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RESUMEN

Muchas bacterias patdgenas Gram negativas emplean un sistema de
secrecion tipo lll (SST3) como principal mecanismo de virulencia. A través de
éste se secretan distintos tipos de proteinas que caen en ftres categorias:
sustratos tempranos, intermedios o franslocadores y tardios o efectores. Los
sustratos tempranos forman los componentes basales del SST3 por lo que su
secrecidon y ensamblaje es indispensable para la secrecidn de los demds
sustratos. Los translocadores se requieren para la translocacion de los efectores
hacia la célula hospedera ya que forman un poro en la membrana de ésta a
fravés del cual se fransportan los sustratos tardios, los cuales modulan
diferentes vias de senalizacidn alterando las funciones celulares del hospedero

y SUs mecanismos de defensa.

Los patdgenos han desarrollado diversos mecanismos para asegurar que los
franslocadores sean secretados antes que los efectores, de esta maneraq,
aseguran que los efectores sean transportados directamente hacia el
citoplasma del hospedero y no al medio extracelular. Sin embargo, estos

mecanismos son poco entendidos.

En el SST3 de Escherichia coli enteropatdégena (EPEC) las proteinas Sepl y SepD
forman un complejo que promueve la secrecidén de franslocadores y evita la
de efectores. Por ello se propuso que estas proteinas forman un interruptor
molecular que regula la jerarquia en la secrecidn de sustratos. En este frabajo

se realizd una caracterizaciéon de la proteina SeplL.

La proteina recombinante His-SeplL se purificd mediante cromatografia de
afinidad por niquel. A partir de ésta se generaron anticuerpos policlonales en
conegjo. Las inmunoglobulinas precipitadas con sulfato de amonio saturado e

inmunoadsorbidas reconocen de manera especifica a la proteina SepL.

His-SeplL es capaz de restaurar la secrecidn de translocadores en una cepa
Asepl (que no secreta translocadores e hipersecreta efectores); sin embargo,

no complementa la hipersecrecién del efector Tir. También se observd que la



sobreexpresidon de his-sepl en un fondo silvestre induce la hipersecrecién de Tir.
Por lo que una etiqueta de 10 histidinas en la regidn amino de Sepl interfiere
con la funcidén de SeplL como regulador de la secrecidén de efectores, pero no

afecta su funcidén de promover la secrecion de franslocadores.

Recientemente se demostré en el laboratorio que la delecidén del gen que
codifica para la proteina Orf12 resulta en el mismo fenotipo que las mutantes
en sepD o sepl, es decir, Orf12 también participa en la regulaciéon de la
secrecion de sustratos. Asimismo, se demostrd que Sepl, SepD y Orf12 forman
un complejo proteico. En este trabajo, mediante alineamientos de secuencia
se demostrd que Sepl, SepD y Orf12 son ortélogos de las proteinas Ssal, SpiC y
SsaM, respectivamente, las cuales regulan la secrecidn de proteinas de
virulencia a fravés del SST3 de Salmonella enterica. A su vez, se observd que la
estabilidad de Sepl disminuye en un fondo genético AsepD y Aorf12.

Mediante ensayos de copurificacion tipo pull-down y doble hibrido en
levadura se demostrd que tanto Sepl como Orf12 interactUan con SepD, sin
embargo, no se detectd interaccion entre SeplL y Orf12. Este es el primer

reporte donde se demuestra interaccién directa entre SepD y Orf12.

Por ofra parte, se demostrd que Sepl interactUa con EscN, la ATPasa asociada
al SST3 de EPEC.

Se observé que una version de SeplL que carece de los primeros 75
aminodcidos (SeplL A75) no es capaz de complementar una cepa Asepl. De
acuerdo con reportes previos se considera que el defecto de
complementacion de Sepl A75 podria deberse a la falta de interaccién con la
ATPasa EscN.

Finalmente, se presenta un modelo de las interacciones ya descritas para Sepl
asi como las observadas en este trabagjo y se propone un posible mecanismo
de la regulacién de la jerarquia de secrecion de sustratos a través del SST3 de
EPEC.



INTRODUCCION

Escherichia coli es una bacteria Gram-negativa que coloniza el fracto
gastrointestinal de humanos dentro de las primeras horas de vida (Nataro and
Kaper 1998). A partir de ese momento, forma parte de la microbiota intestinal y
establece una relacién benéfica con su hospedero, del cual obtiene una
fuente constante de nutrientes y proteccidon contra algunos estreses; por ofra
parte, lo favorece previniendo la colonizacion por patdégenos (Tenaillon,
Skurnik et al. 2010).

E. coli representa el anaerobio facultativo mds abundante de la microbiota
intestinal, su nicho ecolégico es la capa mucosa que cubre las células
epiteliales del intestino grueso, principalmente el colon, donde permanece sin
causar dano; sin embargo, en un hospedero inmunodeprimido o cuando las
barreras gastrointestinales son quebrantadas (como en una peritonitis), puede

causar infeccién (Kaper, Nataro et al. 2004).

A lo largo del tiempo, diversas cepas de E. coli han adquirido factores de
virulencia especificos a través de elementos modviles como pldsmidos,
bacteridfagos o islas de patogenicidad. Estos elementos les confieren la
capacidad de provocar un amplio espectro de enfermedades asi como una
mejor habilidad de adaptacion a distintos nichos. A estas cepas de E. coli se

les denomind patotipos (Kaper, Nataro et al. 2004).

Las infecciones provocadas por distinfos patotipos de E. coli pueden
delimitarse a las mucosas o diseminarse a fravés del cuerpo. Estas se han
asociado con fres sindromes clinicos generales: i) Infecciones del tracto
urinario, i) Sepsis/meningitis y i) Enfermedades entéricas/diarrea (Chen and
Frankel 2005).

Se han descrito seis patotipos asociados a enfermedades entéricas/diarrea: E.
coli enteropatdégena (EPEC), E. coli enterohemorrdgica (EHEC), E. coli

enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva



(EIEC) y E. coli difusamente adherente (DAEC) (Nataro and Kaper 1998; Kaper,
Nataro et al. 2004).

Escherichia coli enteropatégena.

E. coli enteropatdégena (EPEC) es el agente etioldgico comuin de diarrea
aguda en ninos menores de 2 anos (Levine and Edelman 1984). Fue el primer
patotipo en ser descrito como la causa de brotes de diarrea en el Reino Unido
entre 1940-1950 (Levine, Bergquist et al. 1978). Mientras que este fendmeno ha
disminuido en paises desarrollados, EPEC sigue siendo una de las principales
causas de diarrea infantil en paises en vias de desarrollo (Kaper, Nataro et al.
2004). Diferentes estudios han demostrado que del 30 al 40% de los casos de
diarrea infantil se deben a EPEC, y la tasa de mortalidad es de alrededor del
30% (Nataro and Kaper 1998; Kaper, Nataro et al. 2004; Chen and Frankel
2005).

EPEC coloniza las células epiteliales del intestino delgado (enterocitos),
principalmente la porcidon del yeyuno (Rothbaum, McAdams et al. 1982). Los
signos y sinftomas de una infeccion por este patdégeno incluyen diarrea acuosa
aguda, vémito, fiebre y malestar general. Ademds, en las biopsias de
pacientes infectados se puede observar una lesidn histopatoldgica
caracteristica ocasionada por este patdgeno: la lesibn de adherencia y
esfacelamiento (lesidn A/E). Este fenotipo se caracteriza por la eliminacién de
las microvellosidades del intestino y la adherencia intfima entre la bacteria y la
célula hospedera, tfambién se observan marcados cambios en el
citoesqueleto del enterocito, incluyendo la acumulacién de filamentos de
actina bagjo el sitio de adherencia de la bacteria y la formacidon de una
estructura en forma de pedestal sobre la cual se posa la bacteria (Nataro and
Kaper 1998).

Modelo de patogénesis de EPEC.

El modelo de patogénesis de EPEC se ha dividido en tfres etapas (Nataro and
Kaper 1998; Chen and Frankel 2005):



i) Adherencia inicial: En la primera etapa de la infeccidn, la bacteria se
adhiere a las células epiteliales del intestino a través de una fimbria o pili tipo IV
denominado BFP (Bundle forming pilus), el cual, ademds de promover la
adherencia inicial entre la bacteria y el enterocito, también promueve la
adherencia entre bacterias y con ello la formacién de agregados bacterianos
(microcolonias); a este fenotipo se le denomina “adherencia localizada” o LA
(Localized adherence) por sus siglas en inglés (figura 1) (Tobe and Sasakawa
2001).

Ademds del BFP, se ha propuesto que otras adhesinas (fimbriales y no
fimbriales), asi como el flagelo podrian participar en la adherencia entre la
bacteria y la célula hospedera (Cleary, Lai et al. 2004; Saldana, Erdem et al.
2009).

Figura 1. Etapa |: Adherencia inicial. (A) Representacidén del BFP de EPEC mediando la
adherencia inicial entre las bacterias y enfre la bacteria y el hospedero. (B) Imagen de
microscopia electrénica que muestra el fenotipo de adherencia localizada de EPEC a células
HEp-2 [Tomada de: http://medschool.umaryland.edu/infeMSD /Images.htm].

i) Transduccién de senales: Las condiciones ambientales del intestino permiten
que EPEC exprese un sistema de secrecion tipo lll (SST3) (ver mds adelante) a
través del cual inyecta una serie de proteinas efectoras (efectores) hacia el
citoplasma del enterocito (figura 2). Estas proteinas de virulencia alteran
distintas vias de senalizacién del hospedero, induciendo cambios en algunas
funciones celulares como la remodelacidon del citoesqueleto de acting,
alteracién de la barrera epitelial y de la funcidon mitocondrial entre ofras. Todos

estos cambios promueven la formacién de la lesion A/E vy la induccién de la



diarrea, aunque hasta la fecha aun no se han esclarecido en su fotalidad los
mecanismos que conllevan a la produccién de diarrea (Auerbach, Baker et al.
1984; Guttman and Finlay 2008; Dean and Kenny 2009; Viswanathan, Hodges et
al. 2009).

Tir, uno de los efectores translocados hacia el enterocito, se inserta en la
membrana plasmdatica de éste (Kenny, DeVinney et al. 1997) y adopta una
topologia de asa, en la cual, su dominio central permanece extracelular
mientras sus extremos amino y carboxilo permanecen intracelulares, éstos
Ultimos tienen un papel importante en la activaciéon de vias de senalizacion del

hospedero (Campellone and Leong 2003).

© Efectores =

Figura 2. Etapa Il: Transduccién de sefales. (A) Representacidon de EPEC expresando el SST3,
mediante el cual fransloca proteinas efectoras hacia el citoplasma del hospedero, entre éstas se
encuentra Tir (representado como un arco rojo) que se inserta en la membrana. (B) Imagen de
microscopia electrénica de barrido donde se observa a EPEC infectando células HEL, las flechas
senalan el flamento del SST3, fomada de (Knutton, Rosenshine et al. 1998).

iii) Adherencia intima: En la Ultima etapa, el dominio exfracelular de Tir
inferactUa con una adhesina de membrana externa de EPEC denominada
infimina  (Kenny, DeVinney et al. 1997). Esta interaccién promueve la

adherencia intima entre la bacteria y el enterocito (figura 3A).
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Figura 3. Etapa lll: Adherencia intima. (A) Esquema de la adherencia intima entre EPEC vy el
enterocito, los circulos amarillos representan a la intimina y el arco rojo a Tir; el circulo azul
representa la fosforilaciéon de Tir. También se muestran las proteinas Nck, N-WASP (Neural-Wiskott-
Aldrich syndrome protein), Arp2/3 (Actin-related protein 2/3) y la actina. (B) Microscopia
electronica de barrido de EPEC infectando células HEL; se puede observar la formacién del
pedestal (Knutton, Rosenshine et al. 1998).

La interaccién con la intimina promueve el agrupamiento de diversas
moléculas de Tir, el cual es fosforiado en la tirosina 474 por cinasas del
hospedero. La forma fosforilada de Tir interactUa con la proteina adaptadora
Nck, que a su vez recluta y activa a N-WASP (Neural-Wiskott-Aldrich syndrome
protein) y al complejo Arp 2/3 (Actin-related protein 2/3). El reclutamiento de
este complejo resulta en la nucleacién de filamentos de actina debagjo del
lugar de adhesién de la bacteria y la formacién de una estructura en forma de
pedestal caracteristica de la infeccidon por EPEC (figura 3B) (Kalman, Weiner et

al. 1999; Sal-Man, Biemans-Oldehinkel et al. 2009).

Locus de esfacelamiento enterocitico.

Todos los genes necesarios para la formacién de la lesion A/E estdn
codificados en una isla de patogenicidad de 35.6 kb denominada LEE (Locus
de Esfacelamiento Enterocitico) (Jarvis, Giron et al. 1995; McDaniel, Jarvis et al.
1995). Se ha demostrado que esta regidn es necesaria y suficiente para inducir
dicha lesion ya que al clonar el LEE en una cepa no patdégena de E. coli (K12)

ésta adquiere la habilidad de formar la lesién A/E (McDaniel and Kaper 1997).



El LEE de EPEC consta de 41 marcos de lectura abiertos organizados
principalmente en 5 operones policistronicos, LEE1 a LEE5S (figura 4) (Elliott,
Wainwright et al. 1998). Los genes codificados en esta isla se agrupan en
distintas categorias que comprenden: reguladores tfranscripcionales,
franslocadores, efectores, la adhesina infimina, chaperonas moleculares,
proteinas estructurales del SST3, proteinas involucradas en la regulaciéon de la
secrecidn a través del SST3 asi como algunos marcos de lectura abiertos de

funcién desconocida (Dean, Maresca et al. 2005).
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Figura 4. Representacidn esquemdtica de la isla de patogenicidad LEE (Locus de
esfacelamiento enterocitico). Modificado de (Dean, Maresca et al. 2005).

El andlisis del contenido de G + C del LEE mostrd que es mds bajo (38%) que el
del resto del cromosoma de EPEC (50.8%), lo cual implica que se adquirié por
transferencia horizontal (Frankel, Phillips et al. 1998).

Ler es un regulador transcripcional codificado por el primer gen del operdn
LEE1. Este regula positivamente la expresidon de todos los operones del LEE al
contrarrestar la represién impuesta por el regulador global H-NS (Bustamante,
Santana et al. 2001). Adicionalmente, los reguladores franscripcionales GrlA y
GrIR, también codificados en el LEE, lo regulan de manera positiva y negativa
(respectivamente), a fravés del control de la expresion de ler (Deng, Puente et
al. 2004; Mellies, Barron et al. 2007).

La funcién central de la isla de patogenicidad LEE es la formacién del sistema
de secrecidn tipo lll o inyectisoma (Jarvis, Giron et al. 1995) a través del cual se
franslocan los efectores hacia la célula hospedera. Cabe mencionar que

ademds de los 7 efectores codificados en el LEE se han idenftificado ofros



localizados en distintas islas de patogenicidad a lo largo del cromosoma, a

éstos se les denomind Nle’s (non-LEE encoded) (Dean, Maresca et al. 2005).

Sistemas de secrecion tipo Ill.

Los sistemas de secrecion tipo lll, fambién llamados inyectisomas, permiten la
secrecion de proteinas hacia el exterior bacteriano en un solo paso (sin
intermediarios peripldsmicos). Estos sistemas son empleados por muchos
patdégenos de plantas y animales como Salmonella spp. Shigella spp., Yersinia
spp., Escherichia coli enteropatdégena y enteronemorrdgica, y Pseudomonas
aeruginosa asi como por algunos simbiontes (Dale, Plague et al. 2002; Cornelis
2006), para translocar proteinas efectoras hacia el citoplasma de la célula
hospedera (Galan and Wolf-Watz 2006). Los inyectisomas estdn relacionados
estructural y evolutivamente con el flagelo (organelo de motilidad bacteriana

que también se ensambla a través de un SST3) (Cornelis 2006).

Los SST3 estdn formados por mds de 20 proteinas y se dividen en dos

estructuras:

i) Cuerpo basal: estructura cilindrica que consiste en una serie de anillos
embebidos en ambas membranas (interna y externa) conectados a fravés de

una estructura peripldsmica denominada eje.

ii) Estructura extracelular: constituida por el gancho vy el flamento en el caso
del flagelo; la aguja en patdbgenos de animales y el pilus Hrp en patdgenos de
plantas. Para algunas bacterias como EPEC, ademds de la aguja se ensambla

también un flamento en la punta de ésta.

Adicionalmente, en el extremo distal de los inyectisomas se ensambla un
complejo que forma un poro de tfranslocacidon en la membrana citopldsmica
de la célula hospedera a través del cual se translocan los efectores (Cornelis
2006).



Sistema de secrecion tipo lll de Escherichia coli enteropatégena.

El SST3 de EPEC estd compuesto por una estructura cilindrica (cuerpo basal)
que afraviesa ambas membranas. En la membrana externa se ensambla un
anillo compuesto por 12 subunidades de la proteina EscC, miembro de la
familia de las secretfinas (Gauthier, Puente et al. 2003). En la membrana interna
se ensamblan dos anillos: la lipoproteina EscJ oligomeriza para formar un anillo
de 24 subunidades asociado a la cara peripldsmica de la membrana interna
(Yip, Kimbrough et al. 2005), mientras que EscD forma el anillo que se asocia
con la cara citopldsmica. Estos anillos estdn conectados a través de un eje
peripldsmico conformado por la proteina Escl (figura 5) (Pallen, Beatson et al.
2005).

La parte extracelular del inyectisoma estd formada por la aguja, un polimero
helicoidal de aproximadamente 55 nm de longitud que se ensambla por la
polimerizacién de subunidades de la proteina EscF (Sekiya, Ohishi et al. 2001;
Wilson, Shaw et al. 2001). Ademds, en EPEC, la proteina EspA polimeriza en la
parte distal de la aguja para formar un flamento que funciona como puente
fisico entre la bacteria y el enterocito; se cree que este flamento facilita la
insercion del inyectisoma a fravés de la capa mucosa que recubre a estas
células (Knutton, Rosenshine et al. 1998; Sekiya, Ohishi et al. 2001). Finalmente,
en la punta del flamento se ensamblan las proteinas EspB y EspD que forman
el poro de translocacién en la membrana de los enterocitos (Ide, Laarmann et
al. 2001).

Un canal de aproximadamente 2-3 nm de didmetro recorre el SST3, y a fravés
de éste son exportados los efectores desde el citoplasma bacteriano hasta el
citoplasma de los enterocitos. En el citoplasma de EPEC, los efectores se
encuentran en complejo con proteinas denominadas chaperonas, las que
ademds de conferirles estabilidad, los dirigen hacia la base del SST3 (Feldman
and Cornelis 2003).

En la base del SST3 se encuentra el aparato de exportacion, que es esencial

para que ocurra la secrecién a través de estos sistemas. De hecho, 8 de las
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proteinas mds conservadas entre los diferentes SST3 forman parte de este
complejo proteico (Macnab 1999), entre ellas EscN (Pallen, Beatson et al.
2005), la ATPasa del SST3 de EPEC (Andrade, Pardo et al. 2007). Se ha
propuesto que mediante la hidrdlisis de ATP las ATPasas asociadas a los SST3 se
encargan de disociar los complejos chaperona-efector, desplegar los
efectores y energizar su secrecién a través de este sistema (Akeda and Galan
2005).

L

EspA

—————

soms sisams W W Es e sisleles

Ech/:ﬁ
Complejo

Chaperona-Efector

Figura 5. Sistema de secrecién tipo Il de EPEC. (A) Esquema del inyectisoma de EPEC. (B)
Microscopia electrénica de fransmisibn que muestra un inyectisoma purificado de EPEC. H
filamento EspA se marcd con anticuerpo anti-EspA acoplado a particulas de oro; la flecha
senala a la aguja (Sekiya, Ohishi et al. 2001).

El ensamblaje de los SST3 es un proceso altamente regulado que ocurre de
manera ordenada o jerdrquica. Es decir, existen distintas categorias de
sustratos que son exportados segin la etapa de ensamblaje en la que se
encuentre el sistema. Esta jerarquia en la secrecidn permite que el SST3 se
ensamble de manera eficiente y asegura que no se secreten componentes

hasta que los previos han sido ensamblados.
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Jerarquia de secrecion en el SST3 de EPEC.

En EPEC, la secrecion de proteinas a fravés del SST3 se induce en respuesta a
condiciones similares a las del fracto gastrointestinal (Kenny, Abe et al. 1997),
esto es, a 37°C, pH 7 y osmolaridad fisiolégica asi como en presencia de

bicarbonato de sodio (Abe, Tatsuno et al. 2002).

Durante la morfogénesis del inyectisoma, los componentes de los anillos y las
proteinas membranales del aparato de exportacién se ensamblan a fravés de
la via Sec (tabla 1), que es la via general de secrecidn que media la
translocacion de proteinas a través de la membrana interna y la insercién de
proteinas membranales; mientras que los componentes restantes son
exportados via SST3 (Sukhan, Kubori et al. 2001; He, Nomura et al. 2004).

Recientemente se observd el orden en el que se ensamblan algunos de los
componentes Sec dependientes del SST3 de Yersinia entferocolitica (Diepold,
Amstutz et al. 2010): el ensamblaje comienza con la secretina (EscC en el caso
de EPEC) que forma el anillo de membrana externa y prosigue hacia el interior
a tfravés de YscD y YscJ (EscD y EscJ en EPEC) que forman los anillos de
membrana interna; una vez que éstos han sido ensamblados, se forma un
complejo citosdlico formado por las proteinas YscK, YsclL, YscN y YscQ. H
ensamblaje de este complejo ocurre en un solo paso y no requiere de las
proteinas membranales que forman el aparato de exportacion, cuya funcion

en el proceso de ensamblaje aun no es clara.

‘ Tabla 1. Componentes del SST3 que se ensamblan via Sec.

EPEC Yersinia enterocolitica Funcién

EscC YscC Componente del anillo de ME
EscD YscD Componente del anillo de MI
EscJ YscJ Componente del anillo de MI
EscR YscR Aparato de exportaciéon

EscS YscS Aparato de exportaciéon

EscT YscT Aparato de exportaciéon

EscU YscU Aparato de exportaciéon

EscV YscV Aparato de exportaciéon

Componentes del SST3 ensamblados via Sec. Modificada de (Diepold, Amstutz et al. 2010)
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Las proteinas que se secretan via SST3 se dividen en tres categorias (Deane,
Abrusci et al. 2010):

< Sustratos tempranos: en esta categoria se encuentran las proteinas que
forman el eje peripldsmico (Escl) y la aguja (EscF).

< Sustratos intermedios: las proteinas EspA, EspB y EspD constituyen los
sustratos intermedios o franslocadores.

% Sustratos tardios: también conocidos como efectores, son las proteinas de

virulencia translocadas hacia el interior de la célula hospedera.

Existe una jerarquia en la secrecién de los sustratos del SST3 (figura 6); es decir,
cada categoria de sustratos se secreta de manera diferencial dependiendo la
etapa del ensamblaje en la que se encuentra el sistema (Tree, Wolfson et al.
2009; Deane, Abrusci et al. 2010).

Los primeros sustratos en ser secretados via SST3 son los sustratos tempranos,
éstos se dirigen al aparato secretor después de que se ensamblan los
componentes Sec dependientes. Posteriormente se secretan los sustratos

intermedios y al final los sustratos tardios.

Se sabe poco acerca de los mecanismos que regulan el cambio en la
especificidad de secrecidon de sustratos; sin embargo, se han descrito dos
switches o inferruptores moleculares que participan en el confrol de la

jerarquia de secrecién (Tree, Wolfson et al. 2009; Deane, Abrusci et al. 2010):

< Interruptor molecular 1 (Switch 1): contfrola el cambio en la especificidad
de sustratos tempranos (eje y aguja) a intermedios (translocadores). Este
cambio ocurre cuando la aguja alcanza su longitud final ([25nm).

< Interruptor molecular 2 (Switch 2): controla el cambio de especificidad de
sustratos intermedios (translocadores) a sustratos tardios (efectores). Este
interruptor molecular evita la secrecion de efectores hasta que se da el

contfacto celular.
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Adicionalmente, existe una jerarquia en la franslocacion de efectores hacia la
célula hospedera, el primer efector en ser translocado es Tir, seguido de EspZ,
EspF, EspH, EspG y Map (Mills, Baruch et al. 2008).

Tir > EspZ > EspF > EspH > EspG > Map

s e o e

B EspA
R EscF
EscI Escl -
! IR - --_-1n PR RARRE L-__ = booe
mme——
Componenies Eje/Aguja Translocadores Efectores
Sec
dependientes Orf16/EscU Sepl/SepD

Ep P

Figura 6. Jerarquia de secrecién del SST3 de EPEC. En el esquema se muestran los componentes
ensamblados via Sec vy las proteinas citopldsmicas asociadas a éstos, asi como los sustratos del
SST3: tempranos (anaranjado), intermedios (azul) y tardios (negro). También se esquematizan los
dos interruptores moleculares (switches) que regulan la jerarquia de secrecién asi como las
proteinas involucradas.

Interruptor molecular 1: de sustratos tempranos a intermedios.

El interruptor molecular 1 controla el cambio en la especificidad de secrecién
de sustratos tempranos a intermedios, para que este cambio se dé, primero
debe ensamblarse la aguja, y una vez que ésta alcanza una longitud de
aproximadamente 55 nm (en EPEC), ocurre el primer interruptor molecular. Este
proceso involucra dos mecanismos: la medicién de la longitud de la aguja y el

cambio en la especificidad de secrecién de sustratos (Cornelis 2006).

Medicion de la longitud de la aguja: La longitud de la aguja varia entre

diferentes especies, sin embargo, es un proceso altamente regulado (Journet,
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Agrain et al. 2003; Mota, Journet et al. 2005). En Yersinia enterocolitica la
proteina YscP confrola dicho proceso, ya que la pérdida de esta proteina
resulta en el ensamblaje de agujas de tamano anormal (Edgvist, Olsson et al.
2003; Journet, Agrain et al. 2003).

Para explicar cédmo se regula la longitud de la aguja en Y. enterocolitica se
propuso el modelo de la regla molecular. Deleciones e inserciones en yscP
conllevan al ensamblaje de agujas cortas o largas, respectivamente. Ademds,
existe una cormelaciéon linear entre el nUmero de residuos de YscP y la longitud
de la aguja, sugiriendo que la proteina actia como regla molecular (Journet,
Agrain et al. 2003). En el modelo propuesto, se permite la secrecidn de
subunidades de la aguja hasta que ésta alcanza la longitud de la proteina
YscP extendida, en este punto, YscP provoca un cambio en la especificidad
de sustratos que termina con la exportacidon de subunidades de la aguja
(sustratos tempranos) (Journet, Agrain et al. 2003; Cornelis 2006). La proteina
YscP se secreta via SST3 y dicha secrecidn se requiere para controlar la
longitud de la aguja, pero no es necesaria para el cambio en la especificidad
de sustratos (Payne and Straley 1999; Agrain, Sorg et al. 2005; Riordan, Sorg et
al. 2008).

De acuerdo al modelo de la regla molecular, YscP puede ocupar fisicamente
el canal de secrecidén mientras se exportan las subunidades de la aguja o bien,
secretarse periddicamente para “checar” la longitud de la aguja, como se ha
propuesto para el gancho en el sistema flagelar (Moriya, Minamino et al. 2006);
sin embargo, no se sabe con claridad cudl es el mecanismo mediante el cual

ocurre dicho proceso de medicidn (Journet, Agrain et al. 2003).

Cambio en la especificidad de sustratos: adicionalmente a su papel como
regla molecular, YscP parficipa en el cambio en la especificidad de sustratos,
provocando un cambio que termina con la exportacién de subunidades de la
aguja. Esta funcidén como interruptor molecular es mediada por la interaccion
entre YscP y un componente del aparato de exportacion, la proteina YscU
(Edqvist, Olsson et al. 2003; Cornelis 2006).
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YscU es una proteina membranal que posee un dominio carboxilo
citopldsmico. En este dominio ocurre una autoprotedlisis entre una asparagina
(Asn) y una prolina (Pro) en el motivo altamente conservado NPTH. Dicho
procesamiento produce dos fragmentos del dominio C-terminal, CN y CC que
se mantienen fuertemente asociados entre ellos y con el extremo N-terminal
(membranal) de YscU. El motivo NPTH se localiza en una region expuesta de
YscU, y se ha observado que dicha regién adopta una conformacién distinta
cuando la proteina se procesa. Mutaciones en la Asn y Pro que previenen el
corte proteolitico interfieren con el cambio en la especificidad de sustratos,
estas mutantes no secretan sustratos intfermedios. Por lo anterior, se propuso
que el corte de YscU se requiere para que la proteina adopte una
conformacion que permita el reconocimiento de los translocadores o sustratos

intermedios (Sorg, Wagner et al. 2007).

El mecanismo propuesto es causa de debate debido a que no se requiere de
ningun factor para la autoprotedlisis de YscU y ésta ocurre en cuanto la
proteina se sintetiza y pliega, por lo cual el procesamiento que sufre YscU no
podria ser como tal el evento que permita el cambio en la especificidad de la
secrecion de sustratos. Dicho cambio podria ser mds bien el resultado de la
interaccion entre la forma procesada de YscU y otras proteinas del SST3
(Deane, Abrusci et al. 2010).

En EPEC, los ortdlogos de YscP y YscU son Orf16 y EscU respectivamente y se
piensa que estas proteinas podrian regular la longitud de la aguja y el cambio
en la especificidad de sustratos de la misma manera que sus ortélogos en

Yersinia (Zarivach, Deng et al. 2008).

Interruptor molecular 2: de sustratos intermedios a tardios.

La franslocacién de efectores hacia el citoplasma de la célula hospedera es el
mecanismo principal de virulencia empleado por diversas bacterias
patdégenas. Los efectores son proteinas de virulencia que modulan distintas
funciones celulares y alteran vias de senalizacion del hospedero para facilitar

la proliferacion bacteriana y el desarrollo de la enfermedad. La translocacién

16



de efectores hacia el hospedero requiere de la formacién de un poro
(formado por las proteinas translocadoras) en la membrana del hospedero. Por
lo anterior, las bacterias han desarrollado mecanismos para asegurar que los
franslocadores sean secretados antes que los efectores, evitando asi que estos

Ultimos sean secretados al medio extracelular.

El segundo interruptor molecular regula la fransicibn de secrecidén de
translocadores (sustratos intermedios) a efectores (sustratos tardios). Se han
identificado varias proteinas que actian como reguladores de la secrecidn a
este nivel: SeplL en EPEC, MxiC en Shigella, YopN/Tye A en Yersinia y Ssal e InvE
en Salmonella (Pallen, Beatson et al. 2005). Todas estas proteinas previenen la
secrecion temprana de efectores ya que su pérdida causa un aumento en la
secrecidon de éstos; sin embargo, su papel en la secrecién de tfranslocadores
no estd del todo claro ya que en mutantes en sepl, ssal, mxiC e invE la
secrecion de translocadores se ve severamente afectada (Kubori and Galan
2002; Coombes, Brown et al. 2004; Deng, Puente et al. 2004; Deng, Li et al. 2005;
Martinez-Argudo and Blocker 2010); mientras que en mutantes en yopN y tyeA
la secrecién de éstos aumenta (tabla 2) (Forsberg, Viitanen et al. 1991; Iriarte,
Sory et al. 1998; Day, Ferracci et al. 2003; Ferracci, Schubot et al. 2005). De
todas estas proteinas sélo YopN y MxiC son secretadas via SST3 (Cheng, Kay et
al. 2001; Botteaux, Sory et al. 2009; Martinez-Argudo and Blocker 2010).

Tabla 2. Fenotipo de mutantes en el interruptor molecular 2.

MUTANTE Fenotipo de secrecién Sustrato de Referencia
secrecion

Efectores Translocadores

sepl Aumenta Abate No (Deng, Puente et al. 2004;
Deng, Li et al. 2005)
ssal Aumenta Abate No (Yu, McGourty et al.
2010)
invE Aumenta Reduce No (Kubori and Galan 2002)
mxiC Aumenta Reduce Si (Botteaux, Sory et al.

2009; Martinez-Argudo
and Blocker 2010)
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yopN Aumenta Aumenta Si (Forsberg, Viitanen et al.
1991; Ferracci, Day et al.
2004; Ferracci, Schubot et
al. 2005)

tyeA Aumenta Aumenta No (Iriarte, Sory et al. 1998)

Sepl: regulador del segundo interruptor molecular en EPEC.

Sepl es una proteina de 351 aminodcidos codificada por el primer gen (sepl)
del operdn LEE4, tiene una masa molecular predicha de 39.9 kDa vy se localiza
en el citoplasma bacteriano, aunque también se ha encontfrado asociada a
membrana (Kresse, Beltrametti et al. 2000; O'Connell, Creasey et al. 2004;
Deng, Li et al. 2005; Wang, Roe et al. 2008). En una mutante nula en el gen seplL
(Asepl) se incrementa la secrecidon de efectores y se abate totalmente la de
franslocadores por ello, a pesar de que secreta efectores, es incapaz de
infectar células (Deng, Puente et al. 2004; Deng, Li et al. 2005; Wang, Roe et al.
2008).

Sepl intferactia con una proteina asociada a membrana denominada SepD
(Creasey, Delahay et al. 2003; O'Connell, Creasey et al. 2004; Deng, Li et al.
2005; Wang, Roe et al. 2008); de hecho, se ha demostrado que Sepl se asocia
a membrana de manera dependiente de SepD (Wang, Roe et al. 2008). La
delecién del gen que codifica para SepD tfiene el mismo fenotipo que una
mutante en sepl (abate la secrecidn de franslocadores e hipersecreta
efectores) (Deng, Puente et al. 2004; Deng, Li et al. 2005). Debido a su fenotipo
se propuso que Sepl y SepD forman un complejo que regula el cambio en la
especificidad de secrecidén de sustratos intermedios a tardios (Deng, Li et al.
2005).

Se han propuesto diversos modelos para intentar explicar el mecanismo
mediante el cual el complejo formado por SepD y Sepl regula el cambio en la
especificidad de secrecidn de sustratos intermedios a tardios, dos de los

modelos mds recientes y que permanecen vigentes son los siguientes:

18




> Modelo 1: SeplL/SepD actian como porteros.

Este modelo propone que las proteinas SeplL/SepD actian como porteros en la
base del aparato de secrecidon, permitiendo la exportacion selectiva de

franslocadores mientras que impiden la de efectores.

La composicidn del medio en que se crece a EPEC juega un papel importante
en la secrecién de proteinas. En presencia de calcio la cepa silvestre secreta
preferencialmente translocadores y pocos efectores, pero al eliminar el calcio
del medio, la secrecidn de franslocadores se reduce y aumenta la de
efectores (Kenny, Abe et al. 1997; Ide, Michgehl et al. 2003; Deng, Li et al.
2005). Este fendmeno es similar al fenotipo de las mutantes sepl y sepD, las
cuales sin embargo, no se ven afectadas por la presencia o ausencia de
calcio (ciegas al calcio). Este efecto diferencial sugiere que el calcio podria
ser la senal que regula la jerarquia de secrecién de efectores y tfranslocadores
probablemente a fravés del complejo SepD/SepL. Sin embargo, la presencia o
ausencia de éste no afecta la estabilidad de estas proteinas ni su interaccion,
por lo que aun no estd claro qué proteina(s) podrian detectar dicha senal vy si
ésta es la Unica que promueve la jerarquia en la secrecidon (Deng, Li et al.
2005).

Con estas observaciones se propuso un modelo donde la secrecién fipo

ocurre en dos fases (Deng, Li et al. 2005):

En la primera fase, cuando EPEC entra al hospedero, las condiciones
ambientales del fracto gastrointestinal activan la expresién del LEE, lo que da
lugar al ensamblaje del SST3. En el fluido extracelular del lumen intestinal,
donde las concentraciones de calcio son de [215 mM, la bacteria secreta sélo
translocadores (EspA, EspB y EspD), permitiendo el ensamblaje del poro de
translocacion en la membrana del hospedero. A través del poro se forma un
conducto que conecta el citosol bacteriano (0.1-1 uM Ca?*t) con el del

hospedero, donde el calcio es limitado (100-300 nM) (Deng, Li et al. 2005).
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En la segunda fase, la bacteria detecta la baja concentfracién de calcio del
hospedero (evento que sirve como senal para indicar contacto celular). Esta
sefal suprime la secrecidn de translocadores y activa la de efectores
(probablemente a través del complejo Sepl/SepD). Este efecto diferencial del
calcio en la secrecién de franslocadores y efectores asegura que los
franslocadores sean secretados antes que los efectores para que asi éstos

puedan ser translocados directamente a la célula hospedera.

» Modelo 2: Sepl retiene al efector Tir.

Este modelo se basa en la observcidon de que Sepl interactua con el efector Tir
(Wang, Roe et al. 2008). Tir, no solo es el primer efector en ser translocado
hacia el hospedero (Mills, Baruch et al. 2008), sino que ademds, su secrecion se
requiere para la secrecién de los otfros efectores en un fondo AsepD (Thomas,
Deng et al. 2007).

Una version tfrunca de Sepl (sin los Ultimos 11 aminodcidos) no interactla con
Tir. Cuando esta version de Sepl se introduce en un fondo Asepl sdélo
complementa la secrecidén de translocadores, pero los efectores se siguen
hipersecretando, ademds, se pierde la sincronia en la secrecién, ya que en
una cepa silvestre se secretan primero los translocadores y después los
efectores, pero en este caso, ambos sustratos se secretan al mismo fiempo
(Wang, Roe et al. 2008).

Con lo anterior, se propuso que la interaccion entre SeplL y Tir tiene como
objefivo “retener” al efector Tir mientras se secretan los franslocadores; vy
cuando el poro de franslocacién se inserta en la membrana del hospedero, se
detecta una sefnal que promueve la disociacion del complejo Sepl/Tir, y con
esto, Tir se transloca hacia el hospedero y entonces también los demds

efectores se pueden franslocar (Wang, Roe et al. 2008).
Aun se desconoce el mecanismo mediante el cual se promueve la disociacién
del complejo Sepl/Tir, sin embargo, recientemente se demostrd que Sepl

interactla con EscD, proteina que forma uno de los anillos de la membrana

20



interna, y que esta interaccién se da a fravés de los Ultimos 11 aminodcidos de
SepL (mismos que promueven la interaccién con Tr). Ademds, la
sobreexpresiéon de EscD en EPEC, desregula la secrecion de Tir (Ogino, Ohno et
al. 2006). Lo anterior sugiere que la interaccion de Sepl con Tir y Sepl con EscD
podria ser excluyente y que dichas interacciones son importantes para la

regulacion de la secrecion.

También se ha observado que algunos ortélogos de Sepl interactian con la
ATPasa de sus respectivos SST3 (Stone, Johnson et al. 2008; Botteaux, Sory et al.
2009), sin embargo, no se ha demostrado la funcionalidad de dicha

interaccion.

A pesar de los avances en el entendimiento de la regulacién de la jerarquia
de secrecion, se desconoce el mecanismo mediante el cual Sepl y SepD
regulan el cambio en la especificidad de la secrecidn de sustratos, asi como el
papel de ofras proteinas del sistema que pudieran estar involucradas en la
regulacion de este proceso. Es por ello que el presente trabajo se enfoca en el
estudio de Sepl, sus intferacciones con otfros componentes del SST3 y su papel

en la jerarquia de secrecion.
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JUSTIFICACION

A pesar del conocimiento acumulado y la gran importancia acerca del
mecanismo a fravés del cual se regula la secrecidn ordenada de
translocadores y efectores a través del SST3 de EPEC, éste apenas comienza a
dilucidarse. Aun es poco entendido qué proteinas estdn involucradas en dicho

proceso y cudl es su papel especifico en la regulacidon del mismo.

Debido a que la translocacién de efectores es esencial para la virulencia de
EPEC vy otros patdgenos, es de suma importancia el estudio de los mecanismos
moleculares que regulan dicho proceso, ya que un mejor entendimiento de
éste podria, a largo plazo, proveer el conocimiento necesario para generar
herramientas que permitan la prevencién y/o control de infecciones por este

patdégeno.

Por lo anterior, en este trabajo se realizé la caracterizacién de Sepl, una de las
proteinas que participan en el mecanismo de regulacion del cambio en la
especificidad de secrecién de sustratos intermedios (translocadores) a tardios

(efectores).
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HIPOTESIS
La proteina Sepl del SST3 de EPEC interactla con varios componentes del

sistema, como la ATPasa EscN vy la proteina SepD, y es la interaccidon dindmica

entre estas proteinas la que regula la jerarquia de secrecidn de sustratos.
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OBJETIVOS

General

Caracterizar a la proteina Sepl y estudiar su papel en los mecanismos de

regulacion del cambio en la especificidad de secrecién de sustratos.

Particulares

» Clonar al gen sepl en distintos vectores de expresion.

> Purificar ala proteina Sepl.

» Generar anticuerpos policlonales anti-SeplL

» Caracterizar el fenotipo y complementacién de una mutante en el gen

seplL.

> Analizar interacciones entre Sepl y distintas proteinas del SST3.
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MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas y medios de cultivo.

Escherichia coli enteropatdégena E2348/69 O127:H6 se crecid a 37 °C (en
incubadora con 5 % CO2) en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
adicionado con estreptomicina (50 pg/ml). Adicionalmente, todas las cepas
de E. coli y Salmonella utilizadas en este estudio (tabla 2) se cultivaron en
medio Luria Bertani (LB) a 37 °C, adicionado, cuando se requirid, con los
siguientes antibidticos: ampicilina (100 pg/ml), cloranfenicol (25 pg/mil)

estreptomicina (50 ug/mil), kanamicina (50 pg/ml) y/o tetraciclina (25 pg/mil).

‘ Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio

Cepa Descripcion Fuente/Referencia

Cepas de Escherichia coli

Cepa para expresion a partir del
promotor T7. Posee el gen de la T/ RNA
polimerasa y el pldsmido plysS que
ademds de conferir resistencia a
cloranfenicol codifica el gen para la
lisozima T7 que reduce la expresion basal
de genes regulados por el promotor T7.
Deficiente en las proteasas OmpT y Lon.
Cepa derivada de K12, carece de una
copia cromosomal del gen lacle-. Posee
el plasmido pREP4 que confiere
resistencia a kanamicina y expresa
constitutivamente el  represor  Lacl
(codificado por el gen lacl).

Cepa con alta eficiencia de
fransformacién, permite la
transformacion de  DNA  metilado
Top-10 (preparaciones  gendmicas) y  no
metilado (amplificacidn por PCR).
Resistente a estreptomicina.

Células deficientes en la endonucleasa |
(endA) y recombinasa A (recA), lo que
mejora la estabilidad y calidad del DNA  Stratagene
plasmidico exdgeno. Resistente a

tefraciclina.

Novagen/(Studier,
Rosenberg et al.
1990)

BL21 (ADE3)
plLysS

M15
[PREP4]

Qiagen

Invitrogen

XL1-Blue
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Cepas de EPEC

Donada por el Dr.

EPEC silvestre serotipo O127:Hé. Resistente Puen’rg J
. L./(Levine,
E2348/69 a estreptomicina. .
Bergquist et al.
1978)
Donada por el Dr.
EPEC E2348/69 con una delecion en fase Puente J.
del gen escN. Resistente a L./(Gauthier,
AescN ..
estreptomicina. Puente et al
2003)
, D | Dr.
EPEC E2348/69 con una delecidon en fase PSQ:TZO por e Jr
AsepL :zlre Tog?neir;im sepL. Resistente a L/(Deng, Li ef al.
P ‘ 2005)
; Donada por €l Dr.
EPEC E2348/69 con una delecidon en fase P
del en sepD Resistente a Puente J
AsepD . Togmicm po- L/(Deng, Li et dl.
P ‘ 2005)
EPEC E2348/69 con una delecion de los
hucleglfldos 60 a 306 del gen orf.l2., e Diaz. MA.
insercion de un casete de kanamicina. .
Norf12 . . No publicado
Resistente a estreptomicina y
kanamicina.

Cepas de Salmonella

Cepa deficiente en los sistemas de
restriccidbn 'y competente en los de
modificacién galE (hsd-, rm*). Permite la

(Ryu and Hartin

. . 199
JRS01 incorporacion de  DNA  plasmidico 0)
metilado. Resistente a estreptomicina.
t I finD
Sﬁ:\; irr?g;m;zed(ejeens();milegreffo eloc(nz)/ (Ohnishi, Ohto- et
SJW1368 P g al. 1994)

maovil)

Manipulacion de DNA

Ampilificacion por PCR. A partir de DNA cromosomal de EPEC se diseiaron
oligonucledtidos y se amplificd el gen seplL asi como dos versiones truncas de
los primeros 10 y 75 codones mediante la técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction), utilizando la polimerasa Taqg (Invitrogene) o Pfu (Stratagene) vy los

oligonucledtidos que se enlistan en la tabla 3.
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Los genes amplificados se visuadlizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1 % en amortiguador TAE 1X (Apéndice 1), se tineron con bromuro

de eftidio y se observaron con luz ultravioleta.

Tabla 3. Lista de oligonucleédtidos utilizados.

Nombre Secuencia 5> 3’ Sitio de restriccion
sepl

sepLGSTFw ATTACGTGAGGATCCATGGCTAAT BamHI
sepLGSTRv TAAAAGAATTCAATATCACATAAC EcoRl
sepl

sepLNdelF AGTTITCATATGGCTAATGGTATTG Ndel
sepLXholRv AAAAAACACTCGAGCATAACATCC Xhol
seplL A10

seplL10 GTAGCGCAAGGCATATGGAGGAAGG Ndel
sepLBamHIR CTATAAAAAAAAGGATCCTCACAT BamHI
sepl A75

sepLGlu76 GAATTTAATCATATGCCCGCATCT Ndel
sepLBamHIR CTATAAAAAAAAGGATCCTCACAT BamHI

Se sefalan las secuencias de restricciéon (subrayadas).

Purificacion de DNA. Cuando el producto de PCR no presentd amplificados
inespecificos, la purificacién se realizd con el estuche comercial PCR
Purification de Qiagen. En el caso de existir bandas inespecificas, el producto
de PCR (o digestién con enzimas de restriccidn, ver mds adelante) se corrid en
un gel de agarosa, se cortd la banda correspondiente al gen y se purificd
mediante el estuche Gel Extraction de Qiagen siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

Clonacién y subclonacion de genes en distintos vectores. Los genes
amplificados mediante PCR se digirieron con enzimas de restriccion (segun los
sitios con los que se disenaron los oligonucledtidos) al igual que los vectores de
clonacién (tabla 4). Una vez digeridos y purificados tanto el inserto (gen) como
el vector, se ligaron con la enzima T4 DNA Ligasa (New England Biolabs), vy la

reaccién de ligacion se incubd por 16 horas a 16 °C. El vector pGEM T-easy
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estd linearizado y fiene una timidina en los extremos 3" por lo que se pueden

clonar directamente productos de PCR amplificados con polimerasas que

adicionen adeninas en los extremos 3 del amplificado (Taq).

Para las subclonaciones el procedimiento fue el mismo, sélo que el gen

(inserto) se obtuvo a partir de pldsmidos previaomente construidos. Todas las

enzimas de restriccién fueron del proveedor New England Biolabs.

Las reacciones de ligacién se transformaron en células competentes (ver mds

adelante) de E. coli Top-10. Las células transformantes se seleccionaron por la

resistencia a antibidticos que le confiere el pldsmido.

‘ Tabla 4. Plasmidos utilizados en este estudio.

Pldsmido

Descripcion

Fuente/Referencia

PGEM-T Easy

Este vector permite la clonacidon
directa de productos de PCR
amplificados con la Tag polimerasa. El
sitio de multiclonacién se encuentra
en la region codificante del péptido a
de la RB-galactosidasa, cuya
inactivacion por insercion permite la
identificacién de  recombinantes
mediante el escrutinio de colonias
blancas y azules. Confiere resistencia a
ampicilina.

Promega

PQE30

Vector que permite la expresion de
genes bajo el control del promotor T5,
fusiona una efiqueta de 6 histidinas en
la regién 5°del gen clonado. Confiere
resistencia a ampicilina.

Qiagen

PTrc99A

Vector que permite la expresion de
genes bajo el confrol del promotor
hibrido frc (contiene la region -35 y -10
de los promotores frp y lac UVS5,
respectivamente). Tiene el sitio de
mulficlonacion del vector pUCIS8.
Confiere resistencia a ampicilina.

(Amann, Ochs et

al. 1988)

pTrc99A_FF4

Vector generado a partir de pTrc99A
por la eliminacién del Unico sitio Ndel y
la sustitucién del sitio Ncol de la regién

(Ohnishi, Fan et al.

1997)
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de multiclonacién por el sitio Ndel.
Confiere resistencia a ampicilina.

PET19b

Vector que permite la expresion de
genes bajo el control del promotor T7.
Fusiona una etiqueta de 10 histidinas
en el extremo 5  del gen clonado.
Confiere resistencia a ampicilina.

Novagen

PET23b

Vector que permite la expresion de
genes bajo el control del promotor T7.
Fusiona una etiqueta de 10 histidinas
en el extremo 3 del gen clonado.
Confiere resistencia a ampicilina.

Novagen

pGEX4T-2

Vector que permite la expresion de
genes bajo el confrol del promotor
tac. Fusiona la secuencia codificante
de la glutation S-transferasa (GST) en
el extremo 5° del gen clonado.
Confiere resistencia a ampicilina.

Amersham

pGADT7

Vector de expresidn en levadura que
fusiona la regién codificante del
dominio de activacion de GAL4 (AD;
aminodcidos 768-881) en el extremo
5°del gen clonado. La transcripcion de
la fusibn estd bajo el control del
promotor constitutivo ADHI (PapbHi). La
fusion  confiene una senal de
localizacién nuclear (SV40) en el
extremo amino que dirige a la
proteina recombinante al nudcleo.
Ademds, tiene el promotor T7. Este
vector se replica de manera
auténoma en E. coli y Saccharomyces
cerevisiae, contiene el gen de
resistencia a ampicilina (para
seleccién en E. coli) y el marcador
nutricional LEU2 para seleccidn en
levadura.

Clontech

pGBKT7

Vector que permite la expresion de
proteinas fusionadas a los
aminodcidos 1 a 147 del dominio de
unién a DNA de GAL4 (DNA-BD). La
expresion estd bajo el confrol del
promotor constitutivo ADHI1  (PapHi).
Tiene el promotor T7. Se replica de

Clontech
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manera autébnoma en E. coli y S.
cerevisiae. Contiene el gen de
resistencia  a kanamicina  (para
seleccién en E. coli) y el marcador
nutricional TRPI para seleccidén en
levadura.

Construcciones bicistrénicas. La estrategia que se siguid para la construccion
de pldsmidos bicistronicos (dos genes clonados en un mismo vector) fue la
siguiente: primero se cloné un gen (sepL, sepD, espA o espB) en el vector
pTrc99A_FF4, una vez construidas las clonas individuales (pMTpl, pATpD, pETsA
y PETsB) se linearizaron digiriendo con las enzimas de restriccion Xbal/Pstl, con
excepcidon del pETsB que se digirid con Sall/Pstl. El segundo gen se clond
primero en el vector pET19b (sepD, seplL y orf29) o pQE30 (cesAB), estos
pldsmidos se digirieron con las enzimas Xbal/Pstl con excepcidon de cesAB en
PQE30 que se digirid con Xhol/Pstl, los insertos obtenidos contienen el sitio de
unién a ribosoma del pldsmido y una etiqueta de 10 (pET19b) o 6 histidinas
(PQE30) en el extremo 5" y el gen. Se ligd el vector linearizado que contiene al
gen 1 con el inserto (gen 2), y las reacciones de ligacién se transformaron en
células competentes Top-10 y las colonias fransformantes se analizaron por

restriccion para verificar que tuvieran el inserto.

RBS Xbal RBS Pstl
A
| sepl sepD
ey —— ) —
Promotor His Tag Terminador
tre 17

Figura 7. Esquema de la construccién bicistronica pMTBISpLpD. Los dos genes clonados (sepl y
sepD) quedan bajo el control del promotor trc; la linea negra representa el vector pTrc99A y la
café el inserto proveniente del vector pET19b (sitios Xbal/Pstl), el segundo sitio de unidén a
ribosoma es el de pET19b al igual que el terminador T7; el gen sepD tiene una fusién de 10
histidinas en el extremo 5°.

Andlisis de restriccién. Se qisld6 DNA plasmidico de las células fransformantes
con el estuche QlAprep Spin Miniprep de Qiagen. A partir del DNA plasmidico
se realizd el andlisis de restriccion, incubando 3 puL de DNA con las enzimas de
restriccion correspondientes, H:O y el amortiguador de las enzimas utilizadas

diluido a 1X. Las reacciones se readlizaron a 37 °C por 4 horas (minimo).
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Mediante electroforesis en gel de agarosa se observd la digestion de DNA

para corroborar que los fragmentos generados fuesen del tamano (pares de

bases) esperado. Posteriormente el DNA se transformé en células XL1-Blue (que

mejoran la calidad del DNA aislado), se purificd DNA plasmidico y se mandd

secuenciar a la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular.

En la

fabla 5

se enlistan todas las

construcciones

subclonaciones) que se realizaron y/o utilizaron en este estudio.

Tabla 5. Consirucciones de DNA realizadas/utilizadas en este estudio.

(clonaciones

Y

Nombre Descripcion Fuente/Referencia
PME029 Gen orf29 clonado en pET19b Este trabajo
PMT029 Gen orf29 clonado en pTrc?9A _FF4 Este trabajo
Genes espA v his-orf29 clonados en .
PMTBISsAC29 OTrCO9A FF4 Este trabajo
PMQCAB Gen cesAB clonado en pQE30 Este trabajo
Genes espB y his-cesAB clonados en .
Este t
PMTBISSBCAB OTrC99A_FF4 ste trabajo
PMEpL Gen sepl clonado en pET19b Este trabajo
PMTpL Gen sepl clonado en pTrc?9A _FF4 Este trabajo
PMTHpL Gen his-seplL clonado en pTrc?9A Este trabajo
Genes sepl y his-sepD clonados en .
1.
PMTBISpLpD OTrCO9A FF4 Este trabajo
Genes sepD vy his-sepl clonados en .
MTBISpDpL Este trabajo
PMTBISPDP pTrc99A FF4 J
Gen seplL sin los primeros 10 codones .
MEpL A1-10
PSR clonado en pET19b Este frabaijo
Gen sepL sin los primeros 10 codones .
MTpL A1-10 Este trabajo
PMIP clonado en pTrc99A_FF4 )
Gen his-sepL sin los primeros 10 codones .
MTHpL A1-10 Este trabajo
P P clonado en pTrc9%9A :
Gen sepl sin los primeros 75 codones .
MEpL A1-75 Este trabajo
PMER clonado en pET19b )
Gen sepl sin los primeros 75 codones .
MTpL A1-75 Este trabajo
PP clonado en pTrc99A_FF4 )
Gen his-sepl sin los primeros 75 codones .
MTHpL A1-75 Este trabajo
P P clonado en pTrc9%9A )
pMMplL Gen sepl clonado en pGEM T-easy Este trabajo
pMGplL Gen sepl clonado en pGEX-4T2 Este trabajo
PME23bplL Gen sepL clonado en pET23b Este trabajo
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PMGADpL Gen sepl clonado en pGADT/ Este trabajo
Genes sepl sin los primeros 75 codones .
MTBISPLA7 5pD . Este trabajo
P P P y his-sepD clonados en pTrc?9A_FF4 )
PMGADCT Gen cesT clonado en pGADT7 Este trabajo
PMGBKcT Gen cesT clonado en pGBKT7 Este trabajo
Vicente, O.
OGBKplL Gen sepl clonado en pGBKT7 .
P P P P No publicado
PMGBDo12 Gen orf12 clonado en pGBKT7 Este trabajo
Espinosa, N.
PNGADo12 Gen orf12 clonado en pGADT/ No publicado
Vicente, O.
D cl ADT7 :
pOGADpD Gen sepD clonado en pG No publicado
Vicente, O.
Gen sepD clonado en pGBKT7 !
pOGBDPD P P No publicado
Codifica para una proteina de fusién
pGBKT7-53 entre el domino de unién a DNA de Clontech
GAL4 y la proteina murina p53
Codifica para una proteina de fusién
PGADT7-T entre el domino de activacion de GAL4  Clontech
y el antigeno T-largo de SV40
Codifica para una proteina de fusién
pGBKT7-Lam entre el domino de unién a DNA de Clontech
GAL4 y la proteina lamina C
pATHescN Gen his-escN clonado en pTrc?9A Androdg, A
No publicado
Castaneda, A.
PAMpL Gen sepl clonado en pGEM T-easy No publicado
Castaneda, A.
PAMO29 Gen orf29 clonado en pGEM T-easy No publicado
Castaneda, A.
PATPD Gen sepD clonado en pTrc99A_FF4 No publicado
Castaneda, A.
pAEpD Gen sepD clonado en pET19b No publicado
Herndndez, E.
PETSA Gen espA clonado en pTrc99A_FF4 No publicado
Herndndez, E.
PETsB Gen espB clonado en pTrc99A_FF4 No publicado

Preparacion de células competentes (CaCly) y transformacion de DNA

plasmidico.

Se inocularon 2 mL de medio LB (con el anfibidtico adecuado) con una
colonia de la cepa bacteriana de la que se deseaban preparar células

competentes, el cultivo se dejé crecer por 12 horas a 37 °C en agitacién (250
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rom). Posteriormente se inocularon 30 mL de medio LB sin antibidticos con 300
UL de cultivo y se dejé crecer hasta alcanzar una D.O.ssonm de 0.3 a 0.5. Las
células se recolectaron por centrifugacién, 5 minutos a 8 228 x g. Se desechd el
sobrenadante y la pastilla celular se resuspendid en 30 mL de CaCl, 100 mM
frio. Las células se dejaron reposar por 1 hora en hielo y nuevamente se
centrifugaron 5 minutos a 8 228 x g. Finalmente, la pastilla se resuspendié en 3

mL de CaCl2 100 mM frio y se dejé incubando en hielo toda la noche.

Se tomaron 200 pL de células competentes y se agregaron 2 puL de DNA
plasmidico, esta mezcla se dejé incubar por 45 minutos en hielo y
posteriormente se incubd 2 minutos a 42 °C (choque térmico). Las células se
recuperaron del choque térmico agregando 800 uL de LB y se dejaron 1 hora a
37 °C. Finadlmente se plaguearon en cajas de LB sdlido con el antibidtico

correspondiente.

Induccién de proteinas recombinantes.

Las construcciones en los pldsmidos de expresion se tfransformaron en la cepa
hospedera adecuada [pET19b en BL21 (ADE3) pLysS; pTrc??A en JRS501 vy
SIJW1368 y pQE30 en M15 (pREP4)]. Se crecid un cultivo en medio LB durante la
noche con los antibidticos correspondiente, y a partir de éste se inoculd un
cultivo de mayor volumen (200 mL de medio LB con antibidticos) y se crecid a
30 °C en agitacion constante (250 rpm). Al alcanzar una D.O.goonm de 0.6 a 0.8
se anadié IPTG (Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracién final
de 0.1 mM y se dejd crecer por ofras 4 horas. Al final, las células se
recolectaron por centrifugacién y se almacenaron a -20 °C. Para redlizar el
perfil de induccion se tomaron muestras de 1.5 mL del cultivo antes de agregar
el IPTG y cada hora después de haberlo agregado. Se tomd la densidad

Sptica del cultivo y las células se centrifugaron.

Fraccionamiento celular.

Para determinar si la proteina recombinante sobreproducida se encontraba en

la fraccidn soluble o formaba cuerpos de inclusidon (fraccidn insoluble). Las
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pastillas celulares del cultivo inducido se resuspendieron en 1/10 del volumen
del cultivo de amortiguador TN (20mM Tris-HCI pH 8 y 500mM de NaCl) + TmM
de PMSF (Fluoruro de feniimetilsulfonilo); las células se lisaron con el sonicador
Branson sonifier 450 (Duty cycle: 50%, Output conftrol: 5) dando cuatro pulsos
de 45 segundos; se dejaron reposar por 1 minuto entre cada pulso. El lisado
celular se centrifugd por 30 minutos a 25 432 x g. E sobrenadante se tomd

como la fraccidn soluble y la pastilla como la fraccidon insoluble.

Purificacién de proteinas recombinantes.

Las proteinas recombinantes se purificaron mediante cromatografia de
afinidad por niquel a partir de la fraccién soluble de los lisados celulares. Se
empacd una columna con 2 mL de resina de agarosa acoplada a niquel (Ni-
NTA de Qiagen), se dejo eluir el amortiguador en el que viene resuspendida la
resina y se lavd con agua; se equilibré con amortiguador TN y se cargd el
sobrenadante, dejando eluir la fraccidn no unida; como las proteinas
recombinantes tienen una etfiqueta de histidinas se espera que a través de
interacciones idnicas enfre los anillos de imidazol de las histidinas y el niquel,
éstas se inmovilicen en la columna. Para eliminar proteinas que se pegan de
manera inespecifica a la resina, ésta se lavd con amortiguador TN adicionado
con concentraciones crecientes de imidazol (de 40 mM hasta 80 mM). Las
proteinas recombinantes se eluyeron de la resina con amortiguador TN mds
400 mM de imidazol.

Generacion y limpieza de anticuerpos policlonales.

Generacion de anticuerpos policlonales. Se generaron anticuerpos
policlonales anti SeplL (a-SeplL) y anfi CesAB (a-CesAB). Se obtuvo el suero
preinmune de dos conejos hembra de la cepa Nueva Zelanda los que
posteriormente se inmunizaron con 200 pg de proteina (SeplL y CesAB,
respectivamente) purificada y dializada en amortiguador TN. 15 dias después
de la primera inmunizacién se obtuvieron I35 mL de sangre y se separd el suero
de la fraccidon celular; se dejaron pasar 7 dias antes del segundo refuerzo; el

tercer refuerzo se inmunizd 3 semanas después del segundo y al final se sangrd

34



el conejo a blanco. Se probaron distintas diluciones del suero contra muestras
de SeplL y CesAB, usando el estuche comercial de quimioluminiscencia
SuperSignal West Pico de Pierce (ver mds adelante). El esquema de
inmunizacién empleado se disend de acuerdo a las recomendaciones del

manual “Antibodies: a Laboratory Manual” de Ed Harlow y David Lane.

Precipitacion de inmunoglobulinas con sulfato de amonio saturado (SAS).
Se agregaron 10 mL de sulfato de amonio saturado (SAS) gota por gota a
20 mL de suero mientras se agitaba en un bano de hielo. La mezcla se dejé
incubar por 12 horas a 4 °C. Se centrifugd 10 minutos a 12 857 x g y se desechd
el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 20 mL de amortiguador PBS (137
mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 2 mM KH2PO4 pH 7.4). Se volvieron a
agregar 10 mL de SAS como se describid. Se dejé incubando por 12 horas a 4
°C. Se centrifugd 10 minutos a 12 857 x g, se desechd el sobrenadante y la
pastilla se resuspendid en 5 mL de PBS; finalmente se dializd contra 2.5 L de PBS
toda la noche, se centrifugd el sobrenadante (10 minutos a 12 857 x g). se

alicuotdé y almacend a -20 °C.

Inmunoadsorcion. Para eliminar el reconocimiento inespecifico se
inmunoadsorbieron las inmunoglobulinas. Se prepard un lisado celular de la
cepa EPEC Asepl; la fraccién soluble del lisado se cargd en un gel de
poliacrilamida al 15 % y se transfirid a una membrana de nitrocelulosa (2 horas
a 70 volts); la membrana se incubd por 12 horas con las inmunoglobulinas anti-
SeplL 1:1000 en amortiguador fTBS (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween). Al
otro dia se recuperé el amortiguador y con esa muestra se realizé la

inmunodeteccion.

Inmunodeteccién (Western blof).

Las muestras de proteinas se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida (15 %) bajo condiciones desnaturalizantes, SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate polyacrylomide gel electrophoresis), y se fransfiieron a
membranas de nifrocelulosa. Las membranas se bloquearon durante 12 horas

con amortiguador tTBS adicionado con 5 % de leche sin grasa. Posteriormente
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se lavd la membrana con 1TBS y se incubd con el antficuerpo primario por una
hora a 4 °C en agitacidn. Se utilizaron distintos anticuerpos policlonales
generados en el laboratorio (a-EspA, a-EspB, a-Tir, a-Sepl, a-EscN y a-EspA) asi
como algunos monoclonales (a-His y a-DnaK). La membrana se lavd por 30
minutos con amortiguador tTBS y se incubd otra hora con el anticuerpo
secundario (GAR-HRP: Goat anti-rabbit IgG conjugated with horseradish
peroxidase o GAM-HRP: Goat anfi-mouse IgG conjugated with horseradish
peroxidase) y se lavd por 30 minutos con 1TBS. La inmunodeteccidn se realizd

utilizando el estuche de quimioluminiscencia SuperSignal West Pico de Pierce.

Ensayo de secrecion de proteinas.

Las bacterias se crecieron en 2 mL de medio LB con el antibidtico adecuado
por 12 horas a 37 °C en agitacién. Se inocularon 9 mL de medio DMEM
preequiliorado con 200uL de los cultivos crecidos a 37 °C en LB. Los cultivos en
DMEM se dejaron crecer a 37 °C en condiciones estdticas en una incubadora
de CO2 al 5% hasta alcanzar una D.O.soonm [T Para el andlisis de la produccion
de proteinas, se tomd una muestra del cultivo de 1.5 mL y se centrifugd 5
minutos a 25 432 x g; se tomaron 1.4 mL de sobrenadante y se pasaron a un
tubo limpio, se volvieron a centrifugar y el sobrenadante se precipitd con 10%
de TCA (d&cido tricloroacético) por 12 horas a 4°C; las pastillas celulares se
resuspendieron en amortiguador de carga (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 2 % SDS, 0.1
% azul de bromofenol, 10 % glicerol) adicionado con 1 L de B-
mercaptoetanol. El resto del cultivo (7.5 mL) se centrifugd 15 minutos a 15 557
g. se recuperd el sobrenadante y se precipitd con 10 % de TCA por 12 horas a 4
°C. Las proteinas precipitadas del sobrenadante (proteinas secretadas) se
centrifugaron por 30 minutos a 25 432 x g, se desechd el sobrenadante y las
pastillas se resuspendieron en amortiguador de carga vy tris saturado para
neutralizar el TCA. Tanto las pastillas celulares como las proteinas precipitadas
del sobrenadante se sometieron a SDS-PAGE para el andlisis por tincién con

azul de Coomassie e inmunodeteccion.
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Ensayos de interaccion proteina-proteina.

Copurificaciéon (pull-down) por cromatografia de afinidad por niquel. En este
ensayo se sobreexpresan 2 proteinas (que se cree interactian) una con
etiqueta de histidinas y la otra sin efiqueta; se cargan en una resina de niquel y
se sigue el procedimiento de purificacion de proteinas (como se describid
previamente). Si las proteinas interactlan, la que tfiene histidinas retiene a la
otra proteina en la resina de niguel y ambas co-eluyen (copurifican) a

concenfraciones altas de imidazol.

Las construcciones bicistronicas (disenadas de manera que sélo uno de los
genes estd fusionado a una etfigueta de histidinas) se fransformaron en
Salmonella JR501 y el DNA modificado que se purificd de esta cepa se
transformé en Salmonella SIW1368. Se indujo la sobreexpresion de los genes
con IPTG, las células se cosecharon por centrifugacidn y se rompieron por
sonicacion; se separd la fraccién insoluble de la soluble (por centrifugacion) y
ésta Ultima se cargd en una columna con 1 mL de resina de niquel (Ni-NTA de
Qiagen); la resina se lavd con concentraciones crecientes de imidazol y al final
las proteinas se eluyeron con 400 mM de imidazol. Para observar interaccion
entre proteinas de las cuales no se contaba con construcciones bicistronicas,
se readlizaron las inducciones por separado, se prepararon las fracciones
solubles y se mezclaron; esta mezcla se preincubd por 2 horas a 4 °C en

agitacién antes de agregarle la resina de niquel (Ni-NTA).

Doble hibrido en levadura. Este sistemma estd disefado para detectar la
interaccion in vivo de dos proteinas fusionadas a los dominios de activacién
(AD; aminodcidos 768-881) y de unién a DNA (DNA-BD; aminodcidos 1-147) del
activador franscripcional GAL4. Si las proteinas interactian, se reconstituye

GAL4 y aumenta la transcripcidon de genes reporteros (figura 8).
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Figura 8. Sistema de doble hibrido en levadura.

Se utilizd la cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae AH109 que estd
disenada para la deteccidon de interacciones proteicas ya que contiene
distintos genes reporteros (ADE2, HIS3, lacZ y MELT) que sélo se expresan en
presencia de GAL4; ademds, sus requerimientos nutricionales (marcadores
auxotréficos: Ade, His, Leu, Trp, Ura y Met) permiten la seleccién de levaduras

cotransformadas con los pldsmidos que contienen las fusiones.

Se crecidé un cultivo de S. cerevisiae AH109 en medio YPDA (yeast peptone
dextrose adenine) por 12 horas a 30 °C. A partir de este cultivo se inoculd otfro
de mayor volumen (30 mL de YPDA) y se dejo crecer a 30 °C en agitacién
constante hasta alcanzar de una D.O.¢oonm de [11Se tomaron 1.5 mL de cultivo
(por cada reaccidn) y se centrifugaron 2 minutos a 8 145 x g. Se desechd el
sobrenadante y las pastillas celulares se resuspendieron en 1 mL de H2O estéril.
Nuevamente se centrifugaron las células a la misma velocidad y esta vez la
pastilla celular se resuspendid en 1 mL de acetato de litio (LIAc) 0.1 My se dejé
incubando a temperatura ambiente por una hora, se centrifugd 2 minutos a 8
154 x g, el sobrenadante se desechd y se agregaron los siguientes
componentes a las pastillas celulares:
240 pL de PEG 3500 50% w /v.
36 uL de LiAc.
5 uL de DNA de esperma de salmdén como acarreador.
1 uL de pGADT/ (vacio o con el gen de interés clonado).
1 uL de pGBKT7 (con el gen de interés clonado).
77uL de H20.
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Las reacciones se incubaron por 45 minutos a 42 °C, posteriormente se
centrifugaron 2 minutos a 8 154 x g, se desechd el sobrenadante y la pastilla
celular se resuspendid en 300 puL de H20, se plaguearon 150 pL en cajas de
medio minimo SD (synthefic defined) -Trp -leu (para seleccionar la

cotfransformacién de los 2 vectores) y se dejaron crecer por 3 dias a 30 °C.

Se picd una colonia de las levaduras transformadas y se crecid por doce horas
a 30 °C en medio minimo SD -Trp -Leu. Se tomd 1 mL del cultivo y se centrifugd
2 minutos a 8 154 x g. Se descartd el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 1 mL de H20; se volvieron a centrifugar y a resuspender en
H.O, ajustando el volumen de acuerdo a la densidad éptica del cultivo;
posteriormente, se realizaron diluciones 1:2, 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10 000, se
gotearon 3 L de cada dilucién en medio minimo SD -Trp —Leu y SD -Trp -Leu -
His (como medio de seleccion para interacciones positivas) y se dejaron crecer
de 2 a3 dias a 30 °C.

El sistemma de doble hibrido empleado (de Clontech) proporciona dos
controles: en el positivo, la proteina murina p53 estd fusionada al dominio de
unidn a DNA (pGBKT7-53) y el antigeno T grande de SV40 estd fusionado al
dominio de activacion (pGADT7Z-T). Se sabe que p53 y el antigeno T grande
interactUan en un ensayo de doble hibrido en levadura. Como confrol
negativo se cofransformaron pGADT/-T y pGBKT7-Lam (que tiene clonado al
gen de la lamina C humana fusionada al dominio de unién de DNA).
Adicionalmente, se emplearon como conftroles los genes fusionados al dominio
de unidn a DNA confransformados con el pldsmido pGADT7 vacio (que
contiene al dominio de activacién) para corroborar que las proteinas no

activaran solas.

En el apéndice | se describen detalladamente los medios de cultivo vy

soluciones empleadas.
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RESULTADOS

PARTE I. Caracterizacion de Sepl.

Clonacién de sepl en distintos vectores de expresion.

Se subclond el gen sepl a partir de la construccidn pAMpL. Este vector se
digirié con las enzimas de restriccion Ndel/BamHI y se liberd un fragmento de
1.05 kb que corresponde al gen sepL; al mismo tiempo se digirieron (con las
mismas enzimas) los vectores pTrc99A_FF4 y pET19b en los cuales se clond el
gen. Se aislé DNA plasmidico de las colonias tfransformantes y se verificd la
presencia del inserto mediante andlisis de restriccidbn con las enzimas
Ndel/BamHI. En la digestiéon de la construccidon pMTpL se observaron dos
fragmentos, uno de 1.05 kb que corresponde a seplL y otro de 4.1 kb que
corresponde al vector pTrc?9A _FF4 (figura 9A); con respecto al andlisis de
restriccion de la construccidon pMEpL (sepl en pET19b) también se identificaron
los fragmentos esperados de 1.05 kb y 5.7 kb (figura 9B) que corresponden al

gen sepl y al vector respectivamente.
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Figura 9. Clonacién de sepl en distintos vectores de expresion. Electroforesis en geles de agarosa
al 1 %. (A) Andlisis de restriccién de pMTpL y (B) pMEpL con las enzimas Ndel/BamHI asi como (C)
PMTHpL con Ncol/BamHI. Los tamanos de los fragmentos liberados son: sepL 1.05 kb, his-sepL 1.1
kb, pET19b 5.7 kb, pTrc99A y pTrc99A_FF4 4.1 kb.
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El vector pET19b fusiona una efiqueta de 10 histidinas en el extremo 5 del gen
clonado (sepL). A partir de la construccidn pMEpL se subclond his-sepl (con
sitios Ncol/BamHI) en el vector pTrc99A (figura 9C). A esta construccién se le

nombré pMTHpPL.

Purificacion de His-Sepl.

El vector pMTHpL se transformé en la cepa de Salmonella SJW1368. Se realizd
un perfil de produccidn de la proteina His-SeplL (figura 10A) y se observd que la
produccién de ésta incrementa después de inducir la expresion con 0.1 mM
de IPTG. Posteriormente se realizd fraccionamiento celular y se observd que His-
SeplL permanece en ambas fracciones (figura 10B), tanto en la soluble como
en la insoluble. Se confimd la identidad de His-Sepl mediante
inmunodeteccién utilizando anticuerpos monoclonales que reconocen a la

etiqueta de histidinas (figura 10A y 10B, panel inferior).
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Figura 10. Sobreproduccién de His-SeplL. (A) El pladsmido pMTHpL se transformé en células
SIJW1368 y se indujo la expresidn de His-Sepl a 30 °C con 0.1 mM de IPTG. Se tomaron muestras
cada hora después de agregado el IPTG. (B) Fraccionamiento celular. Las células del cultivo
inducido se rompieron por sonicacién para separar la fraccién soluble (FS) de la insoluble (Fl). Las
muestras en (A) y (B) se separaron por electroforesis en geles de poliacriamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y se visuadlizaron mediante tincion con azul de Coomassie. Se
corroboré la identidad de la proteina sobreexpresada mediante inmunodeteccién contra la
etiqueta de histidinas (panel inferior). PM: Peso molecular.
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His-SeplL se purificd a partir de la fraccion soluble de un lisado celular mediante
cromatografia de afinidad por niquel. La masa molecular estimada para
His-Sepl es de 42.5 kDa (ProtParam). La proteina recombinante se observd ala
altura  esperada en SDS-PAGE (figura 11A) ademds, mediante
inmunodeteccién utilizando antficuerpos especificos contfra la efiqueta de

histidinas (figura 11B) se confim& la identidad de la proteina.
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Figura 11. Purificacién de His-SeplL. (A) La proteina recombinante His-Sepl se purificé mediante
cromatografia de afinidad por niquel a partir de la fraccidn soluble de un lisado celular. La resina
de niquel se lavd con concentraciones crecientes de imidazol (40 y 60 mM). Al final la proteina
se eluyd con 400 mM de imidazol. (B) Imunodeteccién de His-Sepl utilizando anticuerpos contra
la etiqueta de histidinas. PM: Peso molecular, Lis: fraccion soluble de un lisado celular, FNU:
Fraccién no unida, L40: Lavado con 40 mM de Imidazol, L60: Lavado con 60 mM de Imidazol, ET,
E2 y E3: Eluciones 1, 2y 3.

Anticuerpos policlonales anti SeplL.

Se evalud la reactividad de los anticuerpos policlonales obtenidos del suero de
un conejo inmunizado con la proteina recombinante His-Sepl. Estos
reconocieron a la proteina Sepl sobreexpresada (figura 12A, carriles 1y 2) vy
también en un fondo silvestre (figura 12A, carril 3), aungque fueron muy
inespecificos ya que reconocian muchas otras proteinas que no correspondian

a la masa molecular esperada para Sepl o His-SeplL. Como control, se evalud
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también la reactividad de los antficuerpos policlonales del suero preinmune.
Estos no reconocieron a ninguna proteina en las pastillas celulares de un

ensayo de secrecidn de EPEC, ni en el sobrenadante (datos no mostrados)

Sepl no se detectd en sobrenadantes (figura 12A, carril 5) con los anticuerpos
policlonales obtenidos; esto concuerda con los reportes de que Sepl no se
secreta (Kresse, Beltrametti et al. 2000; Deng, Puente et al. 2004; O'Connell,
Creasey et al. 2004; Deng, Li et al. 2005; Younis, Bingle et al. 2010). Como
control negativo se utilizd la pastilla celular de un cultivo de EPEC Asepl (figura
12A, carril 4).
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Figura 12. Anticuerpos policlonales anti- SepL. (A) Inmunodeteccién utilizando el suero generado
en conejo confra la proteina Sepl. (B) Inmunodeteccién contra SeplL utlizando las
inmunoglobulinas precipitadas e inmunoadsorbidas. Las muestras empleadas son las siguientes:
His-SepL purificada (carril 1), fraccién soluble de un lisado celular conteniendo a His-Sepl
sobreexpresada (carril 2), pastilla celular de un cultivo de EPEC WT (carril 3), pastilla celular de un
cultivo de EPEC AseplL (carril 4) y sobrenadante de un ensayo de secrecion de EPEC WT (carril 5).

Debido a que los anticuerpos eran muy inespecificos, las inmunoglobulinas se
precipitaron con sulfato de amonio saturado (SAS) y se inmunoadsorbieron en
una membrana de nitrocelulosa con lisado celular de EPEC Asepl. Se realizd la
inmunodeteccion contra Sepl utilizado las inmunoglobulinas inmunoadsorbidas
anti-SepL sobre las mismas muestras en las que se probd el suero (figura 12B).
Se detectd a Sepl en un fondo silvestre (figura 12B, carril 3) y a la proteina
recombinante His-Sepl sobreexpresada (figura 12B, carriles 1y 2) ademds, con
esta metodologia se elimind casi en su totalidad el reconocimiento de bandas
inespecificas. Sin embargo, en el sobrenadante de un ensayo de secrecion
(figura 12B, carril 5) se sigue detectando una proteina de mds de 83 kDa, que
por el tamano, puede corresponder a EspC, un autofransportador que se

secreta de manera independiente del SST3.
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Fenotipo y complementacion de EPEC Asepl.

Se caracterizd el fenotipo de secrecidn de la cepa EPEC Asepl. En la figura
13A se observa el perfil de secrecidén en medio DMEM de las cepas EPEC WT,
AescN y Asepl. Comparando la cepa WT confra Asepl se observa que esta
Ultima no secreta franslocadores (EspA, EspB y EspD) e hipersecreta efectores
(Tir y NleA). Lo anterior concuerda con lo reportado previomente (Deng,
Puente et al. 2004; Deng, Li et al. 2005; Wang, Roe et al. 2008). Este mismo
fenotipo se observd al analizar los sobrenadantes del ensayo de secrecion
mediante inmunodeteccidn (figura 13A, panel inferior) empleando anticuerpos
especificos contra franslocadores (a-EspA y a-EspB) y efectores (a-Tir). La cepa
EPEC AescN se utilizd como control negativo ya que no es capaz de secretar
sustratos via SST3 (Gauthier, Puente et al. 2003).

Adicionalmente, se realizé inmunodeteccién contra Sepl en los sobrenadantes
y ésta no se detectd en ningin caso; con esto se corrobord que Sepl no es
sustrato del SST3.

Al andlizar las pastillas celulares se observd que en la mutante Asepl no se
afecta la produccién de tfranslocadores, sin embargo, Tir no se detectd usando
anticuerpos especificos contra esta proteina. Lo anterior puede deberse a que
en esta mutante Tir se hipersecreta y por lo tanto |la poza intracelular de esta
proteina se agota (ver discusidn). Adicionalmente, se analizd la produccién de
Sepl con anticuerpos especificos contra esta proteina en las pastillas celulares
y se pudo detectar tanto en un fondo WT como con las versiones
sobreexpresadas. Sin embargo, a pesar de que los anticuerpos se
inmunoadsorbieron, se detectd una banda inespecifica en todas las muestras,
probablemente porque al inmunoadsober se saturd la membrana y los

anticuerpos no se limpiaron completamente.

La mutante nula en sepl se complementd con el gen sepl clonado en el
vector pTrc?9A con vy sin efiqueta de histidinas (pMTplL y pMTHpL). Con ambas
versiones se restaurd parcialmente la secrecidn de translocadores (figura 13A).

Sin embargo, al intfroducir a SepL en este fondo genético, se reduce la
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secrecidn de Tir a niveles incluso menores que la cepa silvestre; en contraste,
His-SepL no restaura la hipersecrecion de Tir. Como control se introdujo el

vector pTrc99A vacio en la cepa Asepl (figura 13A).
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Figura 13. Fenotipo y complementacién de EPEC Asepl. (A) Panel superior: SDS PAGE del perfil
de secrecion (sobrenadantes) de las cepas EPEC WT, AescN, Asepl y Asepl complementada
con el vector vacio (pTrc99A), Sepl y His-SepL. Panel inferior: inmunodeteccién de Tir, EspA, EspB,
SepL y DnaK en sobrenadantes usando anticuerpos especificos contra estas proteinas. (B)
Inmunoreconocimiento de las proteinas Tir, Esp A, EspB, Sepl y DnaK en pastillas celulares.
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Efecto multicopia de Sepl y His-SepL.

Debido a que His-Sepl no fue capaz de complementar la secrecion de Tir en
una mutante Asepl, se determind el efecto de la sobreexpresiéon de His-Sepl
sobre un fondo silvestre (figura 14). La sobreexpresion de Sepl en EPEC WT no
tiene efecto en el perfil de secrecion o la produccidén de proteinas aun
agregdndole IPTG, en cambio, la sobreexpresion de His-Sepl resultd en un
aumento en la secrecién de Tir en ausencia y presencia de 10 uM de IPTG.

Se analizdé la produccion de Sepl en las pastillas celulares, a pesar de que se
detecta nuevamente la banda inespecifica, se puede observar que los niveles
de Sepl inducida con 10 uM de IPTG son comparables con los niveles de His-
Sepl sin IPTG, por lo que descartamos que el efecto multicopia se deba a un

aumento en la estabilidad de la proteina.
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Figura 14. Efecto multicopia de Sepl y His-SeplL. Perfil de secrecion de la cepa EPEC WT sola y
fransformada con pTrc99A, Sepl y His-Sepl en presencia y ausencia de IPTG. También se muestra
la inmunodeteccién con anticuerpos especificos contra Tir, EspB y DnaK en sobrenadantes (S) y
Sepl y DnaK en pastillas celulares (P).
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PARTE Il. Regulacién de la jerarquia de secrecion.

Sepl pertenece a la familia de proteinas YopN/TyeA (Yersinia) (Pallen, Beatson
et al. 2005; Pallen, Beatson et al. 2005); otros miembros de esta familia incluyen
a MxiC (Shigella), InvE (SPI-1 de Salmonella) y Ssal (SPI-2 de Salmonella). Todas
estas proteinas estdn involucradas en la regulacion del cambio en la secrecion

de franslocadores a efectores. Entre éstas, Ssal es la que presenta el mayor

porcentaje de similitud con Sepl (28 %) (figura 15).
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Figura 15. Alineamiento de la secuencia primaria de Ssal de S. enterica (NUmero de acceso en
GenBank: AAX65339.1) y SeplL de EPEC (NUmero de acceso en GenBank: AAC38393.1) realizado
con ClustalW. Los residuos marcados en azul denotan identidad de secuencia y los amarillos
sustifuciones conservativas.

Ssal forma parte de un complejo que regula la secrecidén de proteinas de
virulencia a través del SST3 de Salmonella enterica (S. enterica). Este complejo,
formado por las proteinas Ssal, SpiC y SsaM, permite la secrecidon de
translocadores y evita la de efectores a pH dacido (pH 5). Cuando el poro de
translocacioén se inserta en la membrana vacuolar, se detecta un cambio en el
pH de 5 a 7.2; el que promueve la disociacién del complejo Ssal/SpiC/SsaM y
con ello la franslocacion de efectores hacia el citoplasma del hospedero(Yu,
McGourty et al. 2010).

Con base en estos antecedentes, se decidi® hacer una buUsqueda en la
literatura y en las bases de datos para identificar a los ortdlogos de SpiC y SsaM
en el SST3 de EPEC.
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Orf12 es el ortdlogo de SsaM.

Mediante buUsquedas iteradas con PSI-BLAST en la base de datos
UniProtKnowledgebase (UniProtkB), ufilizando la secuencia de SsaM, se
identificd a una proteina con 17 % de identidad y 41 % de similitud codificada

por el marco de lectura abierto orf12 del LEE de EPEC (Yu, Liu et al. 2004)

(figura 16).

SsaM MWD LITERNIOLFIQLAGLAERPLATHNFWRGGOYETYLHYEHGRIBELCQILEQTFLDE
orfla M- -HLLVERNVEEFLELLGNDFYLFDHRVEIDFNGFEFFIEIIDNNVYFVTFALEY - - -HE
condensns HdwWw-Li--RHi--Fi-L-G-======== HBer==== b Bt 2 EEEE TS i-1-=--L--Ef1-E
SmaM DLLFEALTHWEPAAFOGIPORLFLLEDGLAMSCSPPLESSEAEIWLELERRQOIEFLESQCW
orfl2 HAFFEFFEALAPERTOGVYIEHIFYYDHELCLSC - - - LLTNIDVPFFLMNTFQOHVO L IER?
conaensns ---F---b-==P-==QBi---1Fl----L-mSCappL-8--giw-=-1l--=Q-=-=c=====
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Figura 14. Alineamiento de la secuencia primaria de SsaM de S. enterica (NUmero de acceso en
NCBI Reference Sequence: YP_216421.1) y Orf12 de EPEC (NUmero de acceso en GenBank:
AAC38381.1) realizado con ClustalW. Los residuos marcados en azul denotan identidad de
secuencia y los amarillos sustituciones conservativas.

orf12 es el primer marco de lectura abierto del operdn LEE3 de EPEC, codifica
para una proteina de 117 aa con una masa molecular predicha de 13.94 kDa
y un pl de 4.74 (ExPASy tools: Translate y ProtParam). Previamente se habia
reportado que la delecién de este gen resulta en la pérdida de secrecién de
efectores y translocadores, (Deng, Puente et al. 2004) por lo cudl, se le clasificd
como un componente esencial para secrecion tipo lll. Sin embargo, estudios
recientes en el laboratorio (Miguel-Diaz, datos no publicados) demuestran que
una mutante no polar del gen orf12 presenta el mismo fenotipo que el de las
mutantes Asepl y AsepD: no secreta franslocadores e hipersecreta efectores
(datos no mostrados). Cabe mencionar que éste es el mismo fenotipo que se
observa en las mutantes nulas en ssal, spiC y ssaM. Por lo anterior se llegd a la
conclusiéon de que Orf12 de EPEC es el ortéblogo de SsaM y que al igual que
éste, participa en la regulacion del cambio en la especificidad de secrecidon

de sustratos intermedios a tardios (Miguel-Diaz, no publicado).

SepD es el ortdlogo de SpiC.

Se realizd una busqueda iterada con PSI-BLAST utilizando la secuencia de SpiC

en la base de datos UniProtKnowledgebase. Después de la quinta iteracion se
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identificd a SepD como el posible ortdlogo de SpiC con una identidad del 14
%. No se habia reportado ningun homdlogo para SepD, sin embargo, durante
la realizacién de esta tesis se publicd un articulo en el que llegan a la misma

conclusiéon (Younis, Bingle et al. 2010).

Se realizd un alineamiento con el programa ClustalW y como se observa en la
figura 17, a pesar de |la baja identidad entre SepD y SpiC se pueden identificar

varios residuos conservados.

SepD NHHHHGIAKEHND CDWLTALDFVEDVHGSFTELTFY ITQENAFLEDFGHYWNVLYIELSGDFER
SpicC M- SEEGFMLAVLEGIPLIQDIR-AEGHSREWINTIDGEPARGEIFSEAFSISLFLN-DLE
consaensaus Ma---G--=-=--=---~ IREFEREL S - EELEEEEEE R I-=-==A====F-~--W-1-i-L-gD~-~
SepD QIPTDTFIRLCHILAVEEEYEQMGIFLENEENYLOQIFHEDHNEREANMSEAINQHTLASL
EpicC ELPEPCLAIVTLLLAAHPDYVED Y AL QLT ADGGWLHGYYTTESESELIAIEIERHLALTCI
consensus -iP------ 1--iLA---@----gl-Lf--=-=-¥L-=-=-f---c-ccsncncnao= L--1
SepD LDEQFDELEQESEEDTHNPPTHLFSDIGRIY
SpicC LENYIRNHEHELYSGEY === em e ===
consensus L-------=---- E---mmppthlfadigriv

Figura 17. Alineamiento de la secuencia primaria de SpiC de S. enterica (NUmero de acceso en
GenBank: AAC44300.1) y SepD de EPEC (NUmero de acceso en GenBank: AAC38378.1)
realizado con ClustalW. Los residuos marcados en azul denotan identidad de secuencia y los
amairillos sustituciones conservativas.

De acuerdo a los resultados obtenidos y con base en los antecedentes se
formuld la hipdtesis de que al igual que en S. enterica, Sepl, SepD y Orf12
(ortélogos de Ssal, SpiC y SsaM, respectivamente) podrian formar un complejo
proteico que regule la jerarquia en la secrecidn de translocadores y efectores
a fravés del SST3 de EPEC.

Tomando en cuenta que, en Salmonella, cuando se disocia el complejo
proteico Ssal/SpiC/SsaM, las proteinas se degradan, se evalud la estabilidad
de SeplL en las mutantes EPEC AsepD y Aorfl2. Se readlizaron ensayos de
secrecidon de las cepas EPEC WT, AescN, Asepl, AsepD y Aorf12 y mediante
inmunoreconocimiento se analizd la produccidn de SeplL en las pastillas

celulares. Se utilizé DnaK como control de carga (figura 18).
La produccion de Sepl disminuye en las mutantes EPEC AsepD y Aorfl2. Esto

indica que se requiere tanto de SepD como de Orf12 para la estabilidad de

Sepl.
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Figura 18. Estabilidad de Sepl en distintos fondos genéticos. Inmunodeteccién de Sepl y DnaK
en las pastillas celulares de ensayos de secrecidn de las siguientes cepas de EPEC: WT, AescN,
Asepl, AsepD y Dorf12.

Interaccion de la proteina Sepl con SepD.

Para evaluar la interaccién entre SepL y SepD se realizaron un par de
construcciones bicistrénicas: pMTBISpLpD (figura 19) y pMTBISpDpL (figura 20). El
vector pAEpD se digiridé con las enzimas Xbal/Pstl y se liberd un inserto de 1.6 kb
gue contiene al gen sepD con una etiqueta de 10 histidinas en el extremo 57,
éste se clond en el vector pMTpL (figura 9B) digerido con las enzimas Xbal/Pstl

que cortan rio abajo del gensepL.
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Figura 19. Construccidon bicistrénica pMTBISpLpD. (A) Esquema de la construccion bicistrénica
PMTBISpLpD. (B) Electroforesis en geles de agarosa al 1 % del DNA plasmidico de la construccion
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PMTpL y de dos colonias obtenidas de la ligacién de his-sepD en pMTpL. (C) Andlisis de
restriccién de pMTBISpLpD con las enzimas Xbal/Pstl. Los tamanos de los fragmentos liberados
son: seplL/pTrc99A 5.1 kb y his-sepD 1.6 kb.

La construccion pMTBISpDpL se realizé al clonar el inserto his-sepl, obtenido de
una doble digestion con las enzimas Xbal/Pstl del pldsmido pMEpL, en el

plasmido pATpD linearizado con las enzimas Xbal/Pstl (figura 20).
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Figura 20. Construccion bicistréonica pMTBISpDpL. (A) Esquema de la construccién pMTBISpDpL.
(A) Electroforesis en geles de agarosa al 1 % del DNA plasmidico de la construcciéon pATpD y de
dos colonias obtenidas de la ligacién de his-sepL en pATpD. (B) Andlisis de restriccion de
PMTBISpDpL con las enzimas Xbal/Pstl. Los tamanos de los fragmentos liberados son:
sepD/pTrc99A 4.6 kb vy his-seplL 2.1 kb.

Las construcciones pMTBISpLpD y pMTBISpDpL se transformaron en Salmonella
SIJW 1368, estas células se crecieron a 30°C vy al alcanzar una densidad dptica
entre 0.6 y 0.8 a 600 nm se indujo la produccién de proteinas con IPTG. Se
realizd fraccionamiento celular y a partir de la fraccién soluble de los lisados
celulares se realizdé la copurificacidn de las proteinas expresadas mediante

cromatografia de afinidad por niquel.

Copurificacién de la proteina SepL con His-SepD. La fraccién soluble del lisado

celular conteniendo a las proteinas His-SepD y Sepl se incubd con la resina de
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Ni-NTA, vy se lavd con concentfraciones crecientes de imidazol para eliminar el
pegado inespecifico de proteinas. Al final se eluyd His-SepD vy las muestras se
analizaron por tfincién con azul de Coomassie (figura 21A). Ademds de His-
SepD se podian apreciar otras bandas, una de las cuales correspondia con la
masa molecular predicha para Sepl. Al realizar la inmunodeteccion de Sepl
en estas muestras (figura 21B) se corrobord que la banda observada a la altura
de 32.5 kDa corresponde a Sepl. Como control negativo se incubd un lisado

conteniendo sélo a Sepl con la resina Ni-NTA (figura 21C).
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Figura 21. Interaccién de Sepl y SepD. (A) Copurificacién de SeplL con la proteina H-SepD. Se
incubd la fraccidon soluble del lisado de células SJW1368/pMTBISpLpD con la resina Ni-NTA.
Posteriormente se lavé con 60, 80 y 100 mM de imidazol. Finalmente, las proteinas se eluyeron
con 400 mM de imidazol. Las muestras se separaron por SDS-PAGE (15 %) y se visualizaron por
fincidén con azul de Coomassie. (B) Inmunodeteccion de Sepl en las mismas muestras que en (A).
Como control negativo se incubd el lisado de las células SJW1368/pMTpL, que sobreexpresan a
la proteina SeplL, con la resina Ni-NTA. (C) Inmunodeteccién de Sepl en las muestras del control
negativo.

Copurificacién de la proteina SepD con His-Sepl Se incubd la fraccidn soluble
de un lisado celular que contenia a las proteinas His-Sepl y SepD con resina Ni-
NTA y se lavd con concentraciones crecientes de imidazol. Se eluyd His-Sepl vy
se observd mediante tincidon con azul de Coomassie que SepD copurifica con

His-SepL (figura 22A). Como control negativo se incubd un lisado contiendo
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sélo a SepD con la resina (figura 22B). En este caso no se pudo realizar la
inmunodeteccién de SepD ya que no se cuenta con anticuerpos contra esta
proteina. Sin embargo, al realizar una purificacién de His-SeplL (figura 11A),
bajo las mismas condiciones que la copurificacion de SepD con His-Sepl, no se
observa ninguna banda a la altura de 16.5 kDa por lo que descartamos que la
banda observada a esta altura en la copurificacion (figura 22A) sea algo
inespecifico y creemos que puede corresponder a SepD (masa molecular
predicha de 17.5 kDa).
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Figura 22. Interaccién de Sepl y SepD. (A) Copurificacién de SepD con la proteina H-Sepl. Se
incubd la fraccién soluble del lisado de células SIW1368/pMTBISpDpL con la resina Ni-NTA.
Posteriormente se lavé con 60, 80 y 100 mM de imidazol. Finalmente se eluyeron las proteinas con
400 mM de imidazol. Las muestras se separaron por SDS-PAGE (15 %) y se visualizaron por fincién
con Coomassie. (B) Como control negativo se incubd el lisado de las células SIW1368/pATpD
que sobreexpresan a la proteina SepD con la resina Ni-NTA.
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Los resultados anteriores indican, como se habia reportado previamente
(Creasey, Delahay et al. 2003; O'Connell, Creasey et al. 2004; Deng, Li et al.
2005; Wang, Roe et al. 2008), que Sepl interactiua con SepD.

Como se habia planteado al principio, recientemente se observdé que Sepl,
SepD y Orf12 forman un complejo proteico al igual que sus ortélogos en .
enterica (Miguel-Diaz, no publicado y (Younis, Bingle et al. 2010)). Sin embargo,
se desconoce si Orf12 interactla con cada proteina de forma individual o sélo
cuando se encuentran en complejo; por ello nos planteamos evaluar las
interacciones individuales entre Orf12-SepD y Orf12-SeplL mediante el sistema

de doble hibrido en levadura.

Los genes seplL y orfl2 se subclonaron a partir de los pldsmidos pMTpL vy
PNGADo12, respectivamente, en los vectores de doble hibrido pGADT7 y
pGBKT7 (figura 23). A partir de éstos se expresan las proteinas Sepl y Orf12
fusionadas en el extremo amino al dominio de activaciéon (AD: activation
domain) y de unién a DNA (DNA-BD: binding domain) del factor transcripcional
GALA4.

Figura 23. Andlisis de restriccién de las construcciones pMGADpL y pMGBDo12. El gen sepl se
cloné en el vector pGADT7 en los sitios Ndel/BamHI, al hacer una doble digestion con estas
enzimas (A) se libera un fragmento de 1.05 kb correspondiente a seplL y ofro de 8 kb que
corresponde a pGADT7. orfl12 se cloné en el vector pGBKT7 en los sitios Ndel/BamHI. (B) Los
fragmentos liberados al hacer un andlisis de restriccion con estas enzimas son: orf12 de 0.35 kb y
pPGBKT7 de 7.3 kb.
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Interaccion de la proteina SepD con Orf12.

Se cotransformd S. cerevisiae AH109 con los siguientes vectores:

a. pGBKT7-53 pGADT7-T
b. pGBKT7-Lam pGADT/-T
c. pPMGBDo12 pGADT7

d. pMGBDol12 pOGADpD
e. pOGBDpD pGADT/

f. pOGBDpD PNGADo12

Las colonias cotransformantes se seleccionaron en placas de agar con medio
minimo SD sin leucina ni friptofano (SD -Leu -Trp). A partir de éstas se
inocularon cultivos liguidos del mismo medio y se crecieron por 12 horas en
agitacién constante a 30°C. Se realizaron diluciones como se describe en
materiales y métodos. El goteo de las diluciones se realizd en placas de agar
SD -Leu -Trp como control de crecimiento (figura 24, panel izquierdo) y en SD —
Leu -Trp -His (sin leucina, ftriptofano e histidina) para seleccionar las

interacciones positivas (figura 24, panel derecho).

Como control positivo se cotransformaron los vectores pGBKT7-53 y pGADT7-T
que codifican fusiones del DNA-BD y AD de GAL4 a la proteina murina p53 vy el
antigeno T-largo de SV40, respectivamente. Estas proteinas interactlan en un
ensayo de doble hibrido en levadura (lwabuchi, Li et al. 1993) y por lo tanto
crecen en SD -Leu —Trp -His (figura 24a). El vector pGBKT7-Lam codifica para la
proteina lamina C fusionada al DNA-BD vy sirve como control negativo al ser
cotransformado con pGADT/-T (figura 24b). Lamina C no forma complejos ni

interactUa con ofras proteinas (Bartel, Chien et al. 1993; Ye and Worman 1995).

Las células cotransformadas con los pldsmidos pMGBDo12 y pGADT7, que
codifican para la fusion DNA-BD-Orf12 y el dominio de activacién (AD) sin
ninguna fusion, respectivamente, presentaron un leve crecimiento en SD -Leu -
Trp —His (figura 24c), esto indica que DNA-BD-Orf12 es capaz de interactuar con

el AD solo, con lo cual se reconstituye el activador franscripcional GAL4 y se
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induce la expresién del gen reportero HIS3 o bien, que la fusion DNA-BD-Orf12
es capaz de activar por si sola. Al cofransformar los pldsmidos pMGBDo12 vy
pOGADpD (que expresa la fusibn AD-SepD) también se observd crecimiento
en el medio selectivo (figura 24d). A pesar de que DNA-BD-Orf12 activd por si
solo, el crecimiento observado para DNA-BD-Orf12 coexpresado con AD-SepD

fue mayor.

Para descartar la posibilidad de que la interaccién entre Orf12 y SepD se
debiera a la activacién sola de DNA-BD-Orf12, se invirtieron las etiquetas a las
proteinas (DNA-BD-SepD y AD-Orf12) y como se puede observar en la figura
24e, las células que coexpresan a las proteinas DNA-BD-SepD y AD no crecen
en medio selectivo (SD -Leu -Trp -His), en cambio, al coexpresar a DNA-BD-
SepD junto con AD-Orf12 si hay crecimiento (figura 24f). Estos resultados

indican por primera vez que Orf12 interactla con SepD.
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Figura 24. Ensayo de doble hibrido en levadura. Diluciones de cultivos de S. cerevisiae AH109 en
placas de agar con medio SD -Leu —Trp (panel izquierdo) y SD -Leu —Trp —His (panel derecho). S.
cerevisiae AH109 se cotransformé con (a) pGBKT7-53 y pGADT7-T, (b) pGBKT7-Lam y pGADT7-T,
(c) PMGBDo12 y pGADTY, (d) pMGBDo12 y pOGADPD, (e) pOGBDpD y pGADTY y (f) pOGBDpD
y PNGADOo12.
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Interaccion de la proteina Sepl con Orf12.

La fusidn del dominio de unidén de DNA del activador transcripcional GAL4
(DNA-BD) a la proteina Sepl activa por si sola la expresidn de los genes
reporteros (figura 25c) (Creasey, Delahay et al. 2003). Por ello, a pesar de que
DNA-BD-Orf12 coexpresado con el dominio de activacién solo, presenta un
leve crecimiento en medio selectivo (figura 24c y 25d) se empled esta proteina
de fusion coexpresada con AD-Sepl (codificada por el pldsmido pMGADpL)
para ver interaccién entre Orf12 y SeplL; sin embargo, los resultados indican
que Orf12 no interactia con Sepl ya que el crecimiento observado (figura
25e) al coexpresar ambas proteinas fusionadas al dominio de unién a DNA vy
de activacién, respectivamente, es el mismo al observado al coexpresar DNA-
BD-Orf12 con el AD solo (figura 25d).

SD -Leu -Trp SD -lLeu -Trp -His

Figura 25. Ensayo de doble hibrido en levadura. Diluciones de cultivos de S. cerevisiae AH109 en
placas de agar con medio SD -Leu —Trp (panel izquierdo) y SD -Leu —Trp —His (panel derecho). S.
cerevisiae AH109 se cotransformé con (a) pGBKT7-53 y pGADT7-T, (b) pGBKT7-Lam y pGADT7-T,
(c) pOGBDpLy pGADT7, (d) pMGBDo12y pGADT7 y (e) pMGBo12 y pMGADpPL.
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PARTE lll. Papel de la ATPasa EscN en la jerarquia de secrecion.

Se han descrito diversas interacciones para Sepl y sus ortdlogos con proteinas
del SST3, como por ejemplo con: SepD, Tiry EscD en EPEC (Creasey, Delahay et
al. 2003; O'Connell, Creasey et al. 2004; Deng, Li et al. 2005; Wang, Roe et al.
2008), complejos chaperona-translocador SipB/SicA y SipC/SicA en Salmonella
(Kubori and Galan 2002) (que corresponden a EspD/CesD y EspB/CesD en
EPEC), CdsQ (ortélogo de EscQ) en Chlamydophila (Stone, Johnson et al. 2008)
asi como CdsN y Spa47, estas Ultimas corresponden a las ATPasas del SST3 de
Chlamydophila y Shigella respectivamente (Stone, Johnson et al. 2008;

Botteaux, Sory et al. 2009).

Las ATPasas son de los componentes mds conservados entfre los SST3. Se
encargan de energizar la secrecidn de proteinas mediante la hidrdlisis de ATP.
Estas enzimas participan en el reconocimiento de los complejos chaperonao-
efector, posteriormente, de manera dependiente de la hidrdlisis de ATP se
encargan de disociar el complejo chaperona-efector y desplegar
parcialmente al efector para que éste pueda ser internalizado en el canal de
secrecidn del SST3 (Gauthier and Finlay 2003; Akeda and Galan 2004; Akeda
and Galan 2005; Lorenz and Buttner 2009).

EscN es la ATPasa asociada al SST3 en EPEC (Pallen, Beatson et al. 2005;
Andrade, Pardo et al. 2007). Sin embargo, no se ha reportado interaccion
entre EscN y SeplL, por ello nos planteamos evaluar esta interaccién mediante

copurificacién tipo pull-down.

Interaccion de la proteina Sepl con EscN.

Los plasmidos pATHeN y pMTplL, que codifican para His-EscN y Sepl,
respectivamente, se transformaron en Salmonella SIW1368. Se indujo la
sobreproduccidén de proteinas con IPTG. Las células se lisaron mediante
sonicaciéon y la fraccidén soluble del lisado celular de His-EscN se mezcld con la
de SeplL. Esta mezcla se incubd por dos horas en agitacidn a 4°C vy

posteriormente se cargd en una columna con resina de niquel (Ni-NTA). Se lavd
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con 60 mM de Imidazol, y al final, His-EscN se eluyd con 400 mM de Imidazol.
Las proteinas se analizaron por SDS-PAGE vy tinciéon con Coomassie. Como se
puede observar en la figura 26A, ademds de His-EscN eluyen otras proteinas,
una de las cuales corresponde con la masa molecular esperada para Sepl.
Para corroborar que en efecto Sepl estuviera eluyendo junto con His-EscN, se
realizé inmunodeteccién de esta proteina empleando anticuerpos anti-Sepl
(figura 26B) y se observd que ésta coeluye con His-EscN. Como control
negativo se incubd la fraccidén soluble de un lisado celular conteniendo a Sepl

con la resina Ni-NTA y se traté de la misma manera que el pull-down (figura
26C).
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Figura 26. Interaccién de Sepl y EscN. (A) Copurificacién de Sepl con la proteina H-EscN. Se
incubd por 2 horas en agitacién a 4°C la fraccidn soluble de un lisado de células
SIW1368/pATHeN con ofro de SJW1368/pMTpL. Posteriormente se cargaron a una columna con
resina Ni-NTA. Esta se lavd con 60 mM de imidazol. Finalmente, las proteinas se eluyeron con 400
mM de imidazol. Las muestras se separaron por SDS-PAGE (15 %) y se visualizaron por tincién con
azul de Coomassie. (B) Inmunodeteccidon de Sepl y EscN en las mismas muestras que en (A).
Como control negativo se incubd la fraccién soluble de un lisado de las células SJW1368/pMTpL,
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que sobreexpresan a la proteina Sepl, con la resina Ni-NTA. (C) Inmunodeteccion de Sepl y
EscN en las muestras del control negativo.

Generacion de versiones truncas de Sepl.

Con el fin de analizar la regidén de Sepl importante para la regulacién de la
secrecion y la interaccidn con EscN se realizaron diversos recortes de esta

proteina.

Se generaron dos versiones de Sepl sin los primeros 10 y 75 aminodcidos. El gen
sepL se amplificd con los oligonucledtidos seplL10 y sepLBamHIR; y sepLGlu76 y
sepLBamHIR. Los productos de PCR se purificaron y digirieron con las enzimas
Ndel/BamHI al igual que los vectores pTrc99A_FF4 y pET19b en los cuadles se
clonaron. Se aisld DNA plasmidico de las colonias transformantes y se realizd
andlisis por restriccion con las enzimas Ndel/BamHl de cada una de las

construcciones (figura 27).
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Figura 27. Generacidon de versiones truncas de SeplL. (A) Esquema de Sepl, indicando las
deleciones de 10 y 75 aminodcidos. Electroforesis en geles de agarosa al 1 % del andlisis de
restriccién de las siguientes construcciones: (B) pMTpL A10, (C) pMEpL A10, (D) pMTpL A75 y (E)
PMEpL A75 con las enzimas Ndel/BamHI. Los tamanos de los fragmentos liberados son: sepLA10
1.02 kb, sepLA75 0.83 kb, pET19b 5.7 kb y pTrc99A_FF4 4.1kb.

60



Funcionalidad de las versiones truncas de SeplL.

Para evaluar la funcionalidad de SeplL A10 y Sepl A75, los vectores pMTpL AT0 y
pMTplL A75 se transformaron en la cepa EPEC Asepl y se realizaron ensayos de
secrecion para ver si estas proteinas eran capaces de complementar la

secrecion de esta cepa a niveles silvestres.

Se analizé el perfil de secrecion de las cepas EPEC WT, AescN, Asepl y Asepl
complementada con el vector vacio pTrc99A, vy las construcciones pMTpL WT,
PMTpL A10 y pMTpL A75 (figura 28A). Como se habia mencionado
anteriormente la delecién del gen AescN abate totalmente la secreciéon; la
cepa Asepl hipersecreta efectores (Tir y NleA) y no secreta franslocadores. Al
complementar esta cepa con SepL WT sin ninguna etiqueta (pMTpl) se
disminuye la secrecién de efectores y se secretan translocadores (aungue no
en los mismos niveles que la cepa silvestre). Sepl A10 tuvo el mismo efecto que
SeplL WT, es decir, restaura el fenotipo de una cepa Asepl. Sin embargo, Sepl

A75 no es capaz de completar esta cepa.

Se analizd la produccién de Sepl en las pastillas celulares de cada cepa para
corroborar que las distintas versiones de esta proteina se produjeran a niveles
similares. Como se puede observar en el panel inferior de la figura 28, SeplL A75
se produce a niveles similares a los de SeplL en un fondo silvestre, por lo que el
hecho de que SeplL A75 no sea funcional, no se debe a la estabilidad de la

proteina. La proteina DnaK se empled como control de carga (figura 28B).
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Figura 28. Complementacién de EPEC AseplL con SeplL WT A10 y A75. (A) SDS PAGE del perfil de
secrecion (sobrenadantes) de las cepas EPEC WT, AescN, Asepl y Asepl complementada con el
vector vacio (pTrc99A), SepL WT (oMTplL), SeplL A10 (pMTplL A10) y SeplL A75 (pMTpL A75). (B)
Inmunodeteccién de Sepl y DnaK en pastilas celulares.

Pérdida de funcionalidad de Sepl A75.

Recientemente se observd en Shigella flexneri que la regidn N-terminal de MxiC
(ortdlogo de Sepl), especificamente los primeros 30 aminodcidos de la
proteina, es la necesaria para la interaccién con Spa47 (ortdlogo de EscN). Al
redlizar un alineamiento enfre SepL y MxiC se pueden observar varios
aminodcidos conservados en esta region (figura 29). De acuerdo con esto, el
defecto de SeplL A75 podria deberse a la pérdida de interacciéon con EscN.

Actualmente, en el laboratorio continuamos evaluando esta interaccion.
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Figura 29. Alineamiento de la secuencia primaria de MxiC de Shigella flexneri (NUmero de
acceso en GenBank: AAP79009.1) y SeplL de EPEC (NUmero de acceso en GenBank:

AAC38393.1)

realizado con ClustalW. Se indican los residuos de MxiC necesarios para la

interaccién con la ATPasa (Spa47). El asterisco rojo marca la delecidon de los primeros 75 aa de
SeplL. Los residuos marcados en azul denotan identidad de secuencia y los amarillos sustituciones
conservafivas.

Nota: En el apéndice II, lll y IV se describen resultados adicionales obtenidos

durante la realizacién de esta tesis, algunos de los cuales no forman parte del

proyecto de Sepl.
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DISCUSION

La jerarquia de secrecién de sustratos a través de los SST3 es un proceso
altamente regulado, pues de ello depende el ensamblaje eficiente de un SST3
funcional. Este proceso se regula a distinfos niveles: franscripcional, post-
franscripcional,  traduccional y  post-fraduccional como  cambios
conformacionales, interacciones proteicas y secrecidn de algunos
componentes del sistema (Aldridge and Hughes 2002; Brutinel and Yahr 2008).
A nivel proteico se han descrito dos mecanismos a través de los cuales se
regula la jerarquia de secrecion de sustratos (Deane, Abrusci et al. 2010). Estos

mecanismos s& conocen como switches o interruptores moleculares.

B segundo interruptor molecular en los SST3 de virulencia evita la salida de
efectores hasta que se ensambla el poro de franslocacién. De esta manera, se
conftrola que los efectores sean transportados directamente hacia el citosol de

la célula hospedera.

Se han identificado diversas proteinas que actian como reguladores a este
nivel: SepL (EPEC), MxiC (Shigella), InvE (Salmonella SPI-1), Ssal (Salmonella SPI-
2) vy YopN/TyeA (Yersinia). La delecion de los genes que codifican para estas
proteinas no tiene efecto en la formacién de la aguja sin embargo, resulta en

la hipersecrecién de efectores.

La proteina Sepl de EPEC.

En EPEC, la proteina Sepl promueve la secrecién de translocadores mientras
que evita la de efectores (Deng, Puente et al. 2004; Deng, Li et al. 2005; Wang,
Roe et al. 2008), ademds, interactUa con diversos componentes del SST3; sin
embargo, se desconoce el papel especifico de esta proteina y la
funcionalidad de sus interacciones en la regulacidn de la jerarquia de
secrecion de sustratos. Es por ello que aun no se ha definido un modelo que
expligue el funcionamiento de este interruptor molecular en el contexto de sus

interacciones.
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En el presente trabajo se generaron herramientas bioquimicas y moleculares
para el estudio y caracterizacion de la proteina Sepl y se evaluaron algunas

interacciones entre esta proteina y ofros componentes del SST3.

La versidn recombinante His-Sepl, que tiene fusionadas 10 histidinas en el
extremo N-terminal, se purificé en condiciones nativas mediante cromatografia
de dafinidad por niquel (figura 11). Se obtuvo una proteina pura con un alto
rendimiento ([Ing de proteina por 200 mL de cultivo) a partir de la cual se

generaron anticuerpos policlonales contra Sepl en conejo.

Los anticuerpos generados contra Sepl fueron inespecificos (figura 12A),
reconocian varias proteinas en las muestras analizadas; sin embargo, de todas
las bandas observadas, habia una que no se detectaba en las pastillas
celulares de EPEC Asepl (figura 12A, carril 4) y que correspondia con la masa
molecular estimada para Sepl. Las inmunoglobulinas (Ig’s) se precipitaron con
sulfato de amonio safurado y posteriormente se inmunoadsorbieron
empleando el lisado celular de la cepa Asepl. Con esta metodologia se
elimind el reconocimiento inespecifico de ofras proteinas y se pudo identificar

una sola banda correspondiente a Sepl (figura 12B).

La delecidn del gen sepl abate la secrecién de translocadores, EspA/B/D, vy
aumenta la de efectores (figura 13A). Previamente se reportd que en esta
mutante no se afecta la franscripcidn de tir o espB y que los niveles
infracelulares de ambas proteinas se mantienen constantes (Deng, Li et al.
2005). Sin embargo, en este trabajo y de forma reproducible, en las pastillas
celulares del ensayo de secrecién de la cepa Asepl (figura 13B) no se observa
Tir. Lo anterior puede afribuirse a que Tir se hipersecreta por lo que la poza
intracelular de dicha proteina disminuye. Esta aparente confradiccion en los
resultados puede deberse a diferencias en las metodologias empleadas y se
puede explicar tomando en cuenta que los ensayos de secrecidén se realizaron
a densidades 6pticas (D.O.) de [Tl mientras que en la mayoria de los reportes
los hacen a D.O. de 0.8; y, dado que a mayores densidades épticas la
cantidad de proteinas secretadas también es mayor, por lo tanto, la poza

intracelular disminuye (Schlumberger, Muller et al. 2005). Usando el mismo
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razonamiento, para el caso de los franslocadores esperariamos lo contrario,
que al no ser secretados, la poza infracelular aumentara; sin embargo, esto no
ocurre ni en la mutante EPEC AescN (figura 13B), en la que se abate
totalmente la secrecién. Esto sugiere un posible control post-transcripcional ya
sea a nivel de la regulacion de la traduccién o bien, un equilibrio entre sintesis

y degradacién de proteinas no secretadas.

Complementacion de la mutante Asepl.

La funcionalidad de distintas versiones de Sepl se evaludé mediante ensayos de
complementacion de la secrecidn de proteinas en una cepa EPEC Asepl.

Complementacién de la secrecion de franslocadores. Tanto la proteina SeplL
como His-Sepl restauraron parciaimente la secrecién de translocadores en
una cepa EPEC AseplL (figura 13A). En EPEC y EHEC, el gen seplL se co-
transcribe con los demds genes del operdn LEE4, que incluye a los de los
franslocadores, (espA, espD, espB, cesD2, escF, orf29 y espF) (Mellies, Elliott et
al. 1999). Sin embargo, recientemente se reportd que en EHEC el mRNA de
sepl sufre procesamiento post-transcripcional por la RNAsa E, que lo separa del
MRNA de los demds genes del franscrito (Lodato and Kaper 2009). La RNAsa E
corta RNAs precursores para dar lugar a productos maduros y funcionales. El
procesamiento de estos MRNAs genera transcritos con diferente estabilidad, lo
cual contribuye a la regulacion de la expresidon genética (Nilsson, Naureckiene
et al. 1996). La complementacién parcial de la secrecién de translocadores se
atribuye a que la delecién de sepl provoca cambios en el transcrito del LEE4 o
cual podria afectar el procesamiento pos-transcripcional de éste. De hecho,
en una mutante en seplL donde se altera menos la estructura del transcrito
(cambiando el marco de lectura del gen), se puede complementar

totalmente la secrecién de translocadores (Wang, Roe et al. 2008).

B hecho de que tanto SepL como His-SeplL restauren la secrecidn de
franslocadores en un fondo Asepl indica que se requiere |a presencia de esta
proteina para promover la secrecidén de translocadores y que una efiqueta en

la regidn N-terminal de SeplL no interfiere con su funcidn de promover la
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secrecidn de estos sustratos. Ademds, previamente se demostré que la
interaccion entre Sepl y Tir no es importante para la regulaciéon de la secrecion
de translocadores, puesto que una versidn de Sepl que carece que los Ultimos
11 aminodcidos no interactla con Tir, pero si complementa la secrecidon de
franslocadores en una cepa Asepl (Wang, Roe et al. 2008). Adicionalmente,
en este frabajo demostramos que la interaccién entre Sepl y EscN tampoco es

importante para promover la secrecidén de translocadores (ver mds adelante).

A pesar de que no se conoce el mecanismo a través del cual Sepl promueve
la secrecién de translocadores, se reportd que InvE, el ortdlogo de Sepl en
Salmonella, interactia con los complejos chaperona-translocador (Kubori and
Galan 2002). Ademds, recientemente se propuso que el ortdlogo de Sepl en
Shigella, MxiC, podria optimizar el direccionamiento de estos complejos hacia
el aparto de secrecién (Martinez-Argudo and Blocker 2010), por lo que

creemos que Sepl podria estar jugando el mismo papel.

Complementacion de Ila secrecion de efectores. En cuanto a la
complementacion de la hipersecrecién de efectores en la cepa Asepl por
Sepl silvestre, se observd que la secrecion de los efectores Tir y NleA se reduce
a niveles de la cepa silvestre. Sin embargo, al realizar un andlisis mds detallado
empleando anticuerpos especificos contra Tir, se observd que los niveles de Tir
secretados al medio son indetectables (figura 13A). En 2008 se demostrd que
Sepl interactUa con Tir, y que esta interaccidn evita la secrecidon prematura de
este efector (Wang, Roe et al. 2008), por lo que probablemente, al
sobreexpresar a Sepl ésta interactia con Tir y lo retiene en el citoplasma

bacteriano, evitando asi su secrecion.

His-SepL no fue capaz de reducir la secrecion de Tir (figura 13A). Dado que
esta versibn de Sepl si complementd la secrecion de translocadores,
suponemos que las funciones de Sepl (promover la secrecidén de
translocadores y evitar la secrecién prematura de efectores) se pueden
separar; y que la regién amino de Sepl pudiera jugar un papel importante en

la regulacién de la secreciéon de Tir.
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Una versidn de Sepl que carece de los Ultimos 11 aminodcidos (Sepls4o)
complementa la secrecion de translocadores de una cepa Asepl, interactia
con SepD y se asocia a membrana. Sin embargo, no complementa la
hipersecrecion de efectores. Este defecto se atribuye a que esta version de
Sepl no interactda con Tir, por lo que se propuso que dicha interaccion es
importante para evitar la secrecién temprana de Tir (Wang, Roe et al. 2008), la
cual es indispensable para la secrecién de los demds efectores (Thomas, Deng
et al. 2007).

La proteina recombinante His-Sepl tiene un comportamiento similar a Seplaao:
complementa la secrecién de translocadores (figura 13) e interactia con
SepD (figura 22); sin embargo, ésta sélo hipersecreta Tir (a diferencia de Sepls4o
que hipersecreta varios efectores). Es dificil imaginar que la etiqueta de
histidinas de His-Sepl fusionada al extremo amino sea un impedimento estérico
que evite la interaccion con Tir, ya que como se menciond, ésta se da a fravés
del C-terminal de SepL. De hecho, la interaccidén SeplL-Tir se demostrd
mediante copurificaciéon tipo pull-down con las proteinas GST-Sepl (Sepl
fusionada en el extremo N-terminal a la proteina glutation S-transferasa) y His-Tir
(Wang, Roe et al. 2008). El hecho de que a pesar de no regular la secrecion de
Tir, His-SepL pudiera interactuar con esta proteina, nos lleva a pensar que la
interaccion Sepl-Tir no es el Unico mecanismo responsable de evitar su

secrecion temprana.

Previamente se reportd que la secrecidon de Tir es necesaria para la secrecion
de otros efectores (Thomas, Deng et al. 2007); sin embargo, al complementar
una mutante Asepl con His-SepL observamos que el Unico efector que
continla hipersecretdndose es Tir y no asi otros efectores como NleA. Estos
datos sugieren que la hipersecreciéon de Tir no es el mecanismo, o al menos no
el Unico, que promueve la secrecion de otros efectores como se ha propuesto.
A pesar de que no existe inferaccién directa entre Sepl y otros efectores como
NleA (Wang, Roe et al. 2008), el mecanismo adicional que regule su secrecion
debe ser dependiente de Sepl, puesto que en una mutante Asepl se
hipersecreta NleA pero tanto SeplL como His-Sepl restauran la secrecién de

este efector a niveles silvestres (figura 13A). En el estudio realizado por Thomas

68



et. al. en 2007, llegan a la conclusion de que la secrecidén de Tir es
indispensable para la secrecién de los demds efectores ya que al eliminar a Tir
en una cepa AsepD, que hipersecreta efectores, se abate la secrecidén de
otros efectores, como NleA. Sin embargo, de acuerdo a nuestros resultados, en
la mutante AsepD se disminuye la estabilidad de SeplL (figura 18), por lo que los
resultados obtenidos en ese estudio podrian deberse mds bien a la reduccidén
de los niveles de esta proteina en ese fondo genético; ademds, tomando en
cuenta que Sepl se asocia a la membrana de manera dependiente de SepD
(Wang, Roe et al. 2008), en la mutante AsepD muy probablemente también se
afecta la localizacion de esta proteina. Adicionaimente, tomando en cuenta
qgue NleA es un efector que no estd codificado dentro del LEE podriamos
especular que Sepl, al igual que su ortdlogo Ssal en Salmonella (Coombes,
Brown et al. 2004), regula de manera diferencial la secrecién de efectores
codificados en el LEE de los Nle’s (Non-LEE encoded), sin embargo, es

necesario evaluar la secrecidon de mds efectores en este fondo genético.

Efecto multicopia de Sepl y His-SeplL en EPEC.

Por otro lado, también se evalud el efecto de la sobreexpresiéon de sepl

silvestre y his-sepL sobre un fondo silvestre (figura 14).

Secrecién de translocadores. La secrecion de translocadores no se afecta al
sobreexpresar a sepL en un fondo silvestre, pero se ve ligeramente disminuida
al sobreexpresar a his-seplL; sin embargo, también se ve reducida la proteina
EspC, que se secreta de manera independiente del SST3 y se emplea como
control de carga; por lo que la disminucién en la secrecién de translocadores
se puede deber a diferencias en la cantidad de proteina cargada y no a un

efecto de la sobreexpresion de his-sepl.

Secrecion de efectores. Al igual que con los resultados de complementacion,
la sobreexpresion de His-Sepl desreguld la secrecion de Tir en la cepa silvestre
y no asi la de ofros efectores como NleA. A pesar de que en este fondo
genético estd presente Sepl silvestre, el hecho de que His-SepL haya

desregulado la secrecidn de Tir probablemente se deba a que esta version de

69



Sepl es capaz de interactuar con proteinas como Tir y SepD (figura 22) y al ser
sobreproducida interactie con estas proteinas evitando asi la formacién de

complejos proteicos funcionales con la proteina nativa.

Secrecion de Sepl: un efector aberrante.

El reconocimiento de los sustratos que se secretan a través del SST3 requiere de
una senal de secrecion codificada en el exiremo amino de la secuencia
peptidica de las proteinas o el extremo 5' del mRNA (Sory and Cornelis 1994;
Anderson and Schneewind 1997; Arnold, Jehl et al. 2010). Se ha reportado que
la fusion de varias proteinas como la dihidrofolato reductasa, la PB-
galactosidasa y la glutation S-transferasa a los sustratos, bloquean su secrecion
a través del sistema (Sorg, Miller et al. 2005; Riordan, Sorg et al. 2008). De todas
las proteinas que pertenecen a la familia de YopN/TyeA (ej. SepL, Ssal, InvE,
HrpJd vy MxIC), sélo YopN y MxiC son sustratos del SST3, y su secrecidn es
importante para su funcidon (Cheng, Kay et al. 2001; Botteaux, Sory et al. 2009;
Martinez-Argudo and Blocker 2010). En este trabajo se evalud la secrecién de
SeplL y como se habia reportado previamente, Sepl no se secreta (figura 12 y
13). Con esto descartamos que los efectos observados con His-Sepl se deban
a la falta de secrecidn de la proteina. Sin embargo, recientemente se reportd
que Sepl tiene una senal de secrecidn, ya que la fusidon de los primeros 20, 50 y
70 aminodcidos de SeplL a un reportero de Pp-lactamasa promueve su
secrecidon en una cepa EPEC WT, AsepD y Asepl. Fusiones mds grandes (170 aa
de Sepl) evitan la secrecién del reportero, por lo que se llegd a la conclusiéon
de que Sepl se parece a un efector aberrante (Younis, Bingle et al. 2010). El
hecho de que Sepl sea un efector, sugiere que al igual que ofros efectores,

podria ser reconocido por la ATPasa EscN.

El papel de la ATPasa EscN en la jerarquia de secrecion.

EscN es la ATPasa del SST3 de EPEC (Pallen, Beatson et al. 2005; Andrade, Pardo
et al. 2007). Ademds de energizar la secrecidn de proteinas mediante la
hidrdlisis de ATP, las ATPasas asociadas a los SST3 también se encargan de

reconocer los complejos chaperona-efector. En EPEC, la chaperona CesT
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interactUa con muchos efectores como Tir, Map, EspF, EspH, EspG, EspZ, NleA,
NleG, NleH y NleH2 (Thomas, Deng et al. 2005; Thomas, Deng et al. 2007; Mills,
Baruch et al. 2008). En 2005 se reportd que el complejo Tir-CesT interactia con
la ATPasa EscN, y se propuso que CesT juega un papel central en el
reclutamiento de efectores hacia el SST3 via EscN para su eficiente secrecién
(Thomas, Deng et al. 2005). Con base en estos antecedentes se puede suponer
que la interaccién de la ATPasa con los complejos chaperona-efector sea un

punto de regulacién para la secrecion de esta clase de sustratos.

Mediante ensayos de copurificaciéon tipo pull-down se determind que Sepl
interactUa con EscN ya que His-EscN retiene de manera especifica a SeplL en
la resina de Ni-NTA (figura 26). Hasta la fecha, sélo hay 2 reportes de
interaccion entre los ortdlogos de estas proteinas en Shigella y Chlamydophila
(Stone, Johnson et al. 2008; Botteaux, Sory et al. 2009), sin embargo, no se sabe
cudl es la funcionalidad de dicha interaccidon. Recientemente se propuso que
el papel de MxiC (ortélogo de Sepl) en la interaccidn con Spa47 (ortdlogo de
EscN) podria ser el de ocluir un sitio aceptor de efectores (Martinez-Argudo
and Blocker 2010).

Adicionalmente, la interaccidon SeplL-EscN se evaludé cambiando las etiquetas
(His-SepL y EscN) pero no se observd la copurificacion de estas proteinas (datos
no mostrados). En el SST3 de Shigella flexneri se demostrdé que la regién de
interaccion entre MxiC y Spa47 estd dentro de los primeros 30 aminodcidos de
MxIC (Botteaux, Sory et al. 2009). Al realizar un alineamiento de la secuencia
primaria de Sepl y MxiC (figura 29) se observd que en esa regidon hay varios
aminodcidos conservados, aungue no existe una alta similitud. Sin embargo,
no obstante la baja similitud que existe entre las proteinas pertenecientes a la
familia de YopN/TyeA, su estructura fridimensional es semejante (Deane,
Roversi et al. 2008). Tomando en cuenta que la regién N-terminal de Sepl es la
que participa en la interaccidon con EscN podemos especular que las proteinas
o péptidos fusionados a esta regidon de Sepl son un impedimento estérico que
bloguea la interaccidn con EscN, y probablemente por esta razén no se pudo

observar interaccidén entre His-SeplL y EscN mediante ensayos de pull-down.
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El hecho de que His-Sepl no interactia con EscN y no regula la secrecién de
Tir, sugiere que ademds de las interacciones Sepl-Tir y EscN-CesT/Tir, la
interaccion EscN-Sepl también pudiera estar involucrada en la regulaciéon de
la secrecién de efectores, o al menos de Tir. En cambio, la secrecién de los
translocadores no se regularia a tfravés de la interaccion entre Sepl y EscN,
puesto que His-Sepl si promueve la secrecidn de estos sustratos en un fondo
Asepl.

En 2004, se aisld una mutante puntual, L373P, en el C-terminal de InvC (la
ATPasa del SST3 de Salmonella) que a pesar de tener la misma actividad
hidrolitica que la ATPasa silvestre, no restauraba la secrecidén de una cepa
AinvC. El defecto de esta mutacion en InvC es que no interactUa con el
complejo efector-chaperona SptP-SicP (Akeda and Galan 2005). Lo anterior
sugiere que el extremo C-terminal de la ATPasa InvC, es responsable del

reconocimiento de los complejos efector-chaperona.

En EscN no se sabe qué regién es importante para el reconocimiento de los
complejos efector-chaperona, pero se asume, dada la alta similitud entre las
ATPasas, que este reconocimiento se da en la regidon C-terminal de la proteina
(Zarivach, Vuckovic et al. 2007). Tampoco se ha mapeado el sitio de
interaccion de SeplL en EscN sin embargo, los datos obtenidos en este trabajo
junto con el hecho de que SeplL es considerado un efector aberrante, nos
llevan a proponer que probablemente Sepl y el complejo Tir/CesT compitan
por el mismo sitio de unidn en EscN. De esta manera se explicaria que His-Sepl
no complemente la hipersecrecion de Tir en una mutante Asepl ya que al no
interactuar con EscN dejaria libre el sitio de reconocimiento del complejo Tir-
CesT permitiendo que éste sea reconocido y se promueva la secrecion de Tir
(figura 30). Mientras que en un fondo silvestre, His-Sepl interactia con Tir y
SepD, titulando a estas proteinas, evitando asi la formacidén de complejos
funcionales con la proteina Sepl nativa y promoviendo la de complejos no
funcionales que al no interactuar con la ATPasa dejan libre el sitio
reconocimiento del complejo Tir-CesT; esto explica que se promueva la

secrecioén desregulada de Tir.
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Figura 30. Esqguema de la regulacidén de la secrecibn en EPEC WT, AseplL y Asepl
complementada con His-SeplL. ) En una cepa silvestre (EPEC WT) se secretan tfranslocadores y
niveles bajos de efectores. Sepl regula positivamente la secrecidon de franslocadores y evita la
de efectores. Sepl interactia con SepD vy Tir. La interaccidn SepL-Tir retiene a Tir en el citoplasma
y evita que sea secreteado. Sepl también interactia con la ATPasa EscN. Esta interaccién se da
en el sitio de reconocimiento del complejo Tir-CesT por lo que funciona como un mecanismo
adicional para prevenir la secrecién de este efector. Il) En una cepa mutante AsepL, Tir queda
liore, de igual manera, el sitio de reconocimiento del complejo chaperona-efector queda
expuesto, por lo que este efector se hipersecreta. Adicionalmente, la ausencia de Sepl
promueve la salida de otfros efectores y evita la secrecion de translocadores probablemente
porque los complejos chaperona-translocador ya no son reconocidos por EscN. ) His-SeplL no
complementa la hipersecrecién de Tir en una mutante Asepl debido a que no interactia con
EscN y deja expuesto el sitio de reconocimiento del complejo Tir-CesT, por lo que Tir puede ser
secretado, sin embargo, la interaccién SeplL-EscN no es importante para la secrecién de
franslocadores, pero, la presencia de His-SeplL es suficiente para promover la secrecién de estos
sustratos. MI: Membrana interna, ME: Membrana externa.

Se realizaron recortes de 10 y 75 aminodcidos del N-terminal de Sepl y se
evalud su funcionalidad mediante ensayos de complementacion de la
secrecioén de proteinas (figura 28). A diferencia de SeplL A10 que complementd
la secrecidon de proteinas de una cepa Asepl, SeplL A75 no restaurd la
secrecion. A pesar de que los niveles infracelulares de Sepl A75 son menores
que los de Sepl silvestre o SepL A10, éstos son similares a los de la proteina Sepl
natfiva (pastillas celulares de EPEC WT) por lo que descartamos que la

estabilidad de la proteina esté relacionada con la falta de funcionalidad.

El alineamiento entre MxiC y Sepl (figura 29) muestra que dentro de la regién
eliminada en Sepl A75, se encuentra la regidon de interaccién entre MxiC vy

Spa4d7. Por lo anterior suponemos que el defecto de esta versidon frunca de
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Sepl es la interaccidon con EscN. Sin embargo, es dificil reconciliar la idea de
gue His-SeplL (que no interactia con EscN) complementa la secrecién de
franslocadores pero no la de Tir; mientras que SeplL A75, que en teoria
tampoco deberia interactuar con EscN, no complementa la secrecidén de
translocadores ni de efectores. Se han descrito varias interacciones entre los
ortélogos de Sepl y otros componentes del sistema, y poco se sabe acerca de
las regiones de interaccidén y la funcionalidad de éstas, por lo que en realidad,
la falta de funcionalidad de Sepl A75 se podria atribuir a una de las multiples
interacciones descritas. Podria ser, que ademds de no interactuar con EscN
tampoco interactuara con los complejos chaperona-translocador (como se
propuso para InvE, su ortélogo en Salmonella) (Kubori and Galan 2002) y que
por eso no complemente ninguna de sus funciones. Sin embargo todas estas

propuestas se tienen que evaluar experimentalmente.

Sepl y sus ortélogos en Salmonella: regulacién de la jerarquia de secrecion.

Recientemente se describid el mecanismo mediante el cual se regula la
secrecion de franslocadores y efectores a fravés del SST3 codificado en la isla
de patogenicidad 2 de Salmonella enterica (SPI-2: Salmonella pathogenicity
island 2). Este SST3 se expresa a pH 5; las bacterias crecidas in vitro a este pH
secretan translocadores y niveles muy bajos de efectores. La proteina Ssal,
miembro de la familia de proteinas YopN/InvE/MxiC/Sepl, forma un complejo
proteico con las proteinas SpiC y SsaM. Este complejo permite la secrecién de
franslocadores a pH 5, mienfras que evita la de efectores. Un cambio en el pH
(de 5 a 7.2) promueve la disociacidn y degradacién del complejo
Ssal/SpiC/SsaM, lo cual resulta en la secrecidn de efectores (Yu, McGourty et
al. 2010).

Con el fin de evdluar la participacidon de otras proteinas del SST3 en la
regulacion de la secrecién de efectores se realizaron busquedas iteradas en
las bases de datos para identificar a los ortdlogos de SpiC y SsaM en EPEC.
Mediante PSI-BLAST se identificd a Orf12 y SepD como ortélogos de SsaM vy
SpiC, respectivamente (figura 16 y 17). La proteina Orf12 estd codificada por el

primer marco de lectura abierto del operdn LEE3 (orf12). La delecidén de este
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gen causa un fenotipo igual al de las mutantes Asepl y AsepD (Miguel-Diaz, no
publicado): no secreta translocadores e hipersecreta efectores, lo anterior
indica que Orf12, al igual que Sepl y SepD, estd involucrado en la regulacidon

de la secrecion de sustratos a través del SST3 de EPEC.

En el laboratorio, recientemente se observd que Sepl, SepD y Orf12 forman un
complejo proteico al igual que sus ortélogos en Salmonella (Miguel-Diaz, no
publicado). Ademds, parece que la formacién del complejo es importante
para la estabilidad de las proteinas, ya que en un fondo AsepD y dorfl2 se
disminuyen los niveles infracelulares de Sepl (figura 18). Esto sugiere que el
mecanismo de regulacién de la secrecidon de sustratos en EPEC podria ser

similar al propuesto en Salmonella.

SsaM (Orf12 en EPEC) interactia directamente con SpiC (SepD), y para que
esta interaccidén ocurra, se requieren los Ultimos 18 aminodcidos de SsaM (Yu,
Liu et al. 2004). Cuando se elimina esta region se evita la formacién del
complejo SsaM/SpiC/Ssal. Ademds, en ausencia de SpiC, Ssal (Sepl) no
copurifica con SsaM (Yu, McGourty et al. 2010). Estos resultados sugieren que:
no existe interaccién directa entre Ssal y SsaM y que SpiC funciona como
puente entre estas 2 proteinas o que in vivo se requieren las 3 proteinas para la

formacién del complejo.

La interacciones individuales entre los componentes del complejo
SeplL/SepD/Orf12 se evaluaron empleando distintas metodologias. Se observd
la copurificaciéon especifica de Sepl con SepD (figura 21 y 22) y mediante el
sistemna de doble hibrido en levadura observamos, por primera vez, que Orf12
interactia con SepD (figura 24d y 24f), sin embargo, empleando esta

metodologia no pudimos observar interaccion entre Orf12 y Sepl (figura 25e).

Previamente se reportd la interaccién entfre Sepl y SepD mediante el sistema
de doble hibrido en levadura (Creasey, Delahay et al. 2003); sin embargo, en
este trabajo, a pesar de observar la interaccion de estas proteinas mediante
copurificacién, ésta no se pudo identificar empleando el sistema de doble

hibrido. Dado que, a pesar de estar reportado, con esta metodologia no se
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identificd ninguna interaccién entre Sepl y otras proteinas del SST3 (SepD, EscN
y Orf12) no podemos concluir que Orf12 no interactia con Sepl y por lo tanto
estos resultados no nos permiten definir si se requieren las tres proteinas para la

formacién del complejo o si SepD funciona como puente entre SeplL y Orf12.

Se han descrito diversas interacciones entre Sepl y varios componentes del
SST3 (SepD, Tir, EscD, EscN y Orf12). La estructura cristalogrdfica de MxiC sugiere
que estas proteinas tienen una forma elongada, por lo que gran parte de su
superficie queda expuesta a interacciones con otra proteinas. Sin embargo, es
probable que no todas las interacciones descritas ocurran al mismo fiempo, vy
que la interaccién dindmica entfre todas estas proteinas sea el mecanismo a
través del cual se regule temporalmente la jerarquia de secrecién de sustratos

por Sepl.

Modelo de regulacion de la jerarquia de secrecion en EPEC.

Con base en los resultados obtenidos, el modelo propuesto para la regulaciéon
de la secrecion en Shigella (Martinez-Argudo and Blocker 2010) se modificé y
adaptd a EPEC (figura 31).

Existen tres posibles estados de secrecion:

Secrecion apagada: Mientras se ensambla la aguja el complejo
Sepl/SepD/Orf12 bloquea la secrecidén de efectores. Sepl interactla con Tir y
EscN, de esta manera Tir es secuestrado en el citoplasma y ademds, el sitio de

reconocimiento de los complejos chaperona-efector es obstruido.

Los translocadores son las proteinas requeridas para la formacién del poro de
franslocacion en la célula hospedera. En EPEC corresponden a las proteinas
EspA, EspB y EspD; sus ortdlogos en Shigella son lpaD, IpaC e IpaB,
respectivamente. En Shigella no se ensambla un filamento largo como en
EPEC, en su lugar, la proteina IpaD forma una pequena estructura en la punta
de la aguja denominada “tip”. Recientemente se propuso que el tip estd

conformado por 4 subunidades de la proteina lpaD y una de IpaB (Johnson,
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Roversi et al. 2007) y que durante este estado de secrecién (apagada) adopta
una conformacién cerrada que mantiene al SST3 inactivo (Veenendaadl,
Hodgkinson et al. 2007).

En EPEC no sabe hasta qué punto se ensambla el SST3 en esta fase debido a
que el medio en el que se crece (DMEM) mimetiza la primera senal de
secrecidn (contacto celular), y los complejos que se purifican ya se

encuentran en la segunda fase de secrecion (de translocadores).

Sin embargo, quizd las proteinas EscU y Orf16, que conforman el primer
interruptor molecular y que al igual que Sepl también promueven la secreciéon
de translocadores, participen durante este estado de secrecidn promoviendo
una secrecion “basal” de translocadores. De esta manera, el ensamblaje del

SST3 de EPEC en este estado de secrecion seria similar al de Shigella.

Secrecion de franslocadores: La primera sefal, probablemente el contacto
celular (Veenendaal, Hodgkinson et al. 2007), promueve el ensamblaje de un
poro de translocacion funcional. Sepl regula de manera positiva este
mecanismo, probablemente optimizando el direccionamiento de los

franslocadores al aparato de secrecion.

En Shigella, una vez que se da el contacto celular, IpaB se ensambla en la
membrana del enterocito, esto provoca un cambio conformacional que abre
el heteropentdmero y recluta a lpaC para que se forme un poro de
translocacién funcional en la membrana del enterocito (Veenendaal,
Hodgkinson et al. 2007).

Secrecion de efectores: Una segunda sefal, probablemente transmitida a
través del flamento y la aguja (Martinez-Argudo and Blocker 2010), promueve
la disociacién y degradaciéon del complejo Sepl/SepD/Orf12, con esto, Tir y el
sitio de reconocimiento de los complejos chaperona-efector en EscN quedan
libres y se promueve la secrecidn de efectores. Al degradarse Sepl, la
secrecidn de franslocadores ya no se regula positivamente. Como Sepl no se

degrada completamente, ofro mecanismo debe estar funcionando para
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evitar su papel como promotor de la salida de franslocadores y represor de la
salida de efectores; éste Ultimo podria regularse a fravés de la interaccion
entre SeplL-EscD ya que la regién de interaccion es la misma que para Sepl-Tir

(los Ultimos 11 aa de Sepl).

Cuando se ensambla el poro de translocacion del SST3 de Shigella en la
membrana del hospedero, se detecta una segunda senal que promueve la
secrecidon de MxiC (ortdlogo de Sepl) y con ello la secrecion de efectores
(Martinez-Argudo and Blocker 2010).

Es de notarse que al final, en ambos sistemas, tanto Sepl como MxiC deben
dejar de cumplir sus funcién (promover la secrecién de translocadores y evitar
la de efectores) en determinado momento. Sin embargo, cada organismo ha
desarrollado mecanismos diferentes, mientras que en EPEC y Salmonella Sepl y
Ssal se degradan (Yu, McGourty et al. 2010), en Shigella y Yersinia MxiC y YopN
se secretan (Cheng, Kay et al. 2001; Deane, Roversi et al. 2008; Botteaux, Sory
et al. 2009).
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Figura 31. Modelo de regulacion de la secrecion de tfranslocadores y efectores a fravés del SST3
de EPEC. Existen tres estados de secrecion: Secrecion apagada, una vez que se ensambla la
aguja se secretan niveles basales de translocadores pero no se forma un poro de secrecidon
funcional. Esta secrecion “basal” es promovida por las proteinas EscU y Orf16 del interruptor
molecular 1. Se blogquea la secrecidn de efectores a través de la interaccién de Sepl con Tir y
EscN; Secrecién de translocadores, el contacto con la célula hospedera es la sehal que
promueve la secrecion de translocadores y el ensamblaje de un poro de translocacion
funcional, Sepl participa regulando positivamente este mecanismo, probablemente
optimizando el direccionamiento de estos sustratos hacia la base del sistema; Secrecién de
efectores, una segunda sefal, promueve la disociacion del complejo Sepl/SepD/Orf12 y con
ello la degradacion de estas proteinas. Tir y el sitio de reconocimiento de los complejos
chaperona-efector en EscN quedan libres y con ello se promueve la secrecién de efectores.
Probablemente cuando se deshace el complejo SeplL/SepD/Orf12, el reminiscente que queda
de Sepl interactie con EscD (proteina que forma el anillo citopldsmico de la membrana
interna). Ml: membrana interna. PC: pared celular. ME: membrana externa. MH: membrana del
hospedero.

La naturaleza de las senales que activan la secrecién a través del SST3 es aun
desconocida, sin embargo, se piensa que la primera senal, que activa la
secrecidn de franslocadores, indica el contacto de la bacteria con la
membrana del hospedero, y la segunda, que promueve la secrecién de

efectores, indica el ensamblaje de un poro de translocacién funcional en la
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membrana del mismo. Recientemente se demostrdé que cuando se detecta el
pH citosdlico por Samonella, se promueve la degradacidén del complejo
Ssal/SpiC/SsaM y con ello la secrecién de efectores (Yu, McGourty et al. 2010).
En EPEC se ha visto que la eliminacidon del calcio del medio promueve la
secrecidon de efectores y reduce la de translocadores (Deng, Li et al. 2005).
Esto concuerda con las condiciones fisioldgicas con las que se encuentra EPEC
al colonizar el tracto gastrointestinal, ya que la concentracion de Ca? en el
lumen extracelular es de [2Z15 mM, mientras que la concentracion citosdlica

(dentro de los enterocitos) es muchas menor, de 100-300 NM.

Por Ultimo, para entender aun mds la manera en que Sepl regula la secrecién
a través del SST3, se deben evaluar las interacciones con los componentes del
SST3 en diferentes estados de secrecién para determinar la dindmica temporal

de dichas intferacciones.
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CONCLUSIONES

La proteina Sepl de EPEC promueve la secrecidn de franslocadores y evita la
de efectores; y esta regulacion en la especificidad de secrecién de sustratos
se da a través de interacciones dindmicas entre Sepl y otros componentes del
SST3.

Sepl interactUa con EscN. Una versidon de Sepl con 10 histidinas fusionadas en
el extremo N-terminal no disminuye la secrecion de Tir a niveles silvestres en un
fondo Asepl, ademds, no interactia con EscN. Por lo anterior, concluimos que
esta interaccidn es importante para la regulacion de la secrecidn de efectores
y proponemos que el sitio de interaccién de Sepl en EscN posiblemente sea el

mismo en el cual se reconocen los complejos chaperona-efector.

La versidon de Sepl que carece de los primeros 75 aminodcidos no es capaz de
promover la secrecién de translocadores, por ello, sugerimos que la region N-
terminal de Sepl pudiera estar involucrada en la regulacidn positiva de la
secrecidn de estos sustratos y que esta regulacidon podria darse a través del

reconocimiento de los complejos chaperona-translocador.

La estabilidad de Sepl disminuye en los fondos genéticos AsepD y Aorfl2,
ademds, esta proteina interactia con SepD, que a su vez, interactia con
Orf12. Proponemos que la formacion del complejo heterotrimérico
SeplL/SepD/Orf12 es importante para la regulacion de la jerarquia de secrecién
ya que posiblemente, cuando se detecta el ensamblaje de un poro de
translocacion funcional en la membrana del enterocito, este complejo se

disocie y esto conlleve ala secrecidén de efectores.
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PERSPECTIVAS

Para evaluar la hipdtesis de que Sepl interactia con EscN en el mismo sifio
donde son reconocidos los complejos chaperona-efector se plantea mapear
el sitio de interaccion de SeplL en EscN. Asimismo, se planea determinar la
region de SeplL que interactia con EscN, esto con el fin de identificar
aminodcidos importantes para dicha interaccidn y realizar mutantes puntuales
qgue no interactien y nos permitan determinar la funcionalidad de esta

interaccion.

Con el fin de dilucidar la participacién de Sepl en la regulacién positiva de la
secrecion de franslocadores se planea evaluar la interaccion entre esta

proteina y los complejos chaperona-tfranslocador.

Adicionalmente, se propone evaluar la interaccion de Sepl A75 con distintos
componentes del SST3 para determinar a qué se debe su falta de

complementacion.

Se plantea determinar la estabilidad de Sepl en la doble mutante EPEC AsepD
Norf12, con la finalidad de dilucidar la importancia de la formacién del
complejo Sepl/SepD/Orf12 en la estabiidad de dicha proteina y en la

regulacion de la secrecidn de sustratos.

Se evaluard la intferaccion entre SeplL y Orf12 mediante inmunoréplica de

afinidad (far western) o coinmunoprecipitacion.

Por Ultimo, se propone evaluar in vivo las interacciones de Sepl con distintos
componentes del SST3 en diversas condiciones de crecimiento; en presencia y

ausencia de calcio.
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APENDICE |

Medios de cultivo, antibiéticos y soluciones.

0 Medios de cultivo.

Eagle modificado por Dulbecco (DMEM):
Disolver un sobre de DMEM (Gibco) en 800 mL de agua
desionizada
NaHCOs 44 mM
HEPES 0.1 M
Ajustarel pH a 7.1
Agregar 100 pL de piridoxal a 40 mg/mL
Aforar a un litro
Filtfrar con membrana de 0.22 pm

Luria Bertani (LB):
10 g de Bactoftriptona
5 g de Extracto de levadura
5 g de Cloruro de sodio (NaCl)
10 mL de solucion timina-tiamina.
Llevar a 1 L, si se hacen placas de agar, agregar 15 g de

Bactoagar

Synthetic Defined (SD):
6.7 g de Yeast nifrogen base without aminoacids
0.6 g de Dropout supplement (-Leu -Trp 6 —Leu —Trp —His —
Ade)
15 g de agar (solo para places de agar)
800 mL de agua desionizada
100 mL de la solucidén de aminodcidos al 10X (L-Histidina 200
mg/mL, L-Leucina 1000 mg/mL, L-Adenina 200 mg/mL, L-
Triptéfano 200 mg/ml)
Ajustar pH a 5.8, aforar a 950 mL con agua desionizada y

esterilizar. Dejar enfriar y agregar glucosa a una
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concentracién final del 2 % (50 mL de una solucidn estéril al

40 %).

Yeast Peptone Dexirose Adenine (YPDA):

o Antibidticos.

20 g de Peptona

10 g de extracto de levadura

15 mL de adenina hemisulfatada al 0.2%

15 g de Bactoagar (sdlo para placas de agar)

Disolver en 950 mL de agua desionizada. Ajustarel pHa 6.5y
esterilizar. Dejar enfriar y agregar glucosa a una
concentracién final del 2 % (50 mL de una solucidn estéril al

40 %).

Ampicilina (50 mg/mL): Disolver en agua y filtrar (filtro de 0.22 pm)

Cloranfenicol (25 mg/mlL): Disolver en etanol.

Estreptomicina (10 mg/mlL): Disolver en agua vy filtrar.

Kanamicina (20 mg/mlL): Disolver en agua vy filtrar.

Tetraciclina (5 mg/mL): Disolver en etanol.

o Soluciones.

Acetato de litio (LIAC):

Para preparar una solucidén al 1 M:
Disolver 6.6 g de acetato de litio en 100 mL de agua

desionizada y esterilizar.

Amortiguador de carga:

Tris-HCI 50 mM pH 6.8
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SDS 4%
Azul de bromofenol 0.2 %
Glicerol 40 %

Amortiguador PBS:
NaCl 137 mM
KCI 2.7 mM
NazHPO4 10 mM
KH2PO4 2mM
AjustarpHa 7.4

Amortiguador TAE 1X:
Tris 40 mM
Acido acético glacial al 1.2%
EDTA 1T mMpH8

Amortiguador TN:
NaCl 500 mM
Tris pH 7.5 20 mM

Amortiguador TBS:
Tris-HCI 20 mM
NaCl 150 mM

Tween 0.1 %

Azul de Coomassie:
Disolver 6 mg de Coomassie brilliant blue R-250 en:
150 mL de metanol
30 mL de dcido acético

120mL de agua desionizada
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Bromuro de Etidio:
Preparar el stock a 10 mg/mL y disolverlo a una
concentracion final de 0.001 mg/mL en amortiguador TAE
1X.

Cloruro de calcio (CaCly):
Para una solucion al 0.1 M

Disolver 1.1 g en 100 mL de agua desionizada y esterilizar.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF):
Para preparar una solucidén 100 mM:
Disolver 1.74 g de PMSF en 100 mL de isopropanol.

Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG):
Para una solucién 100mM:
Disolver 476 mg de IPTG en 20 mL de agua desionizada y

filtrar.

Polietilenglicol (PEG) 3500 50% w/v:
Disolver 5 g de PEG 3500 en 10 mL de agua desionizada y

esterilizar.

Sulfato de amonio saturado (SAS):
Para preparar 100 mL:
Agregar 80 g de sulfato de amonio a 100 mL de agua
desionizada. Disolver con calor (50 °C aproximadamente) y
dejar enfriar el temperatura ambiente. Ajustar el pH a 7 con

H2SOs v filtrar la solucion.
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APENDICE Il

Plasmidos construidos.

Tamano Sitios de Vector de

Nombre Inserto Procedencia

delinserfo  clonacion clonacion
Subclona de

pMEo29 orf29 0.28 kb Ndel/BamHI PET19b OMT029
Subclona de
pMTo29 orf29 0.28 kb Ndel/BamHI pTrc?9A_FF4 OAMO29
SRS a
S S
S¥ S
%" pMm_ pb Kb > pM b

PETI?H pTrc99A_FF4

0.5

300 orf29
200

Andlisis de restriccion del plasmido Andlisis de restriccion del plasmido
PMT029 con las enzimas PME029 con las enzimas
Ndel/BamHI. Ndel/BamHI.

Tamano Sitios de Vector de

Nombre Inserto Procedencia

del inserfo clonacidon clonacion
Subclona de

pPMTBISsA029  his-orf29 1.4 kb Xbal/Psti PETSA OME029
rﬁ
o
&
ko PM i

N pETSA

I his-orf29

Andlisis de restriccion del pladsmido pMTBISsA029 con las enzimas Xbal/Pstl
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Tamano Sitios de Vector de

Nombre Inserto Procedencia

del inserto clonacidon clonacion

PMQCAB  cesAB 032kb  BamHl/Psi  pQEsg ~ SuPclonade

PMMCAB

his-cesAB

Andlisis de restriccion del pladsmido pMQCcAB con las enzimas BamHI/Pstl.

Tamano Sitios de Vector de .
Nombre Inserto . s . .z Procedencia
delinserto clonacion clonacion
. Sall/Xhol- Subclona de
PMIBISsBCAB his-cesAB 0.5kb Pt pPETsB OMQCAB

his-cesAB

Andlisis de restriccion del plasmido pMTBISSBCAB con las enzimas Xbal/Pstl.
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Tamano

Nombre Inserto

Sitios de

Vecior de Procedencia

del inserto

clonacion

clonacion
Subclona de

PMTHpL A10 sepL A10 1.02 kb Ncol/BamHI  pTrc99A OMEpL A10
Subclona de
PMTHpL A75 seplL A75 0.83 kb Ncol/BamHI  pTrc99A OMEpL A75
5
QW SN
@"\Q\o‘} &
w PM S koPMm S S
10.0 10.0
6.0 6.0
4.0 pTrc99A 4.0 PTrc?9A
3.0 3.0
20 2.0
1.5 1.3
1.0 his-sepL A10 1.0
/ his-seplL A75

0.5

Andlisis de restriccion del pldsmido
PMTHpL A10 con las enzimas
Ncol/BamHI.

0.5

Andlisis de restriccion del pldsmido
PMTHpL A75 con las enzimas
Ncol/BamHI.

Tamano Sitios de Vector de .
Nombre Inserto . s . .z Procedencia
del inserto clonacion clonacion
PGEM T- PCR DNA de
pPMMpL seplL 1.05 kb BamHI/EcoRl casy EPEC WT st
> D

pGEM T-easy

sepl

Andlisis de restriccion del pldsmido pMMpL con las enzimas BamHI/EcoRl.
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Tamano Sitios de Vector de

Nombre Inserto Procedencia

del inserto  clonacion clonacion

PMGplL sepl 105kb  BamHI/ECORI pGEx-4rp SUPclonade

pMMplL

Andlisis de restriccion del pldsmido pMGpL con las enzimas BamHI/EcoRI.

Tamano Sitios de Vector de .
Nombre Inserto . 2, .y Procedencia
delinserto clonacion clonacion
PCR DNA de
PME23bpl seplL 1.05kb Ndel/Xhol PET23b EPEC WT i

Andlisis de restriccion del pldsmido pME23bpL con las enzimas Ndel/Xhol.
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Tamano Sitios de  Vector de

Nombre Inserto Procedencia

del inserto clonacidon clonacidon

PMTBISPLA75PD  hissepD  1.6kb  Xbal/Pstl  pMTpLa7s >URclond de

pAEPD

Andlisis de restriccion del plasmido pMTBISpLA75pD con las enzimas Xbal/Pst.

Tamano Sitios de Vector de .
Nombre Inserto . \ 2 .y Procedencia
delinserfto  clonacion clonacion
Acel-
PMGADCcT cesT 0.47 kb Ndel/BamH pGADT/ pOMcT
Acel-
PMGBKcT cesT 0.47 kb Ndel/BamHI pGBKT7 pOMCcT
el
o"g o“;“o
Q‘x\ Q‘}

cesT/pGADT7
cesT/pGBKT7

1.0

Andlisis de restriccion de los pldsmidos pMGADCT y pMGBKcT con la enzima Ndel.
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APENDICE I

Sobreproduccién y purificacion de proteinas.

o Pruebas de sobreproduccion de His-Orf29 y EspA.

A B
18°C 0.1 mM PTG 18°C 0.5 mM PTG
kDa PM Oh 1h 2h 3h 4n kba PM Oh 1h 2h 3h 4h
125 g - - - — = 125 T - -
s —SESS s " SEEES
325 —_— - - 325 = -8 -8 $ |
25 =S58 B 25 =282 ==
16.5 [ — - b 168
- -
L e e |H-Or29 il
S as & & H-Orf29
8.5 6.5
C D
30°C  0.5mMIPTG 30°C 1 mMIPTG
kba PM Oh 1h 2h 3h  4h kba PM Oh 1h 2h 3h 4h
125 [ ] — 126 == ——
——— — —
- —= = “=B
47.5| e i a 47.5 v R
**=E=880~ *SEEEE -
165/ ’ ; 16.5 -
B ay B '
T . H-O1f29 ] H-Orf29
6.5 : . 85 -

Sobreproduccion de His-Orf29 y EspA. El pldsmido pMTBISsA029 se transformd en células SJW1368
y se indujo la sobreexpresién de his-orf29 y espA a 18 °C con (A) 0.1 y (B) 0.5 mM de IPTG y a 30
°C con (C) 0.5y (D) 1 mM de IPTG. Bajo ninguna condicion se observd una induccién clara de
EspA.
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0 Prueba de solubilidad de His-Orf29 y EspA.
4h 30°C 0.5 mMIPTG

kDa

FS

125

a3
62

47.]
32.

25

N RRE:

T6.5 s

S.ﬂ -

Fl
S
=
—
EspA
s | H-Orl29

Fraccionamiento celular de células SJW1368 transformadas con el pldsmido pMTBISsA029. La
sobreproduccién de las proteinas se realizé a 30 °C con 0.5 mM de IPTG por 4 horas. His-Orf29 se
observa en la fraccidn insoluble, sin embargo, EspA no se observa.

0 Sobreproduccion y solubilidad de His-CesAB.

30°C 0.5 MM IPTG

kDa PM  Oh 1h 2h

4ah

m
o

Fi

125 P
83 | e e
62 —— ——
47.5 =\
S=E=
S o, ——3
32.5 -_— = B
25 s ==
— —-— —
165 —
— —
— -
s - L |
5.

C T TI TTT

w»

:

1§
|

|

T

i

H-CesAB

Sobreproduccién y solubilidad de His-CesAB. El pldsmido pMQCcAB se transformd en células M15y
se indujo la sobreexpresion de his-cesAB a 30 °C con 0.5 mM de IPTG. Se observd una clara
sobreproduccion de His-CesAB. Al realizar fraccionamiento celular se observa que His-CesAB

queda en la fraccién soluble.
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o Purificacion de His-CesAB.

400mM
kba PM Lis FNU L& L&0 L8O LIDO EI E2 E3
o [
62 = = =
— — e —

47.5 E E

g == e
4™ == —
s ¥
16.4 = -

. — - -. H-CesAB
6.5 puy -

Purificacion de His-CesAB mediante cromatografia de afinidad por niquel. La fraccidn soluble de
un lisado celular de células M15 fransformadas con el pldsmido pMQCcAB (Lis) se cargd en una
columna con resina de niquel; se dejé eluir la fraccidn no unida (FNU) y se lavé la columna con
concentraciones crecientes de imidazol (60, 80 y 100 mM). Al final se eluyd la proteina con 400
mM de imidazol.

0 Prueba de sobreproduccion y solubilidad de His-CesAB y EspB.

65

30°C 0.1 mM IPTG

kDa PM  Dh 1h 2h 3h 4h FS Fl

125 —— === et .

83 |- ==

62 -—

475 4

325 ’ a EspB
—

s [ = —

165 .
- H-CesAB
=

Sobreproduccién y solubilidad de His-CesAB y EspB. E pldsmido pMTBISSBCAB se transformd en
células SJIW1368 y se indujo la sobreexpresidn de his-cesAB y espB a 30 °C con 0.1 mM de IPTG. Se
observd la sobreproduccion de His-CesAB y EspB. Al realizar fraccionamiento celular se observa
que His-CesAB queda en la fraccidn soluble mientras que EspB en la fraccién insoluble.
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o Sobreproduccion de GST-SeplL.

30°C 0.1 mm IPTG
kDa PM Oh 1h 2h 3h 4h
125 :
83 = : g== N
&2 - L — —
mB——*gp
32.5“ = - —
16.5‘
=
65

GST-Sepl

Sobreproduccion de GST-Sepl. El plasmido pMGpl se transformd en células BDP y se indujo la
sobreexpresién de gst-seplL a 30 °C con 0.1 mM de IPTG. Se observéd la sobreproduccion de GST-

SeplL.

o Purificacién de GST-Sepl.

Glutation reducido 10 mM

kpa PM Ls Llava ElI E2 E3 E4 E5 Eé
83
62 R
475 E — —
32.5 ;""';
25
=3
16.5

GST-Sepl

Purificacién de GST-SepL. La fraccidn soluble de un lisado celular de células BDP fransformadas
con el pldsmido pMGplL (Lis) se incubd con resina Glutation Sefarosa 4B; posteriormente se lavé 6
veces con 30 mL de amortiguador PBS + 1% de Tween. Al final, GST-Sepl se eluyd con 10 mM de

glutation reducido.
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APENDICE IV

Anticuerpos anti-CesAB.

kDa 2 5 kDa kDa
175

83
62

a7.5
325 Dimero
Dimero 25 CesAB
CesAB
16.5
4= CesAB
4= CesAB
8.5
D E
Kba 1 7 3 4 kDa
175 175
83 83
62 62
47.5 a7.5
125 325
25 Dimero
* CesAB 25
165 16.5
4= CesAB

8.5 8.5

Anticuerpos policlonales anti-CesAB. Inmunodeteccidén contra CesAB utilizando: (A) suero pre-
inmume a una dilucién 1: 10 000, (B) suero generado en conejo anti-CesAB, primer sangrado 1:10
000, (C) segundo sangrado 1:20 000 y (D) tercer sangrado 1:20 000 y (E) 1:5 000. Como
anticuerpos secundario se usé GAR 1:10 000. Las muestras empleadas son las siguientes: (1)
Tiempo 0y (2) 4 de una induccién de His-CesAB, (3) la fraccidn soluble de un lisado celular de
His-CesAB, (4) la elucién de una purificacidon de His-CesAB vy (5) la pastilla celular de EPEC WT.
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