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RESUMEN

En bacterias Gram negativas la principal ruta de insercibn de proteinas a
membrana plasmética estd mediada por el sistema SEC, un complejo
heterotrimérico de proteinas de membrana formado por tres proteinas
denominadas SecY, SecE y SecG. La funcion esencial de este complejo es
translocar proteinas en estado desplegado a través de la membrana e integrar
segmentos transmembranales dentro de la fase lipidica.

En el mecanismo cotraduccional de insercibn de proteinas se identifica a la
maquinaria de sintesis de proteinas en etapas muy tempranas de la traduccion,
con el fin de guiarla hacia la membrana donde se localiza el sistema de
translocacion. La translocacion cotraduccional de proteinas en Escherichia coli
inicia con una fase de reconocimiento donde el extremo amino terminal de la
cadena polipeptidica, que emerge del tunel de salida del ribosoma, es reconocido
por la particula de reconocimiento de sefial (SRP, por sus siglas en inglés).
Posteriormente, el complejo ribosoma-cadena naciente-SRP es dirigido hacia la
membrana, en donde SRP interacciona con su receptor (FtsY). En un paso
siguiente, la maquinaria de traduccién es entregada al complejo SEC con el fin de
translocar, plegar o promover el ensamblaje de la proteina membranal. Este
mecanismo asegura que la sintesis de la proteina y su insercion pueda ocurrir de

manera acoplada.

YidC es una proteina esencial de membrana que facilita la inserciéon de un grupo
de proteinas de membrana interna en E. coli. YidC funciona en forma cooperativa
con el complejo SEC estabilizando las alfa hélices transmembranales hidrofébicas
después de que estas son insertadas en la membrana, con el fin de liberarlas
como una proteina plegada correctamente en la bicapa lipidica. YidC parece
funcionar principalmente en la insercion de pequefias proteinas de membrana que

necesitan ensamblarse en grandes complejos proteicos membranales.



Muy poco se conoce acerca de las interacciones fisicas o dinamicas entre el
complejo SEC y YidC o el receptor FtsY. Con el fin de abordar esta cuestion
funcional, fusionamos SecY a YidC o FtsY y evaluamos si las interacciones entre

estos componentes son estables o no mediante un enfoque in vivo.

Para determinar la relacion funcional entre estas proteinas, se construyeron dos
guimeras que expresaban la fusion SecY-FtsY o la fusién YidC-SecY. Estas
construcciones fueron hechas en vectores de clonacion, y posteriormente
subclonadas en vectores de expresion de E. coli para evaluar su funcion in vivo en

cepas en las cuales es posible regular la expresién de SecY, YidC o FtsY.

Una vez obtenida la construccion con la proteina quimérica SecY-FtsY, se decidio
evaluar su funcion en las cepas de E. coli Y28 y TY22. La cepa Y28, en la cual se
puede regular la expresion de FtsY por induccidén con arabinosa o represion con
glucosa, nos permiti6 determinar que la proteina FtsY, perteneciente a la fusién
SecY-FtsY es funcional in vivo, y por lo tanto es capaz de restaurar la funcién de la
proteina FtsY enddgena. De la misma manera, se logré determinar que la proteina
SecY de la fusion es funcional in vivo al expresarse y restaurar la funcién de la

proteina SecY enddgena sensible a temperatura presente en la cepa TY22.

A pesar de que aun falta evaluar la funcion in vivo de la fusién SecY-FtsY en una
cepa de E. coli en la que se pueda regular la expresion de ambas proteinas, los
resultados preliminares sugieren que probablemente estas proteinas interactian
durante el proceso de insercion cotraduccional de proteinas de membrana interna

en E. coli.

Aln, es necesario realizar estudios para evaluar la funcién in vivo de la proteina
quimérica YidC-SecY que permitan determinar si existe 0 no una interaccion fisica

entre estas dos proteinas.



ABREVIATURAS

Amp
Ara
ATP
CTL
ADN
dNTP
EDTA
HEPES
HSD
HTM
Kan
LB
MOPS
NBD
NBF
oD
PCR
PPXD
SDS
SRP
Tet
Tris

ts
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I. INTRODUCCION
1. Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gram negativo perteneciente a la familia de las
enterobacterias. Usualmente posee flagelos peritricos para su movilidad, no forma
esporas y algunas cepas presentan capsula (Sussman, 1997). La capsula es una
capa de polisacéridos y polipéptidos que desempefia varias funciones en las
bacterias, tales como adherencia o fijacion a hospederos, resistencia contra las
células fagociticas del sistema inmune y resistencia a la desecacion (Madigan et
al., 2003).

E. coli puede crecer en presencia o ausencia de oxigeno (aerébica o
anaerébicamente), habilidad que la categoriza como un microorganismo anaerobio
facultativo (Manning, 2010). Su temperatura éptima de crecimiento se encuentra
en los 37°C y es capaz de crecer rapidamente tanto en medio rico como en medio
sintético. En medio soélido las colonias son no pigmentadas, pueden tener una
apariencia suave 0 rugosa y generalmente son circulares con borde entero
(Sussman,1997).

2. Envoltura bacteriana

E. coli posee una delgada membrana celular (membrana plasmatica) que
envuelve a la bacteria, un ambiente acuoso denominado periplasma y la
membrana externa (Manning, 2010). Dentro del periplasma se encuentra una
pared celular rigida que actia como barreara portectora contra el ambiente
externo. La pared celular es una capa delgada y rigida de peptidoglicano que
constituye una red de polisacaridos (N-acetilglucosamina y &cido-N-
acetilmuramico) entrecruzados con aminoacidos como la L-alanina, D-alanina, D-

glutdmico y lisina o acido diaminopimélico (Madigan et al., 2003).



2.1. Membrana externa

La membrana externa esta compuesta por fosfolipidos y lipopolisacaridos.
Los lipopolisacaridos se extienden hacia afuera de la pared celular y representan
una de las caracteristicas mas importantes de identidad en las células Gram
negativas: el antigeno O, el cual actia como endotoxina responsable de muchos

de los efectos dafinos de las bacterias Gram negativas (Moat et al., 2002).

2.2. Membrana plasmatica

La membrana plasmatica 0 membrana interna es una estructura hidrofobica
y fluida que funciona como barrera para prevenir la salida de componentes
hidrofilicos del citoplasma. Juega un papel importante en el anclaje de muchas
proteinas implicadas en el transporte hacia el exterior y hacia el interior de la
célula, en respuestas de quimiotaxis y es el sitio de producciéon de energia en
donde se genera y utiliza la fuerza protén motriz (Madigan et al., 2003). Entre las
proteinas que se encuentran en la membrana interna bacteriana destacan las que
forman parte de los complejos de la cadena respiratoria como deshidrogenasas,
reductasas y citocromos, que le permiten a la bacteria producir la energia
necesaria para muchas funciones y procesos celulares (Weiner et al., 2007).

3. Translocacion e insercion de proteinas

Todas las proteinas que funcionan fuera del citosol y en la membrana
plasmatica necesitan ser insertadas o deben pasar la membrana plasmatica para

llegar a su destino final y ejercer su funcion.

En bacterias, la principal ruta de translocacion e insercion de proteinas a la
membrana plasmatica es la via mediada por el sistema SEC, un complejo proteico

multimérico formado por las proteinas SecY, SecE y SecG.



La funcion esencial de éste complejo es la de translocar proteinas desplegadas a
través de la membrana plasmética e integrar segmentos hidrofébicos a la bicapa
lipidica. Existen dos mecanismos generales que guian proteinas hacia el complejo
SEC (Figura 1): i) postraduccional, que implica que las proteinas por ser
translocadas son sintetizadas por completo antes de cruzar la membrana, vy ii)
cotraduccional, en el cual la maquinaria de sintesis de proteinas es identificada en
una etapa muy temprana de la traduccién y guiada hasta la superficie membranal
en donde se encuentra SEC, de manera que la sintesis proteica se realice de

forma acoplada con la insercion membranal (Xie y Dalbey, 2008).

Citoplasma

SecA /

¥ -
G = 1 7' s
YidC YidC SPase
. “ SecDF
Periplasma ¢ (yajC)

Figura 1. Representacion esquematica de los mecanismos de transporte y translocacion
de proteinas a membrana interna en E. coli. (A) En la via postraduccional, la proteina una
vez sintetizada por completo es captada por la chaperona SecB que se encarga de
dirigirla hacia la membrana donde es reconocida por la ATPasa SecA para su posterior
translocacion por el sistema SEC. (B) En la via cotraduccional, la maquinaria de
traduccién es reconocida y dirigida hacia la membrana por SRP y su receptor FtsY, para la
posterior sintesis y translocacion de la proteina. YidC es una proteina de membrana que
funciona de manera dependiente o independiente de SEC en la insercion de proteinas.
(C) YidC puede insertar algunas proteinas de manera independiente de SRP (Tomada de
du Plessis et al., 2011).



4. Sistema SEC

El sistema SEC esta altamente conservado, existiendo homélogos en todos
los procariontes (arqueas y eubacterias) y en las células eucariontes (en la
membrana tilacoidal de los cloroplastos y en el reticulo endoplasmico). El complejo

se compone de tres subunidades:

e SecY (Sec6la en eucariontes y SecY en arqueas) es una proteina formada
por 10 alfa hélices transmembranales (HTMs) que forman dos dominios: el
dominio amino que comprende de la hélice 1 a la 5 y el dominio carboxilo
de la hélice 6 a la 10.

e SecE (Sec61ly en eucariontes y SecE en arqueas) contiene tres HTMs y

e SecG (Sec61B en eucariontes y Secf en arqueas) contiene dos HTMs.
SecG y Sec61f3 son subunidades no homologas, ambas de dos HTMs, sin
embargo, existen estudios que sugieren que podrian tener funciones

similares (Driessen y Nouwen, 2008).

Las subunidades SecY y SecE del complejo trimérico SEC son esenciales y estan
conservados en procariontes, eucariontes y arqueas, mientras que la subunidad
SecG no (Rapoport, 2007).

SecY y SecE estan en contacto intimo a través de la hélice transmembranal 3 de
SecE, en cambio SecG se localiza en la periferia del complejo y tiene contacto
limitado con SecY (Driessen y Nouwen, 2008).



4.1. Estructura del Complejo SEC

La estructura del complejo SEC de Methanocaldococcus jannaschii
determinada por cristalografia de rayos X muestra que la proteina SecY es la que
constituye el poro que permite el paso de los péptidos que estdn siendo
translocados (Figura 2, Van den Berg et al., 2004).

Figura 2. Vista superior del complejo SEC de M. jannaschii. En azul y rojo los dominios
amino y carboxilo terminal respectivamente de la proteina SecY (del complejo SEC de
Methanocaldococcus jannaschii), en la que se observa que dicha subunidad es la que
forma el poro de translocacién (Tomada de Van den Berg et al., 2004).

La estructura del sistema SEC es similar a un reloj de arena en cuyo centro se
encuentra el poro de translocacion y en la parte media de dicho poro se localiza un
anillo hidrofébico formado por seis residuos de aminoacidos que previene el paso
de iones a través de la membrana. En su estado inactivo, el canal se encuentra
cerrado por un alfa hélice (HTM2) que funciona como una compuerta (plug). En el
estado activo esta hélice es desplazada por la cadena naciente que esta siendo

insertada (Figura 3) (Rapoport, 2007).
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Figura 3. Vista superior (A) y lateral (B) del complejo SEC de M. jannaschii. En verde se
muestra la hélice transmembranal 2 de SecY que funciona como compuerta para permitir
el paso de la cadena polipeptidica a través de la membrana interna. En (B) se observa
que cuando la compuerta se abre esta se mueve hacia la hélice transmembranal de la
subunidad y. En dorado se muestra el anillo hidrofébico que limita el paso de cierto tipo de
moléculas a través del canal de translocacion (Tomada de Van den Berg et al., 2004).

Experimentos con SecY y SecE reconstituidas en proteoliposomas muestran que
SecY es esencial para la translocacion de proteinas, y experimentos de
entrecruzamientos con péptidos que estan siendo translocados aportan evidencia
de que su homologo en eucariontes, Sec61a, también forma el canal del complejo
SEC (Nishiyama et al., 1991; Mothes et al., 1994).

Experimentos de entrecruzamiento basados en la estructura de la translocasa
SEC de M. jannaschii y ensayos de translocacion in vitro con proteinas marcadas
con fluorescencia confirman que el péptido naciente pasa por el poro que se forma
a través del complejo SEC (Cannon et al., 2005; Bol et al., 2007). A partir de la
estructura determinada por cristalografia de rayos X se ha determinado que la
dimension maxima del poro es de ~15-20 A (Van den Berg et al., 2004).



4.2. Apertura del canal e insercidon de proteinas

La estructura de SEC indica que una sola copia de dicho complejo es

suficiente para formar el poro o canal de translocacion (Breyton et al., 2002).

Los estudios realizados hasta el momento sobre los mecanismos de insercion de
proteinas tanto en eucariontes como en procariontes, permiten establecer un

probable modelo para la apertura del canal y la insercion de proteinas (Figura 4):

El polipéptido se inserta como un asa y la secuencia sefial se localiza en una de
las paredes del canal, permitiendo que un segmento distal de la proteina se
ubique en el poro (Figura 4, panel 3) (Rapoport, 2007). Se cree que la
translocacion ocurre en dos pasos: i) En el primero de ellos la unién del ribosoma
o de la ATPasa SecA desestabiliza la interaccibn que mantiene al plug en el
centro de SecY (Figura 4, panel 2). Tanto el ribosoma como SecA interactian con
las asas citosolicas del dominio carboxilo de SecY y generan cambios
conformacionales en el complejo que originan que el plug se desplace y la puerta
lateral del canal se abra y cierre (Raden et al., 2000). ii) En el segundo paso, el
segmento hidrofébico de la secuencia sefial se intercala en la puerta lateral de
SecY causando el movimiento del plug hacia la regién posterior del complejo
(cercano a SecE) para abrir el canal y permitir asi la translocacion de la cadena

polipeptidica (Rapoport, 2007, Figura 4, panel 3).
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Figura 4. Modelo de translocacion de proteinas y apertura del poro de SecY. (1) El canal
se encuentra cerrado por el plug. (2) EI complejo ribosoma-péptido naciente se une a
SecY. (3) La secuencia sefial del péptido naciente se intercala entre la HTM2 y 7 de SecY.
(4) El péptido sefnal es eliminado por la peptidasa de secuencia sefial, la regibn madura
del polipéptido es transportada a través del poro y la secuencia sefial es editada. (5) Una
vez que el polipéptido se transloca por completo, el plug regresa a su posicion en estado
inactivo (Tomada de Van den Berg et al., 2004).

4.3. Puerta lateral de SEC

La estructura del complejo sugiere que el dominio amino terminal y el
dominio carboxilo terminal de SecY se asocian como si fueran las conchas de una
almeja, de manera que la bisagra formada facilita la apertura de los dominios a
manera de una compuerta lateral que permite la insercion de los cruces
transmembranales entrantes a la bicapa lipidica. Dicha compuerta, est4 formada
por los HTMs 2, 3, 7 y 8 de SecY. Este modelo asume que dada la hidrofobicidad
de los cruces transmembranales, estos son insertados de manera pasiva a la
bicapa (Van den Berg et al., 2004).

11



El tamafio del canal indica que las hélices transmembranales podrian ser liberadas
lateralmente en la membrana una a una o en pares. Durante la insercion
cotraduccional las asas hidrofilicas entre las HTMs podrian moverse
alternadamente desde el ribosoma a traves del canal acuoso hacia el lado externo
de la membrana o emerger entre el ribosoma y el canal hacia el citosol (Ménétret
et al., 2005).

Estudios recientes revelan que durante la translocacion postraduccional de
proteinas precursoras, la apertura de la puerta lateral del complejo SEC vy la
activacion de la ATPasa SecA ocurren de manera coordinada. La actividad
ATPasa de SecA induce cambios conformacionales necesarios en SecY para que
las HTM2 y 7 de SecY que forman parte de la puerta lateral puedan abrirse lo
suficiente y permitan el paso de las proteinas a través del canal (du Plessis et al.,
2009).

4.4 Oligomerizacién de SEC

Una gran cantidad de datos estructurales y bioguimicos demuestran que el
complejo SEC puede oligomerizarse formando tetrameros y dimeros, siendo estos
altimos la forma predominante. Por medio de cristales en dos dimensiones se ha
visto que SEC puede dimerizar adoptando dos conformaciones, una en la que dos
complejos SEC se asocian “frente a frente” y otra en la el complejo se dimeriza
en una conformacion “espalda a espalda” (Driessen y Nouwen, 2008).

En el estado cerrado o inactivo los dos complejos SEC estan sellados por el plug
que blogquea el canal. Durante la translocacion de proteinas la insercion de un asa
de la proteina naciente desplaza al plug para abrir el poro, posteriormente el
ribosoma genera rearreglos conformacionales en el canal para que el HTM
insertado se libere hacia la fase lipidica y el poro se cierre. El poro del otro
complejo SEC permanece abierto, pero el canal permanece sellado en la parte

lipidica por un muro que forma el otro complejo SEC (Driessen, 2005).
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5. Mantenimiento de la permeabilidad

En procariontes es muy importante prevenir el movimiento transmembranal
libre de iones y metabolitos, ya que el gradiente de protones a través de la
membrana es la principal fuente de energia que es utilizada por acarreadores que
transportan selectivamente a los solutos. El anillo hidrofobico y el plug contribuyen
a mantener este gradiente evitando el paso de moléculas hidrofilicas a través del

poro (Junne et al., 2006).

Deleciones en el plug de Saccharomyces cerevisiae y E. coli no comprometen la
viabilidad celular, sin embargo producen defectos moderados en la translocacion,
ya que se forman plugs alternativos a partir de segmentos polipeptidicos vecinos,
como lo muestran las estructuras obtenidas por cristalografia de rayos X de
proteinas mutantes que carecen de una parte o de todo el plug (Li et al., 2007).
Estos plugs alternativos todavia pueden sellar el canal, sin embargo no recuperan
del todo la funcion de la proteina silvestre ya que pierden muchas de las
interacciones que normalmente mantiene SecY, ocasionando la desregulacion en
la apertura y cierre del poro, ademas de permitir la translocacion de proteinas con
secuencias sefial defectuosas o sin secuencia sefal (Junne et al., 2006; Maillard
et al., 2007).

6. Transporte postraduccional

En bacterias, la via de translocacién postraduccional esta favorecida hacia
proteinas que seran secretadas o proteinas con péptido sefial. Dicha via requiere
de una chaperona denominada SecB y de una ATPasa llamada SecA. Las
proteinas precursoras (0 preproteinas) se caracterizan por ser sintetizadas con
una secuencia amino terminal que se edita después de translocarse. La estructura

de la secuencia sefial puede dividirse en tres dominios:

Dominio N: Formado por tres aminoacidos positivos. Adopta la estructura de

un alfa hélice.
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Dominio H: Region del nacleo hidrofébico formado por 10 a 15 aminoacidos.

Dominio C: Region polar flexible, sitio de corte de la peptidasa de secuencia sefial
(SPasa) (Nielsen et al., 1997).

Las proteinas integrales de membrana en general no contienen una secuencia
sefial, sus HTMs funcionan como sefales internas para la translocacion e

insercion por la via cotraduccional (Driessen et al., 2008).

En bacterias la distribucién de cargas sigue la regla positivo adentro postulada por
von Heijne, en la que residuos basicos como la arginina y la lisina se encuentran
en mayor proporcion en las asas que estan orientadas hacia el citoplasma,
mientras que residuos acidos como el aspartato y el glutamato se encuentran en
mayor proporcion en las asas orientadas hacia el periplasma. La integracion de las
proteinas en la membrana depende de la fuerza de interaccion entre los cruces
transmembranales y la membrana, y de la barrera en la energia de activacion

asociada a la translocacién de las asas periplasmicas (von Heijne, 1986).

6.1. Trigger Factor

El primer paso en el mecanismo postraduccional de translocacion de
proteinas es el reconocimiento de la secuencia sefial del péptido recién
sintetizado. Dicho reconocimiento se lleva a cabo por una chaperona peptidil-prolil
cis-trans isomerasa también denominada trigger factor (TF) (Hesterkamp et al.,
1996). Esta chaperona se ha visto asociada a ribosomas mediante la proteina
ribosomal L29, pero su papel en el reconocimiento y plegamiento de proteinas aln
no esta claro. El modelo de Merz y colaboradores (2008), establece que el TF en
estado activo se asocia al ribosoma en el tunel de salida para recibir al péptido
naciente, el cual una vez plegado en un dominio se acomoda dentro de una
cavidad protectora dentro de TF. Estudios de entrecruzamiento identifican a TF
como la primera chaperona que interacciona con los péptidos nacientes (Beck et
al.,, 2000). Lo anterior sugiere que TF tiene un papel discriminatorio en el
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reconocimiento gracias a una interaccion especifica con la region sintetizada
inicialmente de las proteinas secretoras, reduciendo la afinidad de la secuencia
sefal por la particula de reconocimiento de sefial (SRP). Sin embargo existen
resultados opuestos que indican que SRP es la que discrimina en el

reconocimiento de las proteinas (ver seccion 7.1, Beck et al., 2000).

6.2. SecB y SecA

Una vez que las proteinas secretoras son seleccionadas por la chaperona
TF, entra en accion una segunda chaperona citosdlica llamada SecB que entrega
a la proteina a la ATPasa SecA en el complejo SEC para insertar a la proteina en

la membrana interna (Figura 1, Driessen y Nouwen, 2008).

SecB esta presente en las alfa, beta y gamma proteobacterias, es una proteina
homotetramérica (dimero de dimeros) de 17 kDa y posee dos sitios de

reconocimiento a proteinas y a SecA (van der Sluis et al., 2006).

Se desconoce como SecB discrimina entre proteinas que deben ser secretadas y
aguellas que deben permanecer en la célula, pero se sabe que solo interacciona
con proteinas desplegadas a través de un motivo de unién formado por nueve
aminoacidos aromaticos y basicos que se encuentran en SecB. SecB también
interacciona con una gran variedad de proteinas citosoélicas, se propone que estas
interacciones ocurren con el fin de prevenir la agregacion de proteinas (Knoblauch
et al., 1999).

SecB reconoce y se une a SecA a través de un dominio de 22 aminoacidos en el
extremo carboxilo terminal de SecA de manera dependiente a un atomo de zinc.
La transferencia de la proteina sustrato de SecB a SecA-SEC ocurre de manera
independiente de energia, sin embargo, para liberar a SecB de la membrana se
requiere la union de ATP a SecA (Fekkes et al., 1997).

SecA es una proteina citoplasmatica de 102 kDa asociada a la membrana

plasmatica. Posee un dominio CTL (C-terminal linker) esencial que participa en la
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union a lipidos y a SecB. Ensayos in vitro demuestran que SecA estimula la
agregacion de vesiculas lipidicas cargadas negativamente a través de su dominio
carboxilo terminal, y que la presencia de SecB reduce esta agregacion. A pesar de
gue aun no se determinan los residuos responsables de estas interacciones, los
resultados anteriores sugieren que los sitios de union de SecA a lipidos y a SecB

estan relacionados o se encuentran muy cerca (Breukink et al., 1995).

En el citosol, SecA existe en un equilibrio monémero-dimero y hasta la fecha es
tema de debate el estado oligomérico en el que ejerce su funcién. Como
mondmero SecA tiene baja afinidad por SecB, mientras que como dimero tiene
una alta afinidad por la misma proteina (Driessen, 1993). La estructura dimérica
de SecA contiene a los protdmeros en un arreglo antiparalelo y esta regulada por
proteinas no plegadas, SEC, SecB y fosfolipidos &cidos de la membrana (Driessen
y Nouwen, 2008).

La estructura determinada por cristalografia de rayos X del complejo ATPasa
SecA y el canal de translocacion SecY de Thermogata maritima muestra a SecA
como monémero, en donde so6lo una molécula de SecA se une a una molécula de
SecY. SecA posee dos dominios de union a nucleétido NBD1 y NBD2 (Nucleotide
Binding Domains), que como su nombre lo indica, estan involucrados en la union e
hidrolisis de ATP. NBD1 es el sitio catalitico y NBD2 regula a NBD1. La unién de
SecA a SecY genera importantes cambios conformacionales en ambas proteinas:
en el caso de SecA, al unirse a SecY adopta una conformacion abierta en donde
su dominio de unién a polipéptido: el dominio PPXD (Polypeptide-Cross-Linking
Domain), rota hacia el dominio NBD2 haciendo contacto con él. Los cambios
conformacionales en SecY ocurren en la compuerta lateral, la cual esta formada
por las HTMs 2, 3, 7 y 8. SecA provoca que la HTM7 se desplace hacia la HTM8
formando una ventana en el centro de la capa lipidica con el fin de facilitar la
insercion del polipéptido que esta siendo translocado (Zimmer et al., 2008).

El ciclo de hidrdlisis de ATP solo es activo cuando SecA se une a SEC. SecA
contiene diferentes sitios de union para la secuencia sefial y para el dominio
maduro de las proteinas (Sianidis et al., 2001).
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SecA posee un surco entre su dominio PPXD y NBD2 que se abre cuando se
hidroliza ATP liberando al péptido, el cual se desplaza por el canal para ser
sujetado nuevamente por SecA (Rapoport, 2007).

Por estudios de entrecruzamiento se ha encontrado que SecA también participa
en la insercién cotraduccional de proteinas facilitando la insercibn de asas
periplasmicas hidrofilicas grandes, como la de la proteina hibrida Momp2 que
posee un HTM y que se construy0 a partir de la fusion de la secuencia sefal de
MtIA y la porcidbn madura de la proteina OmpA de E. coli (Neumann-Haefelin et
al., 2000).

SecG esta cerca del asa citoplasmica 3 y del HTM3 de SecY, regién con la que
también se propone interactia SecA, lo que explica el hecho de que SecG tenga
un papel facilitando los cambios conformacionales de SecA. Cuando el complejo
SEC esté activo, SecG invierte la topologia con respecto a la membrana de sus
dos hélices transmembranales, el amino y el carboxilo terminales de SecG se
exponen hacia el lado citoplasmico de la membrana y su region hidrofébica se
encuentra expuesta hacia el periplasma. Este cambio topoldgico esta ligado a los
ciclos de insercién y salida de SecA en la membrana: cuando SecG invierte su
topologia, SecA permanece insertada en la membrana para favorecer la insercion

de proteinas (Nishiyama et al., 1996).

6.3 SecDF-YajC

SecDF-YajC es un complejo heterotrimérico que se asocia a SEC. Se cree
que su probable funcion es participar en los pasos finales de la translocacion,
cuando las proteinas se liberan de SEC o en la remocion de secuencias sefial en
el poro de translocacion (Figura 1A y B, Matsuyama et al., 1993). También se
postula que podria regular la oligomerizacion de SEC y la translocacion de
proteinas controlando la actividad de SecA (Duong y Wickner et al).
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SecD y SecF son proteinas politopicas de seis HTMs cada una y YajC tiene
un solo cruce transmembranal. El complejo es funcional sin YajC, mientras que la
ausencia de SecDF genera células sensibles a bajas temperaturas y provoca

defectos en la translocacion de proteinas (Nouwen y Driessen, 2005).

7. Transporte cotraduccional

La insercion cotraduccional es esencial para proteinas de membrana que

contienen al menos un segmento transmembranal (von Loeffelholz et al., 2011).

El transporte cotraduccional de proteinas de membrana en E. coli es mediado por
una ribonucleoproteina conocida como SRP (por las siglas en inglés de Signal
Recognition Particle), la cual reconoce el extremo amino terminal hidrofébico de
un péptido naciente formando un complejo que detiene la traduccién para
posteriormente ser dirigido hacia la membrana donde es reconocido por su
receptor (FtsY) en una reaccion que es dependiente de GTP. Una vez reconocido
el complejo SRP-proteina naciente-ribosoma, se lleva a cabo una hidrolisis de
GTP la cual libera a SRP y deposita a la maquinaria de traduccion (o ribosoma
traduccionalmente activo) sobre el complejo SEC permitiendo que la proteina
naciente sea translocada a través de la membrana lipidica (Figura 1C, Seluanov y
Bibi, 1996; Bahari et al., 2007).

7.1. Particula de Reconocimiento de Sefal (SRP)

En E. coli, SRP est4d compuesta de una molécula 4.5S de RNA y una
GTPasa de 48 kDa denominada Ffh (por las siglas en inglés de Fifty five homolog,

por su homéloga SRP54 en eucariontes (Doudna y Batey, 2004).
Ffh esta formada por tres dominios (Figura 5):

N- Dominio de union al ribosoma a través de la proteina ribosomal L23.
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G- Dominio de GTPasa, que activa la hidrélisis de GTP mediante su dominio IBD

(Insertion Box Domain) una vez formado el complejo SRP-FtsY.

M- Dominio rico en metioninas que funciona como sitio de union para el RNA y la

secuencia sefal (Gu et al., 2003).

domain domain

N-domain

Figura 5. Estructura cristalina de la proteina Ffh de la arquea hipertermofilica Sulfolobus
solfataricus en complejo con un péptido sefial de levadura (en azul) (Tomada de Bibi,
2011).

Estudios de entrecruzamiento in vitro apuntan a que cuando el complejo ribosoma-
péptido naciente reconoce al translocon SEC, la longitud de la cadena
polipeptidica es aproximadamente la misma que cuando SRP reconoce la
secuencia sefal (Ullers et al., 2003). Lo anterior, y el hecho de que la afinidad de
los ribosomas por el complejo SEC es similar en E. coli y en eucariontes son
fuertes evidencias de que la insercion mediada por SRP ocurre de manera

cotraduccional (Prinz et al., 2000; Doudna y Batey, 2004).
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Hasta la fecha no se sabe como es que SRP reconoce de manera correcta al
complejo ribosoma-péptido naciente. Las secuencias sefial reconocidas por SRP
carecen de un motivo consenso y son altamente divergentes en cuanto a longitud

se refiere (von Loeffelholz et al., 2011).

7.2. FtsY

Es la proteina que funciona como receptor membranal de SRP en E. coli.
Se ha propuesto que FtsY tiene una funcién directa de reconocimiento, sin
embargo el mecanismo de asociacién con la membrana no esta claro. FtsY esta
compuesta por dos dominios hidrofilicos: un dominio amino terminal muy cargado
(el domino A) y un dominio carboxilo terminal de union a GTP (el dominio NG)
(Driessen y Nouwen, 2008). Los dominios homélogos N y G de FtsY y Ffh forman

el sitio activo para la unién de dos moléculas de GTP (von Loeffelholz, 2011).

El dominio A es Unico en eubacterias, su funcion aun es desconocida ya que su
eliminacién no altera la funcion del FtsY in vitro, sin embargo, se cree que este
dominio &cido favorece la unién a lipidos y que también interacciona con el
complejo SEC (Erez et al., 2010).

Para regular el proceso de insercion cotraduccional tanto SRP como FtsY adoptan
diferentes estados conformacionales durante su interaccion, que culminan en una
activacion reciproca de sus actividades de GTPasa. EI complejo SRP-FtsY es
estabilizado por el 4.5S RNA, que interacciona directamente con el dominio
GTPasa de FtsY (Estrozi et al., 2011). En etapas tempranas de la translocacion,
el complejo ribosoma-péptido naciente, FtsY y SRP forman un intermediario
independiente de GTP estabilizado por el ribosoma. En presencia del translocén
adoptan una conformacion cerrada en un paso dependiente de GTP, seguido de
un estado activado que se caracteriza por rearreglos en las asas cataliticas de sus
dominios N y G para activar la hidrolisis de GTP y liberar a FtsY y SRP (Figura 6,
Zhang et al., 2009).
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Figura 6. Cambios conformacionales durante la formacién del complejo SRP-FtsY. 1 SRP
y FtsY forman un intermediario temprano independiente de GTP. 2 En presencia de GTP
el intermediario temprano pasa a ser un complejo en estado cerrado mas estable. 3
Rearreglos en las asas cataliticas activan la hidrolisis de GTP. 4 y 5 La hidrdlisis de GTP
provoca la disociacion del complejo SRP (Modificado de Zhang et al., 2008).

8. Energia de translocacion

Mientras que la insercion depende de la elongacién del péptido durante la
insercion cotraduccional, la translocacion requiere ATP y fuerza proton motriz

(Driessen y Nouwen, 2008).

Cuando SecA se encuentra en estado inactivo, residuos especificos de la
preproteina estan en la proximidad de dos alfa hélices del dominio HSD (Helical
Scaffold Domain) de SecA que se asemejan a puntas de dedos. Al unirse ATP se
genera un cambio conformacional en SecA que provoca que estas hélices se
muevan, se inserten en SecY y empujen a los residuos dentro del canal de
translocacion (Zimmer et al., 2008; Economou, 2008).

El ATP se une a SecA al inicio de la translocacion; su hidrdlisis promueve la
liberacion de SecA de la cadena polipéptidica y la insercion del péptido en el
complejo SEC translocando de 2 a 2.5 kDa por cada ciclo de unién-hidrélisis (van
der Wolk et al., 1997). Se requieren varios ciclos de unién-hidrélisis de ATP para

gue la toda proteina sea empujada por SecA a través de SecY (Economou, 2008).
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La fuerza protdbn motriz también estimula la insercién de la secuencia sefial en el
poro, al afectar la orientacion de la secuencia sefial que se inserta formando un
asa que se intercala en las HTMs 2 y 7 de SecY. Dicha fuerza estimula la
liberacion de ADP desde SecA y modula la apertura del canal de translocacion
(Driessen, 1992).

Ademas de funcionar como translocasa, el complejo SEC es capaz de integrar
segmentos hidrofobicos dentro de la bicapa lipidica. No esta del todo claro como
es que posterior a la translocacion, la region hidrofobica de la proteina se libera en
la bicapa lipidica. Estudios recientes sugieren que el reconocimiento de los
segmentos transmembranales por el canal de translocacion del complejo SEC
estd determinado por interacciones lipido-proteina, si el segmento de la proteina
que esta siendo insertada es suficientemente hidrofébico podrd ser integrado
dentro de la membrana y funcionar como dominio de transferencia (Xie y Dalbey,
2008).

9. YidC

YidC es una proteina esencial en E. coli que participa en la insercién y
ensamblaje de proteinas de membrana interna. Funciona como insertasa y tiene
un papel fundamental en el plegamiento correcto y ensamblaje de los dominios
transmembranales de proteinas de membrana (Hatzixanthis et al., 2003). Se ha
planteado que YidC interacciona con los dominios hidrofébicos de las proteinas de
dos maneras diferentes: i) para proteinas con dos hélices transmembranales lo
hace mediante un modelo conocido como “modelo secuencial’, en el que los
dominios transmembranales entran a la membrana lipidica uno a uno; y ii) para
proteinas con mas de dos hélices transmembranales, YidC agrupa dichos
dominios y los inserta a la bicapa lipidica al mismo tiempo, en un modelo conocido

como de “sitio-ensamblaje” (Xie y Dalbey, 2008).
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9.1 Oligomerizacion de YidC

YidC adopta una topologia de seis HTMs, con una region soluble prominente, su
dominio periplasmico, que une a las HTMs 1 y 2. Este dominio adopta una
estructura tipo sandwich B y solo esta presente en bacterias Gram negativas. A
pesar de que se conoce la estructura cristalina de este dominio peripldsmico, su
funcién aun es desconocida. Para las HTMs 2 y 3 de YidC, la misma estructura
sugiere que estan en contacto con las proteinas que se van a insertar (Oliver y
Paetzel, 2008).

AuUn no es claro si YidC forma oligbmeros o si se asocia ademas a otras proteinas
para promover la insercion de proteinas. Se ha reportado que YidC purificada con
una etiqueta de histidinas corre como mondémero y dimero en geles nativos (van
der Laan et al.,, 2001). Recientemente, estudios de microscopia electronica de
YidC en la membrana y en complejo con el ribosoma sugieren que funciona como
dimero formando un segundo canal conductor de proteinas en la membrana
interna (Kohler et al., 2009).

9.2 Sustratos de YidC

Entre las proteinas que se han descrito son insertadas por YidC se encuentran:
CyoA, Foa, Foc, FtsQ, LacY, LepA, MalF, MscL, NuoK, Pf3 y M13 (Revisado en
Funes et al., 2011).

El hecho de que YidC actie como una insertasa que promueve la integracion de
proteinas a la bicapa lipidica estd claramente demostrado por experimentos de
reconstitucion in vivo e in vitro en los que se observé que YidC era suficiente para
insertar a la proteina de la cubierta del fago Pf3 (Serek et al., 2004). Asi mismo,
estudios de espectroscopia de fluorescencia han demostrado que la union de Pf3
induce cambios conformacionales en las tres asas periféricas de YidC (Imhof et
al., 2011).
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En general, YidC transloca principalmente proteinas pequefias, con cadenas
negativas o con asas orientadas hacia el lado trans de la membrana. Se ha
propuesto que las proteinas YidC y los miembros eucariontes de la misma familia
(Oxal y Alb3) interaccionan con intermediarios plegados y los estabilizan, como es
el caso de la subunidad c del sector F, de la ATPasa (Kol et al., 2008).
Experimentos de insercion in vitro de la subunidad ¢ (F.c) de la F.F;-ATPasa
indican que se requiere de YidC para la insercion de dicha subunidad (van der
Laan et al., 2004).

La lactosa permeasa (LacY) es uno de los sustratos reportados en los que se
propone que mas de una translocasa coopera, ya que es una proteina con
multiples HTMs. LacY de E. coli es inicialmente insertada de manera
independiente de YidC, quien promueve su plegamiento posterior hasta alcanzar
una estructura funcional (Revisado en Funes et al., 2011).

9.3 Interaccion de YidC con SecY

Por estudios en vesiculas lipidicas con YidC reconstituido, se sabe que YidC
funciona de manera dependiente o independiente de SEC, y en ambos casos se
ha demostrado que es capaz de insertar proteinas de membrana (Figura 1B, Chen
et al., 2002). Estudios de entrecruzamiento y reconstitucion in vitro indican que
YidC y el complejo SEC estan muy cerca, al menos durante los pasos iniciales de
insercion de proteinas. Ademas YidC puede ser copurificado con el nucleo del
translocon SEC, y la sobreexpresién de los componentes del translocén afectan
positivamente la expresion de YidC, lo cual sugiere una relacion funcional entre
ambos componentes (de Gier y Luirink, 2003). YidC puede unir al ribosoma e
insertar proteinas mediante el mecanismo cotraduccional de manera
independiente de SEC y SRP (Figura 1C, Kohler et al., 2009).

YidC podria ademas de insertar HTMs, reposicionar dichos segmentos para que la

proteina adopte su topologia nativa durante su plegamiento en la membrana.
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Estudios iniciales sugieren que la interaccién de YidC con la translocasa SEC
puede estar mediada por su dominio periplasmico, sin embargo, la naturaleza y
dinamica de esta asociacidén es desconocida (Funes et al., 2011).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que se han realizado una gran cantidad de estudios funcionales para
comprender como es que el proceso cotraduccional de insercion de proteinas de
membrana ocurre, no ha podido estudiarse cdmo es que las distintas translocasas
interactian fisicamente, especialmente porque esta interaccion es muy débil y

ocurre so6lo de manera transitoria.

Actualmente, el método que permite obtener un mayor detalle estructural de
maquinarias moleculares es el de cristalografia de rayos X. Sin embargo, una de
las limitaciones de este método es que se requieren grandes cantidades de
proteina y con altos niveles de pureza. Para el caso de las maquinarias que
estudiamos, no ha sido posible obtener este tipo de preparaciones utilizando
métodos bioquimicos tradicionales de purificacion, ya que in vivo el proceso

cotraduccional de insercion de proteinas es extremadamente dinamico.

Utilizando una estrategia de fusion in vitro al fusionar la secuencia de aminoacidos
de SecY, YidC y FtsY, sera posible obtener de manera mas sencilla la cantidad de

material necesario para realizar los estudios estructurales.

Un inconveniente de este tipo de enfoque, es que al realizar una fusién artificial de
dos proteinas, el polipéptido resultante no necesariamente se plegara de la misma
manera que las proteinas individuales. De manera que, aun cuando en caso de
obtener una conformacién estable e informacién estructural, el modelo resultante

no seria representativo de la topologia funcional.

Por lo tanto, para poder validar los estudios estructurales derivados de la fusion de
dos complejos proteicos involucrados en el proceso de insercion cotraduccional se

realizaran analisis funcionales in vivo de cada una de las proteinas quiméricas.
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III. HIPOTESIS

Las proteinas quiméricas YidC-SecY y SecY-FtsY permiten el desarrollo correcto
de los procesos de translocacion e insercidon de proteinas y por lo tanto la

viabilidad celular.

IV. OBJETIVOS
Objetivo General

Analizar la naturaleza de las interacciones fisicas entre los componentes YidC,
SecY y FtsY del sistema cotraduccional de insercidon y translocacion de proteinas

en E. coli.
Objetivos Particulares

1. Construir una fusion YidC-SecY.

2. Clonar la fusion YidC-SecY en un vector de expresion para E. coli.

3. Generar una mutante en la que simultaneamente yidC se encuentre
regulado por el promotor de arabinosa y secY tenga una mutacién que haga
gue la proteina traducida sea sensible a temperatura.

4. Analizar el funcionamiento in vivo de la fusion YidC-SecY en células en
donde cada uno de los componentes enddégenos pueda ser suprimido de
manera independiente o en la misma cepa de manera simultanea.

5. Construir la fusién SecY-FtsY.

6. Clonar la fusion SecY-FtsY en un vector de expresion para E. coli.

7. Generar una mutante en la que simultdneamente ftsY se encuentre
regulado por el promotor de arabinosa y secY tenga una mutacion que haga
gue la proteina traducida sea sensible a temperatura.

8. Analizar el funcionamiento in vivo de la fusion SecY-YidC en células en
donde cada uno de los componentes enddégenos pueda ser suprimido de

manera independiente o en la misma cepa de manera simultanea.
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V. MATERIALES Y METODOS

Tabla I. Cepas de Escherichia coli utilizadas

NOMBRE | RESISTENCIA/AUXOTROFIA REFERENCIA
DH5a - INVITROGEN
Y28 Kanamicina Luirink et al.,(1994) EMBO J. 13, 2289-
Tetraciclina 2296.
. Baba et al., (1990) J. Bacteriology.
TY22 Arabinosa 172(12):7005-7010.
, Hatzixanthis et al., (2003) Molecular
FTL10 Arabinosa Microbiology. 49(5): 1377-1390.
i Datsenko y Wanner, (2000). Proc. Natl.
BW25141 Acad. Sci. USA 97:6640

Tabla Il. Vectores utilizados

NOMBRE

RESISTENCIA

Descripcién

REFERENCIA

pJLO1

Ampicilina

Vector de clonacién que contiene
la secuencia del gen yidC
silvestre

Este trabajo

pJLO2

Ampicilina

Vector de clonacién que contiene
la secuencia del gen yidC sin el
sitio endbégeno de reconocimiento
de la enzima Ncol

Este trabajo

pJLO3

Ampicilina

Vector de clonacién que contiene
la secuencia de los genes
fusionados yidC y secY

Este trabajo

pJLO3.1

Ampicilina

Vector pGEM®-T Easy que
contiene la secuencia de los
genes fusionados yidC y secY

Este trabajo

pJLO4

Ampicilina

Vector de clonacién que contiene
la secuencia de los genes
fusionados yidC y secY, y de
secE y secG

Este trabajo

pJLO5

Kanamicina

Vector de clonacién que contiene
la secuencia de los genes secY y
kanR utilizado para generar
fragmento de recombinacion

Este trabajo

PEK1

Ampicilina

Vector de clonacién que contiene
la secuencia del gen secY
silvestre entre los sitios de

restricciéon Ncol y Clal

E. O. van der Sluis
(no publicado)
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Vector de expresidn que contiene .
pPEK20 Ampicilina la secuencia de los genes secY E. O. van der Sluis,
' | FEBS Letters. 2002
secE y secG
Vector de expresidn que contiene
DEM21 Ampicilina la secuencia de los genes E. O. van der Sluis
fusionados secY, ftsY, secE y (no publicado)
secG
Vector vacio de expresién en van der Does et al.,
pPET324 Ampicilina donde se realizaron las Mol. Microbiol.
clonaciones del complejo SEC 1999
Vector de expresién que contiene Powers v Walter
pFtsY-ANG Ampicilina la secuencia de los A, Ny G de y '
EMBO J. 1997
FtsY
Vector de clonacion con
0KD13 Kanamicina marcador de kanamicina para Datsenko et al.,
Ampicilina generar fragmento de 2000
recombinacion.
i Vector de expresion de la Datsenko et al.,
pKD46 Ampicilina recombinasa Red 2000
Tabla lll. Oligonucleétidos utilizados
NOMBRE SECUENCIA DESCRIPCION
Oligo sentido para
YidC-Ncol F | 5 ATTCCATGGATTCGCAACGCA ATCTTTTAGTCATCG 3 | AmPplificar el gen
yidC + sitio de
restriccion de Ncol
Oligo antisentido
YidC-Pcil R 5 CTCACATGTATCCCTGAAAATACAGGTTTTCGGCT para amplificar el
(SIGMA) TTGTC 3’ gen yidC + sitio de
restriccion de Pcil
Oligo sentido para
esl105 5 TCATGCCATGGATTCGCAACGCAATCTTTTAGTCA amplificar el gen
TCGCTGCTATAA 3’ yidC + sitio de
restriccién de Ncol
Oligo antisentido
es106 5 GGACTAGTGGATTTTTTCTTCTCGCGGCTTGCACCA 3 | Para amplificar el
gen yidC + sitio de
restriccion de Spel
Oligo antisentido
5 GCGCCATGGATCCCTGAAAATACAGGTTTTCGGCTTTG para amplificar el
scol TCATCGTCATCGTGATGGTGATGGTGATGCATGGATTTTTTC | gen yidC + sitio de
TTCTCGCGGCTATGC 3’ restriccién de Ncol
+ etiqueta His +
sitio TEV
Oligo sentido para
es109 5 GCGCAGTACACCTCGATGGCGAAGATGCGTATGC eliminar sitio de
ACCA 3’ restr,|CC|on
enddgeno de Ncol
en el gen yidC
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esl10

5 CGCATCTTCGCCATCGAGGTGTACTGCGCTATGCA
CCAT

Oligo antisentido
para eliminar sitio
de restriccion Ncol
en el gen yidC

SecY-Sall F

5 CTCGTCGACATGGCTAAACAACCGGGATTAGATTTTC 3

Oligo sentido para
amplificar el gen
secY + sitio de
restriccion de Sall

SecY-Sall R

5 CTCGTCGACTTATCGGCCGTAGCCTTTCAGGTTCGCC 3’

Oligo antisentido
para amplificar el
gen secYy + sitio de
restricciéon de Sall

SecY-Clal R

5 CTCATCGATTTATCGGCCGTAGCCTTTCAGGTTCGCC 3

Oligo antisentido
para amplificar el
gen secYy + sitio de
restricciéon de Clal

SecY-H1 F

5 GTAGCAGATGGCTAAACAACCGGGATTAG 3

Oligo sentido para
clonar marcador
secY-KAN

SecY-H2 R

5 TTACTCTCCGTAACTTCTCGGGCGACCAATT
ATCGGCCGTAGCCTTTCAG &

Oligo sentido para
amplificar el gen
secYys

Kan-P1 L36
R

5TTACTCTCCGTAACTTCTCGGGCGACCAAGTGTAGG
CTGGAGCTGCTTC &

Oligo antisentido
para clonar
marcador secYts-
KAN

K1

5 CAGTCATAGCCGAATAGCCT 3’

Oligo antisentido
para comprobar la
orientacién de
secYts en pKD13

Soluciones y Medios de Cultivo utilizados

LB (Lysogeny Broth o Luria Bertani)

Componente Concentracion
NacCl 1% p/v
Bactoriptona 1% plv
Extracto de levadura | 0.5% p/v

Agar 1.5%

Para medio solido se agrego Agar-Agar 1.5% p/v a la formulacion anterior.
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TB (Terrific Broth)

Componente

Concentracion

Bactotriptona

1.2% plv

Extracto de Levadura | 2.4% p/v

Glicerol
10x TB sales

0.5% pl/v
1x

10x TB sales pH 7.5 (1L)

Componente Concentracion
KH,PO,4 23.12 ¢
KoHPO,4 12541 g

H,O desionizada c.b.p. 1L

50x TAE (1L)

Componente

Cantidad

Tris base

Acido Acético Glacial | 57.1 mL

EDTA 0.5 M pH 8.0

2420 g

100 mL

H,O desionizada c.b.p. 1L

Soluciéon amortiguadora TENS

Componente Concentracion
Tris base pH 7.5 10 mM

EDTA 1 mM

NaOH 0.1N

SDS 0.5% p/v

6X Solucion amortiguadora de carga

Componente Concentracion
Azul de Bromofenol | 0.25% p/v
Xilen Cianol 0.25% p/v
Glicerol 10% viv
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Antibiodticos, inductores y represores

Suplementos Soluciéon Madre En medio de cultivo
Ampicilina (Amp) 100 mg/mL en H,O desionizada 100 pg/mL
Kanamicina (Kan) 20 mg/mL en H,O desionizada 20 pg/mL
Tetraciclina (Tet) 25 mg/mL en etanol 25 pg/mL

Arabinosa (Ara) 20% p/v en H,0 desionizada 0.2%

Glucosa (Glu) 20% p/v en H,O desionizada 0.5%

Condiciones de esterilizacion

Los medios de cultivo y soluciones se esterilizaron en autoclave a 121°C, a 15

libras de presién por 15 o0 20 min. Los antibi6ticos se esterilizaron por filtracion.

Preparacién de células competentes de E. coli

1.

© © N o o b

Inocular las células de E. coli de la cepa de interés en medio LB sélido para
obtener colonias aisladas.

Crecer una colonia fresca en 5 mL de medio LB + glucosa a 37°C, con
agitacion vigorosa (200 rpm) por 16 h.

Transferir 1 mL del cultivo anterior a 50 mL de medio LB y crecer por2 03 h
mas. Medir la densidad Optica (ODeoo) a las 2 h y detener crecimiento al
llegar a una ODgyo de entre 0.5y 0.6.

Centrifugar las células a 600 x g por 10 min a 4°C.

Resuspender el botén en 40 mL de solucién Tfbl fria, agitando suavemente.
Dejar reposar en hielo por 2 h.

Centrifugar las células a 600 x g por 10 min a 4°C.

Resuspender el boton en 4 mL de solucion Tfbll fria.

Dejar reposar en hielo por 1 h.

10.Las células estan listas para usarse. Probar la calidad de las células por

transformacién con un plasmido circularizado.

11.Para almacenar, alicuotar las células en volumenes pequefios (0.2 a 0.4

mL) y congelar a -70°C.
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Amortiguadores de Transformacion (Tfb)

Tfb | En 45 mL | Concentracion Final
CH3;CO,K 1 M 1.35mL 30 mM
MnCl, 1 M 2.25 mL 50 mM
RbCI1 M 4.50 mL 100 mM
CaCl,1 M 0.45 mL 10 mM
Glicerol 100% 5.40 mL 12 %
H,O desionizada 31.0 mL

Tfb Il En5mL | Concentracion Final
MOPS 1 M 50 pL 10 mM
CaCl,1 M 375 pL 75 mM
RbCI1 M 50 pL 10 mM
Glicerol 100% 600 pL 12%
dH,O 3.93 mL

Esterilizar por filtracion (0.2 puM) las soluciones Tfbl y Tfbll

Preparacion de células electrocompetentes de E. coli

1.
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Inocular las células de E. coli de la cepa de interés en medio LB sélido para
obtener colonias aisladas.

Crecer una colonia fresca en 5 mL de medio LB a 37°C, con agitacion
vigorosa (200 rpm) por 16 h.

Transferir 0.5 mL del cultivo anterior a 50 mL de medio LB y crecer por2 0 3
h mas. Medir la densidad 6ptica (ODggp) a las 2 h y detener crecimiento al
llegar a una ODggo de entre 0.5y 1.0.

Cosechar las células manteniéndolas en hielo de 15 a 30 min.

Centrifugar lascélulas a 4000 x g por 15 min a 4°C.

Resuspender el boton en 25 mL de solucién HEPES fria 10 mM pH 7.
Centrifugar las células a 4000 x g por 15 min a 4°C.

Resuspender el boton en 25 mL de H,O desionizada.

Centrifugar las células a 4000 x g por 15 min a 4°C.

10.Repetir desde el paso 8 y 9 dos veces mas.

11.Resuspender el botén en 500 uL de glicerol 10%.

12.Hacer alicuotas del volumen deseado y congelar a -70°C.
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Transformacion de E. coli DH5a por choque térmico

1.

© 0O N o O B~ WD

Colocar 50 pL de células competentes de E. coli DH5a en un tubo
Eppendorf®.

Afadir 1 pL del pldsmido (100-300ng) o producto de ligacién de interés.
Incubar 30 min en hielo.

Incubar 1.5 min a 42°C.

Incubar en hielo aproximadamente 5 min.

Afnadir 1 mL de medio de cultivo LB.

Incubar en agitacion vigorosa (600-800 rpm) de 1 a 3 ha 37°C.

Centrifugar brevemente a 8600 x g.

Decantar el sobrenadante.

10.Resuspender las células en el medio restante.

11.Plaquear en medio de cultivo solido de seleccion (LB + antibidtico).

12.Incubar toda la noche a 37°C.

Transformacién de cepas E. coli por electroporacién

1.

Colocar 100 pL de células electrocompetentes de E. coli de la cepa de

interés en un tubo Eppendorf®.

2. Afadir 1 pL del plasmido de interés.

3. Incubar 1 min en hielo.

© © N O

Programar el electroporador: a 25 uF y 2.5 kV y el controlador de pulso a
200 Q.

Transferir la mezcla células-ADN a una cubeta de electroporacién fria
(cubeta de 0.2 cm).

Dar el pulso.

Remover la cubeta del electroporador .

Afadir 1 mL de medio de cultivo LB y resuspender cuidadosamente.
Transferir la suspension de transformantes a un Eppendorf® estéril e
incubar 1 h a 37°C a 225-250 rpm.
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10. Centrifugar brevemente a 8600 x g.

11.Decantar el sobrenadante.

12.Resuspender las células en el medio restante.

13.Plaquear en medio de cultivo selectivo sélido (LB + antibiotico).

14.Incubar toda la noche a 37°C.

Extraccion de ADN plasmidico de E. coli (minipreps)

1. Tomar 1 mL de cultivo bacteriano con 16 h de crecimiento y colocar en un
tubo Eppendorf®.

Centrifugar 5 min a 10000 x g, descartar el sobrenadante.

Resuspender el botén en 50 uL de dH,0.

Agregar 300 pL de solucion amortiguadora TENS.

Agitar brevemente.

Agregar 150 pL de solucién de CH3;COONa 3 M pH 4.9.

Centrifugar 20 min a 15000 x g a 4°C.

Durante el tiempo de centrifugacién, preparar un nuevo tubo Eppendorf®.

© 0 N o o b~ 0D

Transferir el sobrenadante al nuevo tubo Eppendorf®.

10. Agregar al sobrenandante recuperado 900 pL de etanol 100%.
11.Centrifugar 10 min a 15000 x g a 4°C.

12.Descartar el sobrenadante lo mas pronto posible.

13.Lavar con 250 pL de etanol 70%.

14.Centrifugar 10 min a 15000 x g a 4°C.

15.Descartar el sobrenadante lo mas pronto posible.

16.Centrifugar 30 s a 10000 x g a temperatura ambiente.

17.Eliminar el etanol sobrante de la parte inferior del tubo Eppendorf®.
18.Dejar secar el botdn aproximadamente 10 min a temperatura ambiente.

19.Resuspender el botén en 100 uL de H,O desionizada.
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Extraccion de ADN plasmidico de E. coli (midipreps)
Para la extraccion de ADN plasmidico (utilizado para reacciones de PCR, de
secuenciacion y de subclonacion) de cepas de E. coli se utilizé el kit comercial

dTM

PureYield ™ Plasmid Midiprep de la marca Promega

Purificacion de ADN de geles de agarosay reacciones de PCR

Los fragmentos de productos de PCR o de digestion que se corrieron en un gel de
agarosa se purificaron utilizando el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-

Up System de la marca Promega.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

De manera general y para checar caracteristicas de los vectores utilizados, las
reacciones de PCR realizadas se hicieron utilizando la enzima (Tag ADN
polimerasa) y otros reactivos de la marca Fermentas. Se realizaron en un volumen
final de 20 puL en condiciones de MgCl, 2 mM, 1.5 U de polimerasa, 1x de
amortiguador de la enzima, 200 uM de dNTPs, 20 uM de oligodesoxinucleotidos y
300 ng de ADN.

Ciclos de PCR estandar*

Desnaturalizacion inicial 5 min a 94°C

Desnaturalizacion 1 min a 94°C

Alineamiento la25minaTm-5°C 25 ciclos
Extension 1 min/kb a 72°C

Extension final 10 min a 72°C
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Para el calculo de la temperatura de fusion (Tm) de los oligodesoxinucleétidos se

utilizo la siguiente ecuacion:

Tm= 69.3 + 0.41 (%GC) - 650/N

De manera general para la clonacién de genes se realizaron reacciones de PCR
utilizando el kit Phusion® Flash High-Fidelity PCR Master Mix de la marca
Finnzymes. Se realizaron en un volumen final de 50 pL en condiciones de 25 uM

de oligodesoxinucleétidos y 700 ng de ADN.

Ciclos de PCR estandar*

Desnaturalizacion inicial 30sa98°C

Desnaturalizacion 10 sa 98°C )
Alineamiento 30 sa60°C r 25 ciclos
Extensién 30 s/kb a 72°C J

Extension final 10 mina 72°C

*Las condiciones de alineamiento y extension de modificaron de acuerdo al

tamafio de los oligonucel6tidos utilizados y al tamafio del producto esperado.

Reaccion de Ligacion

Las reacciones de ligacion se hicieron utilizando la enzima T4 ADN Ligasa (New
England Biolabs).

Se realizaron en un volumen final de 20 uL en condiciones de 800 U de T4 ADN

Ligasa, 1x de amortiguador de la enzima y de 30 a 50 ng de ADN.
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Proporcién Vector:Inserto

Se utilizo la siguiente ecuacion para determinar la concentracion adecuada

vector:inserto en las reacciones de ligacion (Ken, 1996).

Nanogramos de Inserto

volumen de vector uL “x concentracién vector % x longitud del inserto (kb) partes de inserto

longitud del vector (kb) X partes de vector

Nanogramos de inserto (ng) =

*Para las reacciones de ligacion realizadas se utilizaron 2 pL de vector linearizado

Partes de Inserto/Partes de vector= Para este trabajo se hicieron reacciones de

ligacidon bajo las proporciones inserto:vector de 3:1 o0 5:1.

Volumen de inserto

) ng de inserto
Volumen de inserto pL =

W ng
concentracion vector L

Una vez calculado el volumen de inserto necesario para la reaccion de ligacion,

proseguir de la siguiente manera:

1. Colocar en un tubo Eppendorf® de 1.5 mL:

ADN vector linearizado y defosforilado 2 uL
ADN inserto uL calculados en el paso anterior
T4 ADN Ligasa (New England Biolabs) 10U
Amortiguador de la enzima 10x 1uL

H,O desionizada c.b.p. para 20 pL

2. De manera paralela al paso anterior, preparar un tubo Eppendorf® con la
misma cantidad de reactivos, excepto inserto. Dicho tubo funcionara como

control de la reaccion.
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Incubar los tubos de ligacién y control a 16°C durante toda la noche.
Una vez transcurrido el tiempo de ligacién proseguir a transformar el
contenido de cada tubo en células de E. coli DH5a como se indica en el

apartado de Transformacion de E. coli DH5a por choque térmico.

Mutagénesis sitio dirigida

Las reacciones de mutagénesis sitio dirigida se hicieron utilizando el kit Phusion

®

Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Finnzymes).

Se realizaron en un volumen final de 50 uL en condiciones de 25 uM de

oligodesoxinucledtidos y 250 ng de ADN.

1. Preparar la muestra y hacer una reaccion de PCR para generar la
mutagénesis sitio dirigida deseada
Ciclos de PCR
Desnaturalizacion inicial 30sa98°C
Desnaturalizacion 10sa98°C
Alineamiento 30 sa60°C
25 ciclos
Extensién 30 s/kb a 72°C
Extension final 5mina72°C
2. Inmediatamente después del paso de extension final del PCR colocar la
muestra en hielo para favorecer el alineamiento de las hebras de ADN.
3. Una vez enfriada la muestra, centrifugar unos segundos para bajar todo el
contenido al fondo del tubo de reaccion.
4. Tomar 1 pL de la reacciéon de PCR y colocar en un Eppendorf® de 1.5 mL.
Etiquetar el tubo como —Dpnl. Esta muestra servira como control.
5. Afadir al resto de la reaccion 0.5 pL de la enzima de restriccion Dpnl (New

England Biolabs) para digerir todo el ADN metilado presente en la muestra.
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Incubar 1 a 3 h a37°C.

Tomar 1 L de la digestion y transferir a un tubo Eppendorf®. Etiquetar tubo
como +Dpnl 1.

Tomar 5 L de la digestion y transferir a un tubo Eppendorf®. Etiquetar tubo
como +Dpnl 5.

Agregar 50 pL de células competentes DH5a de E. coli a cada tubo de
reaccion (-Dpnl, +Dpnl 1 y +Dpnl 5), mas un control negativo.

Proceder con la transformacion E. coli DH5a como se indica en el apartado
de Transformacion de E. coli DH5a por choque térmico.

Seleccionar colonias resultado de la transformacién para extracciéon de ADN
plasmidico como se indica en el apartado de Extraccion de ADN plasmidico
de E. coli (midipreps).

Determinar plasmidos que adquirieron la mutacién, por reacciones de

digestion o por PCR.

Separacién electroforética de acidos nucléicos

La separacion y purificacion de los productos de PCR y de las digestiones de

plasmidos se hicieron mediante geles de agarosa (Mo Bio) al 1.5% y 1.3%, en

solucién amortiguadora TAE1X a 100 mV durante 45 a 60 min.

Ensayos de crecimiento

1.

Inocular las células de E. coli de la cepa de interés en medio LB sélido para
obtener colonias aisladas.

Crecer una colonia fresca en 5 mL de medio LB a 37°C, con agitacion
vigorosa (200 rpm) por 16 h.

Hacer una dilucion a 0.3 OD del cultivo anterior y crecer por 2 h méas. Medir
la densidad oOptica (ODegoo) a las 1.5 h y detener crecimiento al llegar a una
ODggo de 1.0.

Centrifugar 1.0 OD de células a 8600 x g por 2 min.
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Lavar el botdn resuspendiendo en 1 mL de H,O desionizada.
Centrifugar células a 10000 x g por 2 min.

Resuspender el botén en 1 mL de H,O desionizada.

© N o 0

Hacer diluciones seriadas 1:10 con H,O desionizada a partir del tubo

anterior.

9. Depositar de 3.0 a 3.5 pL de cada una de las diluciones en placas del
medio de cultivo deseado.

10.Incubar a 37°C durante 12 h.

Secuenciacién de ADN

Todos los plasmidos resultado de este trabajo fueron secuenciados en
secuenciadores automaticos de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM (Ciudad de México, México).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Construccion de la Fusion YidC-SecY
Para determinar la relevancia funcional de las interacciones entre el
complejo SEC y la insertasa YidC, se realiz6 una fusion artificial de los genes que
codifican a SecY y YidC de manera que ambos complejos permanecieran

permanentemente asociados.

1.1 Amplificacion por PCR del gen yidC de E. coli

Se disefaron los oligonucleétidos es105 y es106 para amplificar el gen yidC
de E. coli por reaccion de PCR de alta fidelidad. Una vez amplificado el gen, se
insertd en el plasmido de clonacion pGEM®-T Easy (Promega) creando el
plasmido pJLO1 (Figura 7, panel A). El plasmido pJLO1 fue secuenciado para
determinar la presencia de la secuencia del gen yidC. La secuencia obtenida fue
analizada con los programas computacionales 4Peaks Version 1.7.2 y Serial
Cloner 2.1 encontrando una similitud del 100% comparada con la secuencia de
yidC encontrada en las bases de datos. La secuencia completa se encuentra en el
Apéndice.

Dado que posteriormente se utilizd a la enzima Ncol para pasos subsecuentes de
clonacion, se eliminé por mutagénesis dirigida en el plasmido pJLO1 el sitio de
reconocimiento de dicha enzima que se encuentra en el marco de lectura abierto
del gen yidC, utilizando los oligonucleétidos es109 y es110; el cambio que se
introdujo no altera a secuencia de aminoacidos de la proteina YidC una vez
traducida. A este plasmido se le denominé pJL02 (Figura 7, panel B). Se hicieron
digestiones de ambos plasmidos con la enzima de restriccion Ncol para corroborar
la insercion de la mutacién asi como su integridad. Al digerir pJLO1 con Ncol se
producen tres fragmentos de aproximadamente 3041, 1137 y 570 pares de bases,
correspondientes al vector pGEM®-T Easy y al corte del gen yidC respectivamente
(Figura 7, panel C). Al realizar la misma digestion en el plasmido pJLO2 se
producen solo dos fragmentos de aproximadamente 1707 y 3041 pares de bases,
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correspondientes a la liberacion del gen yidC y al vector pGEM®-T Easy
respectivamente (Figura 7, panel C). La secuencia de pJLO2 se encuentra en el
apéndice.

B Ncol

A Ncol
yidC yidC
pJLo1 T pJLO2

Neol Ncol
ampR ampR
C

v A 3
N Q Q
N4
1kb ¥ &
3000 pb == W o &% ==3041pb
— .« ==1707pb
w= 1137 pb
1000 pb ==
=570 pb

Figura 7. Clonacion del gen yidC de E. coli. (A) Diagrama del plasmido pJLO1 en donde se
representa al gen yidC con su sitio endégeno de Ncol. (B) Diagrama del plasmido pJL02
producto de la mutagénesis dirigida del plasmido pJLO1 para eliminar el sitio endégeno de
Ncol. (C) Ensayos de digestion con la enzima de restriccion Ncol de los plasmidos pJLO1
y pJLO2. La separacion de fragmentos se llevé a cabo en un gel de agarosa 1.3%.

1.2 Fusion del gen yidC rio arriba del gen secY
El plasmido que contiene la secuencia para el gen secY (pEK1, Figura 8,
panel A) fué proporcionado por el Dr. Eli O. van der Sluis (Universidad de Munich,
Alemania).
Los plasmidos que codifican para las proteinas YidC y SecY fueron purificados por

medio de la técnica de lisis alcalina utilizando el kit PureYield™

Plasmid Midiprep.
Para realizar la fusion del gen yidC en el extremo 5’ de secY; se amplifico por PCR

de alta fidelidad el gen yidC presente en el plasmido pJLO2 utilizando los
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oligonucléotidos YidC-NcolF y sc01, este ultimo para afiadir una etiqueta de 6
histidinas y un sitio de reconocimiento ENLYFQG de la proteasa del virus de
tabaco (TEV), elementos necesarios para la purificacion de la proteina y para
realizar ensayos insercion membranal. El producto de la reaccion de PCR se
separd en un gel de agarosa, obteniendo un fragmento de aproximadamente de
1700 pb (dato tedrico= 1719 pb) el cual fue purificado utilizando un kit comercial
(ver Materiales y Métodos).

Una vez purificado, dicho producto se utilizd6 como templado en una segunda
reaccion de PCR para agregar el sitio de restriccion de la enzima Pcil en el
extremo 3" de yidC. Para esta reaccion de PCR se utilizaron los oligonucleétidos
YidC-Ncol F y YidC-Pcil R. El producto de la reaccion de PCR se separ6 en un gel

de agarosa, y se purificé utilizando un kit comercial (ver Materiales y Métodos).

Para fusionar este producto de PCR en el extremo 5 de secY se hicieron dos
reacciones de digestion, en la primera, se digirid6 el producto de PCR con las
enzimas de restriccion Ncol y Pcil (NEB). En la segunda se digirié el plasmido
pEK1 con la enzima de restriccion Ncol (NEB), generando asi extremos cohesivos.
El extremo cohesivo generado por la enzima Pcil es compatible con el de Ncol, de

esta manera al ocurrir la ligacién, ambos sitios se eliminan.

Después de correr ambas digestiones en un gel de agarosa, se purificé la banda
correspondiente a yidC y de manera paralela la banda correspondiente al
plasmido pEK1 linearizado. La fusidn se realiz6 mediante una reaccion de ligacion.
Posteriormente se transformaron células competentes de la cepa DH5a de E. coli

con el producto de la reaccion anterior.

Al generarse los mismos extremos cohesivos, el producto de PCR generado y
digerido con Ncol y Pcil, puede ser clonado en cualquier orientacion en el
plasmido pEK1 digerido con Ncol. Por lo tanto, para verificar la clonacién y

orientacién de yidC con respecto a secY se hicieron reacciones de PCR a partir de
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colonias, utilizando la enzima Taq ADN Polimerasa y los oligonucleétidos YidC-
Ncol F y SecY-Sall R. Las colonias que resultaron positivas para la amplificacion
de un producto de 3053 pb (Figura 8, panel B) correspondiente a la fusion yidC-
secY fueron seleccionadas para extraer y purificar el plasmido utilizando un kit
comercial (ver Materiales y Métodos, Midipreps). Al plasmido generado se le llamé
pJLO3 (Figura 8, panel C).
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Figura 8. Fusién de yidC rio arriba de secY. (A) Diagrama del plasmido pEK1 en donde se
representa el gen secY flanqueado por los sitios Ncol y Clal. (B) Reaccion de PCR de la
fusién yidC-secY. (C) Diagrama del plasmido pJLO3 en donde se representa la fusion
yidC-secY en el plasmido pEK1. La separacion de fragmentos se llevé a cabo en un gel
de agarosa 1.3%.

1.3 Clonacion de la fusion yidC-secY en un plasmido de
expresion en E. coli

Para poder clonar la fusién yidC-secY en un pladsmido de expresion en E.

coli se decidi6 insertar la fusion yidC-secY del plasmido pJLO3 en un plasmido

comercial de clonacion pGEM®-T Easy (Promega), para posteriormente clonarlo

en un plasmido de expresion que tuviera los genes secE y secG del complejo SEC
y poder evaluar in vivo la viabilidad de la fusion.

Utilizando los oligonucleétidos YidC-Ncol F y SecY-Clal R para una reaccion de

PCR de alta fidelidad y agregando la enzima Taq ADN Polimerasa en los ultimos 5

ciclos de la reacciéon, se amplificé un producto de 3053 pb correspondiente a la
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fusion yidC-secY. La Taq ADN polimerasa se afiadid con el fin de generar un
fragmento con extremos salientes 3" por la adicion de una adenina que pueda
ligarse en el vector pGEM®-T Easy, que posee una timina en sus extremos
salientes. Dicho producto se clond6 en el plasmido pGEM®-T Easy mediante una
reaccion de ligacion generando el plasmido pJL03.1 (Figura 9, panel A).
Posteriormente, se transformaron células competentes de la cepa DH5a de E. coli
con el producto de la reaccion anterior y se extrajo ADN plasmidico por la técnica
de lisis alcalina para corroborar la clonacion y la presencia de los sitios de
restricciébn Ncol y Clal en la fusién yidC-secY. La presencia del sitio de restriccion
de Ncol se demostré mediante una reaccion de secuenciacion del plasmido
pJL03.1 utilizando el oligonucledtido T7, el cual se alinea en la region promotora
T7 del mismo plasmido; la secuencia completa se encuentra en el Apéndice. Para
demostrar la generacion del sitio Clal en el plasmido pJL03.1 (ausente en el
plasmido pGEM®-T Easy), se hizo una digestion triple con las enzimas de
restriccion Ncol, Clal y Pcil. Las enzimas Ncol y Clal liberan la fusion yidC-secY,
mientras que la enzima Pcil reconoce un sitio interno en secY, diferente al sitio
eliminado en la ligacién y un sitio en otra region del plasmido fuera de la fusién
(Figura 9, panel B). Los fragmentos esperados de esta reaccion se calculan de
2535, 1902, 1139y 462 pb.
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Figura 9. Clonacion de la fusion yidC-secY en pGEM-T Easy. (A) Diagrama del pladsmido
pJL03.1 en donde se representa la fusion yidC-secY. (B) Digestion del plasmido pJL03.1
con las enzimas de restriccion Ncol, Clal y Pcil como confirmacion del sitio de restriccion
de Clal. La separacion de fragmentos se llevé a cabo en un gel de agarosa 1.3%.
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Para expresar la proteina quimérica YidC-SecY en cepas de E. coli, la
fusion de los genes yidC-secY se clond en el plasmido de expresion pEM21 (Eli O.
van der Sluis, Universidad de Munich, Alemania) que contenia los genes secY,
ftsY, seckE y secG. Dicha clonacion se realizé generando un fragmento de PCR de
la fusion yidC-secY bajo los sitios de restriccion de las enzimas Ncol y Clal. Una
vez purificado por columna, el producto de PCR se clon6 en el plasmido pEM21 -
previamente digerido con las enzimas de restriccion Ncol y Clal para eliminar los
genes secY y ftsY y para generar extremos cohesivos a la fusion yidC-secY- por
medio de una reaccion de ligacion. Posteriormente, se transformaron células
competentes de la cepa DH5a de E. coli con el producto de la reaccién anterior.
Para verificar la presencia de plasmidos con la nueva construccion se hicieron
reacciones de PCR de colonia utilizando la enzima Tag ADN Polimerasa y los
oligonucledtidos YidC-Ncol F y SecY-Clal R. De las dieciocho colonias probadas
(Figura 10, panel A), cinco (colonias 4, 6, 9, 12 y 14) resultaron positivas para la
amplificacion de un fragmento de aproximadamente 3053pb correspondiente a la
fusion yidC-secY. Estas cepas fueron seleccionadas para extraer y purificar el
plasmido utilizando un kit comercial (ver Materiales y Métodos, Midipreps). Al

plasmido generado se le llamo pJLO4.
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Figura 10. Clonacién de la fusion yidC-secY en el plasmido de expresion pEM21. (A) PCR
de colonia para verificar colonias positivas (indicadas con asteriscos) a la clonacion de la
fusién yidC-secY en el plasmido pEM21. (B) Diagrama del plasmido pJL04 en donde se
representa la fusién de los genes yidC-secY en el plasmido pEM21. La separaciéon de
fragmentos se llevd a cabo en un gel de agarosa 1.3%.

2. Construccion de la Fusion SecY-FtsY
Para determinar la relevancia funcional de las interacciones entre el
complejo SEC y la proteina FtsY, se realizé una fusion artificial de manera que

ambos complejos permanecieran permanentemente asociados.

2.1 Fusion del gen secY rio arriba del gen ftsY

El plasmido que contiene la secuencia para la fusion de los genes secY-ftsY
(PEM21, Figura 11, panel B) fue proporcionado por el Dr. Eli O. van der Sluis
(Universidad de Munich, Alemania).
La fusion SecY-FtsY se realiz6 a partir del plasmido de expresiéon pEK20 en el que
los genes que codifican para cada una de las subunidades del complejo SEC
(secY, secE y secG) se encuentran clonados, y se insertdé la region
correspondiente a los dominios N y G mas la metionina inicial (NG+1) de FtsY en
el extremo carboxilo de SecY sin modificar el marco de lectura. Para corroborar la
presencia de la fusion de secY-ftsY se hizo una reaccion de digestion del plasmido

pEM21 con las enzimas de restriccion Ncol y Clal. De esta reaccion se produjeron
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dos fragmentos de aproximadamente 5185 y 2307 pares de bases,
correspondientes al plasmido pEK20 y a la fusién secY-ftsY, respectivamente

(Figura 11, panel A).
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Figura 11. Fusion del gen secY rio arriba de ftsY. (A) Digestién del plasmido pEM21 con
las enzimas de restriccion Ncol y Clal. La separacion de fragmentos se llevd a cabo en un
gel de agarosa 1.3%. (B) Diagrama del plasmido pEM21 en donde se muestra la fusiéon
secY-ftsY, asi como los genes seckE y secG del complejo SEC.

2.2 Analisis funcional de la interaccion fisica entre SecY y FtsY
Una vez obtenida la fusion de SecY-FtsY (pEM21), el plasmido se inserto

en la cepa TY22 de E. coli en la que la expresion de la proteina SecY se inhibe a

una temperatura de 25°C (Baba et al., 1990).

En la Figura 12 se observan ensayos de crecimiento de la cepa TY22

transformada con el plasmido vacio pET324, el plasmido pEM21 o el plasmido

pPEK20 (plasmido que expresa al complejo SEC) a 37 y 25°C.

La cepa que contiene el plasmido vacio funcion6 como control; en esta se observo

un crecimiento favorable a 37°C, y una inhibicion del mismo a 25°C debido a la

inestabilidad de SecY.

En el caso de las cepas que contenian al plasmido pEK20 o la fusion SecY-FtsY

(PEM21), a 37°C y 25°C el crecimiento fue similar al control (a 37°C), por lo que el

complejo SEC y la fusion SecY-FtsY de los plasmidos de expresidon son capaces

de complementar la inhibicion de SecY.
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Figura 12. SecY conserva su funcién cuando FtsY esta fusionada a su extremo carboxilo.
La cepa TY22 con el plasmido vacio (pET324) o plasmidos expresando el complejo SEC
(PEK20) o el plasmido que expresa la fusion SecY con FtsY (pEM21) se crecieron en
medio liquido y muestras de una serie de diluciones 1:10 fueron colocadas en medio LB-
ampicilina sélido a 37 o 25°C.

Para determinar si la proteina FtsY conserva sus funciones cuando se encuentra
asociada permanentemente al complejo SEC, la fusion SecY-FtsY se transformo
en la cepa Y28 de E. coli en la que el gen ftsY se encuentra regulado bajo el
promotor de arabinosa (Luirink et al., 1994).

Se transformé la cepa 1Y28 con el plasmido vacio, el plasmido pFtsY-ANG que
expresa a los tres dominios (A, N y G) del receptor FtsY, el plasmido pEK20 o el
plasmido con la fusion Sec-FtsY (pEM21) y se evalubé su crecimiento en medio
LB+arabinosa 0.2% y LB+glucosa 0.5% (Figura 13).

La cepa que contiene el plasmido vacio (pET324) funcioné como control; en esta
se observo un crecimiento favorable en medio con arabinosa, y una inhibicion del

mismo en medio con glucosa debido a la represiéon de FtsY.

En el caso de las cepas que contenian al plasmido pFtsY-ANG o la fusion SecY-
FtsY (pEM21), tanto en medio con glucosa como con arabinosa el crecimiento fue
similar al control (en medio con glucosa), por lo que la FtsY-ANG y la fusién SecY-
FtsY de los plasmidos de expresion son capaces de complementar la inhibiciéon de
FtsY. En el caso de la cepa transformada con el plasmido pEK20 no se observa

complementacién en medio con glucosa, ya que este plasmido es incapaz de
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producir FtsY y por lo tanto no se puede suplir la ausencia de FtsY reprimido por
glucosa.

+Arabinosa +Glucosa

pFtsY-ANG i =

pEM21

Figura 13. FtsY conserva su funcién cuando se encuentra anclada permanentemente al
complejo SEC. La cepa 1Y28 con el plasmido vacio (pET324) o el plasmido expresando el
receptor FtsY (pFtsY-ANG) o el complejo SEC (pEK20) o el complejo que expresa la
fusién SecY con FtsY (pEM21) se crecié en medio liquido y muestras de una serie de
diluciones 1:10 fueron colocadas en medio LB-ampicilina-arabinosa y LB-ampicilina-
glucosa solido a 37°C.

El andlisis funcional de la interaccion entre SecY y FtsY muestra que el complejo
guimérico SecY-FtsY es capaz de complementar la ausencia de SecY. Sin
embargo, en la cepa TY22 sélo se puede regular la expresion de SecY y no la
expresion de FtsY, por lo que se desconoce si el efecto de complementacion
observado sea debido a la fusibn SecY-FtsY o a la presencia de FtsY enddgena

gue se sigue sintetizando dentro de la célula (Figura 14, panel A).

Asi mismo, los resultados obtenidos indican que FtsY conserva sus funciones
cuando se encuentra anclado permanentemente al complejo SEC y es capaz de
complementar la ausencia de FtsY. Sin embargo aun se desconoce el papel que
juega el complejo SEC enddgeno que se sigue sintetizando en la cepa 1Y28 de E.
coli (Figura 14, panel C).
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Figura 14. Analisis funcional de la fusion secY-ftsY. (A) La fusiébn SecY-FtsY (en verde y
rojo) es capaz de complementar el crecimiento de la cepa TY22 donde SecY es inestable
a bajas temperaturas. Sin embargo se desconoce el efecto de la proteina FtsY (en gris)
enddgena de la cepa TY22 al expresar la fusion secY-ftsY. (B) la ducion SecY-FtsY (en
verde y rojo) es capaz de rescatar el fenotipo de crecimiento en medios con glucosa de la
cepa 1Y28. Sin embargo, se desconoce el efecto de la proteina SecY (en naranja)
endogena de la cepa Y28 al expresar la fusion secY-ftsY. (C) Para descartar la influencia
de las proteinas enddgenas, la expresion de la fusion secY-ftsY en una cepa doble
mutante (| |) en donde sea posible regular la expresion de ambas proteinas, SecY y FtsY,
permitira evaluar de mejor manera la funcionalidad de la fusion.

3. Analisis funcional de las fusiones YidC-SecY y Sec-FtsY en

mutantes dobles de E. coli

Para un estudio posterior, en el que se pretende determinar la funcion de las
porteinas quiméricas YidC-SecY y Sec-FtsY en cepas de E. coli en donde se
regule simultaneamente la expresion de las proteinas presentes en cada una de
las fusiones, se utilizar4 el sistema de Recombinacion Red de Fago Lamba
(Datsenko y Wanner, 2000). Dicho sistema estd basado en la sustitucion por
recombinacién homéloga de un gen por un marcador de resistencia; en este caso
se hard una modificacion para que por recombinacion homéloga se reemplace el
gen enddgeno de secY de las cepas 1Y28 y FTL10 (cepas en las que los genes
ftsY y yidC respectivamente, se encuentran regulados bajo el control
transcripcional de la proteina AraC; Hatzixanthis et al., 2003.) de E. coli por el gen
secY termosensible de la cepa TY22 acoplado a un gen de resistencia a

kanamicina.
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3.1 Clonacion del gen secYts en el plasmido pKD13

Para poder sustituir el gen endoégeno secY de la cepa Y28 o FTL10 por el gen
secYs ¥y un marcador de resistencia a kanamicina se construyo de un fragmento
de recombinacién formado por el gen secYy y el gen kan del plasmido pKD13
(Datsenko et al., 2000) para poder seleccionar a la mutante por su resistencia al

antibiético kanamicina.

A partir de la cepa TY22 de E. coli en la que la expresion de la proteina SecY se
inhibe a una temperatura de 25°C, se hizo una reaccion de PCR de alta eficiencia
utilizando los oligonucleétidos SecY-Sall F y SecY-SallR para amplificar la region
en el genoma correspondiente al gen secYis. El producto de la reaccion de PCR se
separd en un gel de agarosa, obteniendo un fragmento de aproximadamente 1300
pb el cual se purifico utilizando un kit comercial (ver Materiales y Métodos,).

Una vez purificado, el producto amplificado de secYis se digirié con la enzima de
restriccion Sall (NEB) para clonarse en el plasmido pKD13, previamente
linearizado con la enzima de restriccion Sall (NEB) y desfosforilado con Fosfatasa
Alcalina de Ternero —CIP- (NEB).

Los productos de las reacciones de ligacién fueron usados para transformar
células de E. coli DH5a por choque térmico y la verificacion de las colonias
positivas a la reaccion de ligacion se hizo mediante PCR de colonia utilizando los
oligonucledtidos SecY-H1 F y k1. Las colonias que resultaron positivas para la
amplificacion de un producto de aproximadamente 1826 pb correspondiente al
fragmento secYi.kan fueron seleccionadas para extraer y purificar el plasmido
utilizando un kit comercial (ver Materiales y Métodos, Midipreps).

Los plasmidos extraidos se sometieron a la misma reaccion de PCR para
corroborar la amplificacion de un producto de aproximadamente 1826 pb (Figura

15, panel A). Al plasmido generado se le llamé pJLO5 (Figura 15, panel B).
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Figura 15. Amplificacion del gen secY clonado en el plasmido pKD13. (A) Se hicieron
reacciones de PCR para dos muestras de plasmido utilizando dos juegos de
oligonucledtidos, el primero con SecY-H1 F y k1 en donde se espera un fragmento de
1826 pb si secYs esta clonado en la orientacion correcta (1F y 2F), y el segundo con k1 y
SecY-H2 R como reaccion control negativa para la amplificacion de secY (1R y 2R). (B)
Diagrama del plasmido pJLO5 donde se muestra la clonacion de secY en el plasmido
pKD13.

3.2 Generacion de fragmento de recombinacion secY;s-kanr
Mediante una reaccion de PCR de alta fidelidad usando como templado el
plasmido pJLO5 y los oligonucleotidos SecY-H1 F y Kan-P1 L36 R se amplificé un
producto de 2659 pb correspondiente al fragmento de recombinacién secYs-kan el
cual el cual se separ6 en un gel de agarosa al 1.3% y se purificé utilizando el kit

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de la marca Promega.

3.3 Transformacion de cepas IY28 y TY22 con el fragmento

de recombinacion secYs-kan

Para poder hacer la sustitucion del gen secY endogeno de las cepas 1Y28 y FTL10
con el fragmento de recombinacidbn secYi-kanr generado, es necesario
transformar previamente dichas cepas con el plasmido pKD46, de expresion de la
recombinasa Red que permite que el fragmento secYs-kanr recombine con el ADN

gendmico.

El plasmido pKD46 es un plasmido termosensible a 37°, por lo que el método de
eleccion para su integracion en las cepas 1Y28 y TY22 es la electroporacion.

54



Actualmente nos encontramos estandarizando condiciones de transformacion de
la cepas 1Y28 y FTL10 por electroporacion; se ha intentado insertar el plasmido
pKD46 y el fragmento secY-kanr tanto por transformacion por choque térmico

como por electroporacion sin tener un resultado positivo hasta la fecha.
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VII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La proteina quimérica sintetizada SecY-FtsY fue funcional in vivo en E. coli, y
capaz de complementar tanto a SecY como a FtsY aunque de manera

independiente.

En el caso de la proteina quimérica YidC-SecY aun falta determinar su funcion in
vivo; se estd revisando y corroborando la clonacion en el vector de expresion
pEM21 para su posterior transformacion en la cepa FTL10 de E. coli, la cual tiene

el gen yidC bajo el promotor ara.

Para evaluar de mejor manera estas interacciones funcionales se continuara con
la construccién de proteinas quiméricas en un fondo mutante doble, que permita
analizar la naturaleza de las interacciones entre las translocasas SecY y YidC, y
entre el receptor FtsY y SecY; asi como su capacidad en la translocacion y

ensamblaje de proteinas de membrana interna de E. coli.

Una vez evaluada su funcion, se evaluara la expresion y localizaciéon de las
proteinas quiméricas por ensayos de tipo Western-blot con el fin de corroborar que
las proteinas permanecen fusionadas y que su orientacion en la membrana es

correcta.

El objetivo a largo plazo sera obtener la estructura por cristalografia de rayos X de
cada una de las fusiones, con el fin de obtener un modelo que nos ayude a
entender cOmo es que las interacciones entre estas proteinas juegan un papel en

la insercién cotraduccional en la membrana interna de E. coli.

56



VIII. APENDICE

Secuencia del gen yidC del plasmido pJLO1
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