
componentes putativos do T6SS. Recentemente foi descrito que a cepa HS11286,
secreta um efetor de fosfolipase com atividade antibacteriana, via T6SS (Liu et al.
2017). Além disso, foi demonstrado que mutantes do T6SS em K. pneumoniae NTUH-
K2044 reduziram significativamente a morte de E. coli e S. thiphimurium em ensaios
de competicdo, reduzindo também a expresséao de fimbrias tipo-1, a adesédo e invasao
de células epiteliais (Hsieh et al. 2018). No que se refere a regulacdo do T6SS, foi
observado que genes de K. pneumoniae Kp52.145 foram expressos quando a bactéria
colonizou pulmdes de ratos, mas ndo quando a bactéria cresce no meio de cultura
TCS (Lery et al. 2014). Em K. pneumoniae Kpn2146, anélises de RNA-Seq revelaram
gue genes do T6SS tiveram sua expressao aumentada 24 horas apos a infeccdo em
macrofagos (Bent et al. 2016). Em K. pneumoniae HS11286 foi sugerido que
concentracdes sub-inibitérias de antibiéticos podem regular a secrecédo de T6SS (Liu
et al. 2017), similar ao que ocorre em P. aeruginosa (Jones et al. 2013). Na cepa
NTUH-K2044, foi demonstrada que a proteina estruturante de nucleéide similar a
histona (H-NS) liga-se a regido reguladora e inibe a expressédo do gene tssD (Hsieh
et al. 2018).

Com base na evidéncia crescente para a relevancia do T6SS para a
patogénese de K. pneumoniae e divergentes caracteristicas genémicas dos loci do
T6SS entre as linhagens de K. pneumoniae, este trabalho objetivou identificar genes
do T6SS em trés cepas de K. pneumoniae e padronizar a anotacdo dos genes que
constituem o T6SS. Alem disso, a hipdtese deste trabalho € que mecanismos
transcricionais estejam envolvidos na modulacdo e ativagdo dos componentes do
T6SS nestas trés cepas. Para verificar esta hipotese, identificamos sitios de ligagéo
de reguladores transcricionais a jusante dos sitios de inicio de transcricdo dos genes

do T6SS com o intuito de entender mais sobre a funcéo do T6SS e sua regulacao.
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1.13 Justificativa

Diante do exposto acima, esse trabalho é importante pois hoje, ha cepas de K.
pneumoniae resistentes a todas as classes de antibioticos disponiveis, o que significa
que infec¢cbes causadas por estas linhagens ndo séo tratdveis. Assim, faz-se
necessario compreender os mecanismos de viruléncia desta bactéria, contribuindo
para a compreensdo de um mecanismo envolvido na interacdo bactéria-hospedeiro

para que no futuro, possam desenvolver novas formas de tratamento.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral
Contribuir para a caracterizacdo de mecanismos de regulacdo transcricional

dos genes que codificam componentes do T6SS em K. pneumoniae.

2.2 Especificos

1) Identificar os genes que codificam o0 T6SS nas cepas de K. pneumoniae Kp52.145,
HS11286 e NTUH-K2044;

2) Harmonizar a anotacao dos genes que codificam componentes do T6SS conforme
a nomenclatura padrao;

3) Avaliar a organizacdo gendmica destes genes;

4) ldentificar sitios de inicio de transcricdo e regides promotoras dos genes que
codificam membros do T6SS em K. pneumoniae;

5) Predizer sitios de ligacdo de proteinas reguladoras as regides regulatorias dos
genes do T6SS.

6) Correlacionar os reguladores transcricionais identificados com estimulos

ambientais que possam ativar ou bloquear sua atividade.
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3 METODOS
3.1 Sequéncias genémicas de K. pneumoniae

A sequéncia de nucleotideos dos genomas completos e anotacdo dos
cromossomos e plasmideos das cepas Kp52.145, HS11286 e NTUH-K2044 de K.
pneumoniae foram baixadas do projeto NCBI RefSeq. Os nimeros de acesso destas

sequéncias estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: NUumeros de acesso dos cromossomos e plasmideos de trés cepas de K.
pneumoniae analisadas neste estudo.

Cepa Cromossomo Plasmideo 1 Plasmideo 2
Kp52.145 NZ_FO834906 NZ_FO834904 NZ_FO834905
HS11286 NC _016845.1 NC_016838.1 NC_016846.1

NTUH-K2044 NC_012731.1 NC_006625.1 -

A cepa de K. pneumoniae Kp52.145 que € uma cepa do sorotipo K2, altamente
virulenta da qual foram identificados importantes fatores de viruléncia, incluindo o
grande plasmideo de viruléncia que abriga o regulador do fenotipo mucoide (rmpA)
(Nassif e Sansonetti 1986). A cepa HS11286 € um isolado de escarro humano (human
sputum) proveniente do Hospital Huashan em Shanghain, China. Contém um
cromossomo de 5.3 Mb e trés plasmideos de resisténcia a multiplas drogas (110 kb),
incluindo um produtor de carbapanemase e 3 plasmideos pequenos (3 kb) (Liu et al.
2012). A cepa NTUH-K2044 é um isolado do sangue de um homem de 40 anos,
previamente saudavel, sofrendo de abscesso hepatico primario adquirido na
comunidade com meningite metastatica. Foi isolada pela primeira vez na Asia e depois
foi encontrada em todo o mundo. Possui 0s genes magA e rmpA, pertence ao sorotipo
capsular K1, possui alta viruléncia e hipermucoviscosidade. Estes fatores tornam esse
isolado muito adequado como uma cepa modelo para estudos genémicos (Wu et al.
2009).

3.2 Identificacgao in silico de genes codificadores do T6SS
3.2.1 Identificagcdo dos componentes principais

A identificagdo de genes que codificam componentes putativos do T6SS pode
ser realizada pela busca de sequéncias de aminoacidos e nucleotideos similares a de
componentes do T6SS ja identificados (Sarris et al. 2011), bem como pela
identificacdo das chamadas “ilhas de Tssl”, onde é possivel identificar componentes

e efetores putativos, codificados nessas ilhas (Ma et al. 2017). Outro método de
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identificacdo destes componentes nos genomas € atraves do uso de COGs (Cluster
of Orthologs Goups), construidos a partir das sequéncias de aminoacidos dos
componentes do T6SS identificados em outros genomas (Boyer et al. 2009).

Neste estudo, utilizamos o software T6SS-HMMER3 e o banco de dados
SecReT6 (Type Vi Secretion system Fonte: http://db-
mml.sjtu.edu.cn/SecReT6/index.php) para identificar homdlogos do T6SS nos trés
genomas de K. pneumoniae. O SecReT6 foi construido a partir da analise de mais de
11 mil componentes do T6SS e 906 regides que agrupam estes genes, em 240
espécies (Li et al. 2015). Nesse banco de dados, os componentes do T6SS estédo
agrupados de acordo com COGs, em 13 grupos, correspondendo aos componentes
TssA a TssM. Para cada um desses grupos, perfis baseados em modelos ocultos de
Markov (HMM: hidden Markov models) foram gerados. Usamos o T6SS-HMMERS,
que utiliza a abordagem representada na Figura 11, para detectar genes codificadores

de proteinas de K. pneumoniae que correspondam a estes perfis.
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Figura 11: Estratégia usada pelo T6SS-HMMER/SecReT6 para prever e identificar genes
que codificam o T6SS. O painel, no canto superior direito, ilustra a construcao dos perfis
Hidden Markov Model (HMM) para os 13 principais componentes do T6SS. Adaptado de (Li
et al. 2015).

Como critério para identificar genes do T6SS o T6SS-HMMER avalia a
organizacao destes em tandem. Neste caso, é necessaria a deteccao de ao menos
cinco genes em tandem que codifiquem proteinas do T6SS. Entre estes cinco (ou

mais) genes e o proximo gene que codifique um possivel componente do sistema,
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pode haver uma regido variavel que possivelmente codifica proteinas efetoras e de
imunidade dependente do T6SS. A extensdo dessa regido variavel pode ser
personalizada no T6SS-HMMER. Neste estudo, testamos a distancia padrao fornecida
no T6SS-HMMER (15.000 pb), mas também avaliamos a distancia de 16.000 pb.
Outro critério utilizado para filtrar os resultados gerados foi o e-value <1018, O e-value
reflete 0 nimero de ocorréncias que se pode encontrar ao acaso, pesquisando num
banco de dados de um tamanho especifico. Quanto menor o e-value, ou quanto mais
proximo de zero, mais significativa € a correspondéncia encontrada. Além de
encontrar genes que codificam os componentes do T6SS em locus, o0 T6SS-HMMER
também identifica estes genes 0Orfaos, desagrupados dos loci do T6SS, juntamente

com sua regido vizinha de 5kb.

3.2.2 Identificacdo dos componentes acessorios

O T6SS-HMMER contém informacBes apenas sobre os 13 principais
componentes do T6SS. Assim, para realizar a busca dos genes que codificam
componentes acessorios, designados tag (Type Six-Associated Genes), nos trés
genomas de K. pneumoniae, utilizamos a ferramenta COGviewer
(http://202.120.12.133/STEP/STEP_COG.html), disponivel no VRprofile
(http://202.120.12.134//STEP/Instruction_STEP.htm). O VRprofile € uma plataforma
projetada para identificar e localizar genes do banco de dados mobilomeDB. Este
banco é construido sobre conjuntos de genes conhecidos de sistemas de secrecéo
bacterianos do tipo Il / IV / VI / VIl e elementos genéticos méveis, incluindo elementos
integrativos e conjugativos, préfagos, integrons de classe I, elementos de insercdo de
sequéncias e ilhas de resisténcia a antibiéticos em genomas bacterianos (Li et al.
2017).

O “COGviewer” pesquisa um conjunto de genes codificadores de proteinas, a
partir de entradas de COGs fornecidas pelo usuario, utilizando o perfii HMM.
Utilizamos os COGs: COG4104, COG1357, COGO0515, COG3913, COGO0631,
COG3456, COG4455, COG2885, para identificar genes que codifiguem PAAR, TagB,
TagE, TagF, TagG, TagH, TagJ e TagL, conforme apresentado na Tabela 1. Os
componentes acessoérios que nao dispunham de identificadores COG, como TagX e
MItE, foram pesquisados pelo BLASTp a partir do alinhamento das sequéncias de
aminoacidos (ID: QCR57576.1 e NP_415711.2) anotadas do genoma de
Acinetobacter baumannii ATCC17978 e E. coli K-12 MG1655, respectivamente.
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3.3 Andlise das sequéncias dos genes putativos do T6SS
3.3.1 Alinhamento de sequéncias

As sequéncias de aminoacidos codificadas pelos genes identificados como
codificadores de componentes TssH (numero de acesso: WP_002889795.1;
WP_002891807.1; WP_016532438.1; WP_046043127.1; YP_005228284.1;
YP_005226093.1;  YP_005225441.1; YP_005226603.1; WP_004890358.1;
WP_002891807.1; WP_002896522.1; WP_015874721.1), nas trés cepas de K.
pneumoniae, foram anotadas e alinhadas pelo Clustal
(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Os dominios conservados foram
identificados no CDD (Banco de Dados de Dominios Conservados) (Marchler-Bauer
et al. 2012) e PFAM (Banco de Dados de Familias de Proteinas) (El-Gebali et al.
2019). A sequéncia de aminoacidos da proteina ClpB de Francisella tularensis foi
baixada do NCBI (numero de acesso YP_170660.1) e utilizada como referéncia para

comparagao.

3.3.2 Determinacéo conteudo GC

As sequéncias de nucleotideos das regies que agrupam genes putativos do
T6SS, identificadas pelo T6SS-HMMER, foram importadas no programa Artemis
(Carver et al. 2012). Neste programa, foi utilizada a ferramenta de andlise da variacéo

do contetdo de GC das regides anotadas.

3.4 Construcao das sintenias

As sequéncias de nucleotideos das regides contendo os genes putativos do
T6SS, identificadas pelo T6SS-HMMER e COGviewer, foram anotadas e alinhadas
entre si pelo BLASTn com o recurso on-line “DoubleACTv2.0” (http://www.hpa-
bioinfotools.org.uk/pise/double_actv2.html), para gerar um arquivo de comparacgao.
Os alinhamentos foram visualizados com o Artemis Comparison Tool (Carver et al.
2005). As regides de sintenia foram representadas em blocos vermelhos sélidos,

representando identidade de sequéncia > 87%.

3.5 Identificacdo das sequéncias promotoras
3.5.1 Sequéncias promotoras de sigma-70 (o 7°)

Nas regides genbmicas do T6SS, anotamos 250 pares de base a montante dos
genes que codificam os componentes putativos do T6SS. Estas sequéncias foram
analisadas pelo algoritmo de predi¢cdo de sequéncias promotoras “BPROM” (bacterial

promoter prediction:
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http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bpromé&group=programs&subgroup=gfin
db). O BPROM € um programa de predicdo de promotores bacterianos a partir da
deteccdo de sitios de ligacdo putativos do fator c’°, com sensibilidade de 83% e
especificidade de 84% no reconhecimento das sequéncias promotoras. Seu melhor
uso é feito em andlises de regides imediatamente a montante do inicio da janela aberta
de leitura (ORF — Open Reading Frame) (V. Solovyev 2011). Para identificar
caracteristicas significativas das regides promotoras bacterianas, este programa
utiliza cinco motivos de sequéncias conservadas. Dois motivos, mais conservados,
correspondem aos elementos da sequéncia —10 e —35 dos promotores regulados por
0’0, O terceiro motivo estd a montante da caixa -35 com comprimento de 7 pb,
pesquisado na area -60 a -40. O quarto motivo é pesquisado a jusante do bloco -10,
com comprimento de 7 pb, pesquisado na area -11 a +10; e 0 quinto motivo esta entre
as caixas -35 e -10 com comprimento de 5 pb pesquisado na &rea -31 a -22 (V.
Solovyev 2011). Estes motivos estdo representados na Figura 12. Para reduzir a taxa
de previsao de falsos positivos, analisamos apenas os 250 pares de base a montante

das ORFs previstas nas anotac¢des originais dos genomas.

al = i
-35 Regido -10 +1
Espacadora

Figura 12: Representacdo das regides dos motivos para identificacdo de sitios de
ligacdo do fator o’°. Na imagem podemos observar a representacdo dos cinco motivos
pesquisados para identificar uma regido promotora de ¢’ pelo BPROM. As letras em
maiusculo representam as caixas -35, -10 e o SIT (Sitio de Inicio de Transcri¢do) que inicia
na posicao +1. Adaptado de (Gordon et al. 2003).

3.5.2 Sequéncias promotoras de sigma-54 (o°%)

Para reconhecer sitios putativos de o¢°* analisamos as sequéncias de
nucleotideos, com 250 pares de base, a montante das ORFs que codificam os
componentes putativos do T6SS, no Virtual Footprint 3.0
(http://www.prodoric.de/vip/vfp_promoter.php). Esta é uma ferramenta de pesquisa
sensivel para reconhecer padrbes de DNA. Este programa foi projetado para analisar
os sitios de ligagdo de fatores de transcricdo em genomas bacterianos. O Virtual
Footprint permite uma varredura de sequéncias baseada em matrizes de peso-
posicdo, associada ao banco de dados PRODORIC (Munch 2003). Este banco de
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dados possui perfis dos sitios de ligagdo de 163 fatores de transcri¢cao, representados
como matrizes de peso-posicao (PWMs) e logotipos de sequéncia, onde o tamanho
da letra da base indica o grau de conservacao daquela posi¢cdo no alinhamento. Todo
0 conjunto de dados do Virtual Footprint € curado manualmente e conta com
resultados publicados extraidos da literatura cientifica.

No Virtual Footprint 3.0, inserimos as sequéncias de 250 pares de bases
anotadas e selecionamos a matriz RpoN, referente ao fator 4. E preciso destacar
que este tipo de analise de busca por sitios de ligacédo, pode gerar falsos positivos.
Para diminuir a presenca destes falsos positivos no Virtual Footprint, foram testados
os valores 0,7 a 1,0 para o parametro de precisao (Sensitivity), 0,7 a 1,0 no uso das
posicbes mais conservadas e a quantidade dessas posicdes mais conservadas
variando de 5 a 8 (Core Sensitivity/Size). ApOs estes testes, utilizamos os valores de
1,0 para aumentar a preciséo da busca. Para recuperar as posi¢cdes mais conservadas
utilizamos o valor 1,0 para as oito posicdes mais conservadas de cada matriz. Com
estes ajustes, pudemos recuperar 0s sitios com até oito pares de base com 0 maximo

de confiabilidade.

3.6 Reguladores transcricionais codificados nos genomas de K. pneumoniae

Como o objetivo final deste estudo € a identificacdo de sitios de ligacdo de
reguladores transcricionais as regides promotoras dos genes do T6SS, precisamos
analisar os genomas de K. pneumoniae para identificar os reguladores transcricionais
codificados neles. Além disso, cruzamos estes dados com a lista de reguladores
transcricionais cujos sitios de ligacao estdo descritos por matrizes de peso-posi¢cao no
banco de dados do Virtual Footprint.

No Virtual Footprint encontramos matrizes para sitios de ligacdo de 52
reguladores transcricionais, sendo que alguns reguladores possuem mais de uma
matriz disponivel. A sequéncia de aminoacidos desses 52 reguladores em E. coli K-
12 (nimero de acesso: NC_000913.3) foram alinhadas com os genomas das cepas
de K. pneumoniae usando a ferramenta tBLASTn. Hits que apresentaram identidade
maior que 70% e cobertura maior que 90% foram considerados presentes em K.

pneumoniae.
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3.7 Predicdo de sitios de ligacdo de fatores transcricionais nas sequéncias
promotoras dos genes do T6SS

Para identificar sitios de ligacdo de fatores transcricionais nas sequéncias
promotoras dependentes dos fatores ¢’° e ¢, anotamos 250 pares de base a
montante dos sitios de inicio de transcricao identificados pelo BPROM e pelo Virtual
Footprint (Apéndice D). Estas predi¢cdes foram realizadas no Virtual Footprint 3.0. Na
Figura 13, temos um exemplo de uma matriz disponivel no Virtual Footprint para o
regulador transcricional H-NS. Neste exemplo, podemos observar no alinhamento que
h& posigcbes muito conservadas, indicando que H-NS reconhece estas sequéncias
muito parecidas entre si. Esses padrdes de ligacdo podem ser representados por
alinhamentos ou por Logos, onde o tamanho da letra da base indica o grau de

conservacgao da posi¢cao no alinhamento.

T|lCc|G|A|T|A|T|[A|[T|[T] g4
Tlcl|le|a|T|Aa|T|Aa|T]|T BJ 41
cloeo|le|a|T|Aa|Aa|lAa|lT]|C 5:82
Tlc|le|T|T|Aa|lAalAalA|T] g
T|la|lsc|a|T|T|A|lA|lG|T 5:45
ClC|G|A|T|T|A|A[T |G| g3
Tlole | T T|AJCIAIT|T |54
T G| T|IA|T|A|C|IT|T|T] 48
Glc|G|A|T|A|[A|T|[T|A|cz5s
Glc|la|T|T|T|A|lA|A]|A 4:37
G| C|G|A|C|T|A|A|A]|A]| 5

Matriz de peso-posicdo L
[ 1+ [ 2 [ a | a | s [ & | 7 | & [ 8 | Média: 5,56
000 | 008 | 007 | 084 | 000 | 067 | 044 | 108 | 021 | 015
010 | 086 | 007 | 000 | 014 | 000 | 013 | 000 | 000 | 010
015 | 016 | 053 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0O7 | 000
031 0.00 007 031 142 038 013 024 048 03

= =—-—
-]

Desvio padrao: 0,65

- @0 »

ww

Figura 13: Representacdo da construcdo de uma matriz de peso-posi¢cdo no Virtual
Footprint. A construcao é realizada a partir do alinhamento de sitios de ligagdo anotados para
o fator transcricional H-NS. Cada sequéncia de nucleotideos com 10 bases representa um
sitio de ligagdo de H-NS ao DNA de E. coli k-12 determinado experimentalmente e
representados em forma de Logos, onde o tamanho da letra da base indica o grau de
conservagédo da posicao no alinhamento. Ao lado direito estéo representadas as pontuacgdes
das sequéncias de acordo com sua matriz de peso-posicao.

A partir da sequéncia de sitios de ligacdo validados experimentalmente séo

construidas matrizes de peso-posicao (Grote et al. 2009). Essas matrizes refletem a
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frequéncia que cada base ocorre em cada posicdo de um sitio de ligagédo. Ainda,
baseado nessa informacdo, uma pontuacdo pode ser atribuida ao comparar uma
sequéncia de interesse com estas matrizes. Utilizamos 46 matrizes de peso posicao,
construidas a partir de sitios de ligacdo de 44 fatores transcricionais (encontrados nos
genomas de K. pneumoniae) de E. coli K12 disponiveis (Tabela 3). Estas matrizes
foram escolhidas por terem seus ligantes codificados nos trés genomas de K.
pneumoniae, objetos de estudo deste trabalho.

Para um sitio ser considerado relevante, na varredura das sequéncias
promotoras inseridas, utilizamos o score somado ao desvio padrao de cada matriz de
peso posicao, para filtrar os resultados encontrados. Alternativamente, a informacéao
contida nessas matrizes foi representada em formato de Logo, utilizando o programa

WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).
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4 Resultados e Discussao
4.1 Identificacdo de genes do T6SS nas cepas de K. pneumoniae

Estudos anteriores ja tinham identificado genes do T6SS em genomas de K.
pneumoniae (Sarris et al. 2011; Lery et al. 2014, Liu et al. 2017; Hsieh et al. 2018;
Chen et al. 2019). Sarris e colegas (2011) anotaram genes do T6SS nas trés cepas
de K. pneumoniae totalmente sequenciadas na época (342, NTUH-K2044 e
MGH78578) e uma cepa parcialmente sequenciada (K. pneumoniae subsp.
rhinoscleromatis ATCC13884) (Sarris et al. 2011). Quando os primeiros genes do
T6SS foram identificados em K. pneumoniae, havia poucos genomas completos de K.
pneumoniae disponiveis para comparacdo. A pouca disponibilidade de dados para
comparacdo pode levar a uma anotacdo com nomenclatura inconsistente dos
componentes do T6SS. Isto pode ocorrer pois a anotacdo as vezes € parcial, se
referindo a algum dominio especifico de uma familia; em outros casos, a anotagéo é
feita com base em genes que ndo tem nomes informativos ou sdo apenas “putativos”
ou “hipotéticos”. Assim, apesar desses estudos prévios, faz-se necessario reanotar os
genes e padronizar sua nomenclatura. Para o desenvolvimento desta tese nos
concentramos nas cepas patogénicas humanas: Kp52.145 (uma cepa virulenta K2)
(Nassif e Sansonetti 1986), HS11286 (resistente a multiplas drogas) (Liu et al. 2012)
e NTUH-K2044 (uma cepa virulenta K1) (Fang et al. 2004).

A analise aqui apresentada permitiu identificar genes e loci ndo identificados
anteriormente, bem como propor uma padroniza¢ao da anotacao dos genes do T6SS
usando nomenclatura TssA-M para 0s principais componentes do T6SS em K.
pneumoniae. Essa nomenclatura foi introduzida por Shalom e cols em B. pseudomallei
para superar o problema da ndo padroniza¢do historica na nomenclatura dos genes
T6SSs (Shalom et al. 2007).

Assim, os genomas das trés cepas de K. pneumoniae mencionadas acima
foram reanalisados para identificar e reanotar os genes putativos codificantes de
proteinas do T6SS. O ponto de partida para esse processo de anotagao foi o conjunto
de resultados gerados pela analise que fizemos no banco de dados SeCReT6 e
MobilomeDB. Os resultados das analises obtidas nesta etapa encontram-se no
Apéndice A - C.

Os genomas destas K. pneumoniae possuem mais de uma regido que contém
genes do T6SS. A cepa Kp52.145 possui trés regides, enquanto as cepas HS11286 e
NTUH-K2044 possuem duas regides que codificam esses componentes. Por um lado,

essa organizacdo em multiplos loci em K. pneumoniae ja havia sido descrita em
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estudos anteriores (Sarris et al. 2011; Lery et al. 2014; Liu et al. 2017). Por outro lado,
vale a pena ressaltar que nessa reanalise dos genomas de K. pneumoniae, utilizamos
parametro de colocalizacao entre dois componentes do T6SS de 16.000 pb, o que nos
permitiu identificar uma nova regido com genes do T6SS (T6SS-2) na cepa HS11286
- devido a regido variavel dentro do cluster T6SS-2 ser maior que 15.000 pb.

Este tipo de organizacdo dos genes do T6SS, em diferentes loci, também é
observada em espécies bacterianas como P. aeruginosa e B. pseudomallei (Schell et
al. 2007; Sana et al. 2013) . Curiosamente, cada uma das trés regides contendo genes
do T6SS (H1 a H3) em P. aeruginosa PAOL1 é requerida para situacdes diferentes e
regulada por diferentes mecanismos de regulacao transcricional (Sana et al. 2013).
T6SS-H1 tem como alvo células procaridticas, mas o T6SS-H2 e H3 medeiam a
invasao de células epiteliais (Sana et al. 2013, 2015). A disposi¢céo dos genes do T6SS
em mais de uma regido nos genomas de K. pneumoniae sugere que estes T6SSs
possam apresentar funcfes distintas e serem transcritos em diferentes condi¢des
ambientais em que a bactéria se encontre.

Em cada genoma, identificamos ainda genes que codificam componentes do
T6SS, mas que nao pertencem as regides denominadas de cluster ou ilhas do T6SS.
Alguns desses genes, chamados de genes 06rfaos, haviam sido reportados em
trabalhos anteriores de Kp52.145, HS11286 e NTUH-2044. Na Figura 14, temos as
posi¢coes dos genes que codificam os principais componentes do T6SS nas trés cepas

de K. pneumoniae, numa representacao circular dos genomas.
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Figura 14: Caracteristicas gerais dos genomas de K. pneumoniae analisados e a
localizacdo dos genes que codificam componentes do T6SS. Os cromossomos circulares
estdo representados como circulos e uma escala em kpb esta representada. O nome de cada
cepa e o tamanho total de cada cromossomo esta indicado no centro do circulo. A - Kp52.145,
B - HS11286 e C - NTUH-2044. Destacado em vermelho, estao as ilhas do T6SS. Nas setas
em azul estdo os genes que codificam os componentes do T6SS ja identificados em outros
trabalhos e as setas em verde representam os genes do T6SS identificados neste trabalho,
como assinalado em cada imagem. As indica¢cdes com locus_tag indicam os genes 6rfaos do
T6SS, encontrados distantes dos agrupamentos de genes do T6SS. Em cinza claro e escuro

estao representados as CDS e em verde a representacéo do conteudo GC.

Na Tabela 3, temos as anota¢gbes dos 38 genes da Kp52.145 encontrados
utilizando o T6SS-HMMER e COGviewer.
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Tabela 3: Genes que codificam componentes putativos do T6SS de Kp52.145.

Locus tag

BN49_RS Anotagéao CP Loci
05940 Type VI secretion system baseplate subunit TssE I
05945 Type VI secretion system lipoprotein TssJ I
05965 Type VI secretion system baseplate subunit TssG I
05970 Type VI secretion system baseplate subunit TssF I
05990 PAAR domain-containing protein PAAR I
05995 Hypothetical protein TssA I
06000 Type VI secretion protein VaskK TssM I
06025 Type VI secretion system tip protein VgrG Tssl I
06030 Hypothetical protein TagL I
06035 DotU family type IV/VI secretion system protein TssL I
06040 Type VI secretion system baseplate subunit TsskK I
14020 Type \_/I contractile secretion system sheath small TssB I

subunit
14025 Type VI secretion system contractile sheath large subunit  TssC Il
14030 Type VI secretion system baseplate subunit TsskK Il
14035 DotU family type IV/VI secretion system protein TssL Il
14040 OmpA Family protein TagL Il
14050 Type VI secretion system ATPase TssH Il
14070 PAAR domain-containing protein PAAR Il
14075 Type VI secretion protein Vask TssM Il
14080 Type VI secretion system protein TssA Il
14085 Type VI secretion system baseplate subunit TssF Il
14090 Type VI secretion system baseplate subunit TssG Il
14095 Type VI secretion system lipoprotein TssJ Il
18715 Membrane protein TagA [
18720 Type VI secretion system baseplate subunit TssE i
18725 Type VI secretion system lipoprotein TssJ [
18730 Type VI secretion system baseplate subunit TssG [
18735 Type VI secretion system baseplate subunit TssF i
18750 PAAR domain-containing protein PAAR [
18800 Type VI secretion system tip protein VgrG Tssl i
18805 OmpA Family protein TagL i
18810 DotU family type IV/VI secretion system protein TssL i
18815 Type VI secretion system baseplate subunit TsskK i
06500 Type VI secretion system tube protein Hcp TssD Orfao
15545 Type VI secretion system tube protein Hcp TssD Orfao
07300 ATP-dependent chaperone ClpB TssH Orfao
08275 ATP-dependent Clp ATP-binding subunit ClpX TssH Orfao
11635 ATP-dependent Clp ATP-binding subunit CIpA TssH Orféo

Legendas - CP: Componentes putativos

Ainda sobre a Kp52.145, é importante frisar que a anotacdo do genoma foi
atualizada recentemente (FO834906.1 de 07-MAR-2015 / NZ_F0O834906.1 de 21-
FEB-2017). Nessa reanotacao, identificamos em dois loci, seis genes (BN49_3360;
BN49 3361; BN49 2467; BN49 2468; BN49 2470; BN49 2471) inicialmente
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preditos como codificadores de componentes do T6SS reanotados como
pseudogenes na versdao mais recente (BN49 RS18740, BN49 RS14045,
BN49 RS14055 e BN49 RS05960). Compreendidos como cOpias desativadas de
genes funcionais, os pseudogenes sao sequéncias gendmicas néo funcionais, mas
com similaridade de sequéncia com genes que codificam proteinas (Zou et al. 2009).
Os pseudogenes surgem como copias de genes que perderam sua funcao original
devido ao acumulo de mutacdes, que podem causar a inativacéo deles ou mudancas
nas ORFs com o surgimento de cédons de parada prematuros (Kovalenko e
Patrushev 2018). Portanto, estes dados indicam que os loci Il e Ill podem estar sob
processo de pseudo-genificacao.

Em nossas analises, identificamos 33 genes que codificam componentes do
T6SS (87%) localizados nessas trés regides (locus | a Ill). Além destes genes,
encontramos cinco genes 6rfaos em Kp52.145: trés que codificam possiveis TssH
(CIlpATPases) e dois genes codificando o componente TssD. Um desses tssD
(BN49_RS06500) ja havia sido descrito (Lery et al. 2014).

Na cepa HS11286, identificamos ao todo 29 genes possivelmente relacionados
ao T6SS (Tabela 4). Da mesma forma que na Kp52.145, nossa andlise detectou na
HS11286 genes previamente ndo relacionados ao T6SS. Em estudo anterior, tinha
sido revelada uma regido do T6SS contendo 23 genes (KPHS 22970 a 23190) no
genoma de K. pneumoniae HS11286. Destes, 12 genes codificam o0s principais
componentes do T6SS (Liu et al. 2017). Através da metodologia utilizada neste
estudo, encontramos mais 17 genes codificando componentes putativos do T6SS,
totalizando 29 genes. De forma diferente que o observado para Kp52.145, em
HS11286 os genes do T6SS estdo organizados majoritariamente em duas regides
(loci I e II). Nos loci | e 1l ha 25 genes (86%) agrupados com 15 (51%) e 11(38%)
genes respectivamente, enquanto quatro genes orfaos (14%) foram identificados. Os
genes Orfaos sdo: trés genes que codificam os componentes putativos de TssH
(KPHS_39850, KPHS_ 17930, KPHS_11410) e um gene codifica um componente
TssD (KPHS_41670).
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Tabela 4: Genes que codificam componentes putativos do T6SS de HS11286.

Locus tag

KPHS. Anotacéao CP Loci
22970 Hypothetical protein TssB I
22980 EvpB/family type VI secretion protein TssC [
22990 Hypothetical protein TsskK [
23000 Hypothetical protein TssL I
23010 OmpA/MotB domain-containing protein TaglL [
23020 Hypothetical protein TssD I
23030 Putative protease TssH I
23040 Rhs element Vgr protein Tssl [
23120 PaaR repeat-containing protein PAAR I
23140 ImcF domain-containing protein TssM [
23150 Type VI secretion-associated protein TssA [
23160 Type VI secretion-associated protein TssA I
23170 Hypothetical protein TssF [
23180 Hypothetical protein TssG I
23190 Hypothetical protein TssJ I
32450 Hypothetical protein TagA Il
32460 Type VI secretion system lysozyme-like protein TssE I
32470 Hypothetical protein TssJ Il
32480 Hypothetical protein TssG Il
32490 Hypothetical protein TssF I
32500 Hypothetical protein TssM Il
32520 Hypothetical protein PAAR Il
32730 Hypothetical protein Tssl Il
32750 Hypothetical protein TagL Il
32760 Membrane protein TssL Il
32770 Hypothetical protein TsskK Il
39850 Protein disaggregation chaperone TssH Orfao
41670 Type VI secretion system effector TssD Orfao
17930 ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit  TssH Orfao
11410 ATP-dependent protease ATP-binding subunit TssH Orfao

Legendas - CP: Componentes putativos

No genoma da cepa NTUH-K2044 encontramos ao todo 30 genes que
codificam possiveis membros do T6SS (Tabela 5). Destes, 25 tinham sido descritos
em trabalho anterior (Sarris et al. 2011). Nessa cepa, 0s genes estao organizados em
dois grandes loci (I e Il) contendo 14 (46%) e 11 (36%) genes, respectivamente. Ainda,

foram identificados cinco (16%) genes o6rfaos.

58



Tabela 5: Genes que codificam componentes putativos do T6SS de NTUH-2044.

Locus tag

KPL RS Anotacéao CcpP Loci
11220 Type VI secretion system contractile sheath small subunit  TssB I
11225 Type VI secretion system contractile sheath large subunit  TssC [
11230 Type VI secretion system baseplate subunit TsskK [
11235 DotU family type IV/VI secretion system protein TssL I
11240 OmpA family protein TagL [
11245 Type VI secretion system tube protein Hep TssD I
11250 Type VI secretion system ATPase TssH I
11255 Type VI secretion system tip protein VgrG Tssl [
11295 Type VI secretion protein VaskK TssM I
11300 Type VI secretion system protein TssA [
11305 Hypothetical protein PAAR [
11315 Type VI secretion system baseplate subunit TssF I
11320 Type VI secretion system baseplate subunit TssG [
11325 Type VI secretion system lipoprotein TssJ I
15690 Membrane protein TagA Il
15695 Type VI secretion system baseplate subunit TsskE Il
15700 Type VI secretion system lipoprotein TssJ I
15705 Type VI secretion system baseplate subunit TssG Il
15710 Type VI secretion system baseplate subunit TssF Il
15715 Type VI secretion protein Vask TssM Il
15725 PAAR domain-containing protein PAAR Il
15775 Type VI secretion system tip protein VgrG Tssl Il
15780 Outer membrane protein TagL Il
15785 DotU family type IV/VI secretion system protein TssL Il
15790 Type VI secretion system baseplate subunit TssK Il
12525 Type VI secretion system tube protein Hecp TssD Orfao
19445 ATP-dependent chaperone ClpB TssH Orfao
11085 Type VI secretion system contractile sheath small subunit  TssB Orfao
06015 ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX TssH Orfao
08880 ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit CIpA TssH Orfao

Legendas - CP: Componentes putativos

4.2 TssA, TssAl e TagA em K. pneumoniae

Conforme descrito na introducéo, a proteina TssA coordena a biogénese do

T6SS, a extensao do tubo de TssD e seu revestimento pela bainha formada por TssB-

TssC (Brunet et al. 2015b). TssA compartilha um dominio conservado com TssAl e

TagA: o dominio ImpA_N. As analises que fizemos no SecReT6 apontaram a

presenca de trés genes codificadores de componente TssA (presenca do dominio
ImpA_N) em Kp52.145 e HS11286 e dois genes em NTUH-K2044. Considerando as

possiveis diferencas funcionais entre as proteinas TssA, TssAl e TagA, realizamos
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uma analise dos dominios funcionais das sete proteinas preditas como TsSA nas trés

cepas de K. pneumoniae (Figura 15).

Kp52.145 1

130
BN49_RS05995 - TssA _
35-88
1 530
BN49_RS14080 - TssA ~ ImpAN . Vasd
34-137 227-488
1 471
BN49_RS 18715 - TagA ~ ImpAN
12-101 304-447
HS11286
1 135
KPHS_ 23150 - TssA ~ ImpA_N
34-127
1 377
KPHS_23160 - TssA ~ VasJ
74-335
NTUH-K2044 1 471
KPHS_32450 - TagA ~ VasL
12-113 304-447
1 532
KP1_RS11300 - TssA . Vasd
35-138 229-490
1 471
KP1_RS15690 - TagA ~ VasL
12-113 304-447

Figura 15: Representacdo esquematica das sequéncias de aminoacidos de TssA e TagA
de K. pneumoniae, ressaltando os dominios conservados. O dominio ImpA_N (acesso
PF06812) é mostrado em vermelho. Nas por¢des C-terminal, em verde, hd um dominio de
fung&o desconhecida VasL (acesso PF12486) e, em azul, o dominio VasJ (acesso PF16989).
As sequéncias de aminoacidos das proteinas TagA nas trés cepas de K. pneumoniae
analisadas compartilham 99,94% de identidade.

Através dessa analise, verificamos que nenhuma cepa analisada codifica
TssAl, mas todas possuem TssA e TagA. Os genes identificados como tssA
(BN49_RS18715, KPHS 32450 e KP1_RS15690), codificam proteinas que possuem
o dominio ImpA_N caracteristico da TssA. Entretanto na por¢cdo C-terminal ha um
dominio VasL e ndo VasJ (caracteristico da TssA), portanto estes genes codificam o
componente acessoério TagA.

O gene tagA esta normalmente presente nos agrupamentos de genes do T6SS
qgue codificam o TssA, mas ndo o TssAl (Santin et al. 2018). Em nossas analises

identificamos genes que codificam TssA e TagA nos loci do T6SS nas trés cepas de
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K. pneumoniae, 0 que sugere que a extensdo do T6SS nestas cepas seja controlada

com o auxilio do componente acessorio TagA.

4.3 ATPases Clp: componentes TssH identificados em K. pneumoniae

As analises no SecReT6 apontaram quatro genes em cada genoma analisado
codificando possiveis componentes TssH, todos com sequéncias pertencentes ao
COG0542. ClpV ATPases foram inicialmente descritas como o membro TssH do
complexo T6SS, necessarias para a formacao de um tubo funcional e reciclagem dos
componentes da bainha (Filloux 2009; Kapitein et al. 2013; Forster et al. 2014).
Posteriormente, foi demonstrado que F. tularensis tem um T6SS funcional que usa a
proteina ClpB ATPase ao invés de ClpV (Brodmann et al. 2017). Curiosamente, uma
das possiveis proteinas identificadas como possivel componente TssH de K.
pneumoniae corresponde ao gene anotado como clpB (KP1_RS19445) da cepa
NTUH-K2044. Assim, decidimos curar manualmente a anotacdo destes genes,
através de buscas de similaridade de sequéncias e analise de dominios, e definir o
tipo de ATPase que codificam. As proteinas ClpV nos genomas de K. pneumoniae
sdo codificadas pelos genes BN49 RS14050 em Kp52.145, KPHS 23030 em
HS11286 e KP1_RS11250 em NTUH-K2044. Estas ClpVs de K. pneumoniae séo 99%
idénticas. A pouca divergéncia encontrada entre as trés ClpV ndo pertence as
sequéncias correspondentes aos dominios Walker A e Walker B, caracterizados como
essenciais para a atividade ATPasica (Hanson e Whiteheart 2005; Schlieker et al.
2005).

Os outros trés genes identificados como tssH, de cada cepa, codificam as
proteinas ClpB, CIpA e ClpX. De acordo com a anotacdo do genoma, as proteinas
ClpB das cepas Kp52.145, HS11286 e NTUH-K2044 teriam 857, 823 e 857
aminoacidos de comprimento, respectivamente. De acordo com nossa analise, o
codon de iniciacdo para a ClpB da HS11286 foi determinado incorretamente. NOs
sugerimos que esta sequéncia de nucleotideos seja 102 pb mais longa, codificando
uma proteina de 34 aminoacidos a mais e totalizando 857 aminoacidos, 0 mesmo

tamanho das ClpB das demais cepas, como apresentamos na Figura 16.
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01
Kp52.145 ATGCGTCTGGATCGTCTTACCAATAARTTCCAGCTTIGCTCTTGCCGATGCCCAGTCACTC

NTUH-K2044 ATGCGTCTGGATCGTCTTACCAATAAATTCCAGCTTGCTCTIGCCGATGCCCAGTCGCTC
Qiak bl ——————————————————————————cc——co——c————————————————————————

102
Kp52.145 GOACTCGGECACGACAACCAATTCATCGAACCTCTICATTTAATGAGC GCCTTIGCTGAAT
NTUH-K2044 GCACTCGGGCACGACAACCANTTCATCGAACCTCTTCATITAATGAGCGCCTTGCTGAAT
Y ATGAGCGCCTTGCTGAAT

W W W W W W W W W W W W W

01 34
Kp52.145 MRLDRLTNKFQLALADAQSLALGHDNQFIEPLHLMSALLNQEGGSVRPLLTSAGVNAGKL
NTUH-K2044 MRLDRLTNKFQLALADAQSLALGHDNQFIEPLHLMSALLNQEGGSVRPLLTSAGVNAGKL
HS11286 - ---------mmmmmmmmioooooooaoo MSALLNQEGGSVRPLLTSAGVNAGKL

DL N R R R O W W D W D W D T T R D DR D D R R

Figura 16: Reanotacédo da sequéncia de aminoacidos da ClpB da cepa HS11286, tendo
como base as ClpBs de Kp52145 e NTUH-K2044. Na HS11286 a sequéncia de nucleotideos
a ser incorporada ao gene clpB encontra-se entre as posi¢fes 01 e 102 (em verde) e a de
aminodcidos entre 01 e 102 (em vermelho). * indicam identidade de todos 0os aminoacidos.

Considerando a reanotacdo da ClpB na cepa HS11286, as sequéncias de

aminoacidos e nucleotideos das trés cepas de K. pneumoniae possuem 100% de

identidade (Tabela 6).

Tabela 6: Identidade e similaridade entre as ATPases ClpB, CIpA e ClpX identificadas

como componente TssH no genoma de trés K. pneumoniae.

ATPase NUmero de acesso 1% S
WP_004150973.1p52.145) YP_005228284.1(Hs11286) 100 100
ClpB
P WP_004150973.1Kps2.145) WP_004830358. 1ovur- 100 100
K2044)
WP_016532438.1p52.145) YP_005226093.1(Hs11286) 99 99
ClpA X _
PR WP 016532438 1euszras UV P-002896522. 1ovTun 99 99
K2044)
WP_002891807.1p52.145) YP_005225441.1(Hs11286) 100 100
ClpX
P WP_002891807.1kps2.145) WP_002891807. 1ovrur- 100 100
K2044)

Legendas - 1%: Percentual de identidade entre as sequéncias; S%: Percentual de similaridade entre as

sequéncias.
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Figura 17: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas ClpB de F.
tularensis e K. pneumoniae. ClpB: Alinhamento mdultiplo das proteinas ClpB de F. tularensis
SCHU (Ft), K. pneumoniae Kp52.145, HS11286 e NTUH-K2044. As regides verde e amarela
indicam o dominio Clp_N; Vermelho, azul e roxo sdo os dominios AAA, AAA2 e ClpB_D2-
small, respectivamente. As caixas preta e azul indicam os dominios Walker A e Walker B; ¥
apontam para residuos do local de ligacdo de ATP. * indicam identidade de todos os
aminoacidos; “:” indica a similaridade de aminoacidos alinhados; “.” indica baixa similaridade
de aminoécidos alinhados, de acordo com os parametros padrao do Clustalw.
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Ainda, observamos que a proteina ClpB de K. pneumoniae é conservada em
relacdo a ClpB de F. tularensis. O alinhamento das sequéncias exibe 64% de
identidade e 79% de similaridade. Além disso, a ClpB de K. pneumoniae apresenta 0s
mesmos dominios conservados que o ortélogo em F. tularensis: os dominios Clp_N,
ClpB_D2small, AAA e AAA2, bem como o Walker A, Walker B, sitio de ligacdo do ATP
e arginina, como mostramos na Figura 17, que sugere que eles podem ser capazes
de desempenhar papéis semelhantes.

Devido a similaridade entre as sequéncias de ClpB de K. pneumoniae e F.
tularensis, propomos que as CIpB de K. pneumoniae possam funcionar como TssH
alternativas em K. pneumoniae. No entanto, ainda nao foi esclarecido se essas
proteinas sdo de fato necessarias e/ou montadas como parte do T6SS em K.
pneumoniae.

Avaliando as proteinas CIpA das trés cepas de K. pneumoniae, constatamos
um compartilhamento de 99% de identidade (Tabela 6). Comparadas com a sequéncia
de aminoacido da proteina ClpV, sdo ~53% similares e 35% idénticas em um
alinhamento com 87% de cobertura. Apesar de tais dissimilaridades de sequéncia,
ClpA, CIpB e ClpV contém os dominios conservados alinhados (Figura 18).
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Figura 18: Alinhamento multiplo das proteinas ClpV, ClpB e CIpA de K. pneumoniae
Kp52.145. A regido verde indica o dominio Clp_N; Vermelho, azul e roxo sdo os dominios
AAA, AAA2 e ClpB_D2-small, respectivamente. As caixas preta e azul indicam os dominios
Walker A e Walker B; ¥ apontam para residuos do local de ligagdo de ATP. * indicam
identidade de todos os aminoacidos;

indica baixa similaridade de aminoacidos alinhados, de acordo com os parametros padrdo do

ClustalW.
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As sequéncias de ClpX de K. pneumoniae sao idénticas entre as trés cepas, no
entanto a ClpX tem 424 aminoacidos de comprimento, enquanto ClpV tem 884. Se
ClpA e ClpX poderiam desempenhar o papel de TssH como membro do complexo

T6SS, h& necessidade de mais estudos para que seja elucidado.

4.4 Contexto genético dos genes orféos

Tendo sido demonstrado a expressdo de genes oOrfaos que codificam
componentes do T6SS em condi¢cdes de infeccdo e em isolados clinicos (Bent et al.
2016), seria razoavel considerar a importancia destes genes para a funcionalidade do
T6SS nas bactérias. A partir de analises filogenéticas, foi sugerido que a aquisicdo de
genes tssD orfaos por Pantoea ananatis seria oriunda de diferentes ancestrais ou
proveniente da duplicacdo de genes associados ao T6SS (Shyntum et al. 2014). As
trés cepas de K. pneumoniae, deste trabalho possuem genes o6rfaos relacionados ao
T6SS (Tabelas 3, 4 e 5), todos codificando possiveis componentes essenciais para o
funcionamento do complexo, como TssD e TssH (Mougous et al. 2006; Bonemann et
al. 2009; Silverman et al. 2013; Ma et al. 2017). Ao analisarmos a vizinhanca dos
genes codificadores dos componentes TssD 0rfédos nas cepas Kp52.145 e HS11286
(BN49_06500 e KPHS_41670), percebemos que as anotacdes dos genes eram
similares.

Essas regibes contém genes que codificam proteinas hipotéticas,
transportadores de ferro / heme da familia ABC (BN49_RS06505 a BN49 RS06520)
e um receptor dependente de TonB (BN49_RS06525). Em HS11286, a vizinhanga do
gene orfao tssD (KPHS 41670) apresenta genes que codificam um sistema de
transporte de heme ATP (KPHS 41660 a KPHS 41640), uma metil transferase
dependente de S-adenosil metionina (KPHS_41630), uma porina de membrana
externa para enterobactina férrica e colicinas B e D (KPHS_41620). Embora esses
genes relacionados ao ferro em Kp52.145 e HS11286 tenham nomes diferentes, eles
sao ortélogos e seus produtos apresentam sequéncias idénticas. Assim, esses genes
orfaos tssD, em ambas as cepas, séo codificados na mesma regido gendmica.
Alinhando esses genes observamos que as sequéncias de nucleotideos apresentam
99% de identidade, o0 que aponta uma origem evolutiva comum dessa regiao.

Outro ponto interessante a ser ressaltado € que 0s genes vizinhos a esses tssD
mencionados codificam estruturas relacionadas ao transporte de ions Fe3*, como a
proteina TonB (Qiu e Misra 2019). A proteina TonB € um componente essencial na

transducédo de energia de um sistema transmembrana citoplasmatico de transporte de

66



ions Fe em bactérias Gram-negativas (Dong et al. 2019). Curiosamente, foi
demonstrado que em resposta ao estresse oxidativo e para contrapor defesas de
imunidade de células hospedeiras, o T6SS de Y. pseudotuberculosis e de B.
thailandensis secretam efetores envolvidos na captacdo de ions. A importacdo de
ions, nestas espécies, € mediada pelas proteinas da familia ABC e/ou TonB (Wang et
al. 2015; Si et al. 2017a). Os ions metdlicos transportados por mecanismos
dependentes do T6SS em Y. pseudotuberculosis, B. thailandensis e P. aeruginosa
sdo Zn?*, Mn?* e Fe®* (Wang et al. 2015; Lin et al. 2017; Si et al. 2017a). Dessa forma,
acreditamos que estes transportadores de ions codificados nas cepas Kp52.145 e
HS11286, adjacentes a genes do T6SS, possam apresentar funcéo relacionada ao
T6SS. Até o momento, nenhum estudo tinha sugerido o papel do T6SS de K.
pneumoniae na captacdo de ions metalicos. Contudo, com base na arquitetura
gendmica, apontamos esta possibilidade.

Por outro lado, a internalizacdo de ions mediada pelo T6SS depende da
secrecdo de proteinas efetoras do T6SS, que se ligam aos ions e sdo importadas
pelos receptores ABC e TonB: em Y. pseudotuberculosis, o efetor € YezP (Wang et
al. 2015); em B. thailandensis, sé&o os efetores TseM (Si et al. 2017b) e TseZ (Si et al.
2017a); e em P. aeruginosa € o efetor TseF (Lin et al. 2017). Até o momento néo
identificamos genes homologos aos que codificam esses efetores nos genomas de K.
pneumoniae analisados. Desta forma, é possivel supor, caso ocorra o transporte de
ions via T6SS em K. pneumoniae, seria possivel que ele ocorra mediante algum outro
efetor ainda né&o identificado.

Por outro lado, na vizinhanca do gene putativo tssH/clpB (BN49_RS07300 na
Kp52.145, KPHS 39859 na HS11286 e KP1 RS19445 na NTUH-K2044),
encontramos o gene pgeF - codificando um fator de edicéo de peptidoglicano. A PgeF
contribui para a manutencdo da composicdo da cadeia peptidica das moléculas de
peptidoglicanas em E. coli, contribuindo assim para a integridade dessa estrutura
bacteriana (Parveen e Reddy 2017). Aléem disso encontramos que 0s genes 0Orfaos
estdo acompanhados por genes com atividades paralelas e relacionadas as atividades
do T6SS. Na vizinhanca de tssH/clpX (BN49 _RS08275, KPHS_11410 e
KP1 RS06015), encontramos um gene que codifica uma outra ATPase, ClpP, e uma
Endopeptidase, LonA, que em V cholerae ativa a expressao de genes do T6SS
(Rogers et al. 2016). Na vizinhanca do tssH/clpA (BN49 RS11635, KPHS 17930 e
KP1 RS0880), encontramos genes que codificam uma ClpS ATPase e uma proteina

de transporte de macrolideos, conforme podemos acompanhar na Figura 19.
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Figura 19: Analise do contexto genémico de genes oOrfaos do T6SS em Kp52.145,
HS11286 e NTUH-K2044. Genes que codificam transportadores relacionados ao ferro sédo
adjacentes ao tssD nos genomas do K. pneumoniae. Kp52.145 (A), HS11286 (B) e NTUH-
K2044 (C). Ao lado de cada grupo de genes, estdo os locus_tag dos componentes do T6SS.
Os genes relacionados a T6SS séao coloridos em cinza; os genes que codificam proteinas
relacionadas a absorcdo de ferro estdo em azul; gene relacionado a integridade da camada
de peptidoglicanas em vermelho; genes que codificam proteases e peptidases em verde e 0s
genes que codificam outras funcbes séo representados em branco. tonB — TonB-dependent
receptor; Hem — hemin-degrading factor; habc - heme ABC trasnporter ATP-binding protein;
iabc — iron ABC transporter permease; pgeF — peptideoglycan editing fator PgeF; rRNA — 16S
ribosomal RNA; flf-1 — translation initiation factor IF-1; lonA — endopeptidase La; hp —

hypothetical protein.
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O fato dos genes do T6SS poderem ser coregulados, indica que suas acgoes
sejam paralelas como em V. cholerae (Metzger et al. 2016). Outros experimentos,
como a verificacdo da liberacdo de Fe/lheme a partir de células hospedeiras sob
ataque do T6SS, precisam ser realizados para verificar se esses produtos génicos
podem estar relacionados com o T6SS e ser usados para competicdo bacteriana e/ou

invasao tecidual.

4.5 Sintenia entre loci do T6SS em K. pneumoniae

Os resultados aqui apresentados mostram que o0s genes do T6SS em K.
pneumoniae, codificados no genoma das cepas Kp52.145, HS11286 e NTUH-K2044,
sdo de algum modo conservados entre si, em termos de semelhanca de sequéncias.
Além disso, eles sdo semelhantes as regides codificadoras de T6SS em E. coli E042

e P. ananatis (Figura 20).
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Figura 20: Regides que codificam genes relacionados com o T6SS em K. pneumoniae
Kp52.145, E. coli E042 e P. ananatis LMG106. Os genes relacionados com T6SS estéo
representados em setas azuis, genes nao relacionados ao T6SS estdo em branco. Regides
de sintenia entre as sequéncias sao ressaltadas por blocos em azul claro.

Conforme ja mencionado, os genes que codificam os componentes do T6SS
sao frequentemente agrupados em regides denominadas ilhas de patogenicidade
(Cascales 2008; Chen et al. 2015). Esse tipo de arquitetura gendmica pode ser reflexo
de um evento evolutivo de aquisicdo desses blocos de genes e pode conferir uma
vantagem funcional. Os genes bacterianos necessarios para 0 mesmo pProcesso
funcional sédo frequentemente agrupados na mesma regido gendmica e submetidos
aos mesmos processos de regulacao transcricional (Goldman et al. 2015; Barbosa e
Lery 2019).
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Além de analisar a sequéncia de cada gene individualmente, analisamos as
regides gendbmicas que codificam os genes do T6SS em Kp52.145 (Kp52_R1,;
Kp52_R2; Kp52_R3), HS11286 (HS_R1; HS_R2) e NTUH-K2044 (NT_R1; NT_R2). A
comparacdo das sequéncias dessas grandes regibes do T6SS das trés cepas,
evidenciou sintenia entre algumas dessas regioes. De forma geral, encontramos dois
loci sinténicos presentes nas trés cepas. Um deles codifica os genes tssK-tssL-tagL-
tssl e paar-tssM-tssF-tssG-tssJ-tssE-tagA e esta representado na Figura 21A. O outro
contém os genes tssB-tssC-tssK-tssL-tagL-tssD-tssH-tssl e tssM-tssA-tssF-tssG-tssJ,
conforme mostrado na Figura 21B.

Cada uma dessas regifes varia em tamanho entre 24 e 30 kb. Os genes que
codificam componentes do T6SS sao codificados no inicio e no final dessas regides
(marcados em azul na Figura 21), enquanto as regides centrais contém genes que

codificam proteinas com outras func¢des (representados em branco).
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Figura 21: Andlise da sintenia entre as regiées que codificam genes relacionados com
0 T6SS em K. pneumoniae Kp52.145 (Kp52), NTUH-K2044 (NT) e HS11286 (HS). As
regides gendmicas foram denominadas R1, R2 e R3, de acordo com suas localizagbes
gendmicas. Os genes relacionados com T6SS estdo representados em setas azuis, genes
nao relacionados ao T6SS estdo em branco. Pseudogenes séo exibidos em cinza. Regibes
de sintenia (> 86% identidade) entre as sequéncias séo ressaltadas por blocos vermelhos.
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Uma caracteristica interessante em ambas as regifes € a presenca de uma
‘regido variavel’, no meio dessas regides. Estas “regides variaveis” sdo menos
conservadas e especificas de cada cepa, codificando principalmente proteinas de
funcdo desconhecida ou transposases. As regides HS_R2 e NT_R2 compartilham
regibes curtas de similaridade, variando de 87 a 96% de identidade. A insercao
observada em Kp52_R3 inclui genes que codificam fosfolipases, lipoproteinas Sel-1 e
uma proteina PAAR. Essa regido foi previamente caracterizada como implicada na
viruléncia de K. pneumoniae (Lery et al. 2014).

Esse tipo de arquitetura, onde insercBes variaveis em loci conservados
codificando genes do T6SS, tem sido descrito em algumas espécies de bactérias. Em
algumas insercdoes foram encontradas genes que codificam proteinas de funcédo
desconhecida, mas também a presenca de genes codificadores da transglicosilase
litica, reguladores transcricionais do tipo LysM e proteinas efetoras e de imunidade
(Sarris et al. 2011; Shyntum et al. 2014; Journet e Cascales 2016; Liu et al. 2017).

No locus Il que codifica os componentes do T6SS na Kp52.145, identificamos
um gene que codifica uma sequéncia de aminoécidos com o dominio DUF3274 e a /
B - hidrolase (BN49 RS14065) e no locus I, identificamos uma sequéncia com o
dominio DUF4150 (BN49 RS06020). Em P. aeruginosa PAOL1, o produto do gene
PA0260 possui dominios DUF3274 e a / B — hidrolase sendo relacionado como
membro da familia Tle3, cuja producdo - direcionada para o periplasma - € toxica para
E. coli (Wood et al. 2019). O dominio DUF4150 esté associado, em A. tumefaciens,
ao efetor Tde2, sendo necessario para adaptar ou conectar a proteina a Tssl (Ma et
al. 2014).

Toxinas antibacterianas sé@o codificadas adjacentes a proteinas de imunidade
(anti-toxina) que neutralizam o efetor em células doadoras e irmas para evitar
autoeliminacdo. Recentemente genes presentes nas regides variaveis do T6SS em
Kp52.145, foram nomeados de kpel-7 (Klebsiella pneumoniae effector 1-7) e kpil-4
(Klebsiella pneumoniae immunity 1-4). O gene BN49_RS06020 foi denominado kpe3,
vizinho ao gene kpe4 e a uma proteina de imunidade kpil (Storey, A. McNally 2019).
Em Kp52.145, ja havia sido identificado que a proteina da familia PLD, poderia ser
considerado uma Tle5 (Lery et al. 2014). No locus lll do T6SS, ja foram identificados
trés genes que codificam PLDs (BN49 RS29985, BN49 RS29980 e
BN49 RS18775). Nas regides adjacentes a estes genes sao encontrados cinco genes
gue codificam lipoproteinas com dominio Sell. Estas lipoproteinas sdo essenciais em

Legionella pneumophila para invasdo de células hospedeiras (Newton et al. 2007) e
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mais recentemente foi demonstrado que a SellE de Kp52.145 atua inibindo a toxina
Tssl4 em K. pneumoniae Kp52.145, atuando como uma proteina de imunidade
(Storey, A. McNally 2019).

Para aprofundar a caracterizagcdo dessas regides sintenicas, avaliamos o
contetdo de GC (% de bases Guanina e Citosina numa sequéncia nucleotidica). O
conteudo de GC nos genomas bacterianos é carateristico de cada espécie, variando
entre 20 e 70% (Bohlin et al. 2018). Regibes adquiridas por mecanismos de
transferéncia horizontal apresentam conteldo de GC caracteristico da espécie
doadora, e assim, podem ser identificadas por este tipo de andlise. Para esta analise,
avaliamos os trechos conservados e variaveis de cada regido sintenica, de forma
independente. De forma geral, observamos que o conteudo GC dessas regides &
diferente da composi¢cdo média do genoma de cada cepa, como podemos visualizar
na Tabela 7.

Tabela 7: Contetdo de GC das regides gendmicas do T6SS em Kp52.145, HS11286
e NTUH-K2044.

Cepa Loci Regiéo Local (locus_tag) GC%
Genoma 57,4

tsSkE — tssl 05940 — 06025 56,85

Locus | RV 06020 — 06005 44,14

tssM — tssK 06000 — 06040 53,37

tssB — psg 14020 — 14055 60,85

Kp52.145 Locus I RV 14055 — 29060 4751
tssM — tssJ 14075 — 14095 59,32

tagA — psg 18715 - 18740 61,31

Locus Il RV 18740 — 29985 54,91

tssl — tsskK 18800 — 18815 60,26

Genoma 57,48

tssB — tssl 22970 — 23040 61,57

Locus | RV 23050 — 23130 58,46

HS11286 tssM — tssJ 23140 — 23190 60,17
tssk — tssl 32770 — 32730 60,35

Locus Il RV 32510 - 32720 43,91

tssM — tagA 32500 — 32450 61,47

Genoma 57,68

tssB-tssl 11220 - 11255 60,86

Locus | RV 11260 - 11290 41,0

NTUH_K2044 tssM — tssJ 11295 - 11325 56,1
tssk — tssl 15790 - 15775 60,61

Locus Il RV 15770 - 15720 44,31

tssM — tagA 15715 - 15690 61,53

Legenda: RV — Regido variavel; psg— pseudogene.
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As regides contendo os genes do core do T6SS possuem contelldo GC maior
gque a média do percentual GC dos genomas completos das respectivas cepas -
chegando a ser maior que 61%. Ao contrario, as regides variaveis apresentam baixo
contetido de GC, variando entre 41% e 54%. Esses dados reforcam que as regides
variaveis tenham sido adquiridas em eventos distintos da aquisi¢cao das ilhas do T6SS

e, possivelmente, provenientes de organismos diferentes.

4.6 Regides promotoras
4.6.1 Sitios de ligacao de fatores sigma o

Visando a caracterizacdo do mecanismo de regulacdo transcricional,
precisamos identificar sequéncias promotoras da expressao génica. Sequéncias
promotoras sao regibes que contém sitios para ligacao de proteinas, como a RNA
polimerase e reguladores transcricionais, que controlam a posi¢cdo e o0 momento do
inicio da transcricdo dos genes sob controle deste promotor (Gan et al. 2009, 2012).
Para obter informacdes sobre mecanismos de regulacao transcricional do T6SS em
K. pneumoniae, inicialmente identificamos as sequéncias de ligacéo dos fatores o°* (-
12 e -24) e 0’°(-10 e -35) a montante das CDSs que codificam os genes relacionados
ao T6SS. Para que o processo de transcricdo génica seja iniciado é necessario o
reconhecimento de elementos dos promotores, localizados a montante do inicio de
transcricdo, pela holo RNA polimerase (Murakami e Darst 2003). Um fator
preponderante na ligacdo da RNA polimerase ao DNA é o fator o, atuando no
reconhecimento do promotor. Em cada bactéria, diversos fatores o estédo disponiveis
e, cada um deles, regula a expressao de um conjunto de genes diferentes. Em E. coli,
o fator sigma primario necessario para iniciar a transcricdo, na maioria dos genes é
chamado ¢7°, este mesmo fator esta associado a transcricdo de genes constitutivos
(Goldman et al. 2015; Narayanan et al. 2018). Até o presente momento néo ha relatos
experimentais na literatura de genes do T6SS sendo diretamente regulados pelo fator
o’%. Entretanto, por ser um fator que esta associado a regulacédo global em bactérias,
acreditamos que ele possa estar envolvido na regulacéo da transcricdo do T6SS. Por
outro lado, em V. cholerae foi descrito que o fator o°* atua na regulacéo do gene tssD
e, em P. aeruginosa PAQOL, este fator estaria participando da regulacdo de operons
do T6SS. Por meio de ensaios de gene-repérter foi mostrado que agrupamentos
génicos do T6SS em V. cholerae, A. hydrophila, Pectobacterium atrosepticum

e Marinomonas sp. MWYL1 tem sua expressdo controlada por o°* e bEBP (Bernard
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et al. 2011; Kitaoka et al. 2011; Sana et al. 2013). Assim, neste estudo focamos nas
regides promotoras dependentes de ¢’° e o>

No total, 17 sitios de inicio de transcricido dependentes de o’° foram
encontrados em Kp52.145, 12 em HS11286 e 13 em NTUH-K2044. Para o fator >*
foram encontrados 17 promotores em Kp52.145, 12 em HS11286 e 15 em NTUH-
K2044.

Tendo predito sitios putativos para ligacéo de fatores o’° e sitios putativos para
o fator 0%, anotamos as sequéncias a 250 pb a montante dos sitios de inicio de
transcricdo preditos, como possiveis sequéncias promotoras. No total anotamos 34,
24 e 28 sequéncias promotoras nas cepas Kp52.145, HS11286 e NTUH-K2044,
respectivamente (Apéndice D). Utilizamos essas sequéncias para pesquisar possiveis

sitios de ligacao de reguladores transcricionais.

4.6.2 Reguladores transcricionais codificados nos genomas de K. pneumoniae
Neste estudo, utilizamos o banco de dados do Virtual Footprint para obter
informacBes sobre sitios de ligacdo de reguladores transcricionais ao DNA. Esse
banco de dados compreende informacdes sobre 116 reguladores de oito espécies.
Considerando que nem todos esses reguladores estao presentes em K. pneumoniae,
precisamos inicialmente identificar quais dos reguladores que tem seus sitios
descritos no Virtual Footprint sdo codificados nos genomas de K. pneumoniae. Essa
analise realizada pelo BLASTp, resultou na identificacdo de 44 reguladores a serem

usados (Tabela 8).
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Tabela 8: Reguladores transcricionais avaliados neste estudo e informagdes sobre as
matrizes de peso-posicao correspondentes, disponiveis no Virtual Footprint.

MPP Pontuacdo Desvio Padrdo Tamanho
AraC 13,59 2,01 29
ArcA 6,30 0,81 10
ArgR 9,12 0,88 14
CpxR 14,04 0,09 16
Crp 8,79 0,26 22
CspA 10,00 0,00 5
CysB 9,68 0,73 31
CytR 7,61 0,31 12
DeoR 19,61 1,00 16
FadR 5.52 1.09 7
FhiA 10,18 0,37 7
Fis 2,87 0,56 15
Fnr 7,48 1,17 14
FruR 12,39 0,83 12
Fur (18mer) 28,50 0,00 18
GalR 18,12 0,30 13
Gals 19,14 0,75 14
GcvA 10,00 0,00 5
GInG 18,53 0,64 17
GIpR 6,23 0,25 20
GntR 10,35 1,86 16
H-NS 5,56 0,65 10
IHF 6,23 1,24 16
IciA 5,03 0,57 12
vy 28,50 0,00 27
LexA 11,45 0,99 16
Lrp (SELEX) 11,16 0,73 25
Mall 28,00 0,00 15
MalT 8,02 0,66 6
MarR 32,50 0,00 23
MetJ (SELEX) 17,00 1,78 16
MetR 8,88 0,42 7
Mic (SELEX) 18,53 3,01 21
ModE 27,65 0,64 23
Nac 9,88 0,62 11
NagC 15,02 0,71 16
NagC (SELEX) 21,11 1,29 23
NarL 3,77 0,52 7
NharR 12,09 0,79 11
OmpR C box 12,36 0,49 10
OmpR F box 13,47 0,49 10
OmpR 8,22 0,52 7
OxyR 3,17 0,58 11
OxyR (SELEX) 18,17 4,92 46
PdhR 6,42 0,59 6
PhoP 18,42 1,07 17
PurR 13,14 0,60 10
RcsAB 5,02 0,78 8

Legenda: MPP — Matriz de Peso Posicéo.
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4.6.3 Identificacdo de sitios de ligacdo de reguladores transcricionais

Numa analise inicial, dos trés genomas de K. pneumoniae, realizamos buscas
por sitios putativos nos promotores dependentes de ¢’® para 36 reguladores
transcricionais na Kp52.145, 20 na HS11286 e 38 na NTUH-K2044. Na cepa
Kp52.145, 106 sitios de ligacéo para 13 reguladores transcricionais foram preditos:
Crp, CytR, FhIA, Fis, Fnr, GevA, H-NS, MalT, MetR, Mic, OmpR, OxyR e RcsAB. Em
HS11286, encontramos 72 sitios de ligacdo para nove reguladores transcricionais: Fis,
GcevA, H-NS, Lrp, NarL, OmpR, OxyR, PdhR e RcsAB. Na NTUH-K2044, encontramos
114 sitios de ligagdo para 17 reguladores transcricionais: Crp, FadR, FhlA, Fis, Fnr,
GcvA, GIpR, H-NS, Lrp, MalT, MetJ, MetR, Mic, OmpR, OxyR, PdhR e RcsAB
(Barbosa e Lery 2019).
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Analisando sitios de reguladores transcricionais nos promotores dependentes
de 07° observamos que seis reguladores transcricionais possuem sitios em
promotores de genes do T6SS das trés cepas: Fis, OxyR, H-NS, OmpR, GcvA e
RcsAB. A posicdo desses sitios esta indicada na Figura 22. De todos os promotores
analisados, ~85% possuem sitios de ligagédo de Fis e ~75% sitios de ligacdo de OxyR.
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Figura 22: Organizacdo de genes de T6SS, sitios de inicio da transcricdo nos
promotores dependentes de o’ e sitios putativos de ligacdo de reguladores
transcricionais em genomas de K. pneumoniae Kp52.145 (a), HS11286 (b) e NTUH-
K2044 (c). Os genes de T6SS sao representados como setas cinzas. Tridngulos coloridos
apontam a posicéo dos seis reguladores transcricionais com mais sitios de ligacao previstos
(Barbosa e Lery 2019).

Até agora, o T6SS de K. pneumoniae havia sido associado a atividade

antibacteriana, invasao celular e colonizacao in vitro (Liu et al. 2017; Hsieh et al. 2018).
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A andlise do contexto gendmico descrita aqui apontou que varios transportadores
relacionados ao ferro estdo codificados em torno dos genes do T6SS. Esta
observacdo levanta a hipotese de que o T6SS de K. pneumoniae poderia
desempenhar um papel na absorcdo de ions. Por exemplo, o T6SS de Y.
pseudotuberculosis transporta Zn?* para combater multiplos estresses e imunidade do
hospedeiro (Wang et al. 2015). B. thailandensis utiliza o0 T6SS para absorver ions
Mn?*, para resistir ao estresse oxidativo e competir com outras bactérias (Si et al.
2017b). E mais recentemente em K. pneumoniae Kp52.145, foi sugerido que na
presenca de quelante de ferro, ocorre regulacdo positiva da expressao do locus Il do
T6SS (Storey, A. McNally 2019).

Este T6SS de B. thailandensis € regulado por OxyR, um regulador
transcricional de resposta ao estresse oxidativo. As espécies reativas de oxigénio
(EROs) podem danificar as células bacterianas, portanto, as bactérias desintoxicam
as EROs ao produzir enzimas antioxidantes para prevenir lesdes no DNA e permitir a
formacdo de compostos que sequestram ions metalicos. Um desses mecanismos
envolve catalases. Curiosamente, 0 OxyR regula a expresséo de KatN, uma catalase
secretada de maneira dependente de T6SS pela E. coli enterohemorragica (Wan et
al. 2017). OxyR é um dos reguladores que induzem a resposta do estresse oxidativo
bacteriano. Além disso, foi demonstrado que o OxyR de K. pneumoniae regula a
formacao de biofilme, genes fimbriais, resisténcia a antibiéticos e adeséo a células
epiteliais (Hennequin e Forestier 2009; Rajamohan et al. 2013). Curiosamente,
previmos sitios de ligacdo de OxyR conservados na maioria das regiées promotoras
de 0’°do T6SS de K. pneumoniae, em todas as trés cepas analisadas. Em conjunto,
esses dados sugerem que o T6SS de K. pneumoniae pode ser ativado sob condi¢des
de estresse oxidativo e pode ajudar as bactérias a lidar com a desintoxicacao de
EROs.

Outra constatacéo interessante foi que os locais de ligacdo de H-NS putativos
estdo amplamente presentes e conservados nos promotores do T6SS de K.
pneumoniae. Foi demonstrado anteriormente que o silenciamento por H-NS de um
locus T6SS limita a morte interbacteriana de S. enterica (Brunet et al. 2015a). H-NS é
uma proteina de estruturagdo do nucleoide, com efeitos globais no silenciamento da
expresséo génica (Fang e Rimsky 2008). Sua atividade depende da temperatura e da
osmolaridade. Tem sido demonstrado que a H-NS de K. pneumoniae reprime a
expressdo de importantes fatores de viruléncia, como o pili tipo 3 e a capsula (Ares et

al. 2016, 2017). Recentemente, Hsieh e cols. (2018) (Hsieh et al. 2018) mostraram
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gue H-NS se liga ao promotor de tssD e silencia a expressao de tssD (KP1_RS11245)
em NTUH-K2044. Assim, nossa previsdao foi confirmada por esses dados
experimentais recentes.

Locais de ligacao putativos para quatro reguladores adicionais foram previstos
nas sequéncias promotoras o’° dos genes T6SS de todas as trés cepas: RcsAB,
GcVA, Fis e OmpR. O RcsAB € um sistema regulatorio ndo usual que se liga a uma
caixa ‘rcsAB” e modula o gene galF em K. pneumoniae, afetando a expressao e a
viruléncia da cépsula (Peng et al. 2018; Su et al. 2018). O GcvA é o regulador
transcricional do sistema de clivagem da glicina, envolvido no metabolismo dos
aminoacidos. GcvA ainda nao foi estudado em K. pneumoniae, no entanto, é
necessario para o metabolismo de F. tularensis e sua viruléncia (Brown et al. 2014).
Fis (fator de estimulagéo por inversao) é um regulador transcricional que responde as
mudancas no ambiente nutricional em enterobactérias (Mallik et al. 2004). OmpR é o
regulador de resposta de um sistema de dois componentes com o sensor kinase EnvZ.
OmpR liga-se a regido promotora do T6SS de Y. pseudotuberculosis, envolvido na
sobrevivéncia bacteriana em condicdes de alta osmolaridade, presenca do
desoxicolato de sddio e homeostase do pH (Gueguen et al. 2013; Zhang et al. 2013).
Tem sido demonstrado que em K. pneumoniae a OmpR regula a via de sinalizacéo
do c-di-GMP, a expressédo da fimbria do tipo 3 e a formacédo de biofilme em resposta
a estresses osmoticos (Lin et al. 2018b). Em conjunto, estes resultados compreendem
dados bastante interessantes, sugerindo que o T6SS de K. pneumoniae pode ser
regulado em resposta a sinais ambientais que sédo de fato detectados pelas bactérias
dentro do hospedeiro humano: temperatura (H-NS), limitacdo nutricional (Fis),
estresse oxidativo (OxyR) e osmolaridade (RscAB e OmpR) (Tabela 9).
Surpreendentemente, os reguladores H-NS, OxyR e OmpR sao expressos pela K.

pneumoniae BAA2146 durante a infeccao in vitro de macréfagos (Bent et al. 2016).
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Tabela 9: Caracteristicas de reguladores transcricionais preditos como possiveis
reguladores do T6SS de K. pneumoniae.

Regulador Atividade Ambiente de ativagao
. Anaerobiose (Boulette e
ArcA Ativador / Repressor Payne 2007)
. Anaerobiose (Rossmann
FhlA Ativador et al. 1991)
Fis Ativador / Repressor Resposta
estringente(Walker et al.
1999)
GcvA Ativador Disponibilidade de AA
(Brown et al. 2014)
H-NS Repressor Osmolaridade (Hurme e
Rhen 1998)
IHF Ativador -
OmpR Ativador Osmolaridade
OxyR Ativador Estresse oxidativo (Storz
e Imlayt 1999)
RcsAB Ativador Estresse osmdtico

Legenda: AA - Aminoacidos

Estes dados foram publicados na revista BMC Genomics, em 2019 (Barbosa e
Lery 2019). Apés essa publicacdo dos resultados iniciais, ampliamos as buscas por
sitios de ligacdo putativos de reguladores transcricionais para os reguladores
identificados nos trés genomas. Inicialmente, em Kp52.145, identificamos 349
possiveis sitios de ligacdo, para 31 matrizes (29 reguladores), nas sequéncias
promotoras de o’° e 310 sitios para 28 matrizes (29 reguladores) nas sequéncias
promotoras dependentes de o°*. Na HS11286, identificamos 235 possiveis sitios de
ligacdo, para 29 matrizes (27 reguladores), nas sequéncias promotoras dependentes
de 0’° e 224 sitios para 28 matrizes (26 reguladores) nas sequéncias promotoras
dependentes de o°*. Na cepa NTUH-K2044, identificamos 261 possiveis sitios de
ligacdo, para 30 matrizes (27 reguladores), nas sequéncias promotoras de ¢’° e 307
sitios para 31 matrizes (27 reguladores) nas sequéncias promotoras dependentes de
o4

Contudo, sabemos que a predicdo de sitios de ligacdo pode gerar alto
percentual de falsos positivos, devido as sequéncias serem curtas. Para minimizar
este problema, utilizamos o score somado ao desvio padrao de cada matriz de peso
posicdo, para filtrar os resultados encontrados. Ao utilizarmos esse valor como valor

de corte, muitos dos sitios identificados inicialmente ndo apresentaram pontuacao
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significativa. Assim, dos 235 e 224 sitios putativos identificados na Kp52.145, nos
promotores de o’ e 04, passamos a trabalhar com 82 sitios, tanto nos promotores de
0’9, quanto nos de ¢°*. Na HS11286, recuperamos 64 e 59 sitios preditos e na NTUH-
K2044 recuperamos 56 e 77 sitios preditos (Apéndice L).

Ao todo, foram identificados sitios para 20 possiveis reguladores

transcricionais, sendo que 15 reguladores sédo comuns as trés cepas (Tabela 10).

Tabela 10: Numero de sitios de ligacdo putativos dos reguladores transcricionais
identificados nos promotores de 6’° e 0> em K. pneumoniae.

MPP Kp52.145 HS11286 NTUH-K2044
S70 S54 S70 S54 S70 S54
AraC 1
ArcA 2 6 4 4 1 4
ArgR 2 1 1 1 1 1
CysB 1
CytR 3 7 1 7 6
FhiA 1 3 2 4
Fis 5 2 9 2 4 5
Fnr 1 2 2 1 1
GcvA 8 9 3 6 6 9
GIpR 2 2 2 1 4 2
GntR 1 1
H-NS 14 11 8 7 11 8
IHF 6 5 5 4 2 4
ICIA 11 13 9 10 8 11
Lrp (SELEX) 1 1 1 1
Nac 6 3 3 1 5 2
NagC (SELEX) 1 1 1
OmpR F box 2 1 2
OmpR 1 1 1 1
OxyR 6 3 6 2 3 5
RcsAB 13 11 9 8 8 12
Total 82 82 4 61 56 78

Legenda: MPP — Matriz de Peso Posicéo.

Pelas analises realizadas neste trabalho, um dos promotores que contém sitio
putativo para OxyR € o do gene o6rfao tssD (BN49_RS06500 e KPHS_41670) vizinho
aos genes que codificam proteinas relacionadas ao transporte de ions, nas cepas
Kp52.145 e HS11286. Em B. thailandensis, 0 aumento dos niveis de espécies reativas
de oxigénio intracelular pode atuar como mensageiro para ativar o regulador OxyR,
sensivel a alteragbes do potencial redox. Uma vez ativado, o regulador OxyR induz a
expressdo de uma ampla gama de sistemas antioxidantes, incluindo T6SS4 de B.
thailandensis e Y. pseudotuberculosis (Wang et al. 2015; Si et al. 2017a). Nestas

andlises dos promotores de o’%, encontramos 15 sitios para o regulador transcricional
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OxyR, sendo que na Kp52.145 identificamos que estes sitios estdo concentrados no
terceiro locus do T6SS, bem como no promotor de tssD (BN49 RS0500) 6rfao, do
promotor de uma ATPase ClpX e do promotor do gene mitE, conforme mostra a Figura

23.
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Figura 23: Sitios de inicio da transcricdo dependentes de ¢’° e locais putativos de
ligacdo de reguladores transcricionais em genomas de K. pneumoniae Kp52.145 (a),
HS11286 (b) e NTUH-K2044 (c). Os genes de T6SS sao representados como setas cinzas.
Tridngulos coloridos apontam a posi¢céo dos seis reguladores transcricionais com mais sitios
de ligacéo previstos (Barbosa e Lery 2019).

Considerando que Fis e H-NS se ligam a regides ricas em AT, seria possivel
ocorrer sobreposicao nos seus perfis e sitios de ligacdo ao DNA (Grainger et al. 2006).
Para verificar se isto pode acontecer, alinhamos todos os 27 sitios de Fis preditos em
K. pneumoniae, bem como todos os 36 sitios de ligacdo de H-NS. Comparando a
conservacdo das sequéncias de ligacdo de cada um desses reguladores, podemos

observar que os sitios preditos apresentam perfis diferentes (Figura 24).
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Figura 24: Logotipos dos sitios de Ilgagao preditos para os reguladores transcr|C|ona|s
H-NS, Fis, OxyR e RcsAB nos promotores o’° de K. pneumoniae Kp.52.145, HS11286 e
NTUH-K2044.

Observando esta figura, é perceptivel que nas representacdes dos sitios
putativos de H-NS e Fis o nucleotideo adenina € predominante, o que explicaria a
sobreposicdo de alguns destes sitios nas sequéncias promotoras em nossoS
resultados. Destacamos ainda que a representacdo do regulador OxyR também
possui significativa presenca de adenina.

Enquanto nos promotores de o7, identificamos 35 sitios para o regulador
transcricional OxyR e 22 sitios para o regulador OmpR, ao analisar os sitios destes
reguladores nos promotores dependentes de g4, observamos apenas dois sitios para
o regulador OmpR, e apenas 10 para o OxyR. Isso pode implicar em menor influéncia
das condicdes de estresse oxidativo sobre a expressado dos genes do T6SS. Assim
como nos promotores de o’°, encontramos diversos sitios para os reguladores Fis,

GcvA, H-NS e RcsAB nos promotores de 6% (Figura 25).
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Figura 25: Sitios de inicio da transcricdo dependentes de o°* e locais putativos de
ligacdo de reguladores transcricionais em genomas de K. pneumoniae Kp52.145 (a),
HS11286 (b) e NTUH-K2044 (c). Os genes de T6SS sao representados como setas cinzas.
Tridngulos coloridos apontam a posi¢céo dos seis reguladores transcricionais com mais sitios
de ligagéo previstos (Barbosa e Lery 2019).

Nestes promotores dependentes de ¢°%, encontramos também um nldmero
significativo de sitios para os reguladores ArcA, FhlA e IHF. Em contraste com o inicio
da transcricdo mediada por ¢7°, a transcricdo dependente de o> necessita de um
ativador que acopla a energia gerada a partir da hidrolise de ATP, esses ativadores
sdo conhecidos como bEBPs (Schumacher et al. 2004; Rappas et al. 2007). Neste
contexto, a proteina IHF (Integration Host Factor) auxilia a formac&o de uma volta de
180° no DNA, aproximando a bEBP da RNA polimerase (Bush e Dixon 2012). Em
nossas andlises, identificamos nos promotores de %4, 13 sitios de ligacéo putativos
para o fator IHF. O regulador FhlA (Formate hydrogen lyase Activator) também é

regulado por alteragcbes na concentracdo de oxigénio, € um dos reguladores
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transcricionais que sdo bEBPs (Bush e Dixon 2012). O regulador FhIA é um ativador
gue exibe atividade de ATPase (Hopper e Béck 1995) e de ativador da transcricdo dos
genes que codificam o sistema de eliminacéo de espécies reativas de oxigénio em E.
coli (Leonhartsberger et al. 2000). A presenca dos sitios de ligagdo de IHF e FhlA nos
promotores de 0%, seria um indicio que componentes do T6SS de K. pneumoniae
podem ser regulados quando em condi¢cdes de anaerobiose.

Diferente do regulador OxyR, o fator transcricional ArcA (Aerobic respiratory
control), um sistema de dois componentes, responde a baixa disponibilidade de
oxigénio. O sistema ArcAB, atua como um regulador global controlando a expressao
de genes em bactérias patogénicas como E. coli e S. typhimurium (Green et al. 2014).
Em K. pneumoniae mutadas para o gene arcA, foi observada atenuacdo na
colonizacéao do trato gastrointestinal (Boll et al. 2012) e, assim como o regulador OxyR,
ArcA esté associado a resisténcia bacteriana a espécies reativas de oxigénio em S.
enterica sorovar Enteritidis SE2472 (Boulette e Payne 2007). A presenca destes sitios
indica que em ambientes de anaerobiose, em K. pneumoniae, poderia ter a ativacao
da transcricdo de componentes do T6SS.

E importante destacar que, até o momento, analisamos as sequéncias
promotoras dependentes de g°*e ¢’°. Provavelmente, outros promotores sigma estédo
envolvidos na regulacéo transcricional do T6SS. Hsieh e cols, 2018 (Hsieh et al. 2018)
detectaram que, em NTUH-K2044, os genes tssB-tssC-tssK-tssL-tagL-tssD formam
uma unica unidade de transcricdo e que 0s genes tssH e tssl sdo transcritos
independentemente. Em nossa analise, detectamos o promotor dependente de ¢’° a
montante de tssB, mas ndo tssH e tssl. Entretanto, a montante do gene tssH,
identificamos um promotor dependente de o> com sitios para os reguladores ArcA,
GcvA, OmpR e RcsAB.

Neste trabalho identificamos mediante a predicdo de sitios de reguladores
transcricionais, que sinais ambientais encontrados por K. pneumoniae no trato
grastrointestinal ou quando infectam mucosas, como anaerobiose, estresse osmaotico
e oxidativo, podem estar relacionados com ativacdo do T6SS em K. pneumoniae.
Essa ativacdo ocorreria pela interacao de fatores transcricionais (ArcA, FhlA, H-NS,
OmpR, OxyR e RcsAB) a sequéncias promotoras dos genes que codificam os

componentes do T6SS (Figura 26).
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Figura 26: Panorama geral de estimulos especificos e reguladores transcricionais que
podem regular a transcricdo do T6SS em K. pneumoniae. Representado em formato de
gquadrado estdo os sensors de quinase dos sistemas de dois components, 0s triangulos
coloridos representam os reguladores transcricionais que irdo modular a expressao dos genes
do T6SS.

De forma muito interessante e complementar a ao nosso estudo, em julho de
2019 foi publicado um trabalho que avaliou a expressao de genes do T6SS na cepa
Kp52.145 (Storey, A. McNally 2019). Utilizando o promotor do gene tssB
(BN49_RS14020) e um gene reporter, 0s autores concluiram gque quanto menor a
concentracdo de oxigénio dissolvido no meio, maior a atividade do T6SS. Eles
observaram também que o aumento da for¢a ibnica e osmolaridade pela adicdo de
KCI, ramnose ou sacarose diminui a atividade do T6SS. Por outro lado, o aumento da
concentracdo de NaCl no meio, aumentou a atividade do sistema. Ainda, estes
autores mostraram que H-NS atua como repressor génico do T6SS na Kp52.145.
Portanto, esses dados recentes concordam e reforcam as predi¢cOes realizadas pelo
NOSSO grupo.

De acordo com trabalhos anteriores, nos quais também demonstram que o fator
o> é importante para a transcricdo de genes do T6SS (Kitaoka et al. 2011; Sana et
al. 2013), identificamos neste trabalho além dos promotores putativos dependentes
de o%%, promotores putativos dependentes de o’°, o que torna estes promotores
promissores para ensaios futuros com o intuito de verificar a exata posi¢ao de ligacao

dos reguladores transcricionais aqui preditos e sua relacdo com o T6SS em K.
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pneumoniae. Curiosamente, Storey e cols, 2019 mostraram ainda que o T6SS de K.
pneumoniae é dependente ndo somente do fator 0, como também de o3, Essa
analise nao foi feita no nosso estudo, mas seria interessante futuramente analisar 0s
sitios de 0% nas 3 cepas analisadas neste estudo e verificar a conservacédo deste

mecanismo regulatoério.
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5 PERSPECTIVAS

Com os resultados aqui apresentados, temos como perspectivas validar as
predicbes computacionais apresentadas. Estas valida¢des incluem ensaios de ligacéao
dos reguladores transcricionais as sequéncias promotoras e a verificacdo da
expressao dos genes que codificam os reguladores transcricionais e 0s componentes
do T6SS em diferentes condicdes como: anaerobiose, estresse oxidativo e alteracdes

da osmolaridade.
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6 CONCLUSOES

Apresentamos uma analise genémica de trés cepas de K. pneumoniae e
fornecemos novas informacgdes sobre o papel e a regulacdo do T6SS:
1) A anotagéo dos componentes do T6SS foi padronizada entre as cepas,
2) ldentificamos que a organizacdo destes genes ocorre em blocos em sintenia nas
trés cepas de K. pneumoniae,
3) Considerando que as sequéncias da proteina ClpB de K. pneumoniae sao bastante
conservadas em relagdo a ClpB de F. tularensis, sugerimos que elas podem agir como
TssH,
4) Foi hipotetizado que o T6SS em K. pneumoniae pode desempenhar um papel na
captacao de ions,
5) Nas 44 sequéncias promotoras de 0% e 42 sequéncias promotoras de o’°,
encontramos diversos sitios de ligacao para os reguladores transcricionais ArcA, FhlA,
Fis, GevA, H-NS, IHF, OmpR, OxyR e RcsAB,
6) Correlacionamos os reguladores transcricionais com sitios de ligacao identificados
nos promotores com o0s estimulos ambientais que possam estimular ou bloquear a
atividade de transcricdo do T6SS, como alteracbes na anaerobiose, osmolaridade,

resposta estringente e estresse oxidativo.
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8 APENDICES

APENDICE A - Genes putativos do T6SS em Kp52.145

Locus-tag antigo Locus-Tag Atual

(Gene)
BN49_ 0927

BN49_0928
BN49_0933
BN49_0934
BN49_0937
BN49_0938
BN49_0939
BN49_0944
BN49_0945
BN49_0946
BN49_0947
BN49 2462
BN49 2463
BN49 2464
BN49_2465

BN49_2469

BN49 2475
BN49 2476
BN49 2477
BN49 2478
BN49 2479
BN49 3355
BN49 3356

(Gene)
BN49_RS05940

BN49_RS05945
BN49_RS05965
BN49_RS05970
BN49_RS05990
BN49_RS05995
BN49_RS06000
BN49_RS06025
BN49_RS06030
BN49_RS06035
BN49_RS06040
BN49_RS14020
BN49 RS14025
BN49_RS14030
BN49_RS14035
BN49_RS14040
BN49_RS14050
BN49_RS14070
BN49 RS14075
BN49_RS14080
BN49_RS14085
BN49_RS14090
BN49_RS14095
BN49_RS18715
BN49 RS18720

Coordenadas dos genes, Orientacado (+/-

), Tamanho (pb)
4488461..4488886 [+] 426

4488140..4488457 [+] 318
4485521..4486603 [+] 1083
4483797..4485557 [+] 1761
4481491..4481751 [+] 261
4481026..4481418 [+] 393
4477668..4481033 [+] 3366
4470624..4473179 [+] 2556
4468705..4470408 [+] 1704
4468037..4468702 [+] 666
4466700..4468040 [+] 1341
2873864..2874355 [-] 492
2872283..2873821 [-] 1539
2870930..2872270 [-] 1341
2870244..2870933 [-] 690
2868541..2870247 [-] 1707
2865126..2867780 [-] 2655
2579321..2579584 [+] 264
2854480..2857875 [-] 3396
2852891..2854483 [-] 1593
2851058..2852812 [-] 1755
2850009..2851094 [-] 1086
2849489..2850031 [-] 543
1959816..1961231 [+] 1416
1959353..1959796 [+] 444
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Proteina
Acc (GI)
597513597
597513598
597513603
597513604
597513607
597513608
597513609
597513614
597513615
597513616
597513617
597515126
597515127
597515128
597515129

597515133

597515139
597515140
597515141
597515142
597515143
597516014
597516015

T6SS
componente
TssE
TssJ
TssG
TssF
PAAR
TssA
TssM
Tssl
TagL
TssL
TssK
TssB
TssC
TssK
TssL
TaglL
TssH
PAAR
TssM
TssA
TssF
TssG
TssJ
TssA
TssE

SecreT6 e-
value
2.3e-24
2e- 16
3.5e-78
2.6e-173

9.4e-08
2.3e-141
2.7e-119

1.7e-45
1.3e-124
4.2e-55
9.3e-212
2e- 139
2.4e-34

4.4e-276

3.1e-169
2.8e-66
1.2e-179
2.9e-78
4.3e-32
4.7e-36
8.4e-32

COG/PFAM - VR
Profile
COG3518
COG3521
COG3520
COG3519
pfam05488
COG3515
COG3523
COG3501
COG2885
COG3455
C0OG3522
COG3516
COG3517
COG3522
COG3455
COG2885
COG0542
pfam05488
C0OG3523
COG3515
COG3519
COG3520
COG3521
COG3515
COG3518
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BN49 3357 BN49_ RS18725 1958814..1959350 [+] 537 597516016 TssJ 8.4e-34 COG3521
BN49_3358 BN49_RS18730 1957787..1958833 [+] 1047 597516017 TssG 7.0e-69 C0OG3520
BN49 3359 BN49 RS18735 1956024..1957787 [+] 1764 597516018 TssF 3.7e-169 COG3519
BN49_3363 BN49_RS18750 3487766..3488029 [-] 264 597516022 paar pfam05488
BN49 3373 BN49_RS18800 1937205..1939904 [+] 2700 597516032 Tssl 2.6e-113 COG3501
BN49_3374 BN49_RS18805 1935049..1936746 [+] 1698 597516033 TagL C0G2885
BN49 3375 BN49 RS18810 1934392..1935045 [+] 654 597516034 TssL 1.2e-39 COG3455
BN49_3376 BN49 _RS18815 1933055..1934395 [+] 1341 597516035 TssK 1.2e-120 COG3522
APENDICE B - Genes putativos do T6SS em HS11286
Locus-Tag Atual Coordenadas dos genes, Orientacao (+/-), Proteina Acc T6SS SecreT6 e- COG/PFAM - VR
(Gene) Tamanho (pb) (GI) componente value Profile
KPHS_22970 2326237..2326728 [+] 492 378978456 TssB 5.6e-55 COG3516
KPHS_22980 2326771..2328315 [+] 1545 378978457 TssC 2.1e-214 COG3517
KPHS_22990 2328325..2329668 [+] 1344 378978458 TssK 1.5e-139 COG3522
KPHS_23000 2329665..2330354 [+] 690 378978459 TssL 7.5e-34 COG3455
KPHS_23010 2330351..2332057 [+] 1707 378978460 C0OG2885
KPHS_ 23020 2332062..2332553 [+] 492 378978461 TssD 4.2e-48 COG3157
KPHS_23030 2332818..2335472 [+] 2655 378978462 TssH 2.5e-277 COGO0542
KPHS_ 23040 2335474..2337843 [+] 2370 378978463 Tssl 1.3e-123 COG3501
KPHS_23120 2343463..2343720 [+] 258 378978471 PAAR pfam05488
KPHS_ 23140 2344840..2348265 [+] 3426 378978473 TssM 3.8e-167 C0OG3523
KPHS_23150 2348265..2348672 [+] 408 378978474 TssA 2.4e-39 COG3515
KPHS_ 23170 2349937..2351691 [+] 1755 378978476 TssF 1.3e-179 COG3519
KPHS_23180 2351655..2352740 [+] 1086 378978477 TssG 2.1e-78 C0OG3520
KPHS 23190 2352718..2353260 [+] 543 378978478 TssJ 4.3e-32 C0OG3521
KPHS_32770 3262332..3263672 [-] 1341 378979436 TssK 2.0e-120 COG3522
KPHS_ 32760 3261682..3262335 [-] 654 378979435 TssL 1.3e-40 COG3455
KPHS_32750 3259981..3261678 [-] 1698 378979434 TagL C0OG2885
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KPHS_32730 3257035..3259521 [-] 2487 378979432 Tssl 3.3e-112 COG3501
KPHS 32520 3255656..3257011 [-] 1356 378979411 PAAR pfam05488
KPHS_32500 3240404..3243814 [-] 3411 378979409 TssM 4.2e-134 COG3523
KPHS 32490 3238507..3240270 [-] 1764 378979408 TssF 1.7e-169 COG3519
KPHS_32480 3237461..3238477 [-] 1017 378979407 TssG 9.3e-69 C0OG3520
KPHS 32470 3236944..3237432 [-] 489 378979406 TssJ 1.6e-32 C0OG3521
KPHS_32460 3236498..3236941 [-] 444 378979405 TssE 7.3e-32 COG3518
KPHS_ 32450 3235063..3236478 [-] 1416 378979404 TssA 7.8e-37 COG3515
APENDICE C - Genes putativos do T6SS em NTUH
Locus-tag antigo Locus-Tag Atual Coordenadas dos genes, Orientacao (+/- Proteina T6SS SecreT6 e- COG/PFAM - VR
(Gene) (Gene) ), Tamanho (pb) Acc (GI) componente value Profile
KP1_ 2392 KP1_RS11220 2298854..2299351 [+] 498 238894408 TssB 2.6e-55 COG3516
KP1 2393 KP1 RS11225 2299394..2300938 [+] 1545 238894409 TssC 1.3e-214 COG3517
KP1_ 2395 KP1_RS11230 2300951..2302291 [+] 1341 238894410 TssK 1.3e-139 COG3522
KP1 2396 KP1 RS11235 2302288..2302977 [+] 690 238894411 TssL 2.4e-34 COG3455
KP1_ 2397 KP1_RS11240 2302974..2304680 [+] 1707 238894412 TagL COG2885
KP1 2398 KP1 RS11245 2304685..2305176 [+] 492 238894413 TssD 4.2e-48 COG3157
KP1_ 2399 KP1 RS11250 2305440..2308094 [+] 2655 238894414 TssH 8.3e-276 COG0542
KP1 2400 KP1 RS11255 2308087..2310786 [+] 2700 238894415 Tssl 9.2e-124 COG3501
KP1 2413 KP1 RS11295 2318471..2321926 [+] 3456 238894427 TssM 2.5e-171 COG3523
KP1 2414 KP1 RS11300 2321926..2323524 [+] 1599 238894428 TssA 1.1e-64 COG3515
KP1 2415 KP1 RS11305 2323555..2324610 [+] 1056 238894429 PAAR pfam05488
KP1 2419 KP1 RS11315 2325154..2326908 [+] 1755 238894431 TssF 8.6e-180 COG3519
KP1_ 2420 KP1 RS11320 2326872..2327957 [+] 1086 238894432 TssG 2.9e-78 COG3520
KP1 2421 KP1 RS11325 2327935..2328477 [+] 543 238894433 TssJ 4.3e-32 C0OG3521
KP1 3387 KP1 RS15790 3213532..3214872 [-] 1341 238895328 TssK 1.4e-121 COG3522
KP1 3386 KP1 RS15785 3212882..3213535 [-] 654 238895327 TssL 1.2e-39 COG3455
KP1 3385 KP1 RS15780 3211181..3212878 [-] 1698 238895326 TagL COG2885



KP1_ 3383
KP1_3372
KP1_3370
KP1_3369
KP1_ 3368
KP1_3367
KP1_ 3366
KP1_3364

KP1_RS15775
KP1_RS15725
KP1_RS15715
KP1_RS15710
KP1_RS15705
KP1_RS15700
KP1_RS15695
KP1_RS15690

3208236..3210722 [-] 2487
3200332..3200598 [-] 267
3195777..3199187 [-] 3411
3193880..3195643 [] 1764
3192834..3193880 [-] 1047
3192317..3192853 [-] 537
3191871..3192314 [-] 444
3190436..3191851 [-] 1416
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238895324
238895314
238895312
238895311
238895310
238895309
238895308
238895307

Tssl
PAAR
TssM
TssF
TssG
TssJ

TssE
TssA

2.1e-111

3.5e-133
1.7e-169
5.5e-69

9,00E-34
8.4e-32
7.8e-37

COG3501
pfam05488
COG3523
COG3519
COG3520
COG3521
COG3518
COG3515



APENDICE D - Sequéncias promotoras 670

Sequéncia promotora Kp52.145

>SP1 complementar (972892..973142)
tatcttttceccttectgtacttcactaatctcgcagtagatggtcgaactttttgeccaccaaa
tcattcacagcaaaaatatcatttattaaagaagcttttatttattccgaaaaagtggegtt
gcgatattattacgcgatcgtttatcggtattttatgcttatacttagccataaccaagcag
attgcccttgatggtcaataaattgagaaacttcatataaataaaactatcttaggatacga
gcA

>SP2 complement (962359..962609)
tcaaacggtggtgaagctgtttatttcgagttgaatgaagttggctttaatgaattcatttt
caaaaatcatacttcaggcgctatcaatgatgaaagatggaagctacatgtgggcggaaact
ggtttttatagatcgcaaggtaaatatgactggtgaagttgagcatatttacattcttaaat
agctcactgctaataccttccaccgattgatgacttatttttattaaatggataaactttat
ggC

>SP3 complement (955166..955416)
tattttatcttcaataataagaggtatgaggtgccgatccgtagggagtattcggggaataa
atatcattattgggtattagagggttcggtgaaaaaagccggatactggcatgaaagatttce
ccgcctcatattcatacagaaagtatctgaataagtaaaaaattaaataaacgcaaccgtaa
aaaacatgatttaattattatatattgataattgctcgcgatatatttttcgtaaaataata
tcA

>SP4 complement (951972..952222)
tgacggcactaaagaagtggcatcggcgattttctacaagcagatcaaaacgctgcatctcg
attttgtatcgcgcagcgcgctgaatacagatgcgcaagacacaccgctttccacgatgatce
catgtctggcaactgaaaacacgtgagcgttttgacgaggccaactagactggccccctgaa
tctccagacaaccaatatcacttaaataagtgatagtcttaatactagtttttagactagtc
atT

>SP5 2564194..2564444
gtaattgattgcgttgttacgctaaatttgcataatgagcgaattatattgcccecggtegtce
tctatggtttcctttattcatccgecttaatgttttagececcgecttatagtatccattgcaaa
cattcctttggtacattatttattgaatttatcattgacggctgttacacattttaaatatt
gatattcatggtgcttttattttcgtggtgaaagggggtgtttatgaataaatataattatt
agG

>SP6 2579045..2579295
ggataaagaatttatggctgatttacggcgaaaagctgactggactcagggggaggatccgt
atctcttcactggaatacctgacaatgtgcctgagccggatataattagtcgtgaaactgtt
actgataaatttaataaggagaaatataaattacccatgtacaggtctgtcaataaggcata
aacaagtattattaagacattcagtttaataaacgtgatgaatatcaatatatatatttaag
gtC

>SP7 2580868..2581118
attgcattttcctggtctggtatggtgatattttcatttcttcttgtagtatctttttettt
tatagccattcttacgcgcaatgtaatttcaaaactgctgtatcctcgttttgttaaggetg
tcagagagcccaaaaaggaaaggttggaatgagaaaaaacatacgattggtaggttttggtc
tcctgattttggttatcttgttcctgattgttttattaatttctcagataaataaaateccct
gcT

>SP8 complement (3506156..3506406)
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tctctctectegttecgecctgacaccecgcecccacagcggagcgggaaaccaaaatacggggtaa
tgcagcgcctggcaatggccgggtggggcggggcgctectecgggtatectggcagttgecgg
gggagattctggactcagcgctactgagggtatatcgattgcggtgatatttttattattat
ttatatttaaggtaaatataaatattcctgacggagggattaattcgctaattaatattcaa
caG

>SP9 complement (3501877..3502127)
gttgaacaacaatctgcctgcctgaccctgtgecgctacgggteccctgataaacaggaaacag
cgatgggcggtagcgtgcctgccgccagtcaatcttgtcggctaagcgaagectcectgecgggg
atgaagctcgggaaaggggatggataaaggagatcagtatggatagcgctaaagacagtgcecc
agagaaatgctggcggcgataaacgttgaaggctccggtttctggetgetttttttatttet
caG

>SP10 complement (3489079..3489329)
cagcgtggcggctccgtaaaggactgaacgaacgtgccatcececgtttecttccgcgagggagac
atcataccgttggataaattaaatcttgtccgcecctgegcectcecctgcectcgettggecgataaatg
gctgcggggagagaggcaggtgctctggcgactgacgggcgaggcataaatctcecctcecttacg
gcgagttatcgctggcattaatacctataaatttaaggacaaatcatatgcgtaaattttta
atcC

>SP11 complement (3483648..3483898)
atttaaccgaaacgcgcgactacggcagcctggtggcggcggggctgggeccaggagtggatt
tgggcaaacgctgtttgttcgecccgatggaacaggcctggcagcaggtgectgaccccggegg
cggaaagtctcaacgcccagtggcgcagcgecggtggtggaggactggaatagecgecttttgge
ggtcgctacccctttaaaaataccagcagtgaagtctcectctgececgcectgectggcaaaatacct
CgA

>SP12 complement (1071605..1071855)
gctgctccaccagggacatctggtcgecccagggcacgccgcaggaggtgatccagcageccgg
ttatccatcgctggtacggggcggatgtccgecctcgtccagcacccggacaacgcggteccece
caggtttatctggcgccataatcccecgcgeggcgcaactggaatccggatcgegecgegcett
acgctttctggcaataattgcctgcattatattattgagggtcatttatatttaaaatctat
acC

>SP13 2861175..2861425
tactatcaaggccatcgttttataagtatattgaaaggccagatgaacataagaaatatgtg
ccggaacaatgaatgatctaatctgtcatcacaggcgttccttatttaaatccgatgattat
ttctgatgatgaacttgctgaattacttattaaattaatgaggtgaatggatggatttcttg
aaaagatggttaaaagaagaattcattctttttttatggggatggggtattgtattattaat
caT

>SP14 1219422..1219672
gcgaaaaatattttgctgatatctaccaactggcgcggcagcgtctggcaaacgtcggegtt
gagcagattttcggcggcgatcgctgcacgctaagcgaaaaggatgattttttctettaccg
gcgcgacaagaccaccggtcgtatggcaagtttcatttggctgatataacctagagaatcaa
gacgatccagaaggcaaacttatttttcacatagttcgggtctttaaccttgaataattgag
ggA

>SP15 1414997..1415247
ttgagcgtgacaccgagcgtgaccgcttcecctgtctgectgcggaagecgtggagtacgggetg
gtcgactctattttgacccatcgtaattgatgcccaaggcgcaagggtgecgetttacgett
catccttctcgccacgtctgtgcgagecggttggecttttattecggecgettgtectggcagget
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tgcggccggtggcttcecgctaccggectecgatgtagecgecgaaggattttgtgtatatactaatg
aaG

>SPl6 2084253..2084503
tattgtagatttgtgatgagcataacctctggtcatcgacaggcctccgectgttggcaaca
gcaaccgatgatgaacactgacgatgagtaagagagattggctggacttcgagcacctggtt
gacgacgaagttcgtgatgcgattaaaccgccatctatgtataaagtgatattggtcaatga
tgactacactccgatggagtttgttattgacgtgttacaaaaattcttttcttatgatgttg
aaC

>SP17 complement (3545783..3546032)
acgatccggttgcggccgggcaactgggccagctggttaatatcggceccagecgttcatgtte
agtcccggcgaaacgctgctgceccggcggggaatgacctgectggtgggeccacctegtgteccecgg
cctgctgcagacgctcgacgccgcecgggctgecgectgectggttgatgcaataaccggatgge
gcgaccagataaaactgagacatgataattccttgctatgaatgaaagggttatgatgccgce
ctG

Sequéncia Promotora HS11286

>SP1 2325856..2326106
ggcaatcggatggaagccagatattttccctctgagtaattgattgecgttgttacgctaaat
ttgcataatgagcgaattatattgccccggtecgtctctatggtttecctttattcatceccgett
aatgttttagcccgccttatggtatccattgcaaacattcctttggtgcattatttattgaa
tttatcattgactgttgtttcatattttaaatattgatattcatggtgcttttattttcgtyg
gtG

>SP2 2337311..2337561
atcttaaacagccgacattgctgatgtcggcceccgcaggggattgeccgcagtcacgeccggaa
acaaccctcctgcacagcggtaaggggctgtatctgcagagecctgggagaggtcaacatcac
cacggcacagcgctgttctctgaatgccagccaggctatttcactgctggcgcaacaggagg
ggatgaggctggtctccgccaaaggtccgctgcaagtagagtcgcacggecgatattctateg
ctG

>SP3 2344593..2344843
cagaacgaactgagcggccccccggaagcectgtgegetgttttttcagecgggactggaagce
gctggcgcacagcggatgggatattaacctgtatcgccaggatgectgttggggagacatcg
gcgagatggaaggcttgaccgttctgtcgctggcggcgatctacgeccgecgcactaccaacaa
ccgtgtggctggctagcccgcgatcececttgaataccectcgcaattggaattgtaaaacctga
tgG

>SP4 complement (3263988..3264238)
ctctctctecgttecgecctgatacccgcectacagcggagcgggaaaccaaaatacggggtaat
gcagcgcctggcaatggccgggtgggggcggggcgctecctececgggcatcectggcagttgeecgg
gggagactctggactcagcgctactgaggggatatcgattgcggtgatatttttattattat
ttatatttaaggtaaatataaatattcctgacggagggattaattcgctaattaatattcaa
caG

>SP5 complement (3259706..3259956)
gaacaacaatctgcctgcctgaccctgtgcgctacgggtccctgataaacaggaaacagcga
tgggcggtagcgtgcctgcagccagtcaatecttgtcggectaagcgaagectctgecggggatg
aagctcgggaaaggggatggataaaggagaacagtatggatagcgctaaagacagtgccaga
gaaatactggcggcgataaacgttgaaggctccggtttctggectgectttttttattttectea
gtC

113



>SP6 complement (3245229..3245479)
gtctggcaattggcgttcgaagtgaaaaattattaatgtaggggatatcacctgggggaaga
agtatgtattaagtaaagagaggtgtgcagatattccagatattattttatgtttattattc
ttcctttgacaggagtcgccggtttttatctgttattaaatgttattgecctcactectttagg
ttgaaatagatgcgattgagtattctaattaataattactgtatcgctgatatataaaagga
aaT

>SP7 complement (3241047..3241296)
ccgaaacgcgcgactacggcagcctggtggcggcggggctgggeccaggagtggagtggattt
gggcaaacgctgtttgttcgcccgatggaacaggcctggcagcaggtgctgacceccggeggce
ggaaagtctcaacgcccagtggcgcagecgcggtggtggaggactggaatagecgettttggeg
gtcgctacccctttaaaaataccagcagtgaagtctctctgeccgetgectggcaaaataccte
aA

>SP8 4196847..4197097
gctgcttcaccagggacatctggtcgecccagggcacgccgcaggaggtgatccagcageccgg
ttatccatcgctggtacggggcggatgtccgecctcgtccagcacccggacaacgcggteccece
caggtttatctggcgccataatccccgcgecggcgcaactggaatccggatcgegecgegcett
acgctttctggcaataattgcctgcattatattattgagggtcatttatatttaaaatctat
acC

>SP9 complement (4037488..4037738)
gcgaaaaatattttgctgatatctaccaactggcgcggcagcgtctggcaaacgtcggegtt
gagctgattttcggcggcgatcgctgcacgctaagcgaaaaggatgattttttetcettaccg
gcgcgacaagaccaccggtcgtatggcaagtttcatttggctgatataacctagagaatcaa
gacgatccagaaggcaaacttatttttcacatagttcgggtctttaaccttgaataattgag
ggA

>SP10 1846533..1846783
tattgtagatttgtgatgagcataacctctggtcatcgacaggcctccgectgttggcaaca
gcaaccgatgatgaacactgacgatgagtaagagagattggctggacttcgagcacctggtt
gacgacgaagttcgtgatgcgattaaaccgccatctatgtataaagtgatattggtcaatga
tgactacactccgatggagtttgttattgacgtgttacaaaaattcttttcttatgatgttg
aaC

>SP11 1197200..1197450
ttgagcgtgacaccgagcgtgaccgcttcecctgtcectgectgcggaageccgtggagtacgggetyg
gtcgactctattttgacccatcgtaattgatgcccaaggcgcaagggtgceccgectttacgett
catccttctcgceccacgtectgtgcgagecggttggecttttattecggecgettgtetggcagget
tgcggccggtggcttcecgctaccggectcgatgtagecgecgaaggattttgtgtatatactaatg
aaG

>SP12 complement (3300071..3300320)
acgatccggttgcggccgggcaactgggccagctggttaatatcggccagecgttcatgtte
agtcccggcgaaacgctgctgceccggcggggaatgacctgctggtgggeccacctegtgtececgg
cctgctgcagacgctcgacgccgcgggctgececgectgectggttgatgcaataccecggatgge
gcgaccagataaaactgagacatgataattccttgctatgaatgaaagggttatgatgccgce
ctG
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Promoter sequences NTUH-K2044

>SP1 2298514..2298764
gtaatttattgcgttgttacgctaaatttgcataatgagcgaattatattgcccecggtegtce
tctatggtttcctttattcatccgecttaatgttttagececcgecttatagtatccattgcaaa
cattcctttggtgcattatttattgaatttatcattgacggctgttacacattttaaatatt
gatattcatggtgcttttattttcgtggtgaaagggggtgtttatgaataaatataattatt
agG

>SP2
gggggtaaaagaatcagttgaaataaacagtagctttaccaatgacgaaggcactgttttat
ttgcttataaattggatgtattggtgggatagacccagttactgtcaactatttcgcgtata
aaatggattgaaatatgccctacgaggggaagagaatatcatagttgaaaacggtaggtgtyg
gtggagaaaaccctccgattcctgattataattaaaaaagacaagtctctgttaaattacat
gcT

>SP3 2324858..2325108
gattaggaaagatgcagcgctcgacattggttggagggttggtggtcaatacgaatataacg
ctgcaggtagcggtggtcaaaattttattctttcttcaaaagagggcgtgtgctacgcatcg
atttatataaaagatgatttttttaagggcgcgattaaaaatggttcaagcaataaatgttt
aaaaaaaataaaggcatttaattataagtattaattcaggtgttataaaggttattttttta
gtT

>SP4 complement (3215046..3215296)
cgctactgagggtatatcgattgcggtgatatttttattattatttatatttaaggtaaata
taaatattcctgacggagggattaattcgctaattaatattcaacaggaaaataataaaagg
gtcgcttatggaatattccttctacatgtgatgaccgagagcaataaagctaccttgggttyg
aattcagatattatttagggccaggcgttacctcccecctgactetttegetttatgataaac
atC

>SP5 complement (3210909..3211159)
gttgaacaacaatctgcctgcctgaccttgtgecgctacgggttcctgataaacaggaaacag
cgatgggcggtagcgtgcctgccgccagtcaatcttgtcggcaaagecggggectcectgecgggg
atgacgcgcaggaaaggggatggataaaggagatcattatggatagcgctaaggactgtggce
agagaaatgctggcggcgataaacgttgaaggctccggtttcectggctgetttttttatttet
caG

>SP6 complement (3200893..3201143)
gatgaaaataaaacggcttggttatttcctaatccgctgecttttagtcttgaaccagtaat
gacgcagcgatggatgcgcgaacgctttggatttcccataggttatggcgaacgcaaaatga
tagggagcaatagtcgtcatattagcgaggtatacccactgttgccacctaatcagaaaatg
tctgttttatttgcttataattctgattattttgttgttagtgtattttttttattgtatag
agC

>SP7 complement (3195649..3195899)
gaaggaccgctggcgctgctggcgctgcgaaactttacgctaccggagacgatattcagegt
gcgcgcgtctgctgaacgtgttccgectgaccgacgatatacccggcgaagagggatactgaa
ccttctcceccectcactgattggecgttaacctgcaacgccaggectecttegetcatggecgecce
gacggccaactaatctgaccgcgcagccatgctgcgtgtctecctgtagacgaataatggaa
taT

>SP8 1821713..1821963
tattgtagatttgtgatgagcataacctctggtcatcgacaggcctccgcectgttggcaaca
gcaaccgatgatgaacactgacgatgagtaagagagattggctggacttcgagcacctggtt
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gacgacgaagttcgtgatgcgattaaaccgccatctatgtataaagtgatattggtcaatga
tgactacactccgatggagtttgttattgacgtgttacaaaaattcttttcttatgatgttyg
aacC

>SP9 complement (4008562..4008812)
taccaactggcgcggcagcgtctggcaaacgtcggcgttgagcagattttcggeggecgatecg
ctgcacgctaagcgaaaaggatgattttttctcttaccggcgcgacaagaccaccggtcecgta
tggcaagtttcatttggctgatataacctagagaatcaagacgatccagaaggcaaacttat
ttttcgcatagttcaggtctttaaccttgaataattgagggatgacctcatttaatctccag
taG

>SP10 1225506..1225756
ttgagcgtgacaccgagcgtgaccgcttcecctgtcectgectgecggaageccgtggagtacgggetyg
gtcgactctattttgacccatcgtaattgatgcccaaggcgcaagggtgceccgetttacgett
catccttctcgceccacgtectgtgcgagecggttggecttttattecggecgettgtetggcagget
tgcggccggtggcttcecgctaccggectcgatgtagcgecgaaggattttgtgtatatactaatg
aaG

>SP1l1 2268956..2269206
gctacagcgataaatgtgattgctccatcgcgacgctggcgtaaagtttattcagtgatgceca
ttttattttttcgttgcagggatatcaggtgtatatatttatcttacattatttatcaaaat
aatcattggtgggtgatataggtcccggtattgaatattcatgatgctttatcttttgaatt
gaattgttgacttggtgaataaattaaattcttaacctgttaagttgatcggtaatctactt
ttG

>SP12 complement (2568080..2568330)
ctgacaatttgaaaatgcataattcattttattacaatgcgttatacgctaaccatctggag
atgatgtactttctcatcgaacctgtcatcacaggcgttccttatttaaatccgatgattat
ttctgatgatgaacttgctgaattacttattaaattaatgaggtgaatggatggatttcttg
aaaagatggttaaaagaagaattcattctttttttatggggatggggtattgtattattaat
caT

>SP13 complement (3251228..3251477)
acgatccggttgcggccgggcaactgggccagctggttaatatcggeccagecgttcecatgtte
agtcccggcgaaacgctgctgeccggecggggaatgacctgctggtgggecacctegtgteecgg
cctgctgcagacgctcgacgccgcgggctgececgectgectggttgatgcaataccecggatgge
gcgaccagataaaactgagacatgataattccttgctatgaatgaaagggttatgatgccgce
ctG
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APENDICE E - Sequéncias promotoras o5

>PS1
gcaaaaccggataaaagtttcaaaagggaaattttgatgtctgcaaaggaacatatttcttc
atctgcggctatgtcaacaatgatgggatcaggcggcatttatcagtcgttgtttaaaaaaa
tacatctgacggtagctatccatactccactttcctgtctggcgaaatctgcggaggatgtg
gttatgcatcagccagacgtccagcacgttaagtcacgctggcacggtctcaggtttctcaa
at

>PS2
gtcccggcgattggccgecgcagectttagtcagaccaaggggcgtgactgecggacagtcecctge
actttgtcttgtacgacggtcttggccgcaatagagtcaatttaggtgttcctcaaagtcgg
tagattggtaccggccgtccttcggaagacgaaaaaaccgtgcccaagctatacgeccgagcg
acttatagccaccatggccatggctcgttggcgataagtgttaaatcggactacatttggac
ta

>PS3
attcggggaataaatatcattattgggtattagagggttcggtgaaaaaagccggatactgg
catgaaagatttcccgcecctcatattcatacagaaagtatctgaataagtaaaaaattaaata
aacgcaaccgtaaaaaacatgatttaattattatatattgataattgctcgcgatatatttt
tcgtaaaataatatcaacatcggttttacatctgaagacttgcactatatttacttttaatg
aa

>PS4
gataaagcgtgactacataagtatcatgcccaaaccagacgggttaacggcagcaaagaacc
ttgcagaggcgttcgagcattataacgaatggcatccgcatagtgcgectgggttatcgetecg
ccacgggaatatctgcggcagcgggccagtaatgggttaagtgataacaggtgtctggaaat
ataggggcaaatccaccaactatgacacgctgcttatgcaggaagaaaaaacgctgaaatca
ga

>PS5
caaaatcgggcggaatatcataggtaacgtttgtaaggaaaccatgtaataaataacttaaa
tagtaactgccgacaatgtgtaaaatttataactataagtaccacgaaaataaaagcaccac
tttcccecccacaaatacttatttatattaataatccaccaattcaactagccattaggtaaaa
acgaaatagtagcagtgcaaagtatagttatatagaagttattaataaggaattcctttcct
tg

>PS6
taagtgaggctatcgaccttgcttgcgcggtggcgcattaacgggcagtataaagcgcggcg
accgcgcgtccgctgcaagcgagtagggeccggecgtagcaatagagacgeccggceccctaataa
cgcccgctagcggactacgcccgtcgcaaagagacgggcggcaaaaaacgactcecgecggactce
tatgcccaagagtcgtttectttttgtgttagacagacggactggaacacgcgaaccccaagg
ac

>PS7
aggatccgtatctcttcactggaatacctgacaatgtgcctgageccggatataattagtcegt
gaaactgttactgataaatttaataaggagaaatataaattacccatgtacaggtctgtcaa
taaggcataaacaagtattattaagacattcagtttaataaacgtgatgaatatcaatatat
atatttaaggtcttatttttaaccaaaggaatggcaagtgggtaaatatatcgttgtaatag
g9

>PS8
ttgaattcagatattatttagggccaggcgttacctcceccecctgactctttegetttatgata
aacatcccttgaccaaaaaataccatctaacttcgaaactctcgcgggcaggggagatattt

117



cctttccctgaagcggcaggtaataaatccagccgaacacacggcggatgagggatatceccgt
ccgggcatttggtcctgtctgcagaccaatgaaagtgaaaggcacaggaggtgcaatgaaga
tt

>PS9
tctgatatatcgatatgcacataaatatatttatgatgaatgagatgattgtcattaaacaa
aattaaacagggcgtcctgtgaattgatttttgatagtcattacagcggagtaaaacaggaa
tataatggatacctcttcaataattaccggcaccacccttaaccgttaccagctggatattce
cttcatgtgccgcatcgctggatgtggaagaattcagtggggcagaaaaactgagtgaactt
ta

>PS10
gcatttcctgacttgcttgcacggtaggcaaagaaggcgctccctctgtagtatggcaacct
atttaatttagaacaggcggacgcgaggacgagcgaaccgctatttaccgacgecccectetet
ccgtccacgagaccgctgactgcecceccgcectecegtatttagaggagaatgccgctcaatagegac
cgtaattatggatatttaaattcctgtttagtatacgcatttaaaaattagcctaaaaaata
aA

>PS11
tataagtcgcacgcgcgcagacgacttgcacaaggcgactggctgctatatgggeccecgettet
ccctatgacttggaagagggagtgactaaccgcaactggacgttgcggtccggaggaagcga
gtaccggcgggctgccggttgattagactggcgecgtcggtacgacgcacagagggacatctyg
cttattcccttctaagtattacctgctaaattgggacgctataaaactacgactttacgcga
tg

>PS12
ggtcccgtgcggecgtectccactaggtecgtecggeccaataggtagecgaccatgecccececgectac
aggcggagcaggtcgtgggcctgttgecgccagggggtccaaatagaccgecggtattaggggce
gcgccgcgttgaccttaggecctagecgecggecgcgaatgcgaaagaccgttattaacggacgta
atataataactcccagtaaatataaattttagatatggttaccgcattattgggttacttta
tA

>PS13
atcgtctaaccgtgcgcagagccgacgatagagtcecttgtttctgecgeccggttgegeggtt
ttccagcgaaaatatgaaacaatacgaagtaatagctaaccgagatattttaaaccgggcag
ggggcgagggaatataaacaaaagagtagagtcaatattactatcaaggccatcgttttata
agtatattgaaaggccagatgaacataagaaatatgtgccggaacaatgaatgatctaatct
gtC

>PS14
cgcctgtttccagttaccgtcecctgcagtttttgectgggecggtecgegtagatttcatteggeg
gattatcaggcacctcttccttagagccggagcaacccaccaaagccaggctcagtgtggeg
gctgccaccaggtatttcatgcgcgtcatgacgttttgacttcecctcaaaatgtttatgecggg
agaatctctgttcctgctcccgattaagaccagctacaatagcacactatattaaacggcaa
agC

>PS15
cctgtctgctgcggaagccgtggagtacgggctggtcgactctattttgacccatcecgtaatt
gatgcccaaggcgcaagggtgccgcetttacgcecttcateccttectecgeccacgtctgtgecgageg
gttggcttttattcggccgecttgtcectggcaggettgecggeccggtggcttegectaccggeteg
atgtagcgcgaaggattttgtgtatatactaatgaagggcggcacaacgctatatggcggcet
tgC

>PS16
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ttgttgaaccacttaacagtacccatttccatacttcgacatccttcgtaaatctttattag
taagatggaatgaaccggtggtggagtgacgagttgttcaattgctcgccaactctcgeccac
tacaatttagagaaatacgaaaacgcgtcaagcgattgaggagggggaacggcgaaaaatgc
gtcaaaatttgaagcagttaacgctattgccggggaatgtgacagccgtcgcggatagaagce
gaT

>PS17
cctgctaggccaacgccggcecccgttgaccecggtcgaccaattatageccggtecggcaagtaca
agtcagggccgctttgcgacgacggccgccccttactggacgaccacccggtggagcacagg
ccggacgacgtctgcgagctgcggcgcccgacggcggacgaccaactacgttattggectac
cgcgctggtctattttgactctgtactattaaggaacgatacttactttcccaatactacgg
cgG

HS11286

>PS1
caaaatcgggcggaataccataggtaacgtttgtaaggaaaccacgtaataaataacttaaa
tagtaactgacaacaaagtataaaatttataactataagtaccacgaaaataaaagcaccac
tttcacccacaaatacttatttatattaataatccaccaattcaactagccattaggtaaaa
acgaaatagtagcagtgcaaagtgtagttatatagaagttattaataaggaattcctttcct
tgA

>PS2
taagtgaggctatcgaccttgcttgcgcggtggcgcattaacgggcagtataaagcgcggcg
accgcgcgtccgctgcaagcgagtagggeccggecgtagcaatagagacgceccggeccctaataa
cgcccgctagcggactacgcecccgtcgcaaagagacgggcggcaaaaaacgactcecgecggactce
tatgcccaagagtcgtttctttttgtgttagacagacggactggaacacgcgatccccaagg
ach

>PS3
gctgtatctgcagagcctgggagaggtcaacatcaccacggcacagcgctgttctectgaatyg
ccagccaggctatttcactgctggcgcaacaggaggggatgaggctggtctcecgeccaaaggt
ccgctgcaagtagagtcgcacggcgatattctatcgectgaccgecgctaaaagatatcacecgt
ccagtcaacccaggggcatctgcagttgacggctaaaaatggcatcaccctgggttgcggcg
gcG

>PS4
ttgaattcagatattatttagggccaggcgttacctcceccecctgactctttecgetttatgata
aacatcccttgactaaaaaataccatctaacttcgaaactctcgcgggcaggggagatattt
cctttccecctgaagcggcaggtaataaatccageccgaacacacggcggatgagggatatecgt
ccgggcatttggtcctgtctgcagaccaatgaaagcgaaaggcacaggaggtgcaatgaaga
ttT

>PS5
tctgatatatcgatatgcacataaatatatttatgatgaatgagatgattgtcattaaacaa
aattaaacagggcgtcctgtgaattgatttttgatagtcattacagcggagtaaaacaggaa
tataatggatacctcttcaataattaccggcaccacccttaaccgttaccagctggatattce
cttcatgtaccgcatcgctggatgtggaagaattcagtggggcagaaaaactgagtgaactt
taT

>PS6
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aacatatctcgtacgttatctttaattccgctgaaagcgctcatattccagcagaccgttaa
ccgcaagcttcactttttaataattacatccecctatagtggaccceccttettcatacataat
tcatttctctccacacgtctataaggtctataataaaatacaaataataagaaggaaactgt
cctcagcggccaaaaatagacaataatttacaataacggagtgagaaatccaactttatcta
cgC

>PS7
tataagtcgcacgcgcgcagacgacttgcacaaggcgactggctgctatatgggeccgettet
ccctatgacttggaagagggagtgactaaccgcaactggacgttgcggtccggaggaagcga
gtaccggcgggctgccggttgattagactggcgecgtcggtacgacgcacagagggacatctyg
cttattcccttataagtattacctgctaaattgggacgctataaaactacgactttacgcga
tgG

>PS8
gggtcccgtgcggegtcecctccactaggtcgtcggccaataggtagcgaccatgecceccgecta
caggcggagcaggtcgtgggcctgttgcgccagggggtccaaatagaccgcggtattagggg
cgcgccgcgttgaccttaggcecctagecgcggecgcgaatgcgaaagaccgttattaacggacgt
aatataataactcccagtaaatataaattttagatatggttaccgcattattgggttacttt
atA

>PS9
tgattttcggcggcgatcgctgcacgctaagcgaaaaggatgattttttectcttaccggege
gacaagaccaccggtcgtatggcaagtttcatttggctgatataacctagagaatcaagacg
atccagaaggcaaacttatttttcacatagttcgggtctttaaccttgaataattgagggat
gacctcatttaatctccagtagcaaatttgacctgtttatgggaggagttatgcgtctggat
cgT

>PS10
ttgttgaaccacttaacagtacccatttccatacttcgacatccttcgtaaatctttattag
taagatggaatgaaccggtggtggagtgacgagttgttcaattgctcgccaactctcgeccac
tacaatttagagaaatacgaaaacgcgtcaagcgattgaggagggggaacggcgaaaaatgc
gtcaaaatttgaagcagttaacgctattgccggggaatgtgacagccgtcgcggatagaagce
gaT

>PS11
cctgtctgctgcggaagccgtggagtacgggctggtcgactctattttgacccatcecgtaatt
gatgcccaaggcgcaagggtgccgcectttacgcttcatcecttctegeccacgtctgtgecgageg
gttggcttttattcggccgecttgtctggcaggecttgecggecggtggcttegectacecggeteg
atgtagcgcgaaggattttgtgtatatactaatgaagggcggcacaacgctatatggcggcet
tgC

>PS12
gcggcatcataaccctttcattcatagcaaggaattatcatgtctcagttttatctggtcge
gccatccgggtattgcatcaaccagcaggcggcagcccgecggegtcgagegtctgcagcagg
ccggacacgaggtggcccaccagcaggtcattcccecgecggcagcagegtttecgecgggact
gaacatgaacggctggccgatattaaccagctggcccagttgcccggeccgcaaccggategt
ccT

NTUH-K2044

>PS1
taatataaataagtatttgtgggggaaagtggtgcttttattttcgtggtacttatagttat
aaattttacacattgtcggcagttactatttaagttatttattacgtggtttccttacaaac
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gttacctatgatattccgcccgattttgtaattcgectacttatttectttggtatctetge
tggccccgttatatttgcaaagtgtagttatatagaagttattaataaagaattcctttect
tgA

>PS2
gtaagtgaggctatcgaccttgcttgcgcggtggcgcattaacggcagtataaagcgcggcg
accgcgcgtceccgcectgcaagcgagtagggceccggegtagcaatagagacgccggeccctaataa
cgcccgctagcggactacgcecccgtcgcaaagagacgggcggcaaaaaacgactecgecggactce
tatgcccaagagtcgtttectttttgtgttagacagacggactggaacacgcgaaccccaagg
ach

>PS3
cttataaattggatgtattggtgggatagacccagttactgtcaactatttcgcgtataaaa
tggattgaaatatgccctacgaggggaagagaatatcatagttgaaaacggtaggtgtggtg
gagaaaaccctccgattcctgattataattaaaaaagacaagtctctgttaaattacatgcet
gaaaaaaaatggaaggccacttcaacgacaaaagtaaactagcacgttgatttctgtttttt
acC

>PS4
caacctcccaaccaccagttatgcttatattgcgacgtccatcgccaccagttttaaaataa
gaaagaagttttctcccgcacacgatgcgtagctaaatatattttctactaaaaaaattccce
gcgctaatttttaccaagttcgttatttacaaattttttttatttccgtaaattaatattca
taattaagtccacaatatttccaataaaaaaatcaacggtcaaagttttagactactaactt
tcC

>PS5
aaagccctgaaagagtaggacgacgcccatatggagccgaccgctaaggecccggttgtagtyg
ggactggcgcggctgggctgacgaccgacagggcggcgaccccctgctecggcaagaccgagce
catacttgccgcacgacccgcacccactceccegcectcectecactecececgectataaggagtctggaaa
tggtggctcgacccatggatatgcccggacgtcggacggtggaaagatgttecctttggetge
ach

>PS6
ttgaattcagatattatttagggccaggcgttacctccceccecctgactectttecgetttatgata
aacatcccttgaccaaaaatatcatctgacttcgaaactctecgecgggcagggggagatattt
cctttccctgaagcggcaggtaataaatccagccgaacacacggcggatgagggatateccegt
ccgggcatttggtcctgtctgcagaccaatgaaagcgaaaggcacaggaggtgcaatgaaga
ttT

>PS7
gcgcgtccectttcceccectacctatttectctagtaatacctatecgecgattecctgacaccgtcete
tttacgaccgccgctatttgcaacttccgaggccaaagaccgacgaaaaaaataaagagtcea
gtcacttatatttatagggaccccaatggaaaatcaatgctttgaggaccaccccatagact
atatagctatacgtgtatttatataaatactacttactctactaatagtaatttgttttaat
ttG

>PS8
ttagtaaagacgatgactatgaaaaatatggtgttggtccgcagtatgtatttcgttgtgtc
gttaataaataatgtgtgatgctatatcttattttaaaaaatcggtggcgttcaacatataa
ggtttttttctaatggatggtaaaatcatgtacagtagtgaaattatttcatcgtcatcaac
gatgattgtcaacggaaaaggtggtgctcattaaaaatctgaaagaagaaatgttaaggttt
gaA

>PS9
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ctttacgctaccggagacgatattcagcgtgcgcgecgtctgctgaacgtgttcececgcectgaccg
acgatatacccggcgaagagggatactgaaccttctccctcactgattggecgttaacctgceca
acgccaggcctccttcecgectcatggeccgcecccgacggccaactaatctgaccgecgcagecatge
tgcgtgtctccecctgtagacgaataatggaatattcataatggacgatttaaccctgcgatat
ttT

>PS10
ttgttgaaccacttaacagtacccatttccatacttcgacatccttcgtaaatctttattag
taagatggaatgaaccggtggtggagtgacgagttgttcaattgctcgccaactctcgeccac
tacaatttagagaaatacgaaaacgcgtcaagcgattgaggagggggaacggcgaaaaatgc
gtcaaaatttgaagcagttaacgctattgccggggaatgtgacagccgtcgcggatagaagce
gaT

>PS11
cgcctgtttccagttaccgtcecctgcagtttttgectgggecggtecgegtagatttcatteggeg
gattatcaggcacctcttccttagagccggagcaacccaccaaagccaggctcagtgtggeg
gctgccaccaggtatttcatgcgcgtcatgacgttttgacttcecctcaaaatgtttatgecggg
agaatctctgttcctgctcccgattaagaccagctacaatagcacactatattaaacggcaa
agC

>PS12
cctgtctgctgcggaagccgtggagtacgggctggtcgactctattttgacccatecgtaatt
gatgcccaaggcgcaagggtgccgcetttacgcecttcatceccecttectecgeccacgtctgtgecgageg
gttggcttttattcggccgecttgtcectggcaggettgecggecggtggcttegectacecggeteg
atgtagcgcgaaggattttgtgtatatactaatgaagggcggcacaacgctatatggcggcet
tgC

>PS13
gcgaccgcatttcaaataagtcactacgtaaaataaaaaagcaacgtccctatagtccacat
atataaatagaatgtaataaatagttttattagtaaccacccactatatccagggccataac
ttataagtactacgaaatagaaaacttaacttaacaactgaaccacttatttaatttaagaa
ttggacaattcaactagccattagatgaaaacaaaatagtagtaaggcaaaataagggcgat
taT

>PS14
agcagattggcgcgcgtctcggctgctatctcagggacaaagacgcgggccgacgcgccaaa
aggtcgcttttatactttattatgcttcattatcgattggctctataaaattcggcccgtec
cccgctcecceccttatatttgttttctcatctcagttataatgatagttccggtagcaaaatatt
catataactttccggtctacttgtattctttatacacggccttgttacttactagattattt
ccT

>PS15
ttgacccggtcgaccaattatagccggtcggcaagtacaagtcagggecgctttgecgacgac
ggccgccceccttactggacgaccacccggtggagcacaggccggacgacgtectgcgagcectgeg
gcgcccgacggcggacgaccaactacgttatgggcecctaccgegetggtectattttgactcetg
tactattaaggaacgatacttactttcccaatactacggcggaccttaccgctaacagtaga

ggT
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APENDICE F - Sequéncias promotoras para 6’° de genes do T6SS de Kp52.145.

T6SS adj .~
SP (BN49_RS) -35 Regido Espacadora -10 SIT Score
Kp52_RI SP1 06040 ttcata taaataaaacta tcttaggat acgagcA 7.07
SP2 06000 ttgatg acttatttttattaaat ggataaact ttatggC 5.98
SP3 05970 ttgata attgctcgcgatatatttt tcgtaaaat aatatcA 5.94
SP4 05945 gtgata gtcttaatactagt ttttagact agtcatT 2.81
Kp52_RII SP5 14020 gtgaaa gggggtgtttatgaat aaatataat tattagG 5.42
SP6 14070 tttaat aaacgtgatgaatatcaat atatatatt taaggtC 2.53
SP7 14075 ttgttt tattaatttctcagat aaataaaat ccectgeT 7.08
Kp52_RIII SP8 18815 ttcctg acggagggattaattcgct aattaatat tcaacaG 6.54
SP9 18800 ttgaag gctccgatttctggcetge tttttttat ttctcaG 7.75
SP10 18750 tttaag gacaaatcatat gcgtaaatt tttaatC 5.75
SP11 18735 gtgaag tctetetgecgcetge tggcaaaat acctcgA 2.64
Kp52_Orphans SP12 06500 ttatat tattgagggtcatttat atttaaaat ctatacC 5.49
SP13 15545 tttatg gggatggggta ttgtattat taatcaT 7.23
SP14 07300 ttcaca tagttcgggtctttaacc ttgaataat tgagggA 4.95
SP15 08275 tcgatg tagcgcgaaggattttgt gtatatact aatgaaG 4.41
SP16 11635 ttgacg tgttacaaaaattcttt tcttatgat gttgaaC 3.86
SP17 19005 ttcett gctatgaatgaaag ggttatgat gcecgecT 4.32

Legenda - SP: Sequéncia promotora; adj: adjacente; SIT: Sitio de Inicio de Transcri¢cao
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APENDICE G- Sequéncias promotoras para 6’° de genes do T6SS de HS11286

T6SS adj .
SP (KPHS_) -35 Regido Espagadora -10 SIT Score
HS11 RI SP1 22970 tttaaa tattgatattcatggtgc ttttatttt cotggtG 5.44
SP2 23120 ctgcaa gtagagtcgcacgg cgatattct atcgctG 3.02
SP3 23140 ttgaat accctcgcaattggaa ttgtaaaac ctgatgG 3.29
HS11 RII SP4 32770 ttcctg acggagggattaattcgct aattaatat tcaacaG 6.54
SP5 32730 ctccgg tttctggctgcttt ttttatttt ctcagtC 7.04
SP6 32520 ttaata attactgtatcgctg atatataaa aggaaaT 6.29
SP7 32490 gtgaag tctetetgecgcetgce tggcaaaat acctcaA 2.75
HS11 Orphans SP8 41670 ttatat tattgagggtcatttat atttaaaat ctatacC 5.49
SP9 39850 ttcaca tagttcgggtctttaacc ttgaataat tgagggA 4.95
SP10 17930 ttgacg tgttacaaaaattcttt tcttatgat gttgaaC 3.86
SP11 11410 tcgatg tagcgcgaaggattttgt gtatatact aatgaaG 4.41
SP12 33150 ttcett gctatgaatgaaag ggttatgat gcegecT 4.32

Legenda - SP: Sequéncia promotora; adj: adjacente; SIT: Sitio de Inicio de Transcri¢cao
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APENDICE H - Sequéncias promotoras para 6’° de genes do T6SS de NTUH-K2044

T6SS adj .
SP (KP1_RS) -35 Regido Espagadora -10 SIT Score
NTUH_RI SP1 11220 gtgaaa gggggtgtttatgaat aaatataat tattagG 5.42
SP2 11295 ttaaaa aagacaagtctc tgttaaatt acatgcT 5.02
SP3 11315 ttaatt caggtgttataaa ggttatttt tttagtT 9.85
NTUH_RII SP4 15790 ttacct ccccctgactctttcg ctttatgat aaacatC 3.99
SP5 15775 ttgaag gctccggtttctggctgce tttttttat ttctcaG 7.75
SP6 15725 ttgttg ttagtgtatttt ttttattgt atagagC 10.05
SP7 15710 atgctg cgtgtctccctgtag acgaataat ggaataT 2.32
NTUH_Orphans SP8 08880 ttgacg tgttacaaaaattcttt tcttatgat gttgaaC 3.86
SP9 19445 ttgaat aattgagggatgacctc atttaatct ccagtaG 4.02
SP10 06015 tcgatg tagcgcgaaggattttgt gtatatact aatgaaG 441
SP11 11085 ttctta acctgttaagttgat cggtaatct acttttG 6.92
SP12 12525 tttatg gggatggggta ttgtattat taatcaT 7.23
SP13 15965 ttcctt gctatgaatgaaag ggttatgat gcegecT 4.32

Legenda - SP: Sequéncia promotora; adj: adjacente; SIT: Sitio de Inicio de Transcrigdo
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APENDICE I- Sequéncias promotoras para 6> de genes do T6SS de Kp52.145

T6SS adjacente

SP (BN49_RS) Sitio de ligacéo sigh4 Fita Score

Kp52_RI SP1 06040 GACGTCCAGCACGTTAAGTCACGCTGGCACGGTCTCAGGTTTCTCAAAT + 15.61
SP2 06025 ATCAGGTTTACATCAGGCTAAATTGTGAATAGCGGTTGCTCGGTACCGG - 14.45

SP3 05970 AACATCGGTTTTACATCTGAAGACTTGCACTATATTTACTTTTAATGAA + 16.16

SP4 05945 CCAACTATGACACGCTGCTTATGCAGGAAGAAAAAACGCTGAAATCAGA + 15.02

Kp52_RII SP5 14020 GTTCCTTTCCTTAAGGAATAATTATTGAAGATATATTGATATGAAACGT - 16.73
SP6 14050 CAGGAACCCCAAGCGCACAAGGTCAGGCAGACAGATTGTGTTTTTCTTT - 16.17

SP7 14070 TTTTTAACCAAAGGAATGGCAAGTGGGTAAATATATCGTTGTAATAGGG + 15.56

Kp52_RIII SP8 18815 TGTCTGCAGACCAATGAAAGTGAAAGGCACAGGAGGTGCAATGAAGATT - 15.54
SP9 18800 CGCTGGATGTGGAAGAATTCAGTGGGGCAGAAAAACTGAGTGAACTTTA - 17.73

SP10 18750 AATAAAAAATCCGATTAAAAATTTACGCATATGATTTGTCCTTAAATTT - 15.60

SP11 18735 GTAGCGCATTTCAGCATCAAAATATCGCAGGGTTAAATCGTCCATTATG - 16.34

Kp52_Orphans SP12 06500 TATTTCATTGGGTTATTACGCCATTGGTATAGATTTTAAATATAAATGA + 15.01
SP13 15545 CAGATGAACATAAGAAATATGTGCCGGAACAATGAATGATCTAATCTGT + 13.91

SP14 07300 GCTCCCGATTAAGACCAGCTACAATAGCACACTATATTAAACGGCAAAG + 13.72

SP15 08275 TTTTGTGTATATACTAATGAAGGGCGGCACAACGCTATATGGCGGCTTG + 14.86

SP16 11635 AGTTAACGCTATTGCCGGGGAATGTGACAGCCGTCGCGGATAGAAGCGA + 13.21

SP17 19005 GCGGCATCATAACCCTTTCATTCATAGCAAGGAATTATCATGTCTCAGT + 15.21

Legenda - SP: Sequéncia promotora;
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APENDICE J - Sequéncias promotoras para 6 de genes do T6SS de HS11286

T6SS adjacente

SP (KPHS ) Sitio de ligagéo sigh4 Fita Score

HS11 RI PS1 KPHS_ 22970 TGCAAAGTGTAGTTATATAGAAGTTATTAATAAGGAATTCCTTTCCTTG - 16.39
PS2 KPHS_23030 TTTCTTTTTGTGTTAGACAGACGGACTGGAACACGCGATCCCCAAGGAC - 15.99

PS3 KPHS_23060 GCATCTGCAGTTGACGGCTAAAAATGGCATCACCCTGGGTTGCGGCGGC + 16.46

HS11 RII PS4 KPHS_ 32770 TGTCTGCAGACCAATGAAAGCGAAAGGCACAGGAGGTGCAATGAAGATT + 15.28
PS5 KPHS_32730 CGCTGGATGTGGAAGAATTCAGTGGGGCAGAAAAACTGAGTGAACTTTA + 17.52

PS6 KPHS 32520 ATAGACAATAATTTACAATAACGGAGTGAGAAATCCAACTTTATCTACG - 13.52

PS7 KPHS_32490 GTATTACCTGCTAAATTGGGACGCTATAAAACTACGACTTTACGCGATG - 16.30

HS11 Orphans PS8 KPHS_41670 AGTAAATATAAATTTTAGATATGGTTACCGCATTATTGGGTTACTTTAT - 15.16
PS9 KPHS 39850 CCAGTAGCAAATTTGACCTGTTTATGGGAGGAGTTATGCGTCTGGATCG - 14.19

PS10 KPHS_17930 AGTTAACGCTATTGCCGGGGAATGTGACAGCCGTCGCGGATAGAAGCGA + 13.34

PS11 KPHS 11410 TTTTGTGTATATACTAATGAAGGGCGGCACAACGCTATATGGCGGCTTG + 14.93

PS12 KPHS 33150 GCGGCATCATAACCCTTTCATTCATAGCAAGGAATTATCATGTCTCAGT + 15.34

Legenda - SP: Sequéncia promotora;
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APENDICE K- Sequéncias promotoras para 6> de genes do T6SS de NTUH-K2044

T6SS adjacente

SP (KP1_RS) Sitio de ligacao sigh4 Fita Score

NTUH_RI SP1 11220 TGCAAAGTGTAGTTATATAGAAGTTATTAATAAAGAATTCCTTTCCTTG - 16.88
SP2 11250 TTTCTTTTTGTGTTAGACAGACGGACTGGAACACGCGAACCCCAAGGAC - 16.18

SP3 11295 GCCACTTCAACGACAAAAGTAAACTAGCACGTTGATTTCTGTTTTTTAC + 15.79

SP4 11315 TATTTCCAATAAAAAAATCAACGGTCAAAGTTTTAGACTACTAACTTTC - 16.45

NTUH_RII SP5 15790 TGTCTGCAGACCAATGAAAGCGAAAGGCACAGGAGGTGCAATGAAGATT + 15.68
SP6 15775 TATTTATATAAATACTACTTACTCTACTAATAGTAATTTGTTTTAATTT - 15.99

SP7 15725 AAAAGGTGGTGCTCATTAAAAATCTGAAAGAAGAAATGTTAAGGTTTGA + 15.12

SP8 15710 AGACGAATAATGGAATATTCATAATGGACGATTTAACCCTGCGATATTT + 15.03
NTUH_Orphans SP10 08880 AGTTAACGCTATTGCCGGGGAATGTGACAGCCGTCGCGGATAGAAGCGA + 13.39
SP11 19445 GCTCCCGATTAAGACCAGCTACAATAGCACACTATATTAAACGGCAAAG - 13.72

SP12 06015 TTTTGTGTATATACTAATGAAGGGCGGCACAACGCTATATGGCGGCTTG + 14.94

SP13 11085 AGCCATTAGATGAAAACAAAATAGTAGTAAGGCAAAATAAGGGCGATTA - 13.81

SP14 12525 TCTACTTGTATTCTTTATACACGGCCTTGTTACTTACTAGATTATTTCC - 14.56

SP15 15965 ATACTTACTTTCCCAATACTACGGCGGACCTTACCGCTAACAGTAGAGG + 13.51

Legenda - SP: Sequéncia promotora;
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APENDICE L - Sitios putativos dos promotores dependentes de 67°em Kp52.145
SP1

PWM Start End
(species) Position Position

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

24 28 + 10.00 CTAAT

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

143 152 - 5.88 CCGATAAACG

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

54 65 - 5.15 TGATTTGGTGGC

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

105 112 - 5.35 TCGGAATA

SP2

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

117 128 + 7.76 CGGAAACTGGTT

196 200 + 10.00 CTAAT

SP3

PWM Start End
(species) Position Position

FhIA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

233 239 + 10.53 TTTTCGT

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

78 82 - 10.00 CTAAT

224 233 + 5.91 GCGATATATT

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

28 38 - 10.27 ATCGGCACCTC

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

42 49 + 5.39 TAGGGAGT

SP4

PWM Start End
(species) Position  Position

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

65 74 - 5.67 GCGATACARA
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IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Lrp
(SELEX) |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

206 221

61 72

36 60 11.16

29 36 TAGAAAAT

SP5

PWM
(species)
Fis |
Escherichia

coli (strain
K12)

End
Position

Start

Position Strand

Score

196 210 3.49

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

246 250 10.00

141 150 6.06

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

149 159 10.33

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

212 219 5.05

SP6

PWM
(species)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

End
Position

Start

Position SEe

Score

107 111 10.00

18 5.61

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

57 67 9.87

RCsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

154 161 5.26

SP7

PWM
(species)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

End
Position

Start

Position Sl

Score

231 240 5.95

TATCACTTATTTAAGT

CGATTTTGTATC

AGATGCAGCGTTTTGATCTGCTTGT

Sequence

GAAAATAAAAGCACC

CTAAT

TCAATAAATA

ATGATAAATTC

TGGTGAAA

Sequence

CTAAT

GCCATAAATT

ATCCGTATCTC

TGGGTAAT

Sequence

CAGATAAATA
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IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

232 243 + 5.12 AGATAAATAAAA

7 14 - 5.09 CAGGAAAA

SP8

PWM Start End
(species) Position Position

ArgR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

234 247 - 9.26 TGAATATTAATTAG

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

234 238 + 10.00 CTAAT

153 162 - 5.78 TCGATATACC

223 234 + 5.22 GGATTAATTCGC

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia

coli (strain 174 184
K12)

170 180 - 9.92 ATAAAAATATC

229 236 - 5.02 TAGCGAAT

- 3.98 AATAATAAARA

SP9

PWM Start End
(species) Position Position

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

202 211 + 5.58 GCGATAAACG

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

155 166 + 5.26 AGATCAGTATGG

RCsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

132 139 + 5.13 TCGGGAAA

235 245 - 3.75 AATAAAAAAAG

SP10

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

237 248 + 7.80 CGTAAATTTTTA
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H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

115 124 + 6.24 GCGATAAATG

62 77 + 6.45 CATCATACCGTTGGAT

74 85 + 5.50 GGATAAATTAAA

206 213 - 5.06 TAGGTATT

SP11

PWM Start End
(species) Position Position

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OmpR |

Escherichia

coli (strain 201 207
K12)

OxyR |

Escherichia

coli (strain 199 209 + 4.05 TTTAAAAATAC
K12)

Strand Score Sequence

199 213 + 3.61 TTTAAAAATACCAGC

51 70 - 6.30 TTTGCCCAAATCCACTCCTG

1 10 - 5.53 TCGGTTAAAT

236 243 + 5.03 TGGCAAAA

+ 9.08 TAAAAAT

SP12

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

234 243 - 6.48 TTTTAAATAT

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

231 242 - 7.66 TTTAAATATAAA

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

226 240 - 3.56 TAAATATAAATGACC

127 136 - 5.60 CAGATAAACC

208 223 + 6.81 CTGCATTATATTATTG

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

124 135 - 5.50 AGATAAACCTGG
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OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

233 243 + 4.23 TATATTTARAA

SP13

PWM Start End
(species) Position Position

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

80 84 + 10.00 CTAAT

ICiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

70 81 - 5.18 AGATCATTCATT

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

144 154 - 9.94 ATAAGTAATTC

SP14

PWM Start (=3¢}
(species) Position Position

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

3 18 - 6.31 CAGCAAAATATTTTTC

104 115 + 5.13 GGATGATTTTTT

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

176 183 + 5.06 TAGAGAAT

SP15

PWM Start End
(species) Position Position

ArgR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

69 82 - 9.29 TGGGTCAAAATAGA

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

152 166 - 4.42 GAATAAAAGCCAACC

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

243 247 + 10.00 CTAAT

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

158 167 - 6.05 CGAATAAAAG

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

144 159 - 6.31 AGCCAACCGCTCGCAC

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

118 129 - 5.13 GGATGAAGCGTA

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

83 90 + 5.04 TCGTAATT
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OxyR |

Escherichia

coli (strain 229 239
K12)

- 5.16 ATACACARAAT

SP16

PWM Start End
(species) Position Position

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

100 119 - 6.45 GGTGCTCGAAGTCCAGCCAA

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

143 152 + 5.76 GCGATTAAAC

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

203 213 - 10.19 ATAACAAACTC

SP17

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

35 44 + 6.74 GGTTAATATC

53 67 - 3.54 GGACTGAACATGAAC

Fnr |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

219 232 + 8.69 TTGCTATGAATGAA

192 201 + 5.62 CAGATAAAAC

209 224 - 7.43 TAGCAAGGAATTATCA

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

209 220 + 5.79 TGATAATTCCTT

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

213 220 - 5.19 AAGGAATT

191 201 + 3.83 CCAGATARAAC

Sitios putativos dos promotores dependentes deog’°em HS11286
SP1

PWM Start End
(species) Position Position

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

231 245 - 3.77 GAAAATAAAAGCACC

176 185 - 6.34 TCAATAAATA
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IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP2

PWM
(species)

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP3

PWM
(species)

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

ICiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP4

PWM
(species)
Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

182 193 - 5.17 TGATAAATTCAA
184 194 - 10.45 ATGATAAATTC
24 31 - 5.47 AGGGAARA
Igt)asrittion Eggition Strand Score Sequence
1 10 - 6.54 TGTTTAAGAT
111 125 + 3.33 GAGGTCAACATCACC
240 249 - 571 GCGATAGAAT
80 95 - 6.39 ATACAGCCCCTTACCG
236 247 + 5.53 CGATATTCTATC
sf)asrittion Eggition Strand Score Sequence
82 91 - 6.67 GGTTAATATC
36 50 - 3.63 GGCTGAAAAAACAGC
207 218 + 5.18 CGATCCCTTGAA
230 237 + 5.38 TTGGAATT
234 244 + 4.35 AATTGTAAAAC

Start
Position

End

Position SHEe

Sequence

167 181 - 3.27 AATAAAAATATCACC
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GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

234 238 + 10.00 CTAAT

222 231 + 5.61 GGGATTAATT

223 234 + 5.24 GGATTAATTCGC

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

170 180 - 9.91 ATAAAAATATC

229 236 - 5.04 TAGCGAAT

174 184 - 3.99 AATAATAAAAA

SP5

PWM Start End
(species) Position Position
Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

231 245 - 3.23 GAAAATAAAAAAAGC

61 80 + 6.32 GATGGGCGGTAGCGTGCCTG

43 54 + 5.13 TGATAAACAGGA

129 136 + 5.14 TCGGGAAA

SP6

PWM Start End
(species) Position Position

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

211 215 + 10.00 CTAAT

224 233 - 5.94 GCGATACAGT

RCsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

39 46 + 5.15 TAGGGGAT

SP7

PWM Start End
(species) Position  Position
Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score  Sequence

198 212 + 3.61 TTTAAAAATACCAGC
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NagC

(Selex) |

Escherichia 74 96 + 15.48 GTITTGTTCGCCCGATGGAACAGG
coli (strain

K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OmpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

235 242 + 5.03 TGGCAARA

200 206 + 9.12 TAARAAT

198 208 + 411 TTTAAAARATAC

SP8

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

234 243 - 6.47 TTTTAAATAT

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

231 242 - 7.64 TTTAAATATAAA

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

226 240 - 3.57 TAAATATAAATGACC

127 136 - 5.63 CAGATAAACC

208 223 + 6.79 CTGCATTATATTATTG

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

OXyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

124 135 - 5.50 AGATAAACCTGG

233 243 + 4.21 TATATTTAAAA

SP9

PWM Start End
(species) Position Position

Fnr |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia 3
coli (strain

K12)

SUEN Score Sequence

16 29 - 7.37 TTGGTAGATATCAG

18 - 6.30 CAGCAAAATATTTTTC

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

104 115 + 5.11 GGATGATTTTTT

176 183 + 5.05 TAGAGAAT

SP10
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PWM Start End
(species) Position Position

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

100 119 - 6.43 GGTGCTCGAAGTCCAGCCAA

143 152 + 5.77 GCGATTAAAC

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

203 213 - 10.18 ATAACAAACTC

SP11

PWM Start End
(species) Position Position

ArgR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia 229 239 - 5.16 ATACACAAAAT

coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

69 82 - 9.29 TGGGTCAAAATAGA

152 166 - 4.43 GAATAAAAGCCAACC

243 247 + 10.00 CTAAT

158 167 - 6.05 CGAATAAAAG

144 159 - 6.32 AGCCAACCGCTCGCAC

118 129 - 5.12 GGATGAAGCGTA

83 90 + 5.05 TCGTAATT

SP12

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

35 44 + 6.76 GGTTAATATC

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

53 67 - 3.56 GGACTGAACATGAAC

Fnr |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

219 232 + 8.72 TTGCTATGAATGAA

192 201 + 5.66 CAGATAAAAC
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IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

209 224 - 7.46 TAGCAAGGAATTATCA

209 220 + 5.81 TGATAATTCCTT

213 220 - 5.21 AAGGAATT

191 201 + 3.89 CCAGATAARAC

Sitios putativos dos promotores dependentes de o’%em NTUH-K2044
SP1

PWM Start End
(species) Position Position
Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

196 210 - 3.52 GAAAATAAAAGCACC

246 250 - 10.00 CTAAT

3 12 - 6.14 GCAATAAATT

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

147 158 - 5.03 TGATAAATTCAA

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

149 159 - 10.36 ATGATAAATTC

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

212 219 + 5.05 TGGTGAAA

SP2

PWM Start End
(species) Position Position
H-NS |

Escherichia

coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

7 86 - 5.50 CCAATACATC

SP3

PWM Start End
(species) Position  Position

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand  Score Sequence

2 6 - 10.00 CTAAT

31 50 - 7.04 ATTGACCACCAACCCTCCAA
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H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

NagC
(Selex) |
Escherichia 85 107 + 16.72  TTTTATTCTTTCTTCAAAAGAGG
coli (strain

K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

122 131 + 5.58 TCGATTTATA

4 11 + 5.14  TAGGAAAG

SP4

PWM Start End
(species) Position Position

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

92 96 + 10.00 CTAAT

11 20 - 5.74 TCGATATACC

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

81 92 + 5.03 GGATTAATTCGC

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

28 38 - 9.87 ATAAAAATATC

SP5

PWM Start End
(species) Position Position

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

64 83 + 6.26 GATGGGCGGTAGCGTGCCTG

202 211 + 5.66 GCGATAAACG

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

155 166 + 5.27 AGATCATTATGG

RCsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Esghentha 235 245
coli (strain

K12)

243 250 - 5.10 TGAGAAAT

- 3.88 AATAARAAAAAG

SP6

P St e Strand Score Sequence

(species) Position Position

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

173 177 + 10.00 CTAAT

GntR |
Escherichia
coli (strain
K12)

102 117 - 10.25 GCGTTCGCCATAACCT
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H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

240 249 5.66

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

176 186

24 31 5.81

SP7

PWM
(species)
Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Start
Position

End

Position S

Score

46 60

196 200

191 202

SP8

PWM
(species)

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

End
Position

Start

Position S

Score

100 119

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

143 152

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

203 213 10.18

SP9

PWM
(species)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Start
Position

End

Position SHEe

233 244

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

153 160

SP10

PWM
(species)

ArgR |
Escherichia
coli (strain
K12)

End
Position

Start

Position s

Score

9.29

10.10

3.47

10.00

5.89

Score

TCTATACAAT

ATCAGAAAATG

TAGGAAAT

Sequence

GAGACGATATTCAGC

CTAAT

AGATTAGTTGGC

Sequence

GGTGCTCGAAGTCCAGCCAA

GCGATTAAAC

ATAACAAACTC

Sequence

5.18 AGATTAAATGAG

5.07 TAGAGAAT

Sequence

TGGGTCAAAATAGA
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Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

152 166

243 247

158 167

144 159

118 129

229 239

SP11

PWM Start End
(species) Position Position

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

132 151

167 178

235 242

SP12

PWM Start End
(species) Position Position

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP13

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand

217 226

144 154

4.43 GAATAAAAGCCAACC

10.00 CTAAT

6.05 CGAATAARAAG
6.32 AGCCAACCGCTCGCAC
5.12 GGATGAAGCGTA

5.05 TCGTAATT

5.16 ATACACAAAAT

Score Sequence

6.59 CGGGACCTATATCACCCACC

6.40 GCGATAAATG

5.08 AGATAAAGCATC

5.20 TCGGTAAT

Score Sequence

5.60 CCCATARAAA

10.03 ATAAGTAATTC

Score Sequence

6.76 GGTTAATATC
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Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

Fnr |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

53 67 - 3.56 GGACTGAACATGAAC

219 232 + 8.72 TTGCTATGAATGAA

192 201 + 5.66 CAGATAAAAC

209 224 - 7.46 TAGCAAGGAATTATCA

209 220 + 5.81 TGATAATTCCTT

RCSAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

213 220 - 5.21 AAGGAATT

191 201 + 3.89 CCAGATAARAC

Sitios putativos dos promotores dependentes de o*em Kp52.145
SP1

PWM Start End
(species) Position Position

CyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

SUEN Score Sequence

26 37 + 7.75 GGGAAATTTTGA

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

36 55 - 6.41 TATGTTCCTTTGCAGACATC

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

88 99 + 5.16 GGATCAGGCGGC

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

28 38 - 10.35 ATCAAAATTTC

SP2

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

225 234 + 6.65 TGTTAAATCG

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

FhiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

97 108 - 7.61 CCTAAATTGACT

153 159 - 10.50 TTTTCGT

Fnr |
Escherichia
coli (strain
K12)

24 37 - 7.48 TTGGTCTGACTAAA
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IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

88 103 + 6.25 CCGCAATAGAGTCAAT

218 229 + 5.22 CGATAAGTGTTA

SP3

PWM Start End
(species) Position | Position

CysB |
Escherichia
coli (strain
K12)

FhIA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

176 206 - 9.13 ATGTTGATATTATTTTACGAAAAATATATCG

184 190 + 10.62 TTTTCGT

29 33 - 10.00 CTAAT

175 184 + 5.95 GCGATATATT

OmpR (F

box)|

Escherichia 236 245 + 13.94 TTTACTTTTA
coli (strain

K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

3 10 + 551 TCGGGGAA

SP4

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

164 173 - 6.36 TGTTATCACT

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

81 90 - 5.60 TCGTTATAAT

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

230 245 - 6.54 TTTCAGCGTTTTTTCT

ICiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

127 138 - 5.34 AGATATTCCCGT

SP5

S S Sne Strand Sequence

(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

119 130 - 7.61 GGGAAAGTGGTG
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FhiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

106 112 - 10.97 TTTTCGT

176 180 - 10.00 CTAAT

148 159 - 5.11 GGATTATTAATA

126 133 - 5.71 TGGGGGAA

SP6

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Lrp

(SELEX) |

Escherichia 41 65 - 11.53 GGTCGCCGCGCTTTATACTGCCCGT
coli (strain

K12)

OmpR (F

box)|

Escherichia 201 210 + 13.47 GTTICTTTTT
coli (strain

K12)

Strand Score Sequence

212 221 + 6.50 TGTTAGACAG

118 122 + 10.00 CTAAT

199 208 + 5.62 TCGTTTCTTT

4 15 - 5.26 CGATAGCCTCAC

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

97 104 + 5.26  TAGCAATA

SP7

PWM Start End
(species) Position Position

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

54 58 - 10.00 CTAAT

231 240 - 5.79 ACGATATATT

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

4 14 + 10.00 ATCCGTATCTC

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

101 108 - 5.31 TGGGTAAT
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SP8

PWM Start End
([QEEES) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

116 127 - 7.32

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

146 155 - 5.62

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

117 128 + 5.31

121 128 - 5.03

SP9

PWM Start End
(species) Position Position

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score

4 13 - 6.00

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

1 12 - 5.03

SP10

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score

206 215 - 6.37

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

173 184 - 7.81

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

175 179 + 10.00

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

204 215 + 5.05

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP11

PWM Start End

(species) Position Position Sl

Score

Sequence

TGTTTATCAT

AGGAAATATCTC

TGGATTTATT

AGATATTTCCTT

AAGGAAAT

Sequence

TCGATATATC

CGATATATCAGA

Sequence

AGTTAACTAT

AAGAAATTAGGA

CTAAT

AGATAGTTAACT

TAGGAAGT

Sequence
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CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP12

PWM
(species)

AraC |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Start

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP13

PWM
(species)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

ICiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCsSAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP14

PWM
(species)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Position

208

119

195

Start
Position

Start
Position

211

146

224

144

End

Position

242

232

160

206

236

100

129

202

End
Position

End
Position

222

150

233

155

246

243

167

Strand

215

Strand

- 10.00

Strand Score Sequence

13.59 AATCTATACCAATGGCGTAATAACCCAAT

10.00 CTAAT

TCGATACACT

6.00

8.96

5.10 TCGTAAAT

Score

+ 10.00

- 5.38

- 5.22

Score

+ 5.88

ATAATCAACGT

GCTAAATTGGGA

CTAAT

GCTATAAAAC

TGATTAGACTGG

Sequence

CTAAT

AGATCATTCATT

TAGTAATA

Sequence

CCGATTAAGA
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IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

167 182 + 6.51 CCTCAAAATGTTTATG

59 70 - 5.20 TGATAATCCGCC

165 175 + 3.85 TTCCTCAARAT

SP15

PWM Start End
(species) Position Position

ArgR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia 201 211 - 5.15 ATACACAAAAT

coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

41 54 - 9.29 TGGGTCAAAATAGA

124 138 - 4.42 GAATAAAAGCCAACC

215 219 + 10.00 CTAAT

130 139 - 6.04 CGAATAAAAG

116 131 - 6.32 AGCCAACCGCTCGCAC

90 101 - 5.12 GGATGAAGCGTA

55 62 + 5.07 TCGTAATT

SP16

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

FhiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

188 199 - 7.72 TTCAAATTTTGA

141 147 - 10.65 TTTTCGT

58 62 - 10.00 CTAAT

103 122 + 6.69 ATTGCTCGCCAACTCTCGCC

150 165 - 6.48 CCTCAATCGCTTGACG
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RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

46 53 + 5.53 TCGTAAAT

SP17

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

205 214 - 6.84 GGTTAATATC

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

182 196 + 3.48 GGACTGAACATGAAC

Fnr |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia

coli (strain 233 243
K12)

17 30 - 8.85 TTGCTATGAATGAA

48 57 - 5.59 CAGATAAAAC

25 40 + 7.31 TAGCAAGGAATTATCA

29 40 - 5.95 TGATAATTCCTT

29 36 + 5.16 AAGGAATT

+ 4.13 TTTCCCAATAC

Sitios putativos dos promotores dependentes de o%em HS11286
SP1

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

FhiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

36 47 + 7.70 AGGAAACCACGT

106 112 - 11.06 TTTTCGT

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

176 180 - 10.00 CTAAT

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

156 163 - 5.65 TGGTGGAT

SP2

PWM Start End

(species) Position Position SIEE SRl SRR
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ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Lrp

(SELEX) |

Escherichia 41 65 - 11.48 GGTCGCCGCGCTTTATACTGCCCGT
coli (strain

K12)

OmpR (F

box)|

Escherichia 201 210 + 13.42 GTTICTTTTIT
coli (strain

K12)

212 221 + 6.50 TGTTAGACAG

118 122 + 10.00 CTAAT

231 242 - 5.35 GGATCGCGTGTT

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

97 104 + 5.25  TAGCAATA

SP3

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

220 231 + 7.63 TAAAAATGGCAT

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

OmpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

171 182 - 5.70 TGATATCTTTTA

220 226 + 8.93 TAAARAT

SP4

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

57 66 - 6.34 TGTTTATCAT

146 155 - 5.62 TGGATTTATT

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

117 128 + 5.31 AGATATTTCCTT

RCsSAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

121 128 - 5.03 AAGGAAAT

SP5

PWM Start End
(species) Position Position

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

SIERD) Score Sequence

4 13 - 6.00 TCGATATATC
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IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

1 12 - 5.05 CGATATATCAGA

SP6

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

207 218 - 7.95 TGTAAATTATTG

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

239 248 - 5.75 TAGATAAAGT

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

236 247 - 5.70 AGATAAAGTTGG

90 97 - 6.09 TAGGGGAT

SP7

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

211 222 + 7.84 GCTAAATTGGGA

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

146 150 - 10.00 CTAAT

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

224 233 + 5.63 GCTATAAAAC

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

144 155 + 5.03 TGATTAGACTGG

SP8

PWM Start End
(species) Position | Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

172 181 - 6.91 CGTTAATAAC

CysB |
Escherichia
coli (strain
K12)

167 197 + 9.70 AGACCGTTATTAACGGACGTAATATAATAAC

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

208 219 - 7.70 CTAAAATTTATA

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

117 121 - 10.00 CTAAT

207 222 - 6.41 TATCTAAAATTTATAT
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IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

211 221 -

SP9

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP10

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

188 199

FhIA |
Escherichia
coli (strain
K12)

141 147

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

103 122

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

150 165

RCsSAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP11

PWM Start End
Position Position

(species)

218 229 +

Strand Score

207 218

190 201

206 213

SHERD) Score

Strand

5.28 AGATATGGTTAC

9.92 ATCTAAAATTT

Sequence

+ 7.61 AGCAAATTTGAC

AGATTAAATGAG

- 5.04

+ 5.15 TAGCAAAT

Sequence

7.74 TCAAAATTTGAA

10.66 TTTTCGT

10.00 CTAAT

6.69 ATTGCTCGCCAACTCTCGCC

6.50 CCTCAATCGCTTGACG

5.54 TCGTAAAT

Sequence

ArgR |
Escherichia
coli (strain
K12)

41 54

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

124 138

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

215 219

- 9.27 TGGGTCAAAATAGA

GAATAAAAGCCAACC

- 4.41

+ 10.00 CTAAT
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H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

130 139 - 6.03 CGAATAAAAG

116 131 - 6.32 AGCCAACCGCTCGCAC

90 101 - 5.11 GGATGAAGCGTA

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

55 62 + 5.07 TCGTAATT

201 211 - 5.15 ATACACAAARAT

SP12

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

SUEN Score Sequence

205 214 - 6.84 GGTTAATATC

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

182 196 + 3.48 GGACTGAACATGAAC

Fnr |
Escherichia
coli (strain
K12)

17 30 - 8.85 TTGCTATGAATGAA

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

48 57 - 5.59 CAGATAAAAC

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

25 40 + 7.31 TAGCAAGGAATTATCA

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

29 40 - 5.95 TGATAATTCCTT

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

48 58 - 3.74 CCAGATAAAAC

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

29 36 + 5.16 AAGGAATT

Sitios putativos dos promotores dependentes de o°*em NTUH-K2044
SP1

o S e Strand Score Sequence

(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

162 173 - 7.60 AGGAAATAAGTA

FhiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

41 47 + 10.17 TTTTCGT
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Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

31 45 - 3.48 GAAAATAAAAGCACC

213 222 - 5.58 TCTATATAAC

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

146 156 - 10.29 ATTACAAAATC

167 174 - 5.38 AAGGAAAT

SP2

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

Lrp

(SELEX) |

Escherichia 41 65 - 11.43 GGTCGCCGCGCTTTATACTGCCGTT
coli (strain

K12)

OmpR (F

box)|

Escherichia 201 210 + 13.47 GTTICTTTTT
coli (strain

K12)

Strand Score Sequence

212 221 + 6.50 TGTTAGACAG

118 122 + 10.00 CTAAT

5 16 - 5.26 CGATAGCCTCAC

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

97 104 + 5.26  TAGCAATA

SP3

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

219 230 + 7.80 AGTAAACTAGCA

OmpR (F

box)|

Escherichia 215 224 - 13.45 TTTACTTTTIG
coli (strain

K12)

RCsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

74 81 - 5.06 TAGGGCAT

SP4

PWM Start End

(species) Position Position Sl S SEELENEE
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CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

144 155 - 8.32 TGTAAATAACGA

125 139 - 3.51 GGTAAAAATTAGCGC

128 132 + 10.00 CTAAT

67 86 - 6.20 CGTGTGCGGGAGAAAACTTC

210 221 - 5.25 TGATTTTTTTAT

Nac |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

210 220 + 10.16 ATAAAAAAATC

203 210 - 5.81 TTGGAAAT

SP5

PWM Start End
(species) Position Position

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RCcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

57 66 - 6.35 TGTTTATCAT

146 155 - 5.61 TGGATTTATT

117 128 + 5.31 AGATATTTCCTT

121 128 - 5.06 AAGGAAAT

SP6

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

16 27 - 8.10 AGGAAATAGGTA

FhiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

105 111 - 10.78 TTTTCGT

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

228 232 + 10.00 CTAAT

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

149 160 - 5.09 TGATTTTCCATT
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RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP7

PWM
(species)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP8

PWM
(species)

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP9

PWM
(species)

ArcA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

SP10

PWM
(species)

134

160

230

164

231

159

230

164

231

159

End
Position

Position

138

167

239

168

240

170

239

168

240

170

Strand

- 5.52

Strand Score

+ 10.00

+ 5.13

Strand Score

+ 10.00

Strand Score

+ 10.00

Score Sequence

TAGGGGAA

Sequence

CTAAT

TAGTGAAA

Sequence

GGTTAAATCG

CTAAT

GGGTTAAATC

AGATTAGTTGGC

Sequence

GGTTAAATCG

CTAAT

GGGTTAAATC

AGATTAGTTGGC

ATTATGAATAT
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CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

FhiA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GIpR |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

188 199 - 7.72 TTCAAATTTTGA

141 147 - 10.65 TTTTCGT

58 62 - 10.00 CTAAT

103 122 + 6.69 ATTGCTCGCCAACTCTCGCC

150 165 - 6.48 CCTCAATCGCTTGACG

46 53 + 5.53 TCGTAAAT

SP11

PWM Start End
(species) Position Position

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |

Escherichia

coli (strain

K12)

OxyR |

Escherichia

coli (strain 165 175
K12)

Strand Score Sequence

206 215 + 5.88 CCGATTAAGA

167 182 + 6.51 CCTCAAAATGTTTATG

59 70 - 5.20 TGATAATCCGCC

+ 3.85 TTCCTCAAAAT

SP12

PWM Start End
(species) Position Position

ArgR |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

41 54 - 9.29 TGGGTCAAAATAGA

Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

124 138 - 4.42 GAATAAAAGCCAACC

215 219 + 10.00 CTAAT

130 139 - 6.04 CGAATAAAAG

116 131 - 6.32 AGCCAACCGCTCGCAC
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IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia
coli (strain
K12)

90 101 - 5.12 GGATGAAGCGTA

55 62 + 5.07 TCGTAATT

201 211 - 5.15 ATACACAAARAT

SP13

PWM Start End
(species) Position Position

CytR |
Escherichia
coli (strain
K12)

FhIA |
Escherichia
coli (strain
K12)

GevA |
Escherichia
coli (strain
K12)

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

RcsAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

4 15 - 7.88 TTGAAATGCGGT

136 142 - 10.48 ATTTCGT

206 210 - 10.00 CTAAT

102 113 - 5.54 GGATATAGTGGG

19 26 - 5.34 TAGTGACT

SP14

PWM Start End
(species) Position  Position
Fis |
Escherichia
coli (strain
K12)

H-NS |
Escherichia
coli (strain
K12)

IHF |
Escherichia
coli (strain
K12)

Strand Score Sequence

200 214 - 3.60 GAATACAAGTAGACC

104 113 + 6.22 TCTATAAAAT

175 190 + 6.27 TAGCAAAATATTCATA

IciA |
Escherichia
coli (strain
K12)

NagC

(Selex) |

Escherichia 164 186 + 18.88 GATAGTTCCGGTAGCAAAATATT
coli (strain

K12)

RCsSAB |
Escherichia
coli (strain
K12)

OxyR |
Escherichia 142 152 R 4.03
coli (strain

K12)

86 97 - 541 CGATAATGAAGC

175 182 + 5.08 TAGCAAAA

GATGAGAAAAC
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Abstract

analysis

Background: Klebsiella prieurnoniae (KP) is an opportunistic pathogen that mainly causes respiratory and urinary
tract infections. The frequent occurrence of simultaneously virulent and multiple drug-resistant isolates led WHO to
include this species in the list of top priorities for research and development of therapeutic alternatives. The
comprehensive knowledge of the molecular mechanisms underlying KP virulence may lead to the proposal of
more efficient and specific drugs. One of its virulence factors is the Type W Secretion Systern (T&55), which
contributes to bacterial competition, cell invasion and in vivo colonisation. Despite the few studies showing the
invohvernent of TESS in KP pathogenesis, little is known concerning the regulation of its expression. The
understanding of regulatory mechanisms may give more clues about the function of the systemn and the
possibilities of future interference in this process. This work aimed to standardise the annotation of TESS genes in
KP strains and identify mechanisms of their transcriptional regulation through computational predictions.

Results: We analyzed the genomes of Kp52.145, H511286 and NTUH-K2044 strains to perform a broad prediction
and re-annotation of Te55 genes through similarity searches, comparative and linear discriminant analysis. 38 genes
were found in Kp52.145, while 29 in H511286 and 30 in NTUH-K2044. Genes coding for iron uptake systems are
encoded in adjacencies of Te5S5, suggesting that KP T&5S might also play a role in ion import.

Some of the Te55 genes are comprised in syntenic regions. 17 sigma 70-dependent promoter regions were
identified in Kp52.145, 12 in H311286 and 12 in NTUH-K2044. Using VirtualFootprint algorithm, binding sites for 13
transcriptional regulators were found in Kp52.145 and 9 in H311286 and 17 in NTUH-K2044. Six of them are
commaon to the 3 strains: OuyR, H-MS, RcsAB, GovA, Fis, and OmpR.

Condusions: The data presented herein are derived from computational analysis. Although future experimental
studies are required to confirm those predictions, they suggest that KP TeSS might be regulated in response to

enwvironmental signals that are indeed sensed by the bacteria inside the human host: temperature (H-MS), nutrition-
limitation (GovA and Fis), oxidative stress (OxyR) and osmolarity (RscAB and OmpR).

Keywords: Type V| secretion system, TeS5S, Klebsiella pneumoniae, Transcriptional regulator; bacterial genome

Background
The Type Six Secretion System (T655) was initially

described when it was demonstrated that secretion of
the Hep (Hemolysin-Coregulated Protein) and VegrG
(Valine-Glycine Repeats) proteins were independent of
the other known secretion mechanisms [1, 2]. In
pathogenic bacteria, secretion systems can be used at
various stages of the bacterial infection pathway, such

* Corespondence: keticialeny@ioc fioonue b leryleticiz@grail.oom

Cellular Microbichogy Laboratony, Oswaldo Cruz Foundation - Oswaldo Cruz
Institure, Av. Brasil, 4365 - Manguinhos, Rio de Laneiro, R)CER 21040-500,
Brazil

K BMC

as toxin export, cell adhesion and direct translocation
of effectors into the host cell or to delivery toxins
against competitor bacteria [3]. A great diversity of
these effectors and toxins have been identified and as-
sociated with the T655, which makes it a versatile
weapon [4—6].

A functional T6SS apparatus is composed of the prod-
ucts of at least 13 conserved genes (tssA-M) [7] . The
TS5 components assemble in a contractile needle-
shaped apparatus which translocates effectors to neigh-
boring cells [8]. It comprises a transmembrane complex,
attached to a baseplate complex and a long-tailed
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cytoplasmic tubular structure surrounded by a contract-
ile sheath. The contraction of the sheath propels the
inner tube through the membranes towards the target
cell. Effector proteins are carried by the T6SS tip and/or
tubular components and are released after the tube dis-
assembly inside the target cell.

In silico analyses have demonstrated the presence of
T6SS genes in several Gram-negative bacteria, with the
numbers of orthologs varying in each bacterium [7, 9-
11]. Besides, the genomes of some bacteria can encode
the set of TESS genes in more than one locus [7, 12].
Commonly, these loci are within pathogenicity islands -
for instance, the Pseudomonas aeruginosa HS1 (Hep-se-
cretion island) and the Salmonella typhimuriem SCI
(Salmonella centrisome island), as well as in the ge-
nomes of enteroaggregative Escherichia coli, and Vibrio
cholerae [4, 12-14] . In addition to the genes encoding
the 13 conserved components of T6SS, these genomic
loei may encode toxins, antitoxing, adapters, and auxil-
iary proteins, as well as additional effectors [4, 7] .

In another hand, some functional T65S genes are
found outside the referred genomic islands: they are re-
ferred to as T6SS “orphan” genes [12]. Therefore, identi-
fying these genes in bacterial genomes is also crucial for
understanding the functionality of T6SS.

Besides, bacteria may encode several functional ‘copies’ of
each TASS gene. The expression of the different isoforms of
a component may vary according to the target cell and/or
by the environmental condition in which the bacterium is
sensing [5, 13]. The expression of these secretion com-
plexes can be precisely regulated by transcriptional, transla-
tional and post-translational mechanisms [15, 16] .

Klebsiella pneumoniae (KP) is a ubiquitous species in
nature, a gut commensal, and a human opportunistic
pathogen. It can cause a wide range of infections, includ-
ing pneumonia, urinary tract infections, bacteremia and
liver abscesses [17, 18]. Due to the frequent occurrence
of multiple antibiotic-resistant isolates, K. preunoniae is
considered a global public health concern [19-21] . Cap-
sule, fimbriae, lipopolysaccharide (LPS) and siderophores
are important and well-characterized virulence factors
from KP [17]. Recently, additional factors have been de-
scribed, such as type 11 (T255) and type VI secretion sys-
tems (T655) [22-25]). However, there is significant
heterogeneity among KP strains and those virulence fac-
tors may play different roles in different strains [17, 26].

So far, little is known about T6SS in K prenmoniae.
From a genomic perspective, genes coding for putative
T655 components are present in KP genomes. In some
strains, T6SS genes are grouped mainly in 2 locf (for in-
stance: NTUH-K2044, Kpn2146 and HS11286), while in
others they are found in 3 loci (Kp52.145, MGH 78578,
342) [22, 24, 27]. As KP genomes were annotated using
different approaches - some using automatic pipelines -
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there is no uniform annotation of T6SS genes. In a func-
tional perspective, Lawlor and colleagues (2005)
screened a transposon library and found that 2 mutants
in hypothetical protein-coding genes displayed decreased
ability to infect mouse spleen [28]. Those proteins were
later annotated as putative TAS5S components. Recently
was described that HS11286 strain T655 secretes a
phospholipase effector with antibacterial activity [24].
Moreover, it has been shown that Te55 mutants in
NTUH-K2044 strain significantly reduced bacterial kill-
ing, the expression of type-1 fimbriae and adherence and
invasion of epithelial cells [25]. Concerning T6SS regula-
tion, it has been observed that strain Kp52.145 genes are
expressed when the bacterium colonized mice lungs, but
not when the bacterium grows in TCS culture medium
[22]. In Kpn2ld6, an RNA-seq analysis revealed that
most of the T65S genes increased expression 24 h post-
infection of macrophages [29]. In HS511286 was sug-
gested that sub-inhibitory concentrations of antibiotics
might regulate TESS secretion [24]. In NTUH-K2044
strain, was demonstrated that histone-like nucleoid
structuring protein (H-N5) binds regulatory region and
inhibits tssD (Hep/tube component) expression [25].

Based on growing evidence for T6SS relevance for KP
pathogenesis and divergent genomic features of T&SS
loci between KPP strains, this work aimed to identify
every T655 gene in 3 KP strains and standardize TS5
gene annotation in KP. Moreover, we hypothesized that
translational mechanisms could be involved in T6SS ex-
pression in KP. Therefore, we predicted transcriptional
regulator’s binding sites upstream transcriptional start
sites for T6SS genes and obtained insights into T&SS
role and regulation.

Results

Identification of T655 genes in KP genomes

Previous studies have identified T6SS genes in KP ge-
nomes. Sarris and colleagues (2011) annotated ToSS
genes in three fully sequenced KP strains (342, NTUH-
K2044 and MGH78578) and one partially sequenced
strain (KP subsp. rhinoscleromatis ATCC13884) [27].
However, at that time there were few KP complete ge-
nomes available for comparison. In this study we present
a similar effort. However, we focused on the human
pathogenic strains: Kp52.145 {a K2 wirulent strain),
HS11286 (a multiple-drug-resistant strain) and NTUH-
K2044 (a K1 virulent strain). Besides, we propose herein
the use of the TssA-M nomenclature for the TGSS core
components in KP. This nomenclature overcome the
problem that T&5S5s in different organisms had historic-
ally acquired different, system-specific names for equiva-
lent components [7]. Thus, the genomes of the 3 KP
strains mentioned above were reanalyzed to identify and
re-annotate  all putative T655 protein-coding  genes
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(tssA-M, paar, tagA and tagl). The starting point for
such annotation process was the analysis provided by Se-
creTh database. Then, VRProfile, Blast, COG, PFAM and
CDD searches were also performed (Additional file 1).
The same search and filtering criteria were applied to
the 3 genomes.

In overall, we detected 38, 29 and 30 genes possibly
related to T6SS in the Kp52.145, HS11286, and
NTUH-K2044 genomes, respectively (Table 1).

Kp52.145
Its genome annotation has been updated recently
(FOB34906.1 from  07-MAR-2015/NZ_FO834906.1
from 21-FEB-2017). We identified that six T6S%5-
related genes identified by SecreT6 in the initial gen-
ome version were re-annotated as pseudogenes in the
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most recent version (BN49_RS18740, BN49 _RS514045,
BN49_R514055, and BN49_RS505960) - therefore, they
do not seem to code for T6SS components and indi-
cate that these genes may be under genome reduction
process.

In agreement with previous study by Lery et al. (2014),
we found that most of the T65S genes in Kp52.145 gen-
ome (33 genes, 87%) are clustered in 3 genomic locl and
only 5 (12%) are orphan genes: tssH (BN49_RS07300,
EN49_RS0D8275, EN49 RS11635) and tssD  (BN49_
RS06500 ¢ BN49_RS15545). Apart from the genes iden-
tified in this previous study, we found 7 additional puta-
tive TESS: 1 gene coding for a PAAR domain-containing
protein, 1 gene coding for an OmpA-family protein, 3
genes encoding putative TssH (Clp ATPases) compo-
nents and 2 genes coding for TesD components. All the

Table 1 T655 components in K pneurnonige strains Kp52.145, H511286 and NTUH-K2044. Locus tag for each gene is shown

KpS2.145 HE11286 MTUH-K2044

tssd BM4G_RSO5005; KPHS_23150; KP1_RS11200;
BMN49_RS14080; KPHS_32450; KP1_RS15690;
BM4G_RS18715

tssB BMNAG_RS 14000 KPHS_22970; KP1_RS11220¢

KP1_RS11088;

tssC BMAG_RS14005; KPHS_22980; KP1_RS11225;

tssD BMN49_RS0S500; KPHS_23020; KP1_RS11245;
BM49_AS15545; KPHS_41670; KP1_RS12525;

tssE BMN4G_RS05040; KPHS_12460; KP1_RS15685;
BMN49_RS18T20;

tssF BMN49_RSO5970; BM4S_RS14085; KPHS_23170; KP1_RS11215;
BM49_RS1E73S; KPHS_32400; KP1_RS1SF10;

5363 BMN49_RSO5565; KPHS_Z3150; KP1_RS11320;
BMN49_RS14000; KPHS_12480; KP1_RS15708;
BMN49_RS1E730;

tssH BMNAG_RS 14050 KPHS_Z3030; KP1_RS11250;
BMN49_RSO7300; KPHS_ 39850, KP1_RS19445;
BMN49_RS08275; KPHS_17930; KP1_RSO6015; KP1_RSOBRAL
BM49_AS11635; KPHS_11410;

tssl BM49_RSDS02S; KPHS_23040; KP1_RS11255;
BMN49_RS18800; KPHS_12730; KP1_RS15775;

tssl BN4G_RSOG45; KPHS_12470; KP1_RS11325;
BMN49_AS14005; KP1_RS15700;
BM49_RS18725;

task BMN4G_RSOS040; KPHS_22990; KP1_RS11230;
BMN49_AS14030; KPHS_22770; KP1_RS15790;
BMN49_RS1E815;

tssl BN4G_RS0G035; KPHS_Z3000; KP1_RS11235;
BMN49_AS14035; KPHS_22780; KP1_RS15785;
BM49_AS1S810;

tssM BMN49_RSOS000; KPHS_23140; KP1_RS11295;
BMN49_RS14075; KPHS_22500; KP1_RSIS71S;

Raar BMN49_RSO5500; KPHS_23120; KP1_RS15725;
BMN49_AS14070; KPHS_22520; KP1_RS11208;
BMN49_RS18750;

taal BM49_RSOS030; KPHS_23010; KP1_RS11240;
BMN4G_AS14040; KPHS_22750; KP1_RS15780;
BMN49_RS 18805,
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38 putative TaS55-related genes in Kp52.145 genome are
described in Additional file 2.

H511286

A previous study revealed a 23-gene T6S5 cluster
(KPHS_22970 to 23,190) on the chromosome of KP
HS11286, containing 12 core T6SS components [24]. In
our analysis we found 25 genes annotated as T6SS-
related by SecreT6. Four additional genes were identified
by further analysis: 3 genes encoding putative TssH com-
ponents (KPHS_39850, KPHS_17930, KPHS_11410) and
one gene encodes a TssD component (KPHS_41670). 25
out of the 29 (86%) T6S55-genes are clustered in two
main loei and only 4 (14%) are orphan genes: 3 fssH and
1 tssD. All the 29 putative ToSS-related genes in
HS511286 genome are described in Additional file 2.

NTUH-K2044

25 genes were annotated as TeSS-related by SecreT6.
Besides those genes, we found 3 genes encoding putative
TssH components, 1 TssB and 1 TssD that might be part
of T6SS in this strain. Accordingly to a previous study,
most of the genes (25 genes, 83%) are clustered in 2 loci,
and only 5 genes (17%) are orphan: tssB (KP1_R511085),
essD (KP1_RS12525), rssH  (KP1_RS19445, KP1_
R=506015, KP1_RS08880). All the 30 putative T&SS-
related genes in NTUH-K2044 genome are described in
Additional file 2.

Annotation of Clp ATPases: putative TssH components
ClpV ATPases have been initially described as the TssH
member of T65S complex, required for a functional tube
formation and recycling of sheath components [30-32].
ClpV proteins in KP genomes are encoded by genes
BMN49_E514050 in Kp52.145, KPH5_ 23030 in H511286
and KP1_RS511250 in NTUH-K2044. Kp ClpV proteins
are 99% identical.

Recently has been shown that Franmcisella tularensis
has a non-canonical functional T65S5 that uses ClpB
ATPase instead of ClpV [33, 34]. Interestingly, the clpB
gene  KP1_RS19445  (former KP1_4170) from KP
NTUH-K2044 has been associated to T65S [27]. There-
fore, we expanded the search for Clp ATPases in KPP ge-
nomes - as they could be putative TssH. In addition to
clpV genes, SecreT6 and VRprofile predicted 3 additional
Clp-family ATPases, belonging to COG0542, encoded in
each KP genome analyzed: ClpB, ClpA e ClpX.

According to the deposited genome annotation,
Kp52.145, H511286 and NTUH-K2044 ClpB proteins
would be 857, 823 and 857 aminoacids long. According
to our analysis, the start codon for HS11286 cfpB has
been previously misannotated. We suggest it is 102 bp
longer, coding a protein of 857 aminoacids. Considering
such re-annotation, protein sequences from the 3 KP
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strains are 100% identical. KP ClpB protein is quite con-
served to F. fularensis ClpB: 64% sequence identity and
79% similarity (Fig. 1). In addition, KP ClpB presents the
same conserved domains as its F. tularensis orthologue:
Clp_N, ClpB_D2small, AAA and AAAZ domains, as well
as Walker A, Walker B, ATP binding site and arginine
finger motifs - suggesting that they might be able to per-
form similar roles. Further studies are required to con-
firm it

ClpA proteins from the 3 KP strains share 99% iden-
tity. In comparison to ClpV sequence they are ~53%
similar and 35% identical in an alignment of 87% cover-
age. Despite such sequence dissimilarities, ClpA, ClpB
and ClpV contain conserved domains (Additional file 3).
The KP ClpX sequences are identical among the 3
strains, however ClpX is 424 aminoacids long, while
ClpV is 884, Whether ClpA and ClpX could play the
role of TssH member at T6SS complex remains to be
elucidated.

Genomic context of T655 genes

Bacterial genes required for the same functional process
are often clustered in the same genomic region and fre-
quently subjected to the same regulatory network. As
mentioned above, most of the KP T655 genes are clus-
tered in 2 or 3 regions per genome, presenting charac-
teristics of genomic islands (GC content different from
the average genome, inserted in tRNA loci, containing
transposase or other mobile elements). None of those
islands encode any transcriptional regulator. We ana-
lysed the function of the gene products neighbouring
TS5 genes to get insights into processes that could be
co-regulated and identify putative regulatory proteins.
Curiously, we found genes encoding conserved LysR-
type transcriptional regulators from superfamily PBP2 ~
3 to 4 kb from several T65S loci (Table 2).

The 3 genomes also presented non-clustered T6SS-
related “orphan” genes. We found outer membrane
ion transporters encoded in genes neighboring orphan
tssD genes (Fig. 2). In Kp52.145, the tssD encoded by
BN49_RS06500 is located in a region encoding hypo-
thetical proteins, iron/heme ABC-family transporters
(BN49_RS506505 to BN49 RS506520) and a TonB-
dependent receptor (BN49_RS06525). In HS11286 the
tssD orphan gene (KPHS_41670) neighbors genes that
encode an hemin ATP transport system (KPHS_41660
to KPHS_41640), an S-adenosylmethionine-dependent
methyltransferase (KPHS_41630) and an outer mem-
brane receptor for ferric enterobactin and colicins B
and D (KPHS_41620). Although these iron-related
genes in Kp52.145 and HS511286 have a different
names, they are orthologs and present the same se-
quence. Thus, both orphan tssD are encoded in the
same genomic region. Interestingly, recently has been
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Table 2 Transcriptional regulators predicted to be involved in KP TS5 regulation

Transcriptional regulator Locus-Tag T&SS relationship™
Kp52.145 H511285 NTLUH-E2044

Fis BM49_RS03455 KPHS_48020 KP1_RS523255 Binding sites predicted at 17, 12, 12 promoters

ChoyR BM49_RSI5200 KPHS_01030 KP1_RS00535 Binding sites predicted at 15, 10, 12 promoters

H-HS BM4T_RS18480 KPHS_31580 KP1_RS515455 Binding sites predicted at 13, & 10 promoters

OmpR BM49_RSO29S5 KPHS_27610 KP1_RS23790 Binding sites predicted at 9, &, 7 promoters

Govd BM49_RS13685 FPHS_42400 KP1_RS10795 Binding sites predicted at &, 3, & promoters

RosaB BM49_RSI1260 FPHS_37040 KP1_RS18010 Binding sites predicted at 3, 4, 5 promoters

LysR_PBEF2 BM49_RS18845 KPHS_32830 KP1_RS15820 Encoded 3058 bp, 3059 bp, 3059 bp from T&S5 cluster
BM49_RS13995 - KP1_RS11195 Encoded 4025 bp, —, 4024 bp from T&S5 dluster

* the numbers indicated corespond to Straing Kp52.145, HS11286 and NTUH-K2044, respectively

shown that in response to oxidative stress, T6S5 from
Yersinia pseudotuberculosis and Burkholderia thailandensis
secrete effectors involved in fon uptake. The ion import is
further mediated by ABC andfor TonB-family proteins
[35-37].

In the neighborhood of the putative tssH/elpB (BN49_
RS07300 in Kp52.145 and KP1_RS19445 in NTUH-
K2044) there is pgeF - coding for a peptidoglycan editing
factor. PgeF contributes to the maintenance of the pep-
tidoglycan peptide chain composition in E eofi, thus
contributing to the integrity of the bacterial peptidogly-
can layer [38]. Moreover, in the neighborhood of clpX,
another putative tssH (BN49_RS08275, KPHS 11410
and KP1_RS06015) we found a clpP ATPase and the
LonA  endopeptidase; and besides the clpd tssH
(BN49_RS11635, KPHS_17930 and KP1_RSO880), a
clpS ATPase and macrolide transport proteins.
Further experiments will be performed to check
whether these gene products could be related to or
secreted by ToSS, used for bacterial competition and/
or tissue invasion.

Synteny among T655 loci in the 3 strains

We analyzed the synteny and sequence conservation
among the genomic regions coding for TASS genes in
Kp52.145 (Kp52_R1; Kp52_R%; Kp52_R3), HS11286
(HS_R1; HS_R?) and NTUH-K2044 (NT_R1; NT_R2).
Pairwise alignments of the entire regions coding for
T6ESS genes were visualized in ACT software. Regions of
similarity and differences among the strains are pointed
in Fig. 3. Two distinct regions >24 kB were aligned
among the 3 genomes (Fig. 3, a and b). In both regions,
genes annotated as T65S-related are encoded in the be-
ginning and end of those sequences, while the middle
regions contain genes coding for other functions. Curi-
ously, the TeS55-related genes are syntenic among the 3
strains. Syntenic regions with > 99% sequence identity
code for pssK-tssl-tagl-tssl and paar-tssM-tssF-tssG-ss/-
tssE-rssA (Fig. 3a) / tssB-tesC-tssRetssl-tapl-tssD-tssH-

tssl and tssM-tssA-tesF-tseG-tssf (Fig. 3b). It is worthy to
note that tssD and tssl at Kp52_R2 and tssM in KP52_R3
are currently annotated as pseudogenes.

In another hand, the insertions containing T&SS-
unrelated genes are less conserved or strain-specific, en-
coding mainly proteins of unknown function or transpo-
sases. Regions HS_R2 and NT_R2 share short regions of
similarity varying from 87 to 96% identity. In another
hand, the insertion observed in Kp52_R3 contains genes
coding for phospholipases, Sel-1 lipoproteins and a
PAAR protein. Such region has been previously charac-
terized as implied in KP virulence [22].

Transcriptional regulator’s binding sites
To get insights into T6SS transcriptional regulation in
KP, we identified 70 promoter consensus sequences —
10 and - 35 upstream the CDSs coding for the T6S5-
related genes (Additional file 4). In overall, 17 putative
70-dependent transcriptional start sites were found in
Kp52.145 (Fig. 4a), 12 in H511286 (Fig. 4b) and 12 in
NTUH-K2044 (Fig. 4c). 250bp upstream each of those
transcriptional start sites were analyzed using position-
weight matrices to  identify putative binding sites
{Additional file 5). In Kp52.145, 106 binding sites for 13
transeriptional regulators were predicted: Crp, CyiR,
FhlA, Fis, Far, GevA, H-NS, MalT, MetR, Mle, OmpR,
OxyR and ResAB (Additional file 6). In HS11286, there
were 72 binding sites for 09 transcriptional regulators:
Fis, GevA, H-NS, Lrp, Narl, OmpR, OxyR, PdhR and
ResAB (Additional file 7). In NTUH-K2044 there were
114 binding sites for 17 transcriptional regulators: Crp,
FadR, FhlA, Fis, Fnr, GevA, GlpR, H-NS, Lrp, MalT,
Met], MetR, Mle, OmpR, OxyR, PdhR and RecsAB
(Additional file 8).

Six of these regulators had binding sites upstream
T6SS genes predicted in the three strains: Fis, OxyR,
H-NS5, OmpR, GevA and ResAB (Table 2) - indicating
that to some extent there might be conservancy of
regulatory mechanisms. Curiously, ~85% of the
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Fig. 2 Genes coding for iron-related transporters are adjacent to
tssD in KP genomes. Genomic context analysis of TE55 orphan genes
in Kp52.145 (a), H511286 (k) and NTUH-K2044 (c). T&S5related genes
are colored in gray; genes coding for iron wptake-related proteins
are in blue; proteases, peptidases and ATPases are in red; genes

encoding other functions are represented in white

promoter sequences analyzed contain conserved Fis
and OxyR binding sites, and ~75% for H-NS. All
those putative binding sites described above were
computationally predicted. Further studies are re-
quired to experimentally validate them.
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Discussion

KP virulence factors content and expression vary among
different isolates. TS5 genes are largely distributed in
KP strains. Previous studies identified T655 orthologs in
KP strains 342, NTUH-K2044, MGH78578, H511286
and BAAZ146 [24, 25, 27]. In this study we performed a
robust computational analysis of T6S5S5 genes and gen-
omic context, as well as putative protein sequences to
get more insights into T6S5S role in KP. Comparing the
genomes of 3 human pathogenic KP strains (NTUH-
K2044, HS11286 an Kp52.145), the analysis presented
herein allowed us to propose an standardization of TESS
genes nomenclature in KP. The results presented herein
show that KP T65S core genes encoded in the genome
of 3 KP strains are somewhat conserved in terms of se-
quence similarity, gene content and operon structure. In
addition, they are similar to the T655-encoding regions
in E coli EM2 [4] and Pantoea ananatis [39]. Using the
approach described above, we identified putative TS5
orthologs not described previously - specially putative
TssH family proteins. TssH is a ClpV ATPase shown to
be involved in T6SS disassembly and subunits recycling
[30, 31] However, recently has been shown that other
Clp/Hspl00 family proteins such as ClpB from Franci-
sella tularensis might play a similar role [33, 34]. The
approach performed in this study identified ClpB, ClpA,
ClpX and ClpV proteins as putative TssH. Due to the
high similarity between KP and F. tularensis ClpB, we
propose that KP ClpB proteins might function as a TssH.
However, whether those proteins are indeed required
andfor assembled as part of T6S55 in KP remains to be
elucidated.

We observed that the majority of the T6S55 genes in
KP are clustered in 2 or 3 genomic islands - in agree-
ment with Sarris et al. [27]. Interestingly, we identified
genes coding for PAAR proteins in every T6SS island of
the 3 strains. We observed that T65S core genes are pre-
sented in syntenic blocks, whilst insertions of variable
content are strain-specific. Those insertions mainly code
for proteins of unknown function, but also for putative
T6SS accessory or effector proteins. A functional rela-
tionship between T65S and such genes inside insertions
is provided by the transcriptomic analysis of Bent et al.
showing the co-expression of some of those genes [29].

So far, KP T6S5 had been associated to antibacterial
activity, cell invasion and in vitro colonization [24, 25].
The genomic context analysis described herein pointed
that several iron-related transporters are encoded
around T6SS5 genes. This observation raises the hypoth-
esis that KP T6SS could play a role in fon uptake. For in-
stance, Y. pseudotuberculosis T6SS transports Zn™ to
Combat Multiple Stresses and Host Immunity [35]. B
thailandensis uses T65S to uptake Mn™* ions, to resist
oxidative stress and compete with other bacteria [36] .
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Fig. 3 Comparative analysis of gemomic regions encoding Ta55-related genes in K pneumonige strains Kpb2 145 (¥p52), NTUH-K2044 (NT) and
H511286 [H5). Genomic regions in each genome were named R1, R2 and R3, according to their genomic locations. BLASTM analysis was
performed using DoubleACT 2.0 and displayed with the ACT softwarne. To55-related genes are represented in blue ammows, non-TESS genes in
white. Pseudogenes are displayed in gray. Regions of synteny between the sequences are displayed in red blocks

Such B. thailandensis T6SS is regulated by OxyR, a con-
served oxidative stress response transcriptional regula-
tor. Reactive oxygen species (ROS) can damage bacterial
cells, thus, bacteria detoxify ROS by producing ROS-
detoxifying enzymes, DNA repair, and sequestration of
metal fons. One of those mechanisms involves catalases.
Curiously, OxyR regulates the expression of KatMN, a
catalase secreted in a TESS-dependent manner by enter-
chemorrhagic £ coli [40]. OxyR is one of the regulators
that induce the bacterial oxidative stress response. In
addition, it has been demonstrated that KP OxyR
regulates biofilm formation, fimbrial genes, antibiotic re-
sistance and adhesion to epithelial cells [41, 42]. Inter-
estingly, we predicted conserved OxyR binding sites in
most of the KP T6SS promoter regions, in all 3 strains
analyzed. Altogether, these data suggest that KP TRSS
might be activated under oxidative stress conditions and
might help the bacteria to deal with ROS detoxification.
Another interesting finding was that putative H-NS
binding sites are widely present and conserved in KP
T6SS promoters. It has been previously shown that H-
NS silencing of a T6SS locus limits Salmonella enterica
interbacterial killing [43]. H-NS is a nueleoid structuring
protein with global effects on silencing gene expression
[44]. Its activity depends on temperature and osmolarity.
It has been shown that KP H-NS represses the expres-
sion of important virulence factors, such as type-3 pili
and capsule [45, 46]. Recently, Hsieh et al. (2018)
showed that H-NS binds to tssD promoter and silences

tssD (KP1_R511245) expression in NTUH-K2044. Thus,
our prediction was confirmed by this recent experimen-
tal data.

Putative binding sites for Additional 4 regulators were
predicted in promoter sequences of T655 genes of all 3
strains: ResAB, GevA, Fis and OmpR. ResAB is an un-
usual regulatory system that binds an resAB box and
modulates KP galF gene, thus affecting capsule expres-
sion and virulence [47, 48]. GevA is the transeriptional
regulator of the glycine cleavage system, involved in ami-
noacids metabolism. GevA has not yet been studied in
KP, however, it is required for F. tularensis fitness and
full virulence [49]. Fis (factor for inversion stimulation)
is a transcriptional regulator that respond to changes in
the nutritional environment in enterobacteria [50].
OmpR is the response regulator of a two-component
system with the sensor kinase EnvZ. OmpR binds to the
promoter region of a Yersinia psewdotuberculosis TRSS
involved in the bacterial survival in high osmolarity con-
ditions, resistance to deoxycholate and pH homeostasis
[51, 52]. It has been shown that KP OmpR regulates c-
di-GMP signaling pathway, type 3 fimbriae expression,
and biofilm formation in response to osmotic stresses
[53]. Altogether, these results comprise quite interesting
data suggesting that KP T655 may be regulated in re-
sponse to environmental signals that are indeed sensed
by the bacteria inside the human host: temperature (H-
NS), nutrition-limitation (Fis), oxidative stress (OxyR)
and osmolarity (RscAB and OmpR). Strikingly, H-NS,
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Fig. 4 T6SS genes organisation, predicted transcriptional start sites and putative transcriptional regulators binding sites in K pneumanice Kp52.145
(a), HS11285 (b) and NTUH-K2044 (c) genomes. TESS genes are represented as gray arrows. Colored triangles point the position for the 6
transcriptional regulators with more binding sites predicted

OxyR and OmpR regulators are expressed by KP not yet been determined, thus we did not manage to fur-
BAA2146 during in vitro macrophages infection [29]. ther predict if they may indeed regulate KP T6SS.
Besides, we found conserved genes encoding LysR It is important to highlight that, so far, we analyzed
transcriptional regulators (LTTR) containing PBP2-like  only sigma 70-dependent promoter sequences. Probably,
substrate binding domains, in the adjacencies of almost  other sigma promoters are involved in T6SS transcrip-
every T6SS gene cluster in the three KP strains studied tional regulation. In fact, Hsieh et al. detected that, in
in this work. Their consensus binding sequences have NTUH-K2044, tssB-tssC-tssK-tssl-tagl-tssD  form a
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single transcriptional unit and that tssH and tss] genes
are independently transcribed [25]. In our analysis we
detected the sigma 70-dependent promoter upstream
tssB, but not tssH and tssl. Thus, tssH and fssl might
have alternative promoters - reinforcing that it will be
useful in the future to expand this analysis to other
promoters.

Recently, Ho et al. (2014) proposed a model for
T6SS assembly and activity [54]. In such model, the
baseplate components (TssAEFGJKLM) that anchor
the system through the bacterial membranes are the
first to be assembled [47]. Then, the coating proteins
(Tssl and Paar), contributing to the overall stability of
the apparatus, are recruited. In a third step, tube and
sheath proteins (TssBCD) are assembled. At last, TssH
ATPase is required. Interestingly, we have identified
binding sites for ResAB and OmpR - transcriptional
regulators related to osmotic stress = in the pro-
moters of all baseplate and coating coding genes, but
in none of the other components. In another hand,
we found that every gene coding for tube, sheath or
ATPase component might be regulated by OxyR. Al-
though those predictions are still to be confirmed and
additional promoters and regulators are expected to
be involved, we hypothesize that at least two signals
are required for the expression of KP T6SS5.

Conclusions

We presented a genomic analysis of 3 KP strains and
provided new insights into T655 role and regulation:
1) TASS components annotation was standardised
among the strains, 2) considering that KP ClpB pro-
tein sequences are quite conserved to F tularensis
ClpB, we suggest that they may act as TssH, 3) it was
hypothesized that TeS55 in KP might play a role in
iron uptake, and 4) OxyR, H-NS, RcsAB, GovA,
OmpR, Fis, and LysR/PBP2 family proteins were pre-
dicted as putative regulators.

Methods

K. pneumoniae genomic sequences

The nucleotide sequences and annotations of K preu-
moniae Kp52.145 (NZ_FO834906, NZ_FO834904 and
NZ_FO834905), H511286 (NC_016845.1, NC_016838.1
and NC_016846.1) and NTUH-K2044 (NC_012731.1
and NC_006625.1) chromosomes and plasmids were
downloaded from the NCBI RefSeq database.

In silico identification of Té55-encoding genes
T6SS gene clusters were identified by SecReT6 [10] and
VRprofile [9] algorithms,. considering e-value =10™"
and identity =70%..

Conserved domains were identified in CDD (Con-
served Domain Database), PFAM (Protein Families
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Database), and COG (Clusters of Orthologous Groups)
databases [55=57]. Sequence alignments were performed
with Clustal [58] .

Synteny analysis

Nucleotide sequences were aligned using the Double-
ACT v2.0 online resourceand visualized in the Artemis
Comparison Tool [59]. Syntenic regions (% identity >
87) were represented as solid red blocks.

Computational prediction of promoter sequences and
Operons

Genomic regions containing 250 bp upstream each of
the previously identified T6SS genes were analyzed using
Bprom algorithm [60]. The Bprom algorithm identify
putative binding sites for the sigma-70 factor.

Prediction of protein binding sites in promoter sequences
The 250 bp upstream each transeription start site identi-
fied above was analyzed in the Virtual Footprint predic-
tion teol [61]. Virtual Foolprint compares query
sequences to a library of Position-Weight Matrixes
(PWM) from Prodoric database. Those matrixes repre-
sent known transcriptional regulators binding sites.

Additional files

Additienal file 1: Summarny of Secretd and VAprofile resules contributing
1o the annotation of TeSS genes in ¥P. Table describing TE55 genes in KP
genomes: old and current locus-tag, genomic coordinales, gene ofenta-
thon, gene size, gene product, SecreTh and VRprofile predictions. (LS 56
kb

Additional file 2: Identification and location of TESS comgonents in the
genome of KP Kp52.145, HS11286 and NTUH-K2044. Table describing
locus tag, previous annotation and indicated If TeSS comgonents o be-
long in loci of are ornpharn. (K15 784 k)

Additienal file 3: Multiple sequence alignment of Clpd, Ol and Cipa
proteins from Kebsiella preumonige KpG2 145, Green and yellow regions
indicate the Op_N domain; Red, blue and purple are the AAA, AAAT and
ClpB_D2-srmall domains, respectively. Black and blue boves indicate the
‘Walker A and Walker B domains; Amows point to ATP binding site
residues, “*ldentity of all aminoacid residwes in the indicated cobemn,
““Sirniarity of pairs aligned, °" Low similasity of pairs aigned. (PDF 58 k)
Additional file & Predicted 70 promoter sequences of TaSS genes.
Baning sites — 10, spacer region, — 35 and Transoriptional S Siee
upstream the (0% coding for the TeS5-related genes in genome of Keh-
siglly prewrmonize KpS2.145, H311286 and NTUH-2044. (XLS 98 kib)
Additional file 5: Putative promoter sequence of TESS genes. 250 bp
upstream those ransoiptional stam siees of Ta55 genes in genome of
Flebsislla preunanige KpS2.045, HS11286 and NTUH-S2044, (TET 17 kb
Additional file 6 Hypothetical binding skes for transcriptional
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