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RESUMEN

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es una cepa diarreagénica de E. /i que se
caracteriza por la formacién de la lesién de adherencia y eliminacién (A/E). Este fenotipo es
inducido por la translocaciéon de proteinas efectoras con la ayuda del sistema de secrecion
tipo 3 (SST3) asociado a virulencia o inyectisoma. Las proteinas efectoras producen
alteraciones en el citoesqueleto, inducen una serie de transducciéon de sefiales y finalmente
producen la eliminacién de las microvellosidades del intestino. Este sistema es complejo y se
compone por alrededor de 20 proteinas, 8 de las cuales presentan homologia con el cuerpo
basal flagelar. Dentro de este grupo de proteinas destaca la lipoproteina Esc] que forma un
anillo periplasmico asociado a la membrana interna por ser una de las proteinas purificadas
en este trabajo. El inyectisoma de EPEC esta caracterizado por la presencia de una
estructura filamentosa denominada filamento EspA, formado por la proteina EspA, la cual
también fue purificada en este trabajo. Debido a que varios componentes del inyectisoma
han sido pobremente estudiados, las caracteristicas estructurales en detalle y la organizacién
molecular del sistema siguen sin entenderse por completo. En este trabajo se purificaron dos
de las proteinas que forman componentes estructurales del inyectisoma de EPEC (anillo
Esc] y filamento EspA) y se generaron anticuerpos especificos para éstas. Estos anticuerpos
seran muy utiles para detectar interacciones con otros componentes del sistema y de esta

manera caracterizar al inyectisoma de EPEC.



I. INTRODUCCION

Las bacterias se han adaptado a un amplio espectro de ambientes, incluyendo el cuerpo
humano. Pocos microorganismos son tan versatiles como Escherichia coli, que es una
bacteria anaerobia facultativa que constituye una parte importante de la microbiota
intestinal del humano (Eslava e a/, 2001). E. co/i y su hospedero humano coexisten con
mutuo beneficio por décadas, ya que las cepas comensales no provocan enfermedades a
menos que se trate de un individuo inmunocomprometido o cuando las barreras gastricas
son interrumpidas. El principal nicho de esta bacteria es la mucosa del colon de los
mamiferos en donde, es un buen competidor, siendo la bacteria anaerobia facultativa mas

abundante (Kaper ez a/., 2004).

Por otro lado, existen numerosas clonas patdgenas de E. co/i que estan muy adaptadas
gracias a la adquisicién de atributos de virulencia especificos, que les confieren la capacidad
de colonizar nuevos nichos y les permiten provocar una gran diversidad de enfermedades
(Kaper ez al., 2004) Las enfermedades mas comunes causadas por E. o/, son las del tracto
urinatio, sepsis/meningitis y enfermedades gastrointestinales, en las que se produce diarrea
acuosa o algunas formas de infeccién localizada o invasiva (Nataro y Kaper, 1998). Las
manifestaciones clinicas provocadas por esta bacteria en ocasiones se parecen a las

ocasionadas por otras bacterias entéricas como Shigella 'y Salmonella.

1.1 Cepas diarreagénicas de E. co/:.

El tracto gastrointestinal de los humanos es susceptible a las infecciones por E. coli
diarreagénicas, ya que estos patégenos son ingeridos por la via oral. Entre las cepas que son
causantes de enfermedades gastrointestinales destacan E. co/i enteropatoégena EPEC, E. co/i
enterotoxigénica ETEC, E. co/i enteroinvasiva EIEC, E. /i enterohemorragica EHEC y E.
coli enteroagregativa EAEC, que constituyen un serio problema de salud publica a nivel

mundial (Chen y Frankel, 2005).

Una de las caracteristicas mas conservadas dentro de las cepas diarreagénicas de E. co/i
es su capacidad de colonizar la superficie de la mucosa del intestino a pesar de sus
movimientos peristalticos y la competencia por nutrientes con el resto de la biota intestinal,
asi como la presencia de fimbrias utilizadas para la adherencia epitelial (Nataro y Kaper,

1998).



Existe una variedad de mecanismos por los cuales E. /i puede causar diarrea: 1) la
produccién de enterotoxinas (ETEC y EAEC), ii) la invasion (EIEC) vy iii) la adherencia
intima (EPEC y EHEC) (Figura 1). A continuaciéon se hablara de las caracteristicas

principales en la infeccién de cada una de estas cepas.

Figura 1. Representacién de los mecanismos de patogénesis de las diferentes E. co// diarreagénicas.
a) B. cwli enteropatégena (EPEC), 1. Adherencia localizada (BFP: bundle forming pilus), 2.
Translocacion de proteinas por el SST3, 3. Formacion de pedestal; b) E. /i enterohemorragica
(EHEC) (Stx: toxina Shiga); ¢) E. c/i enterotoxigénica (ETEC) (ST: enterotoxina termoestable, LT:
enterotoxina termolabil, CFA: antigeno factor de colonizacién, GM1 y GD1b: gangliésidos de
supetficie); d) E. c/i enteroagregativa (EAEC) (AAF: fimbria de adherencia agregativa, Pic: proteina
involucrada en colonizacién intestinal, Pet: enterotoxina codificada en plasmido, EAST1: ST1 de E.
coli enteroagregativa); e) E. coli enteroinvasiva (EIEC) y f) E. cw/i de adherencia difusa (DAEC)
(F1845: adhesina fimbrial, DAF: factor de aceleracién de descomposicion) (Modificada de Kaper e#
al., 2004).

EPEC. Esta cepa de E. /i se relaciona con diarrea en nifilos menores de 2 aflos en
paises en vias de desarrollo. La bacteria se adhiere inicialmente a la célula del hospedero
por medio de la fimbria BFP (bundle forming pilus). La infeccion esta caracterizada por
una lesién histopatolégica denominada A/E (adherence and effacement), la cual se
caracteriza por la eliminacién de las microvellosidades del epitelio intestinal y la adherencia
intima de la bacteria al enterocito. Como consecuencia, se efectian cambios en el
citoesqueleto de la célula hospedera por debajo del sitio de unién de la bacteria y se forma
una estructura rica en actina denominada pedestal. Este fenotipo se describira con detalle

mas adelante (Figura 1a) (Nataro y Kaper, 1998).



EHEC. Produce colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico debido a la
produccion de las toxinas Stx y hemolisina. Tiene su reservorio en el tracto intestinal del
ganado y otros animales y su transmision se da a través de una amplia variedad de
alimentos siendo la carne el vehiculo mas comun de infeccién, produciendo la llamada
“enfermedad de la hamburguesa”. Debido a que es necesaria una muy pequefia dosis
infecciosa se dan altas tasas de infeccion y contagio persona-persona. Al igual que EPEC,

EHEC induce la formacién de la lesion A/E (Figura 1b) (Nataro y Kaper, 1998).

ETEC. Esta cepa se relaciona principalmente con dos sindromes clinicos: diarrea en
nifios pequefios de pafses en vias de desarrollo y con la llamada “diarrea del viajero” en
adultos de paises desarrollados. La enfermedad es abrupta y tiene un periodo de incubacion
corto. La infeccién se caracteriza por diarrea acuosa, fiebre y vémito. ETEC coloniza la
superficie de la mucosa del intestino delgado y provoca diarrea a través de la accion de las

enterotoxinas LT y ST (Figura 1c) (Nataro y Kaper, 1998).

EAEC. Esta cepa provoca diarrea persistente en nifios. Las bacterias estan cubiertas
por estructuras fimbriales delgadas y adhesivas que les permiten agregarse en cumulos. Se
ha identificado que algunos de sus factores de virulencia son las fimbrias de AAF, las
proteasas denominadas Pic y Pet, asi como EAST1, que es una proteina similar a la ST de
ETEC y que contribuye a la diarrea acuosa (Figura 1d) (Kaper e7 a/., 2004; Puente y Finlay,
2001; Nataro y Kaper, 1998).

EIEC. Esta cepa exhibe caracteristicas idénticas a las encontradas en Shigella spp.
Ambos organismos invaden el epitelio del colon, fenotipo mediado por un plasmido y un
locus cromosémico, y ambos elaboran una o mas enterotoxinas secretoras que pueden
tener papeles importantes en el desarrollo de la enfermedad. Estas bacterias penetran a la
célula epitelial, lisan la vacuola endocitica, se multiplican dentro de la célula hospedera y
son capaces de moverse dentro de la célula eucarionte por medio de la nucleacién de los
filamentos de actina. Ademas, son capaces de moverse lateralmente a través del epitelio,
diseminandose de una célula a otra. La infecciéon por EIEC produce diarrea acuosa, que

puede ser confundida con la producida por ETEC (Figura 1e) (Nataro y Kaper, 1998).

DAEC. Esta implicada en casos de diarrea acuosa en nifios de entre 1 y 5 afios; sin
embargo poco se sabe del mecanismo de patogénesis de esta cepa. Se ha descrito una
fimbria que media el fenotipo DA (diffusely adherent). Esta bacteria desencadena la

activacion de diferentes cascadas de transduccidon de sefiales en los enterocitos del intestino



delgado, conduciendo al desarrollo de proyecciones celulares (Kaper ef al, 2004), que
embeben a la bacteria, la cubren, pero no la introducen a la célula por completo. Todavia se

desconoce el papel de este fenotipo en la patogénesis (Figura 1f) (Nataro y Kaper, 1998).

1.2 Escherichia coli enteropatégena (EPEC) y la lesion de adherencia
y esfacelamiento (A/E).

EPEC fue la primera cepa implicada como la causa de brotes de diarrea infantil en las
de cadas de los 40 y 50 (Garmendia ez @/, 2005; Chen y Frankel, 2004). En paises en
desarrollo, EPEC es responsable del 30 al 40% de los episodios de diarrea y se estima que
ocasiona varios cientos de miles de muertes al afio (Chen y Frankel, 2004; Goosney ¢f al.,
2000). El cuadro clinico de EPEC esta caracterizado por diarrea crénica y acuosa que es
acompafiada por fiebre y vomito. Al igual que la mayoria de los patégenos causantes de

diarrea, su transmision es via fecal-oral (Goosney ¢ al., 2000).

Se ha propuesto un modelo que describe la formacion de la lesion A/E en tres fases: 1.

Adherencia localizada, 2. Transduccion, reacomodo y eliminacién y 3. Adherencia intima.

1. La adherencia localizada es la primera etapa de formacion de la lesion A/E y estd
caracterizada por la interacciéon no intima de EPEC con la célula del hospedero, para lo
cual se requiere de la participacion de varias adhesinas: la fimbria BFP, el filamento EspA,
asociado con el sistema de secrecion tipo 3 (SST3) y el flagelo (Giron ef al., 2002). En esta
etapa se da la formacién de densas colonias, que es inducido por la fimbria BFP, que tiende
a agregarse en forma de cordones y participa tanto en la adherencia bacteria-bacteria, como
en la adherencia inicial con la célula hospedera. Dicha fimbria es codificada por el plasmido
EAF (EPEC adherent factor), que tiene un grupo de 13 genes necesarios para su expresion
y ensamblaje. Muchos de estos genes codifican para proteinas similares a las requeridas
para la biogénesis de la fimbria en otros patégenos Gram negativos como [7brio cholerae y
Pseudomonas  aeuroginosa, pero algunas de ellas no tienen homologos obvios (Figura 2)
(Nataro y Kaper, 1998; Wales ez a/., 2005). El filamento EspA asociado a la secrecién de
efectores de virulencia en EPEC, que se describird mas adelante, interactia con las células
del hospedero durante las etapas tempranas de formacién de la lesion A/E y se ha
propuesto que puede funcionar como adhesina (Figura 2) (Cleary ez al, 2004). A su vez, se
ha propuesto que el flagelo puede actuar como una estructura adhesiva y que esta

directamente relacionado con la adherencia inicial (Girén ez al., 2002).



Figura 2. a) Fotogra
EPEC en donde se observan filamentos flagelares largos y ondulados que rodean a las células
bacterianas (flechas rojas) y los filamentos cortos que sobresalen de la supetficie de la bacteria
representan los filamentos EspA (Tomada de Giron ef al., 2002 ); b) En células Caco-2, se muestran las
microcolonias formadas por el pilus BFP (Tomada de Wales, 2005); ¢) Imagen de microscopio
confocal en donde se muestra una mutante 4fp unida a células Caco-2 mediante filamentos EspA

g

tefiidos con verde Alexa488. La flecha sefiala los filamentos EspA (Tomada de Cleary e7 al., 2004).

2.

En la segunda etapa de la formacién de la lesion A/E se lleva a cabo la
transducciéon de sefiales, el reacomodo del citoesqueleto y la eliminaciéon de
microvellosidades de la superficie epitelial (Nataro y Kaper, 1998). El sistema de
secrecion tipo III (SST3) esta presente en bacterias Gram negativas y es
utilizado para la exportacion de proteinas a través de las membranas lipidicas,
pasando directamente al citosol de la célula eucarionte. Este sistema es utilizado
por una gran variedad de patégenos de plantas y animales, asi como en algunas
bacterias endosimbiontes (Mota ¢# al., 2005). Como resultado de la adherencia
de EPEC al enterocito, el SST3 transloca su propio receptor, denominado Tir, y
a un numero aun indeterminado de proteinas efectoras. Dichos efectores
inducen una serie de rutas de transduccion de sefales que provocan alteraciones
en el citoesqueleto de la célula eucarionte, lo que resulta en la despolimerizacion
de actina y la pérdida de las microvellosidades del epitelio intestinal (Clarke e7 al.,

2003) (Figura 3).
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Figura 3. Formacién de la lesion A/E. a) Fotografia de microscopia electrénica de barrido
mostrando mucosa duodenal infectada por EPEC. Se puede apreciar la eliminacién de las
microvellosidades intestinales, (Tomada de Shaw, 2005); b) Se observa en el esquema como EPEC
una vez que se ha unido a la célula hospedera secreta multiples proteinas efectoras, las que
interfieren con las funciones celulares y contribuyen a la patologia de la bacteria i vivo. UE Uniones

estrechas, Em Potencial de membrana de la mitocondria y RTE Resistencia transepitelial eléctrica
(Modificado de Haywatd ¢ al., 20006).

3. La tercera etapa es la adherencia intima. EPEC se adhiere de forma intima a las
células epiteliales gracias a la uniéon de una adhesina de membrana externa
llamada intimina con el receptor Tir (Figura 4). Tir es codificado por la bacteria
y translocado al enterocito via el SST3. Dentro de la célula hospedera Tir es
fosforilado por las cinasas del hospedero Fyn y Abl en los residuos de tirosina
454 y 474, se inserta en la membrana plasmatica y recluta a la molécula
adaptadora eucarionte Nck, la que a su vez recluta a la proteina N-WASP
(Wiskott-Aldrich syndrome protein) y al complejo Arp2/3 (Actin related
protein 2/3); lo que promueve la polimerizacién de actina y otras proteinas del
citoesqueleto como la @ actinina, talina y vinculina, formandose el pedestal. En
la membrana plasmatica, Tir se dimeriza y presenta dos dominios
transmembranales, una region extracelular que contiene el sitio de unién a
intimina y el amino y carboxilo terminales que estan involucrados en la cascada
de sefializacion en la célula eucarionte (Figura 4) (Goosney ef al., 2000). Las
proteinas efectoras interrumpen las funciones celulares, lo que lleva a la pérdida
de la integridad de las uniones estrechas asi como de la funcién mitocondrial

por lo que se pierden electrolitos y la célula muere (Clarke ez al., 2003).
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Figura 4. Adherencia intima. a) Interaccién Tir/intimina y formacién del pedestal. EPEC
inyecta al citosol de su célula blanco la proteina Tir, la cual se integra a la membrana plasmatica, se
dimeriza y funciona como receptor pata la adhesina intimina. La interaccién Tir/intimina promueve
la fosforilacién de Tir por Fyn y Abl, lo que induce el reclutamiento de la proteina Nck, la cual a su
vez recluta a N-WASP y al complejo Atp2/3, lo que lleva a la formacién de estructuras conocidas
como pedestales debajo del sitio de adhesién bacteriana. Se reclutan en el pedestal proteinas de
unién a la actina como la talina, que estabilizan la estructura (Modificada de Pizarro-Cerda y
Cossart, 20006); b) Lesién A/E en células HEL infectadas por EPEC. Se muestra la unién intima de
la bacteria (flecha roja) con la membrana del enterocito y la formacién de pedestales (flecha gris)
(Tomada de Knutton e7 a/, 1998).

El marco gendémico relacionado con virulencia en E. co/i, esta complementado con
plasmidos e islas de patogenicidad, que a menudo se relacionan con un aumento en la
virulencia al dotarlas de un mayor nivel de adaptacion (Garmendia e# a/, 2005; Nataro y

Kaper, 1998).

Los genes de virulencia de EPEC y EHEC estan organizados en bloques a que se les
llama islas de patogenicidad. Dichas islas también han sido descritas en cepas uropatdgenas
y cepas de E. co/i causantes de enfermedades sistémicas, y pueden representar una forma
comun en la que los genomas de las cepas patégenas y no patoégenas de E. co/i divergieron
genéticamente (Nataro y Kaper, 1998). En EPEC todos los genes que se requieren para la
formacion de la lesién A/E estan agrupados en una isla de patogenicidad de 35.6 Kpb
localizada en el cromosoma, denominada LEE (locus de esfacelamiento enterocitico)
(Figura 5) (Garmendia e al., 2005). Esta region de DNA se caracteriza por tener un bajo
contenido de G+C (38% en comparacion con 51% del cromosoma), lo que sugiere que se

adquirié mediante transferencia genética horizontal (Puente y Finlay, 2001).
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Figura 5. Isla de patogenicidad LEE de EPEC. Con cuadros rojos se sefialan los genes espA y ese],
con los cuales se trabajé en esta tesis (Modificada de Dean e 4/, 2005).

LEE contiene 41 marcos de lectura abiertos, la mayorfa de los cuales se organizan en
cinco operones policistronicos: LEE 1, LEE 2, LEE 3, tir (LEE5) y LEE4. Los operones
LEE 1, LEE 2, y LEE 3 contienen los genes sep (secretion of E. coli proteins) y esc (E. coli
secretion) que codifican a los componentes estructurales del SST3, asi como al regulador
transcripcional Ler (LEE-encoded regulator). El operén tir contiene el gen que codifica a la
adhesina de la membrana externa o intimina (gen eae), para el receptor translocado de la
intimina (#) y a la chaperona de Tir (cesT); el operon LEE4 contiene los genes esp (E. coli
secreted proteins) que codifican a las proteinas efectoras que se secretan y los genes ces

(chaperone for E. co/i secretion) que codifican a las chaperonas de estos efectores (Dean ez

al., 2005; Elliot et al., 1998; McDaniel ¢f al., 1995).

1.3 Secrecién de proteinas.

Las bacterias secretan una amplia variedad de proteinas que cumplen diversas funciones
como la biogénesis de organelos, la adquisicion de nutrientes y la virulencia entre otras

(Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003).

Las proteinas que seran secretadas tienen que atravesar una o mas membranas. En el
caso de las bacterias Gram negativas, las proteinas tienen que atravesar la membrana
interna y la membrana externa, separadas por el espacio periplasmico y la capa de

peptidoglicano (Kostakioti e a/., 2005).

A pesar de la diversidad de funciones que desempenan las proteinas secretadas, sélo
existe un numero limitado de rutas de translocacion, llamadas vias de secrecién. En las
bacterias Gram negativas, se pueden clasificar en dos grupos tomando en cuenta el

mecanismo que se utilice para el transporte a través de la membrana interna: Sec



dependientes y Sec independientes (Kostakioti ez al, 2005; Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus,
2003).

1.3.1 Sistemas de secrecion Sec dependientes.

Las proteinas que son secretadas utilizando una ruta Sec dependiente utilizan una
maquinaria en comun para atravesar la membrana interna: la translocasa Sec (Figura 6)

(Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003).
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Figura 6. Esquema de la via Sec en Esberichia coli. La chaperona SecB se une al precursor
parcialmente plegado, el reconocimiento puede ser cuando la cadena naciente esta todavia unida al
ribosoma o bien cuando se encuentra libre en el citoplasma. El complejo SecB-proteina precursora
se dirige a la membrana interna en donde la proteina se transfiere a la ATPasa SecA unida a la
translocasa SecYEG. MI membrana interna (Modificado de Stephenson, 2005).

En E. co/i, 1a ruta Sec comprende las proteinas de membrana interna SecG, SecE y SecY
que forman un canal heterotrimérico por el cual se transportan las proteinas; la ATPasa
SecA que provee la energia para la exportaciéon de proteinas; la chaperona SecB que se une
a las proteinas a secretar parcialmente plegadas en el citosol o antes de ser liberadas por el
ribosoma. Las proteinas que utilizan este sistema tienen una secuencia sefal de
aproximadamente 30 aminoacidos en el extremo amino terminal. El complejo SecB-
proteina, es dirigido hacia SecA que se asocia con la secuencia sefial de la proteina a
transportar, promoviendo la liberacién de SecB vy el transporte de la proteina a través del
canal SecYEG. Posteriormente, una peptidasa periplasmica (SPase) va a cortar la secuencia
seflal tras la exportacion a través de la membrana interna. La proteina en el periplasma
adquiere su conformacién nativa para ser secretada por otro sistema a través de la

membrana externa (Hueck, 1998; Kostakioti ¢ a/, 2005; Remaut y Wasksman, 2004).



Las proteinas que atraviesan la membrana interna via Sec dependiente una vez en el
periplasma pueden atravesar la membrana externa utilizando el SST2 (sistema de secrecion

tipo 2), o el SST5 (sistema de secrecion tipo 5) (Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003).

1.3.2 Sistemas de secrecion Sec independientes.

En las rutas Sec independientes las proteinas no utilizan la translocasa Sec para
atravesar la membrana interna; permiten el transporte directo del citoplasma al espacio
extracelular en un solo paso sin intermediarios periplasmicos. Estas rutas incluyen el SST1
(sistema de secrecion tipo 1), el SST3 y el SST4 (sistema de secrecion tipo 4) (Gonzalez-

Pedrajo y Dreyfus, 2003; Kostakioti ez a/., 2005).

1.4 Sistema de Secreciéon Tipo 3 (SST3).

El SST3 es un mecanismo utilizado por especies de bacterias Gram negativas que
interactian con otros organismos, como patdgenos o simbiontes (Mota ez al, 2005). Estas
interacciones dependen de la secrecion de proteinas y la energfa necesaria para el transporte
de éstas es aportada por una ATPasa que se localiza en la base del complejo secretor, que

se describird mas adelante.

El SST3 es una ruta de exportaciéon empleada por dos “nanomaquinas” distintas: el
aparato de exportacion flagelar y el sistema de secreciéon de efectores de virulencia o

inyectisoma (Cornelis, 2000). En esta tesis s6lo se discutira este altimo.

1.4.1 Sistema de secreciéon tipo 3 asociado a virulencia o inyectisoma.

Se ha identificado el SST3 de efectores de virulencia en una gran variedad de patdgenos
de humanos, animales y de plantas. Este sistema permite que las bacterias unidas a la célula
hospedera puedan translocar proteinas efectoras, lo cual involucra atravesar la envoltura
celular bacteriana y ademas la membrana plasmatica eucarionte (Gonzalez-Pedrajo y
Dreyfus, 2003). Lo anterior hace que el inyectisoma tenga una importancia central para la

patogénesis de muchas bacterias Gram negativas (Kostakioti e# a/., 2005).

Como se muestra en la figura 7, el inyectisoma esta compuesto de dos partes distintas:
una proyeccion que se extiende por varios nanémetros desde la superficie bacteriana y una
base cilindrica similar al cuerpo basal flagelar que presenta estructuras anulares en las dos
membranas bacterianas y un eje central que las conecta. Asociada periféricamente con la

porcion citoplasmica de la membrana interna, se encuentra la ATPasa, la cual es una



proteina altamente conservada entre los diferentes SST3. La funcién principal de la ATPasa

es proporcionar la energfa necesaria para el proceso de exportacion (Akeda y Galan, 2005).
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Figura 7. Esquema de la estructura general del inyectisoma. Se muestran las estructuras que
conforman a este complejo macromolecular y los componentes que forman el complejo aguja y el
cuerpo basal. ME, Membrana externa, MI Membrana interna. (Modificada de Remaut y Waksman,
2004)

Por medio del uso de microscopia electronica, se ha demostrado que la morfologfa de
los inyectisomas de diferentes patégenos tiene una estructura comun, la cual es ademas
asombrosamente similar a la del flagelo. En la figura 8 podemos observar la estructura del
inyectisoma de diferentes patdgenos entre los que destaca el de Yersinia spp. por ser el
sistema prototipo, ya que ha sido el mas estudiado. Esta bacteria utiliza el SST3 para resistir
la captura por las células fagociticas en las fases tardias de la patogénesis (He ez al., 2004).
Por su parte, EPEC es un patégeno extracelular cuyo SST3 esta dotado de una extension
filamentosa asociada a la aguja llamada filamento EspA. Dicho filamento es indispensable
pata la formacién de la lesion A/E y la translocacién de efectores a la célula eucarionte
(Garmendia et al., 2005). Por su parte, los patégenos de plantas infectan células con pared
celular, por lo que para atravesar esta gruesa capa cuentan con un filamento similar al pili
bacteriano, pero mucho mas largo y con el mismo diametro que el filamento EspA (He ez
al., 2004). Todos estos sistemas estan compuestos por alrededor de 25 proteinas diferentes

(Tampakaki ez al., 2004).
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Figura 8. Estructura del flagelo y los inyectisomas. a) Flagelo; b) Inyectisoma de Yersinia spp.: c)
Inyectisoma de EPEC; d) Inyectisoma de patégenos de plantas. El anillo C de los inyectisomas se
muestra con lineas punteadas por la poca informaciéon disponible. ME, Membrana Externa, MI,
Membrana Interna. (Modificada de Cornelis, 2006.)

Estudios filogenéticos recientes indican que el inyectisoma y el flagelo son dos grupos
hermanos, los cuales divergieron a partir de un sistema de secrecion ancestral. Al comparar
los arboles evolutivos de las bacterias con el de los inyectisomas, se ha propuesto que éstos
son completamente diferentes, lo que indicar que los genes que codifican a los inyectisomas
han sido distribuidos de forma horizontal y recientemente en la evolucion bacteriana

(Pallen y Matzke, 2006; Cornelis, 2000).

Existe un grupo de 9 proteinas altamente conservadas dentro de las familias de
inyectisomas, éste incluye 8 homologos con proteinas flagelares y una proteina de la familia
de las secretinas (Tabla 1) (Cornelis, 2006). Dentro de este grupo destaca la lipoproteina

Esc] por ser una de las proteinas que se purificaron en este trabajo.

Cuerpo basal



Tabla 1. Proteinas de la estructura basal del inyectisoma que comparten similitud de secuencia.

Flagelo Inyectisomas Estructura/ Funcién
(Salmonella typhimurinm)
Yersinia spp EPEC | Patégenos de plantas
FliF Ysc] Esc] HrcJ Anillo de MI. Lipoproteina
FlI YscN EscN HreN ATPasa
FIiIN/M YscQ EscQ HrcQ(HrcQa/HreQp) | Probable Anillo C o citoplasmico
FliP YscR EscR HrcR Proteina integral de membrana interna.
FliR YscT EscT HrcT Proteina integral de membrana interna
FlhB YscU EscU HrcU Proteina integral de membrana interna que
participa en el cambio de la especificidad de sustrato

FlhA YscV EscV HreV Proteina integral de membrana interna
FliQ YscS EscS HrcS Proteina integral de membrana interna
Sin secretina YscC EscC HrcC Secretina. Proteina de membrana externa

Muchas de las proteinas necesarias para el ensamblaje del SST3 son componentes
estructurales, pero también existen componentes auxiliares que participan durante el
proceso de ensamblaje, entre los que destacan las chaperonas del SST3, que asisten a las
proteinas efectoras y a las proteinas translocadoras que forman el poro de secrecion en la

membrana eucarionte (Garmendia e a/., 2005).

Mientras que la maquinaria de translocacién estd conservada entre los diferentes
patégenos, las proteinas secretadas, llamadas efectoras, difieren completamente, por lo que
un mismo mecanismo de transporte puede generar una amplia gama de enfermedades
(Gonzalez Pedrajo y Dreyfus, 2003). Entre los efectores utilizados por las bacterias para la
adhesiéon a las células y su invasion, se incluyen desde proteinas monoméricas, hasta
macromoléculas encargadas de modificar la respuesta de algunas moléculas reguladoras del

hospedero (Pizarro-Cerda y Cossart, 2000).

1.4.2 El complejo aguja

El complejo aguja fue purificado por primera vez en Salmonella tphimurium y
subsecuentemente en muchas otras bacterias (Galan y Wolf-Watz, 2006). Con el uso de
criomicroscopfa electronica se determind la estructura del complejo aguja de S. flexner:

(Figura 9a). El canal central de 2-3 nm se extiende desde la parte baja de los anillos hasta la




punta de la aguja extracelular. Este canal sirve para el transporte de las proteinas secretadas
por el SST3; sin embargo, el diametro de dicho conducto indica que las proteinas deben de
estar parcialmente desplegadas durante su paso. En la figura 9b se muestra la estructura

tridimensional del complejo aguja promedio codificado por Salmonella.
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Figura 10. Estructura tridimensional del complejo aguja de Shigella flexneri y Salmonella enterica serovar
Typhimurium (isla de patogenicidad SPI-1). a) La estructura mostrada del inyectisoma de . flexwneri
muestra el canal central, por el que las proteinas pasan parcialmente desplegadas; b) Se presentan
diferentes vistas que dejan ver como el anillo se forma en promedio por 20 subunidades. Se
muestra un corte del inyectisoma de S. #yphimurium indicando la localizaciéon de cada una de sus

estructuras. En rojo se sefiala la estructura de “socket”, la cual sirve como punto de anclaje para el
¢je interno (Modificada de Blocker ez 4/, 2001).

La aguja es una estructura hueca de aproximadamente 80nm de longitud y 8nm de

ancho. En Salmonella esta estructura esta formada por la proteina Prgl (Kubori e a/., 2000)

Los anillos asociados con la membrana externa de lipopolisacaridos estin compuestos
por una proteina perteneciente a la familia de las secretinas, la cual se caracteriza por la
formacion de poros en la membrana externa. Su correcta insercion requiere de la asistencia
de una lipoproteina que se encuentra unida a la membrana externa. Hsta proteina
presumiblemente actia como una chaperona que facilita el plegamiento correcto y el
arreglo multimérico de la subunidad del anillo externo (Galan y Wolf-Watz, 2006; Cornelis,

2000). En Salmonellala proteina que forma los anillos externos es InvG.

A pesar de que el papel de la proteina Prg] de Salmonella en la formacion del complejo

aguja aun no es claro, numerosos estudios estructurales, bioquimicos y bioinformaticos



apuntan a que compone el eje interno que une al anillo externo InvG con el anillo interno

PrgH-PrgK (Ogino et al., 2000).

1.4.3 El anillo interno del complejo aguja esta formado por un anillo
de lipoproteina

El anillo interno en Salmonella esta formado por las proteinas PrgH y PrgK, que se
asocian para formar el anillo que servird como base del complejo aguja. La familia de
lipoproteinas PrgKK/Ysc] tiene dos dominios: 1. Un péptido sefial de lipoproteina en el
extremo amino terminal y 2. Un segmento de 20-30 aminoacidos hidrofébicos en el

carboxilo terminal (b. Yip ez a/., 2005).

La secuencia sefial de lipoproteina se caracteriza por estar seguida de un residuo de
cisteina y por ser cortada por la peptidasa de senal II (SPase II), también llamada peptidasa
de sefial de lipoproteina (Lsp). Las SPases son proteinas de membrana interna que tienen
un dominio catalitico en el lado periplasmico en donde se realiza el corte del péptido senal

(Stephenson, 2005).

Como se observa en la figura 10 la biosintesis de las lipoproteinas se da en tres pasos: 1.
Transferencia de un grupo diacilglicérido al grupo sulthidrilo del residuo de cisteina de la
prolipoproteina; 2. Corte de la secuencia sefial por la SPase II con lo que se forma una
apolipoproteina y 3. Acilaciéon del grupo o—amino del extremo amino de la cisteina de la

apolipoproteina (Juncker ez a/, 2003).
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Figura 10. Biosintesis de una lipoproteina. Los lipidos se unen a la cisteina. Los péptidos se
muestran a la izquierda y a la derecha del residuo de cisteina. Las enzimas cataliticas que actian en
cada paso estan escritas a un lado de cada flecha (Modificada de Juncker ez a/., 2003).

Antes de que se procese la prolipoproteina, lo cual ocurre en el lado periplasmico de la
membrana interna, ésta se exporta a través de la membrana interna utilizando la ruta
general de secrecion Sec. En bacterias Gram-negativas, las lipoproteinas se anclan por
medio de su lipido en el extremo amino terminal, ya sea a la membrana interna o a la
externa. Yamaguchi y colaboradores (1998) propusieron que el aminoacido situado
inmediatamente después del residuo de cisteina acilado, también referido como aminoacido
en posicion 2+, determina su destino final (Juncker ez a/, 2003). Se ha propuesto que un
residuo de aspartato en ésta posicion provoca la retencién de la lipoproteina en la
membrana interna, mientras que aquellas que tengan un residuo de lisina o acido glutimico
en posicion 2+ es mas probable que se encuentren insertas en la membrana externa
(Crepin e al., 2005). Las secuencias sefial de lipoproteinas tienen tres regiones: N, Hy C. La
region N es polar y contiene al menos un residuo de lisina o arginina; estos residuos se
piensa que promueven interacciones con los fosfolipidos y el aparato de translocacion. El
dominio H se compone de aminoacidos hidrofébicos, es el mas caracteristico y es crucial
para el transporte e inserciéon en la membrana. La regiéon C, también llamada lipocaja
(lipobox), es polar y contiene cuatro aminoacidos caracteristicos a un lado del sitio de corte
de la SPase II con una secuencia consenso (Leu-(Ala/Ser)-(Gly/Ala)-Cys) (Stephenson,

2005). Esta secuencia sefial se ha comparado con la reconocida por la peptidasa de sefial 1.



Ambas tienen una regiéon N similar, pero la regiéon H de la secuencia sefial de lipoproteinas
es mas corta que la encontrada en las secuencias sefial reconocidas por la SPase I, ademas

de que estas dltimas tienen una region C polar antes del sitio de corte (Juncker ez al., 2003).

El dominio hidrofébico en el extremo carboxilo terminal de la lipoproteina se predice

que esta inserto en la membrana interna bacteriana

En Salmonella se propone que la proteina PrgK, una de las proteinas que forma el anillo
interno, esta unida a la membrana interna a través de un lipido en el extremo amino y
posiblemente también con un segmento transmembranal que posee en el extremo
carboxilo terminal. Los miembros de esta familia comparten similitud de secuencia con el
dominio central de la proteina flagelar FLFF, la cual forma el anillo MS en la membrana

interna, lo que inicia el ensamblaje del flagelo (b. Yip ez al., 2005).

Por el momento no se conoce la ubicacién y funcidon exacta de varios de los

componentes integrales de la membrana interna del cuerpo basal del inyectisoma (Cornelis,

2006).

1.4.3 El ensamblaje del complejo aguja

El ensamblaje del complejo aguja se da por pasos. La formacién de la base (anillo
interno) precede a la formacién del eje y éste precede a su vez la polimerizacién de la aguja.
Las proteinas membranales poseen una secuencia sefial en el amino terminal, por lo que

son transportadas a la membrana bacteriana por la translocasa Sec (Crepin ez al., 2005).

Una vez que la base del inyectisoma se encuentra ensamblada se da el reclutamiento de
un conjunto de proteinas altamente conservadas, las cuales se cree forman parte del aparato
secretor que reconoce a las proteinas a secretarse a través del complejo aguja.

Posteriormente comienza la secrecion de los componentes del eje interno y la aguja via

SST3 (Galan y Wolf-Watz, 2000).

Ya que la aguja es ensamblada, se cambia la especificidad de la maquinaria de secreciéon
y se vuelve competente para la secrecién de proteinas efectoras. Este fendmeno también se

observa en el flagelo (Cornelis, 2000).



1.5 El inyectisoma de EPEC.

Al igual que otros inyectisomas, el de EPEC posee un complejo aguja (Figura 11). Este
complejo esta formado por un cuerpo basal compuesto por: un doble anillo de membrana
externa formado por la secretina EscC y dos anillos de membrana interna, uno
periplasmico formado por la proteina Esc], de la cual se hablara mas adelante y otro inserto
en la membrana interna cuya composicion exacta se desconoce. Estos anillos se ha
especulado que estan unidos por un eje. Este eje aun no se ha descrito, sin embargo por
estudios bioinformaticos se piensa que esta formado por la proteina Escl. La aguja del
sistema esta constituida por la proteina EscF. A diferencia del complejo aguja descrito
anteriormente, el inyectisoma de EPEC se caracteriza por la presencia de una estructura
filamentosa llamada filamento EspA, la cual se describira a continuacién. La proteina EspA

es el otro componente que se purifico en este trabajo.

A==

Figura 11. Inyectisoma de EPEC. En este esquema se muestran las estructuras que forman este
aparato. Se sefiala el filamento EspA y el anillo Esc] por ser las estructuras formadas por las
proteinas de interés para esta tesis. ME, Membrana Externa, MI, Membrana Interna. (Modificada
de Tampakaki ez a/, 2004).

1.5.1. El filamento EspA.
Como ya se habfa mencionado, el inyectisoma de EPEC posee una estructura larga y

flexible denominada filamento EspA que es una extensiéon de la aguja (Figura 12)

(Garmendia ef al., 2005). El filamento EspA es un homopolimero formado por la proteina



translocadora EspA, cuya polimerizacion esta mediada por interacciones tipo coiled-coi/ entre

subunidades.
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Figura 12. El filamento EspA. a) Esquema del inyectisoma de EPEC en el que se sefiala la localizaciéon de la
proteina EspA. Se muestra una representacién de la estructura de la proteina EspA (rojo) en conjunto con su
chaperona CesA (azul). b) El complejo aguja de una cepa silvestre de EPEC en donde el filamento EspA fue
detectado con anticuerpos anti EspA acoplados a particulas de oro (Tomada de Sekiya, e£al, 2001) c) Se
muestran filamentos EspA en la infeccién de una célula HEL (Tomada de Knutton et a/, 1998). d)
Fotografias de microscopia electrénica de complejos aguja purificados alineados para mostrar las diferentes
longitudes que pueden alcanzar los filamentos de EPEC (Tomada de Sekiya ez /., 2001).

Se ha demostrado que EspA por si misma es capaz de formar filamentos sin la ayuda
de ningin otro componente del LEE y que la proteina CesA es su chaperona. Por medio
de analisis cristalograficos se obtuvo la estructura del heterodimero CesA-EspA y se
observo que EspA tiene un dominio de a-hélices mediante el cual se da la interaccion
EspA-EspA. Por su parte, CesA mantiene a la proteina EspA en su estado monomérico,
inhibiendo la polimerizacién citoplasmica del filamento, al interactuar por medio de un

motivo tipo coiled-coil en el carboxilo terminal (Figura 13) (a. Yip ez al, 2005).
a b ~Y

CesA

EspA

Figura 13. Estructura del complejo EspA-CesA. a) Representacién de CesA en base a la estructura del
complejo CesA-EspA. b) Estructura de CesA (Azul) unida a EspA (Rojo). La region flexible de EspA
punteada en rojo. Dos alfa hélices de EspA interactian de manera cercana con CesA formando un complejo
proteico (Tomada de a. Yip ez al., 2005).



Daniell y colaboradores (2003) determinaron la estructura tridimensional del filamento
EspA (Figura 14). Consiste en un tubo helicoidal con un didmetro externo de 12nm y un
canal central continuo de 2.5 nm de didmetro. De manera homoéloga al flagelo, las
moléculas de EspA son incorporadas en la punta del filamento (Crepin e 4/, 2005) y la
longitud del filamento EspA esta relacionada con la concentracion intracelular de proteina
monomérica EspA, por lo que sus longitudes son muy variadas (desde 75 hasta 680 nm)

(Figura 12d).
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Figura 14. Modelo tridimensional del filamento EspA. Corte longitudinal, vista lateral y vista lateral inclinada.
(Modificada de Daniell ez a/., 2003).

Los filamentos EspA son conductos a través de los que se translocan las proteinas
efectoras (Crepin er al, 2005) y para esto es necesaria la formacién de un poro de
translocacion en la membrana de la célula hospedera. El ensamblaje de éste requiere de las
proteinas EspD, EspB y EspA. Las proteinas translocadoras EspB y EspD tienen
dominios hidrofébicos, mientras que EspA es hidrofilico. Se ha demostrado que las tres

proteinas translocadoras interactian entre ellas.

1.5.2. El anillo Esc]

En EPEC el homoélogo de PrgK es la lipoproteina Esc] que posee una secuencia sefial

de peptidasa II (SPase 1I).

Debido a que esta proteina tiene un residuo de acido glutaimico en posiciéon 2+ se
predijo su asociaciéon con la membrana externa; sin embargo Yip y colaboradores en 2005
demostraron con la ayuda de un gradiente de sacarosa, que esta proteina se asocia con la
membrana interna. Asi como Esc], se han encontrado otros ejemplos como el de la
lipoproteina de membrana interna MexA en Psexdomonas, que tiene un residuo de glicina en
posicion 2+. Estos datos sugieren que el mecanismo mediante el que se decide el destino
de las lipoproteinas debe ser mas complejo y aun no se entiende por completo. Con la

determinacién de la estructura atomica de Esc] se revelé que esta proteina forma un anillo



de 24 subunidades que sirve como plataforma para el ensamblaje del resto del complejo

aguja (Figura 15) (b. Yip ez al., 2005).

a Periplasma b Periplasma ¢
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Figura 15. Modelaje, andlisis electrostatico y localizacion del anillo Esc]. a) Se muestra una representacion del

anillo Esc]. La vista lateral muestra la estructura exterior en dos capas. El amino terminal de todas las
subunidades esta localizado en la cara ancha del anillo El extremo amino de dos subunidades Esc] se marca
con dos N hacia la cara mas ancha del anillo. Fl anclaje a la membrana interna se da por medio de estos
extremos. b) Superficie electrostatica del anillo Esc]. Se muestra la cara citoplasmica y periplasmica del canal y
los anillos estan ligeramente inclinados para que se aprecie la profundidad y la gran cantidad de cavidades
presentes. La regién que rodea el canal central en la cara periplasmica tiene carga negativa (Modificada de b.
Yip ez al., 2005). ¢) Localizacién de la proteina Esc] en el SST3. Se muestra un tetramero de la protefna Esc].

En este modelo destaca, como ya se habfa mencionado: 1. La falta del fragmento
transmembranal en el carboxilo terminal lo que podria significar que el anillo Esc] esta
situado encima de la membrana interna y por lo tanto es poco probable que genere un poro
hueco dentro de ésta. El sitio en el que este anillo se une a la membrana puede servir para
reclutar componentes transmembranales criticos como EscR, EscS, EscT, EscU y EscV
que forman parte del aparato secretor que facilita el paso de las proteinas a secretarse a
través de la membrana interna (Galan y Wolf-Watz, 2006). 2. Su amplio interior junto con
sus caracteristicas electrostaticas polares dan suficiente espacio y sitios de interaccion para
el anclaje de estos componentes transmembranales, muchos de los cuales se predice que
contienen dominios periplasmicos que pueden interactuar con el anillo Esc]. 3. Este anillo
tiene una porcioén que rodea la entrada periplasmica del mismo, que es altamente negativa y

podria usarse como una region adaptadora para la union del eje interno (b. Yip ez al., 2005).



II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

En nuestro grupo de trabajo estamos interesados en la caracterizacion del sistema de
secrecion de efectores de virulencia en EPEC. Para llevar a cabo estos analisis se requiere
generar las herramientas de estudio necesarias, por lo que el objetivo principal de este
trabajo consisti6 en la generaciéon de anticuerpos especificos para las proteinas
recombinantes His-EspA y His-Esc], componentes estructurales del SST3 de EPEC. Para

ello se plantearon los objetivos particulares que enseguida se describen.

OBJETIVOS PARTICULARES

»  Amplificacién de los genes espA y esef a partir de DNA cromico de EPEC.

s Clonaciéon de los genes espA y esc/ en los vectores de expresion pUCIS,
pET19b y pT1rc99a.

s Secuenciacién de los genes espA y es] clonados para certificar que no
hubiera mutaciones en las construcciones obtenidas.

s Sobrexpresion de los genes espA v ese] en células de E. co/i BL21(DE3)
pLysS .

» DPurificacién de las proteinas recombinantes His-EspA y His-Esc] por
medio de cromatografia de afinidad.

»  Generacion de anticuerpos policlonales especificos contra las proteinas
recombinantes en conejos hembra raza New Zealand White.
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III. MATERIAL Y METODOS

3.1 Esquema general

BamH1

Gen de interés obtenido por PCR

Ndel
Resistencia

Y \
puC18
[+
a
ampicilina Clonacién

BamH1

Z Gen de interés

Resistencia
a
ampicilina

Seleccién de colonias transformantes

4

Purificacion de DNA plasmidico

4

Secuenciacion
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Subclonacion en pET19b y pTrc99a

Etiquetg de histidinas
-~ J::}BamHl BamH1

i Gen de interés Gen de interés

o

8 e Nde1
| | pPET19b Il pTrc99a
Resistencia.
a et Resistencia
ampicilina” * 1T " a

ampicilina

Transformacion en la cepa de
E.coli BL21

Induccion de las proteinas
recombinantes

Purificacion de las proteinas
recombinantes por cromatografia de
afinidad.

Inmunizacién de conejos

-

Obtencidn de anticuerpos
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Tabla 2. Cepas y vectores y utilizados en este estudio.

Vectores

Descripcion

Referencia

pUCI18

Vector que presenta el sitio de multiclonacién en el
gen /acZ, por lo que es posible distinguir a las clonas
que contengan el DNA de interés mediante [I-
complementacién. Confiere resistencia a la ampicilina.

New England Biolabs

pTrc99AFF4

Vector generado a partir del plasmido pTrc99A por la
sustitucion del sitio de restriccion Neol del sitio de
multiclonacién por el sitio Ndel, y la eliminacién del
unico sitio Ndel en el vector

Ohnishi ez, al, 1997

pET19b

Vector de expresiéon que contiene un promotor T7 1til
para la expresiéon de proteinas recombinantes, las
cuales poseeran una etiqueta de 10 histidinas en el
extremo amino. Confiere resistencia a ampicilina.

Novagen

Cepas

E2348/69

EPEC tipo silvestre serotipo 0127:H6

Levine et al., 1978.

Nova Blue

Cepa que produce plasmidos de buena calidad.

Novagen

BL21(DE3)pLysS

Cepa lisogénica del bacteriéfago DE3 empleada para
expresion que posee el promotor lacUV5 que controla
la transcripcién de la RNA polimerasa T7. Este gen es
inducible  por  isopropil-B-D-tiogalactopiranésido
(IPTG). Es deficiente en la proteasa lon y carece de la
proteasa de membrana externa ompT. Provee la
lisozima T7 para reducir los niveles de expresion
basal.

Studier et.al., 1990

Top10

Permite la transformacién eficiente de DNA, el
escrutinio de colonias recombinantes y la obtencién
de preparaciones mas limpias de DNA.

Invitrogen

La preparaciéon y composicion de los medios de cultivo, soluciones, amortiguadores y

antibioticos utilizados en este trabajo se detallan en el Apéndice A.

3.2 Amplificaciéon de los genes ¢spA y esc] por PCR.

Para la clonacién de las diferentes construcciones utilizadas en este estudio se

amplificaron mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) los genes de interés (esp.A

de 578 pares de bases y esc] de 572 pares de bases) que querfan ser clonados en los diferentes

vectores. Se utilizé6 como templado DNA cromosomal de una cepa de EPEC resistente a

estreptomicina. Se disefiaron oligonucleétidos que introducen sitios de corte para enzimas de
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restriccion. Los oligonucledtidos forward tienen el sitio de restriccion para la enzima Ndel y

los reverse para la enzima BamHT1 (Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacion de los genes esp.A y ese]. Los sitios de corte para
enzimas de restriccién estin marcados en negritas.

espA

5 3
Forward AAGAGGTATACATATGGATACATC

Reverse GGATGGTTGGATCCGGTTATTTAC

esc]
5 3

Forward ~ GATGCAATACATATGAAAAAACAC

Reverse TATTGTTCGGATCCATTACCCGTC

Para la amplificacion de los genes de interés se utilizé un volumen final de 100 Hl (Tabla
4). El programa que se utilizé para la amplificacion del gen espA es el siguiente: 3 ciclos de 2
min a 95°C, 1 min a 45°C, 1 min a 72°C y 24 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 50°C, 1 min a

72°C y al término de éstos; 10 min a 72°C, y por ultimo 10 min a 4°C.

Tabla 4. Reaccién de PCR utilizada para la amplificacién de los genes espA y esc].

Componentes Volumen (1) | Concentracion final
DNA molde 2 500ng
Amortiguador de Taq 10X 10 1X
Mezcla de dANTPs 10 2mM
Primer forward 2 0.05nmol
Primer reverse 2 0.05nmol
Polimerasa Taq 1 2.5 unidades
Agua 73 -
Total 100 -

El gen es¢] se amplificé utilizando la enzima Pfu. El programa que se empled para su
amplificacion fue el siguiente: 4 min a 95°C para la completa separacion de las hebras de
DNA; y 3 ciclos de 1 min a 95°C; 1 min a 43°C; 2 min a 72°C y 27 ciclos de 1 min a 95°C; 1
min a 58°C; 2 min a 72°C y al término de éstos, 10 min a 72°C, por ultimo 30 min a 4°C. Se

emple6 un termociclador de la marca MJ Research.
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3.3 Clonacién de los genes ¢sp A y esc].

El producto de PCR se analiz6 por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Apéndice
B) y se visualizaron los fragmentos amplificados por tincién con bromuro de etidio. Se
utiliz6 el Kit QIAquick Gel Extraction de Qiagen para su purificacién apartir de gel
(Apéndice B). Las muestras se digirieron con las enzimas BanHT1 y Ndel. Estos fragmentos

fueron utilizados para su clonacién en los diferentes vectores.

3.3.1 Clonacion del gen ¢sp.A en el vector pUC18.

La clonacién del gen esp.A se hizo en el vector pUC18 debido a su alto nimero de copia
y a que tiene un sitio de multiclonacién en la region /acZ, por lo que cualquier inserciéon de
DNA en este vector no permitira la o complementacién en una cepa acZDMAT15; por lo que
serd posible la selecciéon de colonias blancas en placas que contienen IPTG (Isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido) y el sustrato X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido)
(Figura 16).

Eco0109] 2574 Piol 46 /Bstl«PI 179
Aatll 2617
\

Afllll, Psel 806
Gsul 1784.-

Ciriol 1779
Eco31l 1766

Eam1105] 1694 BssYl 1110

\Cail 1217

Figura 16. Mapa del vector pUC18. En azul se muestran los sitios de corte de las enzimas BamHT y Ndel, que
fueron empleados para la clonaciéon del gen esp.A.
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La reaccion de ligacion entre el inserto y el vector previamente digeridos se hizo
utilizando la ligasa T4 de New England Biolabs (Tabla 5). Se incub6 16 horas a 16°C. Al

final de este tiempo se tranformaron (Apéndice B).

Tabla 5. Reaccién de ligacion utilizada para la clonacién de espA en el vector pUCTS.

pEUespA
Componentes | Volumen (U1) | Concentracion final
Inserto 15 225ng
Vector 10 200ng
Ligasa 1 400 unidades
Amortiguador 3 Ix
Agua 1 -
Total 30 -

En todos los casos de clonacion, algunas colonias transformantes fueron seleccionadas, y
se utilizé el Kit QIAprep Spin de Qiagen para la extraccion de DNA plasmidico (Apéndice
B), el cual fue sometido a un andlisis de restriccion con las enzimas BazH1 y Ndel con el fin
de certificar que la construccién fuera correcta. Se seleccioné una de ellas y las demas se
desecharon. Posteriormente la construccion seleccionada se mandé a secuenciar a la Unidad
de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, para descartar cualquier
mutaciéon que se hubiera podido insertar en el gen durante su amplificaciéon. Esta

construccion se denominé pEUespA.

3.3.2 Subclonacion del gen ¢sp.A y clonacion del gen ¢sc] en el vector
pET19b.

El gen espA se subclond en el vector pET19b (Tabla 6) y la construccién obtenida se
nombré pEEespA. El vector pET19b se utiliz6 para la produccion de las proteinas debido a
que incorpora en el extremo amino terminal de éstas una etiqueta de 10 histidinas, lo que

permite su posterior purificacion (Figura 17).
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Bpu1102 1(267)
BamH1(319)
Ndel (331)

Nco 1(328
Xba 1(437)

EcoR I(5715)
Cla I{24)
Hind 111(28)

Aat 11(5644)
Ssp 1(5526)

SgrA 1(544)
Pst I(4287) ‘\</S‘é';',‘;°ﬂ]m)
Bsa 1(4783) \/'\ Drd 11{848)

Eam1105 |4722)

Mlu 1(1225)
' Bel ij1230)
|

|BStE 11(1406)

AlwN 1{4245) \Bmg 1(1434)

pET-19b

(5717bp) [\ Apa I{1436)
|
~ / } BssH 11{1636)
v‘."\Hpa 1(1731)
//
BspLU11 1{2829) \Bsax 1(1884)
Sap I{3713)
Bst1107 1{3600) PshA 1(2070)
Acc 1(3520)
BsaA 1{3581)
Tth111 1(3574)
Bpu10 1{2635)
Msc I(2200)
T7 promoter primer #58348-3
Bgill 17 promoter, lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Neol | His*Tag |
TATACCATGGG CATCATCATCATCATCATCATCATCATCACH GCAGCGGCCATATCGACGACGACGACAAGCMI}H%%TCGA%SWJCGGC TGCTAACAAA
etGl SerSerGlyHi sl leAspAspAspAsplysHisMetleuGluAspProAladlalsnlys
—_—
Bpu11021 Enterokinase T7 terminator

GCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
AlaArglysGluAlaGlulevAladlaAlaThrAlaGluGlnEnd

T7 terminator primer #68337-3
Figura 17. Mapa del vector de expresion pET19b. En azul se muestran los sitos de corte para las enzimas de
restriccion BamHT y Ndel que fueron utilizadas para clonar en este vector. Con rojo se resalta el fragmento que
codifica para la etiqueta de histidinas.

Tabla 6. Reaccién de ligacién empleada para la subclonacién del gen espA en el vector pET19b.

pEEespA
Componentes | Volumen (U1) | Concentracion final
Inserto 2 30ng
Vector 15 20ng
Ligasa 1 400 unidades
Amortiguador 2 1X
Agua - -
Total 20 -

El gen escf se clond directamente en el vector pET19b. La construccién obtenida se

mandé a secuenciar y se nombré pEEesc] (Tabla 7).

Tabla 7. Reaccién de ligacién empleada para la clonacion del gen esef en el vector pET19b.
pEEesc]
Componentes ‘ Volumen (1) ‘ Concentracion final
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Inserto 3 30ng
Vector 2 20ng
Ligasa 1 400 unidades
Amortiguador 2 Ix
Agua 12 -
Total 20 -

3.3.3 Subclonacion del gen ¢sp.A y clonacion del gen ¢sc] en el vector

pTrc99aFF4.

Se utiliz6 el vector de expresion pTrc99alF4, el cual nos permite obtener una proteina

nativa (sin etiquetas), que serda importante para estudios de interaccién en futuras

investigaciones (Figura 18).

40 43770

pTrc99AFF4

4176 pb

2.0

Ndel (264)
BamH1 (291)

10

Figura 18. Mapa del vector pTrc99AFF4. En azul se marcaron los sitios de corte de las enzimas BawH1 y Ndel,

los cuales fueron utilizados para clonar los genes de esp.A y ese].

El gen espA se subclond en el vector pTrc99aFF4 (Tabla 8) y la construccién obtenida se

denominé pETespA

Tabla 8. Reaccién de ligaciéon empleada para la clonacion del gen espA en el vector pTrc99a.

pEEespA

Componentes | Volumen (U1) | Concentracion final
Inserto 9 135ng
Vector 3 120ng
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Ligasa 1 400 unidades
Amortiguador 1.5 1X
Agua 0.5 -
Total 15 -

El gen es¢] se clond en el vector pTrc99alFF4 (Tabla 9) y la construccion obtenida se

mandé a secuenciar y se denominé pETesc]

Tabla 9. Reaccién de ligacién empleada para la clonacién del gen esef en el vector pTrc99a.

pETesc]
Componentes | Volumen (Ul) | Concentracion final
Inserto 3 30ng
Vector 1 20ng
Ligasa 1 400 unidades
Amortiguador 2 1X
Agua 13 -
Total 20 -

3.4 Induccién de la construccion pEEespA y purificaciéon de la proteina
recombinante His-EspA.

Para la producciéon de la proteina recombinante la construccion pEEespA que se
introdujo por tranformacién en la cepa de E. co/f BL21(DE3)pLysS como se describira en el
apéndice B. Se inocul6 un precultivo de 2ml de LB con 100Hg/ml de ampicilina con una
colonia de la cepa BL21 transformada con la construccién pEEespA y se incubé a 37°C con
agitacion durante 16 horas. Posteriormente se preparé un cultivo con 200ml de LB con
ampicilina con una dilucién 1:100 del precultivo y se incubé a 37°C hasta que alcanzé una
DOy, 0.6-0.8. La produccion de la proteina se indujo por la adicién de 0.5 mM de IPTG y
se incubé a 30°C durante 4h, al término de las cuales las células se cosecharon por
centrifugacién a 11,973x g por 30 minutos a 4°C. La pastilla se almacené a 4°C. A
continuacioén, la pastilla se resuspendié en 16 ml de amortiguador BB (Binding buffer)
(Apéndice A). El cultivo se sonicé en bano de hielo con una intensidad intermedia por 40
segundos en tres ocasiones con intervalos de un minuto entre cada una de ellas. El cultivo se
centrifugd a 26,940x g a 4°C por 30 min. La pastilla se desechd y el lisado celular
(sobrenadante) se ultracentrifugd a 145, 264x g a 4°C por 1 hora El sobrenadante se cargd en
una columna con 2 ml de agarosa acoplada a niquel, la cual se equilibré previamente con

10ml de amortiguador BB. Con el fin de eliminar las proteinas que se unieron de forma
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inespecifica a la columna, ésta se lavd con amortiguadores con bajas concentraciones de
imidazol de la siguiente manera: 25ml de amortiguador BB con 5mM de imidazol, 7.5 ml de
BB con 30mM de imidazol, 7.5ml de BB con 60mM de imidazol y posteriormente se eluy6 la
proteina de interés con 3ml de BB con 500mM de imidazol. La pureza de la proteina se
verific6 en geles de poliacrilamida al 15% (Apéndice B) que se tifieron con azul de

Coomassie 0.2%.

La proteina eluida se dializ6 por 12 horas con 3 cambios de amortiguador PBS
(phosphate-buffered saline) empleando una membrana de la marca Spectra/Pore 3 MWCO
3,500.

La concentracién de la proteina se cuantificé utilizando el ensayo de proteina de Bio-
Rad, basado en el método de Bradford. Este involucra la adicién de un colorante bésico a la
solucién de proteina, por lo que se va a dar un cambio de color en respuesta a la
concentracion de la proteina. Este cambio se determiné por medio de un espectrofotémetro
con longitud de onda de 595nm. Los valores obtenidos se extrapolaron con los de una curva

estandar de albumina bovina de 0 a 1 pg/ml.

3.5 Obtencién de anticuerpos anti-EspA

Se utilizé un conejo hembra (Orbyctolagus cuniculus, raza New Zealand White) de 1.5 kg. El
conejo llegd a las instalaciones del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM una

semana antes del comienzo del protocolo de inmunizacion.

Antes de la primera inmunizacion, se extrajeron 10 ml de sangre y se obtuvo el suero
preinmune. La sangre se dejé a temperatura ambiente durante una hora y toda la noche a
4°C. Al dia siguiente, la sangre se centrifugd a 11,973x g durante 20 min a 4°C para separar el

suero del coagulo formado. El suero obtenido se etiquetd y se conservo a -70°C.

La inmunizacién se realiz6 por via subcutanea. Este tipo de inyeccién permite inocular
volimenes mas grandes al administrado en mas de un sitio del lomo del animal. En un
inéculo de 2ml totales se administraron 300L g de la proteina purificada con un volumen
igual de adyuvante completo de Freund, el cual va a estimular la respuesta inmune y

protegera al antigeno del catabolismo rapido.

33



Después del la inmunizacién se administraron tres dosis como se indica en la tabla 8. En
cada una de estas inoculaciones se administraron 200L] g de antigeno con un volumen igual

de adyuvante incompleto de Freund.

Los anticuerpos alcanzan su maxima concentracion alrededor de 10-14 dias después de la
inoculacién, por lo que 12 dias después de cada refuerzo se realizé la sangria para obtener los

diferentes sueros. La sangre se extrajo por puncion de la arteria auricular.

Tabla 8. Esquema de inmunizacién

Dia Procedimiento Sangrado
-7 Adquisicion del conejo
1 | Obtencién de suero preinmune/Inmunizacién Si
20 Primer refuerzo
32 Obtencion de suero titular Si
50 Segundo refuerzo
62 Obtencion de suero titular Si
80 Tercer refuerzo
92 Sangria final Si

3.6 Determinacién del titulo de anticuerpos.

Los antisueros obtenidos se analizaron mediante la técnica de Western blot. Se probaron
diferentes diluciones para determinar a cual se identificaba sélo la proteina de interés. Se
corrié una muestra de la proteina His-EspA en un gel de poliacrilamida 15% junto con una
muestra de un lisado celular en el tiempo 4 h de induccién de la proteina EspA. El gel se
transfirié durante 16 horas a 25 volts a una membrana de nitrocelulosa de la marca Protran
de Bios Science. LLa membrana se bloque6 con solucién bloqueadora toda la noche a 4°C
con agitaciéon. La membrana se lavé en tres ocasiones con 30ml de amortiguador TBS-
Tween 0.3% durante 10 minutos a 4°C con agitacion. Al final de los lavados la membrana se
incub6 con agitacién a 4°C con suero anti EspA 1:55,000 diluido en solucién bloqueadora
durante una hora. La membrana se lavé en tres ocasiones durante 10 minutos con 30 ml de
amortiguador TBS-Tween 0.3% a 4°C con agitaciéon. LLa membrana se incubé con soluciéon
bloqueadora con el anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado con la peroxidasa
de rabano a una dilucién de 1:25, 000 durante una hora con agitaciéon a 4°C. Se lavo la

membrana como se describié anteriormente. Para la inmunodeteccién, se utilizé el Kit ECL
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de Amersham Biosciences. Este kit utiliza dos sustancias: la peroxidasa de rabano y el
perdxido de hidrégeno, que reaccionar para formar luminol. El luminol se oxida gracias al
peréxido de hidrégeno, lo que va a dar como resultado una senal luminosa que va a ser

captada en placas fotosensibles.

3.7 Ensayo de secrecion.

.Se inici6 un precultivo con una colonia fresca de células EPEC E2348/69 tipo silvestre
en 2 ml de LB con 25 Pg/ml de estreptomicina, las células se crecieron a 37°C con agitacion
por 12h. Se inocularon 10 ml de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
previamente calentado a 37°C durante 1 h, con 260 Ul del precultivo y se incubaron a 37° C
sin agitaciéon hasta alcanzar una DOy, cercana a 1.0. Se transfirieron 1.3 ml del cultivo a un
tubo de microcentrifuga y se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos. La pastilla
resultante se resuspendié en 100 pl de amortiguador de carga 1X y se utilizé6 como muestra

de células totales.

El resto del cultivo se centrifugd a 11,973 x g por 15 min. Las proteinas del sobrenadante
se precipitaron con 1.2 ml de 4cido tricloroacético (TCA) y se incubaron a 4°C por 2h. Las
proteinas se recuperaron por centrifugacion a 26,940 x g por 30 min. El sobrenadante se
removi6 y el precipitado se resuspendié en amortiguador de corrida 1X de acuerdo con sus
valores normalizados de DO vy se agregd 1 [I]1 de Tris saturado para neutralizar al acido

residual.

3.8 Induccion de la construccién pEEesc] y purificaciéon de la proteina
recombinante His-Esc].

Para la produccién de la proteina recombinante His-Esc] el plasmido pEEesc] se
transformoé en la cepa de E. e/ BL21 (DE3) pLysS (Apéndice B). Se inocul6 un precultivo
de 10ml de LB con ampicilina con una colonia de la cepa BL21 transformada con el
plasmido recombinante y se incub6 a 37°C con agitaciéon durante 16 h. Posteriormente se
prepar6 un cultivo de 500 ml de LB con ampicilina el cual se inoculé con el precultivo y se
incub6 a 37°C hasta que alcanzé una DOy, 0.6-0.8. La produccién de la proteina se indujo
por la adicién de 0.5 mM de IPTG a 30°C durante 4 h, al término de las cuales las células se

cosecharon por centrifugacion a 11,973x g por 15 minutos a 4°C. La pastilla almacené a 4°C
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y al dfa siguiente se resuspendié en 40 ml de Amortiguador de unién (AU) con 6M de urea.
El cultivo se sonicé con una intensidad intermedia por 2 minutos en dos ocasiones con
intervalos de un minuto. El cultivo se centrifugé a 26,940 x g a 4°C por 15 minutos. La
pastilla se desechd y el lisado celular se ultracentrifugd a 145,264x g a 4°C por 1 hora. El
sobrenadante se cargd en una columna con 3 ml de agarosa acoplada a niquel, la cual fue
previamente equilibrada con 10ml de amortiguador AU 6M de urea. Posteriormente se lavo
la columna con 20ml de AU 6M de urea, 60ml de Amortiguador de lavado (AL) 6M de urea,
30mM imidazol y 20ml de 6M de urea 60mM imidazol y se eluyé con 3ml de amortiguador
de elucion (AE) 100mM de imidazol, AE 200mM de imidazol, AE 300mM de imidazol y AE
500mM de imidazol

La proteina pura se dializé contra amortiguador de didlisis con cantidades decrecientes
de urea. Se emple6 una membrana de la marca Spectra/Pore 3 MWCO 3,500. La

concentracion de la proteina se cuantificé utilizando el ensayo de proteina de Bio-Rad.

3.9 Analisis bioinformatico de la proteina Esc].

Para el analisis de la secuencia de la proteina Esc] se utiliz6 el programa Lipo P 1.0
(Juncker et. al., 2003) el cual es util para la prediccion de lipoproteinas y para discernir entre
secuencias seflal y otros péptidos de sefal discriminando hélices en el extremo amino

terminal que pueden resultar en falsos positivos.

Esta secuencia ademas se analiz6 con el programa Prosite, el cual se compone de
documentacién que describe dominios de proteinas, familias y sitios funcionales, asi como

los patrones y perfiles que los identifican.

Se utiliz6 el programa TMpred, el cual hace predicciones de las regiones que atraviesan la
membrana y su orientaciéon. El algoritmo se basa en el analisis estadistico de TMbase, una

base de datos de proteinas transmembranales.
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IV. RESULTADOS

4.1 Amplificaciéon del gen esp.A.

En un gel de agarosa 1% se verifico la reacciéon de PCR. Se observé que el tamafio del
gen amplificado corresponde con el tamafio reportado para el gen espA, el cual es de 578

pares de bases (Figura 19).
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Figura 19. Amplificacién de los genes espA. Carril 1: Gen espA de 0.58 Kb. Con una flecha se marca el
fragmento amplificado.

4.2 Clonaci6on del gen ¢esp.A.

El gen de interés, asi como el vector (pUC1S8, pET19b o pTrc99aFF4 segun el caso)
fueron digeridos y purificados como se describié en la metodologia. Se corrié un gel de
agarosa 1% con 3 Ml de cada una de las muestras para verificar que no tuvieran
contaminantes y conocer su concentracion aproximada para asi establecer una reaccién de

ligacion (Figura 20).
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Figura 20. Purificacion y digestién de los vectores pUC1S8, pET19b y pTrc99aFF4 y gen espA. A) Carril 1: El
gen espA de 0.58 Kb; carril 2: El vector pUC18 de 2.7 Kb; B) Carril 1: El vector pET19b de 5.7 Kb; C) Carril
1: El vector pTrc99a de 4.1 Kb.

Se establecié una reaccién de ligaciéon como se describié en material y métodos. La
reaccion de ligacion se transformé en células competentes de E. co/ Top10. De las colonias
resultantes se seleccionaron algunas, se les extrajo el DNA plasmidico y se sometieron a un
analisis de restriccion utilizando las enzimas BamHI y Ndel. Para comprobar que la
construccion fuera la correcta se observaron las digestiones en geles de agarosa 1% (Figura
21). A cada una de las construcciones se les asigh6 un nombre. La secuencia del gen esp.A
de la construccion pUEespA en el vector pUC18 fue comparada con la reportada en 1998
por Elliot y colaboradores con la ayuda del programa computacional DNAman. Ambas

secuencias fueron idénticas (dato no mostrado).
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Figura 21. Analisis de restriccion de las construcciones obtenidas. A) Carril 1: Construccién pEUespA;
B)Carril 1: Construccion pEEespA; C) Carril 1: Construccion pETespA.
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4.3 Induccién de la construcciéon pEEespA y purificaciéon de la
proteina recombinante His-EspA.

Como se describe en el apéndice B, la construccion pEEespA se transformé en la cepa
BL21 (DE3) plysS de E. co/i para inducir la produccion de la proteina recombinante His-
EspA con 0.5 mM de IPTG. El cultivo se crecié durante 4 horas a 30°C. Cada hora se
colectaron muestras de 1.5 ml para su andlisis mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 15% (Figura 22). La proteina nativa EspA tiene un peso molecular de 20.5
kDa y la proteina recombinante His-EspA tiene un peso molecular deducido de 21.9 kDa.
En el perfil de inducciéon se produce una proteina que migra cerca del marcador de peso
molecular de 25 kDa y. como se muestra en la figura 22, la mayor produccion de proteina

se da a las 4 horas de induccién.
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Figura 22. Induccién de un cultivo de células BL.21 (DE3) plysS con la construccién pEEespA. SDS PAGE
al 15%. Carril 1: Cultivo sin inducir; carril 2: Cultivo a la hora de induccién; carril 3: Cultivo a las 2 horas de
induccion; carril 4: Cultivo a las 3 horas de induccidn, carril 5: Cultivo a las 4 horas de induccién. Con una
flecha se sefiala la proteina inducida.

Para determinar si la proteina producida se encontraba soluble en el citoplasma o
insoluble formando cuerpos de inclusion, las células de un cultivo inducido durante cuatro
horas en las condiciones antes mencionadas se fraccionaron mediante sonicacién y las
fracciones se analizaron por SDS PAGE al 15 %. Como se observa en la figura 23A la
mayor cantidad de proteina recombinante se encuentra en la fraccién insoluble,
probablemente formando cuerpos de inclusion; sin embargo existe un fracciéon importante
soluble en el citoplasma. Para confirmar que esta proteina poseia la etiqueta de histidinas y
verificar su presencia en la fraccién soluble, ambas fracciones se analizaron por Western
blot utilizando anticuerpos anti-histidinas. El ensayo de inmunodeteccién muestra que el

mayor reconocimiento del anticuerpo se obtuvo de la fraccién insoluble, y confirma que
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existe proteina en la fraccién soluble y que la proteina sobreproducida es la recombinante

que posee la etiqueta de histidinas (Figura 23 B).
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Figura 23. Localizacion de la proteina His-EspA en las fracciones celulares de E. ¢/ BL21 (DE3) plysS. A)
SDS PAGE 15% Carril 1. Fraccién soluble, carril 2: Fraccién insoluble; B) Western blot con anticuerpos anti-
His. Carril 1. Fraccién soluble, carril 2. Fraccion insoluble. Con una flecha se marca la proteina His-EspA.

Debido a que la proteina recombinante His-EspA tiene una etiqueta de 10 histidinas en
el extremo amino terminal, se procedié a su purificacién por cromatografia de afinidad,
utilizando agarosa acoplada a niquel NTA. En la columna previamente equilibrada se cargd
el lisado celular de un cultivo de 200 ml. La columna se lavé con amortiguadores de lavado
que contenfan concentraciones bajas de imidazol, con el fin de eliminar la unién de
proteinas no especificas, mientras que His-EspA continué fuertemente unida a la matriz.
Como se muestra en la figura 24 se eluy6 la proteina con amortiguador que contiene 500

mM de imidazol, fraccion en la cual es notablemente mayoritaria.
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Figura 24. Purificacién de la proteina His-EspA. Carril 1: Fraccion soluble del lisado celular, carril 2: Fraccion
no unida a la columna, carril 3: Lavado con BB con 5mM de imidazol, carril 4: L.avado con BB con 30mM de
imidazol, carril 5: Lavado con BB con 60mM de imidazol y catril 6 y 7: Eluciones con BB con 500mM de
imidazol. Con una flecha se marca la proteina His-EspA purificada.
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La proteina resultante se dializ6 con amortiguador PBS durante 12 horas con 3
cambios. Una vez dializada se cuantific6 empleando el método de Bradford y se obtuvo un

rendimiento promedio de 4050 pg/litro de cultivo.

4.4 Caracterizacion del suero anti His-EspA.

El titulo de los anticuerpos se determiné mediante la técnica de Western blot. En un
gel de poliacrilamida se cargd una muestra de la proteina EspA y una muestra de lisados
celulares completos de la construccion pEEespA inducida durante 4h. Estas muestras se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se probaron con el suero preinmune
obtenido el dia uno del calendario de inmunizacién (Figura 25). Se observa que no hubo

reconocimiento de ninguna de las proteinas transferidas a la membrana.
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Figura 25. Inmunodetecciéon con el suero preinmune. A) SDS PAGE 15%. Carril 1: Proteina His-EspA
purificada, carril 2: Lisado celular de células BL21 transformadas con la construccién pEEespA después de 4
horas de induccién; B) Western blot con el suero preinmune. Carril 1: Proteina His-EspA purificada, carril 2:
Lisado celular de células BL21 transformadas con la construccion pEEespA después de 4 horas de induccion.
Con una flecha se marca la proteina de interés.

El suero obtenido especifico para la proteina His-EspA se probé en varias diluciones y

se encontré que la dilucién éptima fue 1:55,000 (Figura 26).
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Figura 26. Inmunodeteccién de la proteina His-EspA con anticuerpos policlonales anti His-EspA. A) Carril 1:
Proteina His-EspA purificada, carril 2: cultivo de pEEespA después de 4 horas de induccion; B) Western blot
con anticuerpos anti His-EspA. Carril 1: Proteina His-EspA purificada, carril 2: cultivo de pEEespA después
de 4 horas de induccién. Con una flecha se marca la proteina His-EspA.

4.5. Ensayo de secrecion.

Se hizo un ensayo de secreciéon con células de EPEC tipo silvestre. Estas células se
crecieron en medio DMEM a 37° C sin agitacion. En la figura 27 se observa la secreciéon de
las proteinas translocadoras EspA, EspB,, EspD y también la proteina EspC, cuya
secrecion es independiente de SST3. Las proteinas se transfirieron a una membrana de

nitrocelulosa que se incub6 con el suero especifico para la proteina His-EspA.
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Figura 27. Inmunodeteccién de la proteina EspA nativa en ensayos de secrecion.. A) SDS PAGE del perfil de
secrecién de EPEC silvestre. Carril 1: Muestra de protefnas secretadas. carril 2: Muestra de lisados celulares
completos; B) Western blot con anticuerpos anti His-EspA. Carril 1: Muestra de proteinas secretadas. carril 2:
Muestra de lisados celulares completos. Con una flecha se marca la proteina EspA.

Se muestra el reconocimiento especifico de los anticuerpos al reaccionar con la proteina

EspA nativa, el mayor reconocimiento se da en la fraccién de las proteinas secretadas por
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EPEC, pero cabe resaltar que se detecta también la proteina EspA en el lisado celular, lo

que habla de la alta especificidad del anticuerpo obtenido.

4.6. Amplificacion del gen esc¢].

La amplificaciéon del gen es¢/ se llevd a cabo como se especificé en la seccion de
material y métodos. La muestra obtenida se analiz6 en un gel de agarosa 1%. Se observo

que el tamafio del producto amplificado con el reportado para dicho gen de 572 pares de

bases (Figura 28).
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Figura 28. Amplificacioén del es¢f. A) carril 1: marcador de tamafio molecular, carril 2: esc] de 0.57 Kb. Con
una flecha se marca el fragmento amplificado.

4.7 Clonacion del gen esc].

Para clonar el gen esc] en los vectores pUC18, pET19b o pTrc99aFF4, éstos fueron
digeridos con las enzimas BawHI y Ndel, se purificaron (Figura 29).
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Figura 29. Purificacién y digestién del gen esc] y los vectores pET19b y pTrc99a FF4. A) Carril 1: El gen es¢f
de 0.57 Kb. B) Carril 1: El vector pET19b de 5.7 Kb. ¢) Carril 1: El vector pTrc99a de 4.1 Kb.
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Estos vectores se ligaron con el producto de PCR como se detalla en la seccion de
material y métodos. La reaccion de ligacion se transformé en células competentes de E. co/i
Topl0. De una de las colonias obtenidas de la transformacién, se obtuvo el DNA
plasmidico y se digirié utilizando las enzimas de restriccion BawHI y Ndel y una vez que se
comprobé la presencia del gen de interés en las construcciones (Figura 30), se secuencio y
compard con la secuencia reportada por Elliot y colaboradores encontrando un 100% de

identidad.
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Figura 30. Andlisis de restriccién de las construcciones obtenidas. A) Carril 1: Construccion pEEesc]. B)
Carril 1: Construccién pETesc].

4.8 Inducciéon de la construcciéon pEEesc] y purificaciéon de la
proteina recombinante His-Esc].

Para la producciéon de la proteina recombinante His-Esc] se bajé la temperatura de
incubacion e induccién del cultivo. El cultivo se crecié durante 4 horas a 30°C y se indujo
la produccién de la proteina His-Esc] con la adicién de 0.5mM de IPTG. Cada hora se
tomaron muestras de 1.5 ml para su anilisis electroforético. El peso molecular de la
proteina Esc] nativa y madura deducido a partir de su secuencia es de 18.7 kDa. Como se
observa en la figura 31 la proteina His-Esc] con una masa molecular deducida de 22 kDa,
migra por debajo del marcador de 25kDa. Asi mismo se muestra que la mayor cantidad de

proteina es producida a la cuarta hora de induccién del cultivo.
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Figura 31. Induccién de la construccion pEEesc]. Carril 1: Cultivo sin inducir carril 2: Cultivo a la primera
hora de la induccién, carril 3: Cultivo a la segunda hora de la induccién, carril 4: Cultivo a la tercera hora de la
induccién, carril 5: Cultivo a la cuarta hora de la induccién. Con una flecha se marca la proteina inducida. Con
una flecha se marca la proteina que producida.

Como se describi6 con anterioridad, se determiné por medio de geles de poliacrilamida
al 15% la localizacion de la proteina en el lisado celular. Se observa en la figura 32 que la
proteina His-Esc] producida forma cuerpos de inclusién. Adicionalmente se hizo una
inmunodeteccién con anticuerpos especificos para la etiqueta de histidinas para comprobar
que fuera la proteina de interés y determinar la cantidad presente en la fraccion soluble. En
la figura 32 B se observa que casi la totalidad de la proteina de interés se encuentra en la

fraccion insoluble, por lo cual se decidi6 purificarla a partir de esta fraccion.
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Figura 32. Localizacion celular de la proteina His-Esc]. A) Carril 1: Fraccién soluble, carril 2: Fracciéon
insoluble; B) Western blot con anticuerpos anti-His. Carril 1: Fraccién soluble, carril 2: fraccion insoluble.
Con una flecha se marca la proteina His-Esc].

A partir de un cultivo de 500ml se purificé por cromatografia de afinidad a la proteina

His-Esc] de la fracciéon insoluble en condiciones desnaturalizantes. En la figura 33 se
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observa que en las diferentes eluciones la proteina de interés forma la fraccién mayoritaria,

por lo que éstas se juntaron, concentraron y dializaron como se describi6 anteriormente.
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Figura 33. Purificacion de la proteina His-Esc] en condiciones desnaturalizantes. Carril 1: Lisado celular, carril
2: Fraccién no unida a la columna, carril 3 y 4: Prelavado con amortiguador de elucion con 6M urea, carril 5 y
6: Lavado con amortiguador de unién con 6M de urea y 30mM imidazol, carril 7 y 8: Lavado con
amortiguador de unién con 6M de urea y 60mM imidazol, carril 8-12: Elucién de la proteina His-Esc] con
concentraciones crecientes de imidazol (100, 200,300 y 500mM). Con una flecha se marca a la proteina His-
Esc] purifiacada.

La proteina Esc] obtenida fue renaturalizada e inyectada a un conejo New Zealand
White utilizando el mismo esquema que se utiliz6 para la obtencién de anticuerpos
especificos para la proteina EspA. Este esquema de inmunizacién ain no ha sido

completado.

4.9 Analisis bioinformatico de la secuencia de la proteina Esc].

El gen es¢] codifica a una proteina de 190 aminoacidos. Por medio de los programas
computacionales Lipo P 1.0 y Prosite se determiné que los primeros 19 aminoacidos
comprenden una secuencia sefial, por lo que la proteina Esc] madura tiene una masa de

18647 Da.

Los homoélogos de la proteina Esc] poseen dos dominios: un péptido senal de
lipoproteina en el extremo amino terminal, en donde tienen un sitio de corte consenso
(Leu-(Ala/Set)-(Gly/Ala)-Cys) que es especificamente reconocido por la peptidasa de sefial
I1. Ademas en el extremo carboxilo terminal tienen una regién de entre 20-30 aminoacidos

hidrofébicos seguida de residuos basicos.

El analisis de la secuencia de la proteina Esc] revelé que ésta, a diferencia del resto de

las lipoproteinas de la familia Ysc]/PrgK que cuentan con un sitio de corte (Leu-(Ala/Set)-
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(Gly/Ala)-Cys), posee un sitio de corte alternativo (Thr-Val-Ala-Cys), el cual también se
predice que es reconocido por la peptidasa de sefial II. Este mismo analisis predijo la
localizacion periplasmica de dicha proteina, lo cual concuerda con lo reportado por Yip y

colaboradores en 2005.

No se pudo detectar ningun dominio transmembranal en el extremo carboxilo, lo cual
también concuerda con lo reportado por Yip y colaboradores (2005), quienes sugieren que
dicha proteina se une a la membrana interna con su extremo amino terminal acilado,

formando un anillo periplasmico.
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V. DISCUSION.

Los SST3 son “maquinarias macromoleculares” complejas, que es estan conformadas
por mas de 20 proteinas diferentes. Un porcentaje significativo de éstas funciona en
asociaciéon con moléculas acompafiantes (chaperonas), y forman grandes complejos al
interactuar con otros componentes o con ellas mismas formando homopolimeros. En una
etapa previa al ensamblaje del sistema secretor, cada una de las subunidades de cada
proteina debe de ser reconocida especificamente por el aparato secretor y transportada a su
punto de incorporacién dentro de la estructura en crecimiento (Crepin ez al, 2005).
Muchas de estas proteinas estructurales estain ampliamente conservadas entre los diferentes
SST3 de virulencia y también con el sistema flagelar, lo que da lugar a una estructura global
del sistema de transporte también conservada. Sin embargo varios de estos componentes
han sido poco estudiados, por lo que las caracteristicas estructurales en detalle y la
organizacion molecular del SST3 siguen sin entenderse por completo (Yip e al., 2005). En
este sentido, el objetivo de nuestro grupo de trabajo es el de entender cémo se lleva a cabo
la biogénesis del inyectisoma de EPEC y la secrecion de efectores de virulencia a través de

éste.

Como se describié en la introduccion, el correcto funcionamiento del SST3 involucra la
participacion de multiples proteinas, y debido a que, en algunos casos, ha sido posible
deducir el papel que juega una proteina de funcién desconocida si ésta interactia con otra
de funcién conocida, se ha prestado especial atenciéon a los estudios de interaccion
proteina-proteina (Golemis, 2002). De esta forma, el uso de ensayos de interaccién proteica
ha favorecido de forma critica el avance que la caracterizaciéon del SST3 ha tenido en los

ultimos anos.

Las interacciones entre proteinas pueden ser evaluadas mediante diferentes métodos
como la resonancia magnética nuclear, la cristalografia de rayos X, el sistema de doble
hibrido y la coinmunoprecipitacién, entre otros. Diversos métodos de caracterizaciéon de
interacciones proteina-proteina se han apoyado en el uso de inmunoglobulinas. En los
ultimos afios los métodos inmunoldgicos para la identificacién de interacciones han servido
como herramientas poderosas e indispensables dentro de la biologfa celular, la bioquimica y
la biologia molecular. La creciente importancia de las inmunoglobulinas en la investigacién
puede deducirse por el porcentaje de articulos publicados en los que se utilizan anticuerpos
para resolver problemas que serfa dificil o imposible resolver con el uso de otros métodos

(Drenckhahn ez. al., 1993).
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Las técnicas inmunolégicas tienen un amplio espectro de aplicaciones debido a su alta
especificidad y sensibilidad, lo que permite la detecciéon selectiva, aislamiento y

cuantificacién de moléculas hasta el nivel de picogramos (Drenckhahn ez a/., 1993).

Dentro de las inmunoglobulinas empleadas se ha visto favorecido el uso de los
anticuerpos policlonales debido a que su generacion es simple, rapida y poco costosa. Estos
anticuerpos se pueden utilizar tanto para inmunolocalizacién, inmunodeteccion,
inmunoréplica de afinidad, inmunoprecipitacion o ensayos de inmunoabsorbencia

(Drenckhahn ez. al., 1993).

Por otro lado, el SST3 de EPEC y EHEC es tnico al poseer una extensiéon hueca y
filamentosa de la aguja, llamada filamento EspA. Se piensa que la existencia de dicha
estructura adicional obedece al hecho de que estos microorganismos son patégenos
extracelulares. EspA es una proteina translocadora y estructural que forma el canal que se
requiere para la translocacién del receptor Tir y los efectores, la subversion de las cascadas
de transducciéon de sefales en la célula hospedera y finalmente la formacién de la lesion
A/E. Debido a su papel central en la patogénesis de EPEC, el filamento EspA ha sido una
de las estructuras del sistema que mejor se han descrito. También se han identificado
interacciones con las proteinas EspB (Hartland ez a/, 2000) y EspD (Daniell ez al., 2001),
que forman el poro de translocacién y con ella misma a través de interacciones de tipo cosled
cor/ (Delahay et. al., 1999). Por medio de analisis bioinformaticos se revelé que el extremo
carboxilo terminal de EspA es homodlogo a numerosas flagelinas incluyendo la flagelina de
Salmonella. El extremo carboxilo terminal de EspA corresponde al carboxilo terminal del
dominio D1 (CD1) de la flagelina, por lo que se piensa que la proteina EspA carece del
dominio DO0. En el filamento flagelar el dominio DO de la flagelina forma la parte interna
del “cilindro”, mientras que el dominio D1 se localiza hacia la parte externa de dicha
estructura helicoidal. A pesar de que las interacciones establecidas por el dominio DO son
importantes para la estabilidad del filamento, flagelinas mutantes que carecen de éste
pueden ensamblar un filamento con una estructura distinta a la nativa denominada Lt, por
lo que se piensa que el filamento EspA tiene una estructura similar a la Lt. La proteina
EspA ademas carece del dominio D3, el cual es altamente variable dentro de las flagelinas y
no es esencial para la formacién del filamento en Salmonella. Yip y colaboradores en 2005
observaron que la proteina EspA contiene un dominio tipo cwiled-coil en el extremo amino
terminal ademas del que posee en el extremo carboxilo terminal. Esta observaciéon ha

generado dos modelos de ensamblaje del filamento EspA. En el primero EspA funciona
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como una “mini flagelina” en la que los dos dominios tipo cvzled coz/ median la interaccion
entre subunidades, de manera similar a la encontrada en los monémeros de flagelina. En el
segundo modelo se propone que EspA funciona como “media flagelina” dimerizandose
con la ayuda de sus dominios tipo ciled-coil y posteriormente el dimero, al igual que la
flagelina, se polimeriza a través de interacciones hidrofébicas. Debido a la falta de evidencia
experimental aun se desconoce el mecanismo preciso de ensamblaje del filamento EspA

(Pallen et. al., 2005).

En este trabajo, se purificé la proteina recombinante EspA en condiciones nativas
(Figura 24) con un rendimiento de 800 HUg por litro de cultivo, el cual fue suficiente para la
inoculacién de ésta en un conejo y la generacion de anticuerpos especificos para la misma.
Debido a que es frecuente que durante la generacion de anticuerpos policlonales el suero
reaccione con mas de una proteina y la razén mas comun es la contaminacién del
inmundégeno con otras proteinas, se recomienda que la pureza de la muestra a inocular sea
alta (Drenckhahn ez al., 1993). Con este fin, se empled una matriz de agarosa acoplada a
niquel, la cual une covalentemente a la etiqueta de histidinas que se insert6 en el extremo
amino terminal de las proteinas al clonarlas en el vector pET19b, lo que permite que otras
proteinas con poca afinidad a la matriz sean eluidas con bajas concentraciones de imidazol.
A pesar de esto, y de las diferentes condiciones empleadas no se pudo obtener una pureza
del 100% para las proteinas de interés. Es posible que las proteinas contaminantes tengan
residuos de histidina cercanos a su superficie, por lo que fueron afines a la resina, se
unieron fuertemente a la matriz y persistieron a los lavados y eluciones con
concentraciones crecientes de imidazol. También existfa la posibilidad de que estas

proteinas contaminantes interactuen con las proteinas etiquetadas.

Con el fin de mejorar la pureza de las proteinas de interés para este trabajo seria
conveniente aumentar la concentraciéon de imidazol en los amortiguadores de lavado para
que las proteinas con menor afinidad por la resina se liberen de la columna. Por otra parte,
el volumen de agarosa acoplada a niquel y la capacidad total de unién debe de establecerse
de acuerdo con la cantidad de proteina que se desee purificar. Debido a que las proteinas
con una etiqueta de histidinas son mas afines a la resina que aquellas proteinas del lisado
celular con residuos de histidina en su superficie, se espera que muy pocas de estas ultimas
sean retenidas en la matriz si todos los sitios de unién son ocupados por la proteina con
etiqueta. Si se ocupa mucha agarosa acoplada a niquel es posible que se le unan proteinas

en los sitios libres. También existfa la posibilidad de que las proteinas “contaminantes”
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fueran productos de la oligomerizaciéon de las proteinas de interés; sin embargo ésta se
eliminé al hacer una inmunodetecciéon tipo Western blot utilizando anticuerpos anti-

histidinas y solo detectar a la proteina de interés.

En el caso de la purificacion de la proteina His-EspA se observan 4 proteinas
minoritarias (Figura 24). La proteina que migra por debajo de His-EspA result6 altamente
inmunogénica, lo que concuerda con lo encontrado en la literatura en donde se ha visto
que la fuerza de la respuesta inmune no depende necesariamente de la dosis del antigeno ya
que es posible que un contaminante menor sea un fuerte inmundgeno produciendo
anticuerpos altamente especificos (Drenckhahn ez a/, 1993). Al probar la especificidad y
reactividad del suero se encontré que éste reconocia a la proteina EspA y a la contaminante
de aproximadamente 20kDa, por lo que se hicieron diluciones del mismo hasta que se
encontr6 que utilizando una diluciéon de 1:55,000 ya no se reconocia a la proteina
contaminante de 20kDa. A pesar de esto, se encontraron las condiciones en las que el
anticuerpo EspA reconoce una sola banda en un lisado celular de EPEC, por lo que los
anticuerpos seran utiles en la caracterizacion de la biogénesis del SST3 y en el hallazgo de

interacciones de la proteina EspA con otros componentes del SST3 de EPEC.

Uno de los objetivos del laboratorio es la identificacién de interacciones entre
complejos efector-chaperona con componentes del aparato secretor del SST3. En . enterica
se ha propuesto que la ATPasa InvC tiene un papel central en el reconocimiento de los
sustratos. Al pertenecer a la familia de ATPasas AAA+, ésta induce cambios
conformacionales en las proteinas a secretar permitiendo la liberacién de las chaperonas en
una forma dependiente de ATP. Se ha observado que la ATPasa es uno de los
componentes mas conservados del SST3 por lo que se piensa que la ATPasa de EPEC se
puede comportar de manera similar. La obtencién de anticuerpos especificos para la
proteina EspA sera de gran utilidad para la identificaciéon de la interaccion del complejo
EspA-CesAB por una parte, y de éste con la ATPasa EscN la cual también esta siendo
caracterizada en nuestro laboratorio. Esta interaccién se va a estudiar mediante el uso de
diferentes metodologfas como ensayos de copurificacién por cromatografia de afinidad y

por inmunoréplica de afinidad.

Utilizando la técnica de copurificacién, la proteina recombinante His-EspA se puede
co-producir junto con diferentes productos génicos a evaluar. El experimento se puede
hacer por co-expresion de ambos genes en la misma célula, utilizando plasmidos

compatibles, o por la mezcla de lisados celulares, o de éstos con proteinas recombinantes
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puras. Las proteinas se copurifican por medio de cromatografia de afinidad en columnas de
agarosa acoplada a niquel o a glutatién dependiendo de la etiqueta utilizada en la proteina
recombinante. Las proteinas retenidas en la columna se eluyen y se analizan en geles de

poliacrilamida-SDS, o por inmunodeteccion utilizando anticuerpos anti-EspA.

Para la inmunoréplica de afinidad, las proteinas recombinantes purificadas se separan
por electroforesis en geles de poliacrilamida, y se transfieren a membranas de nitrocelulosa,
las cuales se incuban en presencia de la segunda proteina (EspA). La inmunodeteccion se
realiza utilizando anticuerpos anti-EspA y un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
acoplado a peroxidasa de rabano, lo que identificara si la proteina EspA es capaz de

interactuar con la proteina renaturalizada en la membrana (Minamino y Macnab, 2000).

Por otra parte, Kenny y colaboradores en 1997 describieron cémo la regulacion de los
genes asociados con la virulencia de EPEC esta relacionada con las condiciones del medio
externo. En condiciones de laboratorio la secrecion de proteinas translocadoras y efectoras
por EPEC esta determinada por el medio de cultivo, el pH y la temperatura en que las
bacterias son crecidas. En medio DMEM pH 6.3-7.6 y temperatura de 36°C, la cepa
silvestre secreta grandes cantidades de estas proteinas, debido a que dichas condiciones
pueden ser similares a las que EPEC, encontraria en el intestino delgado. Gracias a que se
conoce el perfil de secrecion de las cepas silvestres de EPEC es posible caracterizar
componentes especificos del inyectisoma al comparar el perfil de secrecién de una cepa
mutante en el componente a analizar con el de una cepa silvestre. Knutton y colaboradores
en 1998 observaron que al crecer células silvestres de EPEC en medio DMEM, la presencia
de filamentos EspA correlacioné con los niveles altos de la proteina EspA en el
sobrenadante de un cultivo crecido hasta fase exponencial media, lo que hace que la
proteina EspA sea un buen indicador de que la maquinaria de translocacién es funcional.
El tener anticuerpos especificos para esta proteina sera una herramienta importante en la

caracterizacion de mutantes y su efecto en la secreciéon y expresion de proteinas.

Como se ha mencionado, el ensamblaje del sistema continta siendo objeto de estudio y
un ejemplo de los recientes avances que se estan dando en esta direccion es el de la
cristalizacion de la proteina Esc] que forma el anillo interno. Anteriormente se pensaba que
la proteina Esc] era el componente principal del eje interno en EPEC (Crepin ez al., 2005),
hasta que con la determinacién de su estructura atomica y el uso de modelaje molecular se
demostré que esta proteina forma un anillo periplasmico de 24 subunidades que puede

servit como una plataforma para el inicio del ensamblaje del eje interno, el cual por
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predicciones bioinformaticas se sabe que en EPEC podria estar compuesto por la proteina

Escl (Pallen ez. a/., 2005).

Se ha propuesto que el anillo Esc] puede interactuar con componentes
transmembranales como los que forman parte del aparato secretor EscR, EscS, EscT,
EscU y EscV (Yip ez al., 2005). Sin embargo, estas interacciones se evaluaron por medio
del sistema de doble hibrido en levadura sin detectarse alguna, lo que posiblemente se
debi6é a que las condiciones del ensayo no propiciaron el correcto plegamiento o que se
necesitan condiciones especificas para que éstas se den (Creasey ez al, 2003). Se han
descubierto interacciones entre homoélogos de Esc] y otros componentes del SST3. En
Shigella Mxi] (homologa de Esc] de EPEC) interactia con la proteina de membrana externa

MxiD (homologa de la secretina EscC de EPEC) (Crepin ez. al., 2005).

En este trabajo se purifico la proteina recombinante His-Esc] a partir de la fraccién
insoluble, probablemente a partir de cuerpos de inclusién, con un rendimiento de 1.5 mg
por litro de cultivo. Se hicieron numerosos intentos por purificar la proteina en condiciones
nativas, desafortunadamente no se alcanzoé el rendimiento esperado. Esto probablemente
estuvo relacionado con la localizacion de la etiqueta de histidinas en el extremo amino
terminal. Como muestran los resultados del andlisis de la secuencia de aminoacidos de la
proteina Esc], ésta es exportada al periplasma por medio de la translocasa Sec gracias a que
tiene una secuencia sefal de lipoproteina en el amino terminal. La mayorfa de la proteina
permanece en la fraccion insoluble del cultivo celular, lo cual era de esperarse dado que
Esc] es una proteina asociada a la membrana interna y en estudios cristalograficos
publicados por Yip y colaboradores en 2005, se demostrd que esta proteina se oligomeriza
para formar un anillo periplasmico. Como se muestra en la figura 32 una cantidad
importante de la proteina se encuentra en la fraccion soluble; sin embargo cuando se realiza
una inmunodeteccién con anticuerpos anti-His sélo se detecta una sefial débil. Estos
resultados junto con otros datos experimentales obtenidos en el laboratorio, en los que se
observa que cuando la produccién de la proteina recombinante His-EtgA (transglicosilasa
del SST3 de EPEC) se induce en células BL21 no se afecta su crecimiento (datos no
mostrados) sugieren que la proteina recombinante His-Esc] no es reconocida por la
maquinaria de translocacion Sec. Sin embargo cuando las células son lisadas en condiciones
nativas, la peptidasa II presente en el periplasma entra en contacto con las proteinas
solubles en el citoplasma y remueve la secuencia sefial de la proteina y la etiqueta de 10

histidinas del extremo amino terminal, lo que dificult6 su purificacion por cromatografia de

R



afinidad. En cambio, cuando se prepara un lisado en condiciones desnaturalizantes, la
peptidasa no es funcional, no se remueve el péptido lider y por lo tanto es posible purificar
la proteina por este método. Como ya se ha reportado por Creasey y colaboradores (2003)
se cree que el plegamiento de Esc], como el de otras proteinas membranales es importante
para su interacciéon con otros componentes del SST3. Debido a esto dltimo, para purificar
la proteina Esc] nativa por el método de cromatografia de afinidad serd necesario clonar el
gen escf en un vector que introduzca la etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo
terminal o clonarlo en el vector pET19b sin secuencia sefial. La utilizacién de proteina en
condiciones desnaturalizantes como inéculo para la obtencién de anticuerpos es

recomendable, debido a que se cree que esto puede inducir la respuesta inmune.

La proteina renaturalizada que fue obtenida se esta empleando para la inmunizacion de
un conejo y la obtencién de suero policlonal que sera util para la caracterizacion de la
estructura de SST3 de EPEC y las interacciones que se dan entre los componentes de este
sistema. Esto se realizara por diversos métodos como la inmunorréplica de afinidad
descrita con anterioridad. Un componente del sistema que por su localizacion periplasmica
podria estar interactuando con la proteina Esc] es la proteina EtgA, la cual también se esta
caracterizando en nuestro laboratorio. Esta proteina es una transglicosilasa litica, que
podria ser responsable de romper la red de peptidoglicano en el periplasma de la bacteria,
con el fin de permitir el anclaje y ensamblaje eficiente del complejo supramolecular en la
envoltura celular (Pallen ez al., 2005). Se propone que para llevar a cabo una lisis localizada
de la pared celular, es decir, en el lugar exacto en donde se esta formando el SST3, dicha
transglicosilasa periplasmica que se exporta via sistema Sec, debe interactuar con algun

componente del SST3, y uno de los candidatos es la proteina Esc].
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VI. CONCLUSIONES.

Utilizando técnicas de biologia molecular se clonaron los genes espA y esc] de

Escherichia coli enteropatégena en los vectores pUC1S8, pET19b y pT1c99a.

Gracias a que el vector pET19b agrega una etiqueta de 10 histidinas en el extremo
amino terminal de las protefnas de interés se pudieron purificar las proteinas

recombinantes His-EspA y His- Esc] mediante cromatografia de afinidad.

Se generaron anticuerpos policlonales especificos para la proteina His-EspA, los
cuales fueron capaces de reconocer a la proteina silvestre ain en muestras de

lisados celulares.

Con la proteina recombinante His-Esc] que se obtuvo en este trabajo, se generaran

anticuerpos policlonales especificos.
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APENDICE A.

1. Medio de cultivo

Medio Luria-Bertani (LB)
A 950 ml de agua desionizada agregar:

Bactotriptona 10¢
Extracto de levadura 5¢
Cloruro de Sodio 5¢
Solucién de timina-tiamina 10% 10 ml

Ajustar el volumen de la solucién a 11 con agua desionizada y esterilizar en autoclave durante 20
minutos.

Para hacer placas de LB se agregan 15 g de agar.
Medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)

EL medio DMEM se adquirié en GIBCO

Componentes Molaridad
mM
Glicina 0.400
L-Hidrocloruro de arginina 0.398
I-Cisteina 2HCI 0.201
L-Glutamina 4.00
IL-Hidrocloruro de histidina 0.200
I-Isoleucina 0.802
L-Leucina 0.802
L- Hidrocloruro de lisina 0.798
L-Metionina 0.201
I-Fenilalanina 0.400
L-Serina 0.400
L-Treonina 0.798
L-Triptofano 0.0784
1.-Sal dihidratada de tirosina 0.398
1.-Valina 0.803
Cloruro de colina 0.0286
D-pantotenato de calcio 0.00839
Acido félico 0.00907
i-Inositol 0.0400
Niacinamida 0.0328
Hidrocloruro de piridoxina 0.0196
Riboflavina 0.00106
Hidrocloruro de Tiamina 0.0119
Cloruro de calcio 1.80
Nitrato férrico 0.000248
Sulfato de magnesio 0.814
Cloruro de potasio 5.33
Cloruro de sodio 110.34
Fosfato de sodio monobasico 0.906
D-Glucosa 25.00

Rojo fenol 0.039



El contenido de un sobre se disolvié en 800 ml de agua desionizada y una vez disueltos los
componentes se agregan 3.7 g de bicarbonato de sodio, se ajusta el pH a 7.1 con HCl, se afora
a un litro y se esteriliza por filtracién con un filtro de nitrocelulosa de 0.22 pm.

2. Soluciones madre.

Concentracién Almacenamiento Esterilizacion

Ampicilina 50mg/ml en agua -20°C Filtracién

Cloranfenicol 25mg/ml en agua -20°C Filtracién

Estreptomicina 10 mg/ml. en agua  -20°C Filtracién

Tetraciclina 25 mg/ml en etanol  -20°C Filtracién y almacenaje en
recipientes no translicidos

Bromuro de 10mg/mlen TAE ~ Temperatura

etidio ambiente

Cloturo de calcio  100mM/en agua 4°C En autoclave 20 minutos

IPTG 100mM/en agua -20°C Filtracién

Azul de 0.2%/en metanol Temperatutra

Coomassie ambiente

3. Amortiguadores

TAE (Tris-acetate-EDTA)
Tris 40 mM
EDTA 1 mM
Acido acetico glacial 1.2%

Almacenar a temperatura ambiente.

BB (Binding Buffer )
Fosfato de sodio 20 mM
Cloruro de Sodio 500 mM

Almacenar a 4°C.

PBS (Phosphate-buffered saline)

Cloruro de Sodio 137 mM
Cloruro de Potasio 2.7 mM
Fosfato dibasico de sodio hidratado 10 mM

Fosfato de potasio monobasico hidratado 2 mM

Ajustar el pH a 7.4 y esterilizar en autoclave por 20 minutos. Almacenar a 4°C.

Amortiguador de unién (AU)6M urea
CaCl, 2mM

Tris pH 8 20mM

NaCl 0.5M

Urea 6M



Almacenar a 4°C

Amortiguador de lavado(AL) 6M de urea 30 y 60mM de imidazol
CaCl, 2mM

Tris pH 8 20mM

NaCl 0.5M

Urea 6M

Imidazol 30 6 60mM

Almacenar a 4°C

Amortiguador de eluciéon (AE)
CaCl, 0.1M

Tris pH 8 1M

NaCl 0.5M

Glicerol ~ 20%

Imidazol ~ 100-500mM

Almacenar a 4°C

Amortiguador de didlisis
Tris pH 8 50mM

DTT 0.2mM

Glicerol  10%

Almacenar a 4°C

Amortiguador de transferencia
Tris 20 mM

Glicina 150 mM

Metanol 20%

Almacenar a 4°C.

TBS 1X(Tris-buffered saline)
Tris 20 mM
Cloruro de sodio 150 mM

Ajustar el pH a 7.4 y esterilizar en autoclave por 20 minutos. Almacenar a 4°C.

TBS-Tween (TBS-T)

Tris 20 mM
Cloruro de sodio 150 mM
Tween-20 0.3%

Almacenar a 4°C.

Solucién bloqueadora
TBS 10X 10%



Tween-20 0.3%
Lecha descremada 25%

Preparar en el momento. Puede guardarse a 4°C durante una semana.

Amortiguador de corrida 4X
Tris-HCL pH 6.8 0.5M

SDS 8%
Azul de Bromofenol 0.4%
Glicerol 40%

Almacenar a 37°C.

Amortiguador de carga SDS 4X
Tris-HCL pH 8 200 mM
SDS 8%

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucién para desteqir.
Metanol 5%
Acido acético 7%

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion de secado.
Metanol 10%
Glicerol 4%

Almacenar a temperatura ambiente.



APENDICE B.

1. Preparacion de geles de agarosa.

Ensamblar la camara de electroforesis

Preparar un gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE 1X, vaciarlo, colocar el
peine y esperar a que polimerice.

Las muestras se corren a 100 volts en amortiguador TAE 1X

2. Preparacion de plasmidos con el Kit QIAaprep de Qiagen.

Hacer una pastilla de células con un precultivo (4 ml de medio LB incubando toda
la noche a 37°C en agitacién con antibidticos para los cuales sea resistente la cepa)
centrifugando 2 minutos a 13000 rpm sucesivamente.

Resuspender la pastilla en 250l de amortiguador P1.

Agregar 250 Ul de amortiguador P2 y mezclar suavemente.

Agregar 350 Pl de amortiguador N3 e invertir el tubo una vez.

Centrifugar 10 minutos a 13000 rpm

Agregar el sobrenadante a una columna QIAprep.

Centrifugar por 1 minuto y desechar el sobrenadante.

Lavar la columna con 500Ul de amortiguador PB y centrifugar por 1 minuto.
Desechar el sobrenadante.

Lavar la columna con 750 I de amortiguador PE y centrifugar durante 1 minuto.
Deschar el sobrenadante y centrifugar 1 minuto adicional para eliminar los restos
de amortiguador.

Colocar la columna en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml. Para eluir el DNA
agregar 50 Hl de amortiguador EB al centro de la columna, incubar un minuto y
después centrifugar 1 minuto.

3. Purificacion de DNA utilizando el Kit de extracciéon en gel
QIAquick de Qiagen

Cortar el fragmento de DNA de un gel de agarosa con una navaja nueva.

Pesar el fragmento a un tubo de microcentrifuga. Anadir 3 volumenes de
amortiguador QG por cada volumen de gel (100mg-100pl).

Incubar a 50°C durante 10 minutos. Para disolver el gel, mezclar con vortex cada 2-
3 minutos durante la incubacién. El color de la mezcla debe ser amarillo.

Agregar un volumen de isopropanol a la muestra y mezclar.

Colocar una columna QIAquick en un tubo de microcentrifuga de 2ml.

Agregar la muestra a la columna y centrifugar un minuto para que el DNA se
adhiera a la columna.

Desechar el sobrenadante y volver a colocar la columna en el mismo tubo.

Para eliminar los restos de agarosa de la columna agregar 500 Ul de amortiguador
QG y centrifugar durante 1 minuto a 13,000 rpm.

Lavar la columna con 750 I de amortiguador PE y centrifugar durante 1 minuto.
Desechar el sobrenadante y centrifugar a 13, 000 rpm la columna por un minuto
adicional.

Colocar la columna en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml.



Para eluir el DNA agregar 50Ul de amortiguador EB al centro de la columna,
incubar durante un minuto y centrifugar durante 1 minuto.

4. Preparacion de geles de poliacrilamida 15%

Ensamblar la camara de electroforesis.

Preparar gel separador, vaciarlo en la cimara y esperar a que solidifique
(aproximadamente 40 minutos).

Preparar el gel concentrador, vaciarlo en la camara, colocar el peine y esperar a que
se solidifique (aproximadamente 40 minutos).

Las muestras se corren a 90 voltz en amortiguador SDS 1X.

Gel separador

Actrilamida 30% 15 ml
Amortiguador inferior 7.5 ml
Persulfato de amonio 10% 300 pl
TEMED 12 Ul
Agua 7.2 ml
Gel concentrador

Acrilamida 30% 3 ml
Amortiguador superior 5 ml
Persulfato de amonio 10% 200 pl
TEMED 20 pl
Agua 11.8 ml

5. Preparacién de células competentes con CaCl,.

Preparar un cultivo a partir de una colonia aislada de la cepa deseada en 2ml de
medio LB a 37°C con agitacion durante 16 horas.

Inocular 30ml de medio LB con 3ml del precultivo. Incubar a 37°C con agitacion
hasta que se alcance una DOy, entre 0.3 y 0.5.

Centrifugar a 7649.2 x g durante 5’ a 4°C.

Desechar el sobrenadante y agregar 30ml de CaCl,0.1M frio. Incubar 40’ en hielo a
4°C.

Centrifugar como antes se describio.

Resuspender con cuidado en 2ml de CaCl, 0.1M.

6. Transformacion de E. co/:.

Agregar toda una reaccon de ligacion (15, 20, o 30 pl segun el caso) a 200LJ1 de
células competentes.

Incubar con el DNA 2.5 horas en hielo a 4°C.

Dar un choque térmico a 42°C 2’ e incubar en hielo durante 3’.

Recuperar las células con 800pl de medio LB durante una hora a 37°C con
agitacion.

Platear en placas de LB soélido con ampicilina para poder seleccionar las células
transformantes.



Cuando se transformé DNA plasmidico se agregaron 5 [l a las células competentes y

no hubo necesidad de recuperarlas, se platearon de inmediato.
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