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RESUMEN

Escherichia coli enteropatogena (EPEC) es la principal causa de diarrea en nifios de
paises en vias de desarrollo. EPEC coloniza el intestino delgado produciendo una lesion
histopatoldgica caracteristica de adherencia y eliminacion, denominada lesién A/E. Todos
los genes necesarios para el desarrollo de la lesién A/E, incluyendo aquellos necesarios
para el ensamblaje del sistema de secrecion tipo 11 (SST3), estan codificados en una isla de

patogenicidad cromosomal conocida como locus de eliminacion enterocitica (LEE).

El SST3 o inyectisoma es un dispositivo molecular de inyeccion que transfiere proteinas
de virulencia directamente a la célula hospedera. EI ensamblaje de un SST3 funcional es un
proceso secuencial que requiere una regulacion estricta. Tres conjuntos diferentes de
proteinas se secretan de manera ordenada: los sustratos tempranos (subunidades del eje y
aguja), sustratos intermedios (translocadores) y finalmente los sustratos tardios (efectores).
El cambio de especificidad de sustratos de tempranos a intermedios y tardios ocurre una

vez que la aguja alcanz6 una longitud determinada.

En este estudio identificamos un gen del LEE de funcién desconocida, orfl6.
Encontramos que es sinténico a los genes yscP, spa32, invJ y al gen flagelar fliK.
Reportamos que en una cepa nula en orfl6, se disminuye drasticamente la secrecion de
translocadores mientras se incrementa la de los efectores. Un analisis de secrecion reveld
que Orfl6 se secreta y que regula la secrecion de la proteina del eje, Escl. La mutante en
orfl6 forma un menor ndmero de inyectisomas completamente ensamblados, los cuales
tienen agujas largas con filamento que causan poca hemolisis de eritrocitos. Ademas,
reportamos que Orfl6 interacciona con multiples componentes del SST3 (EscUc, EscF,
Escl y CesT). En conjunto, nuestros resultados demuestran que Orfl6 es una proteina
bifuncional que actda midiendo la longitud de la aguja y como parte de un switch molecular
de manera similar a los miembros de las familia YscP/FlIiK. De acuerdo con los resultados
de este trabajo decidimos renombrar esta proteina como EscP.



ABSTRACT

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a major cause of infant diarrhea in
developing countries. EPEC colonizes the small intestine producing a characteristic
histopathology known as attaching and effacing (A/E) lesion. All the genes needed for the
development of the A/E lesion, including those needed for type 111 secretion system (T3SS)
assembly, are encoded on a chromosomal pathogenicity island known as the locus of

enterocyte effacement (LEE).

The T3SS or injectisome is an injection device that can transfer bacterial virulence
proteins directly into host cells. The assembly of a functional T3SS is a sequential process
that requires tight regulation. Three distinct sets of proteins are secreted in an orderly
manner: the early substrates (inner rod and needle subunits), then the middle substrates
(translocators), and finally the late substrates (effectors). The substrate specificity switch
from early to middle and late substrates (translocators and effectors) occurs once the needle

has reached its full length.

In this study, we identified a LEE open reading frame of unknown function, orf16,
which is syntenic to yscP, spa32, invJ, and to the flagellar fliK gene. We report that an in-
frame deletion of orfl6 resulted in a reduced secretion of translocators and increased
secretion of effectors. Analysis of protein secretion revealed that Orfl6 is a T3SS-secreted
substrate and regulates the secretion of the inner rod component, Escl. The orf16 null strain
showed a reduced the number of fully assembled T3S structures that have abnormally long
needles and filaments, and caused weak hemolysis of red blood cells. Furthermore, Orf16
interacts with several T3 components (EscUc, EscF, Escl and CesT). Overall, our results
suggest that Orf16 is a bifunctional protein that acts as a molecular measuring device and as
molecular switch in a way similar to that of members of the YscP/FIiK protein family.

Therefore, we renamed this protein EscP.



INTRODUCCION

Escherichia coli es el principal organismo anaerobio facultativo de la biota
microbiana que reside en el colon humano. Coloniza al hospedero desde el
nacimiento con una o dos cepas que residen de manera permanente en el intestino y
establecen una relacién simbiotica con el individuo durante toda la vida. Sin embargo,
algunas cepas de E. coli se han relacionado con una gran variedad de enfermedades tanto en
animales como en humanos. Existen ocho patotipos’ de patégenos de humanos, cuyos
mecanismos de infeccion han sido ampliamente estudiados (Figura 1) (Matsuzawa, Kuwae
et al. 2005; Croxen and Finlay 2010).

; . Cerebro: NMEC
e Patovares extraintestinales:

E. coli uropatégena (UPEC)

Torrente sanguineo:

E. coli causante de meningitis UPECY NMEC

neonatal (NMEC)

Intestino grljeso:

e Patovares diarreagénicos: EHEC.EIECy EAEC

Rifién: UPEC

E. coli enterohemorragica (EHEC)
Intestino delgado: EPEC,

ETEC, DAECy EAEC
E. coli enterotoxigénica (ETEC) Vejiga: UPEC
Fig. 1 Patotipos patdgenos de E. coli. Sitios de
colonizacion de cepas de E. coli patogenas de
humanos. Modificada de (Croxen and Finlay
E. coli enteroagregativa (EAEC) 2010).

E. coli enteroinvasiva (EIEC)

E. coli de adherencia difusa (DAEC)

E. coli enteropatdgena (EPEC)

! Patotipo: Grupo de cepas de la misma especie que utilizan diferentes factores de virulencia, infectando un
hospedero especifico y que causan diferentes enfermedades. Se usa como sinénimo de patovar. (Kaper, J. B., J. P. Nataro,
et al. (2004). "Pathogenic Escherichia coli." Nat Rev Microbiol 2(2): 123-140.)



La pérdida y ganancia de elementos genéticos mdviles juega un papel esencial en la
formacion de los genomas de bacterias patdgenas. La transferencia horizontal de genes
(HGT por Horizontal Gene Transfer) es un mecanismo importante que rapidamente
disemina nuevos atributos a organismos receptores. La adquisicién de dichos atributos es
crucial para promover la adecuacion y supervivencia de un patdégeno mientras coevoluciona

con su hospedero, asi como para permitir a la bacteria colonizar nuevos nichos.

Muchos de los factores de virulencia asociados con E. coli patdgenas han sido
estudiados y recientemente se han empezado a dilucidar las interacciones claves entre las
proteinas del hospedero y los factores de virulencia. Por ser el modelo de estudio en este

trabajo, describo con mas detalle a EPEC.

EPEC: Escherichia coli enteropatogena

A principios de los afios 40°s se relaciond a E. coli con enfermedades diarreicas en
humanos, y desde entonces, a esa cepa se le denomind E. coli enteropatégena. Sin embargo,
no fue sino hasta 1978 que Levine realizo estudios con voluntarios, demostrando que la
cepa de EPEC con serotipo O127:H6 era patdgena. Con base en estos estudios y muchos
otros posteriores, EPEC E2348/69 0127:H6 se convirtié en la cepa prototipo (Levine,
Bergquist et al. 1978; Schmidt 2010).

EPEC es la principal causa de diarrea en nifios menores de 2 afios, principalmente en
paises en vias de desarrollo (Kaper, Nataro et al. 2004). Este patovar pertenece a una
familia de patdgenos que forma lesiones de adherencia y eliminacion (A/E) en las células
del intestino; otros miembros de la familia incluyen a EHEC, al patégeno de conejos

REPEC vy al patdgeno de ratones Citrobacter rodentium (CR).

Estudios epidemioldgicos realizados en paises en vias de desarrollo, incluido México,
han demostrado que ETEC y EPEC son dos de los principales patdgenos aislados en casos
de diarrea infantil (Vidal, Canizalez-Roman et al. 2007).




Modelo de infeccion por EPEC: Lesion A/E

EPEC induce en el intestino una histopatologia caracteristica conocida como lesién de
adherencia y eliminacion (A/E). La lesion es resultado de un mecanismo de virulencia
complejo en el que se induce la pérdida de las microvellosidades del enterocito y se altera
la morfologia normal de la region apical de la célula hospedera. Basdndose en estudios de
adherencia in vitro, se ha propuesto un modelo de patogénesis de EPEC dividido en tres
fases: 1) adherencia inicial, 2) inyeccion de efectores (via SST3) y transduccion de sefiales

y 3) adherencia fntima y formacion de pedestal? (ver video 1).

1Adherencia inicial. Un prerrequisito
para el desarrollo de cualquier infeccion
bacteriana es la localizacion de la bacteria en un
nicho que sea adecuado para su desarrollo y la
patogénesis. EPEC no permanece dispersa sobre
las células que infecta sino forma microcolonias
adherentes en la superficie de las células

epiteliales, formando un patron denominado

adherencia localizada (AL) (Figura 2) . '
Fig. 2 Formacién de microcolonias.

(Scaletsky, Silva et al. 1984). La habilidad de Fotografia de microscopia electronica de
producir el fenotipo de AL es dependiente de un ~ Parrido mostrando el patron de adherencia

o ) localizada (AL) por EPEC en células HEp-
plasmido de 95 kb denominado EAF (EPEC 2. Tomada de http://medschool.umaryland.

Adherence Factor), contenido en las cepas edu/infemsd/Images. htm
EPEC tipicas. Una cepa curada del plasmido
EAF (EPEC atipica) causa significativamente menos diarrea en voluntarios que la producida

en aquellos infectados con la cepa EPEC tipica (Levine, Nataro et al. 1985).

2 pedestal: Estructura en forma de podio caracteristica de la lesién A/E. Se compone de protefnas del citoesqueleto del
enterocito que se rearreglan durante la infeccion. Ver figura 7B. Goosney, D. L., M. de Grado, et al. (1999). "Putting E. coli on

a pedestal: a unique system to study signal transduction and the actin cytoskeleton." Trends Cell Biol 9(1): 11-14.



El plasmido EAF de EPEC contiene un operdn de 14 genes (bfpA a bfpL, bfpP y bfpU)
necesarios para la biogénesis y funcion de un pilus tipo IVb (Tfp por type IV pili)
denominado BFP (Bundle Forming Pilus) (Giron, Ho et al. 1991; Donnenberg, Giron et al.
1992; Giron, Donnenberg et al. 1993; Craig and Li 2008). El pilus BFP es un filamento
homopolimérico y flexible formado por subunidades de pilina (proteina de 15-20 kDa) que
sobresale de la superficie de la bacteria y puede llegar a medir varios micrometros de
longitud (Figura 3). Se ha demostrado que el BFP es importante para la adherencia inicial
de la bacteria en el epitelio intestinal (Figura 4), facilita la autoagregacion (los pili se
agregan de manera lateral formando trenzas) (Bieber, Ramer et al. 1998; Pizarro-Cerda and
Cossart 2006), formacion de biopelicula (Ramboarina, Fernandes et al. 2005) e incluso se
ha propuesto que el BFP juega un papel importante en la adherencia dependiente del tipo
celular (Tobe and Sasakawa 2002).

diameter ~85 A

Fig. 3 Fotografias de microscopia electronica del BFP expresado por EPEC. (A) Células de
EPEC tefiidas negativamente, donde las flechas sefialan los pilus (BFP). (B) Pilus alineados a mayor
magnificacion. (C) Imagen que muestra el patrén helicoidal y el didametro del pilus. El virus del
mosaico del tabaco (TMV) se usé como estandar de calibracion. Las barras representan 200 nm. (D)
Modelos del BFP por resolucién atémica. Se representa el filamento BFP formado de 3 hélices
(azul, amarilla y roja), con cada subunidad como una esfera (izquierda) o representada como liston
(derecha). Tomadas de (Ramboarina, Fernandes et al. 2005).

Recientemente se ha demostrado que el pilus es una fimbria retractil, que una vez que la

bacteria hizo contacto con la célula hospedera, las subunidades de pilina (BfpA o bundlina)




se despolimerizan para facilitar el contacto de la bacteria con el epitelio, y asi hacer mas
eficiente la translocacion de efectores o proteinas de virulencia (Zahavi, Lieberman et al.
2011).

Se ha demostrado que la adherencia localizada de EPEC en el intestino, se inicia con la
interaccion entre la bundlina del BFP y un receptor que contiene N-acetil lactosamina
(LacNAc) (Vanmaele, Heerze et al. 1999; Tobe and Sasakawa 2002; Hyland, Sun et al.
2008; Humphries, Griener et al. 2010).También se han reportado otras moléculas como
candidatos a receptores de EPEC, como la fosfatidiletanolamina (PE) (Barnett Foster,
Philpott et al. 1999) y los glucolipidos Gg3 y Gg4 (Jagannatha, Sharma et al. 1991). Es
probable que todos o algunos de estos factores celulares estén involucrados en la union

especifica de EPEC al intestino humano (Tobe and Sasakawa 2002).

Se ha reportado que el flagelo, el pilus comdn de E. coli (ECP) y el filamento EspA
(que forma parte del SST3) estan también directamente involucrados en la adherencia de
EPEC a células humanas (Figura 4) (Giron, Torres et al. 2002; Cleary, Lai et al. 2004;
Torres, Zhou et al. 2005; Saldana, Erdem et al. 2009). Otra adhesina que participa en la
adhesion es LifA, ya que se ha demostrado que una mutante en el gen que codifica a esta
proteina reduce la adhesion (Torres, Zhou et al. 2005).

B Fig. 4 Adherencia inicial.

(A) EPEC utiliza diferentes
adhesinas para unirse al
epitelio intestinal. Modificada
de (Clarke, Haigh et al.
2003). (B) Fotografia de
microscopia  de  barrido
mostrando la adhesion de
EPEC a células Caco-2 y
sefialando los pilus BFP. La
barra representa 1 um.
Tomada de (Cleary, Lai et al.
2004).

Filamento

Flagelo

Pilus BFP

Microvellosidades|

Enterocito

La adherencia de las bacterias patogenas a la célula hospedera es indispensable para
obtener soporte para futuras interacciones que lleven al establecimiento de la enfermedad.

El hospedero tiene muchas barreras innatas para impedir la colonizacion. Entre estas estan




la desecacion, acidez, las mucosidades, enzimas y péptidos antimicrobianos, la peristalsis,
exfoliacion celular y la biota intestinal (Nougayrede, Fernandes et al. 2003), por lo que es
de suma importancia la estrategia utilizada por EPEC para la colonizacion inicial del

epitelio intestinal.

2Translocacién de efectores y transduccion de sefiales. Una vez adherida, EPEC
induce e interfiere con una variedad de vias de sefializacion en la célula eucarionte.
Los genes responsables de esta actividad estan codificados en una isla de patogenicidad
denominada locus de esfacelamiento enterocitico (LEE) (méas adelante explicado a detalle).
El LEE codifica los genes necesarios para el ensamblaje de un sistema de secrecion tipo 3
(SST3), proteinas de virulencia (efectores) que son secretadas a través del SST3,
reguladores transcripcionales, asi como una adhesina de membrana externa necesaria para
la virulencia, llamada intimina (Nataro and Kaper 1998). La intimina esta codificada por el
gen eaeA, y mutantes en este gen no forman el patron de adherencia intima (Rosenshine,
Ruschkowski et al. 1996; Kenny, DeVinney et al. 1997).

EPEC transloca al citoplasma de la célula eucarionte via el SST3 un amplio repertorio
de efectores que alteran numerosos procesos celulares dentro del enterocito y que causan:
rearreglos en el citoesqueleto, afectando la integridad de las uniones estrechas, modulando
el sistema inmune, alterando la secrecion de iones, modificando la homeostasis en
organelos, bloqueando el ciclo celular; todo esto contribuyendo a la diarrea, evitando la
fagocitosis y promoviendo la dispersion de la bacteria (Figura 5 y Anexo 1) (DeVinney,
Gauthier et al. 1999; Kenny, Ellis et al. 2002; Dean, Maresca et al. 2005; Hardwidge, Deng
et al. 2005; Tomson, Viswanathan et al. 2005; Croxen and Finlay 2010; Ham, Sreelatha et
al. 2011).
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Fig.5 Vias de sefalizacion y procesos celulares afectados por la infeccion de EPEC.
Complejidad en la funcion de los efectores translocados al enterocito. Modificada de (Dean and
Kenny 2009).

3Adherencia intima y formacion de pedestal. EPEC utiliza el SST3 (descrito a detalle
mas adelante) para translocar su propio receptor de intimina, Tir (Translocated intimin
receptor), hacia la superficie de la célula hospedera (Kenny, DeVinney et al. 1997). Tir
posee dominios transmembranales y se inserta en la membrana de la célula eucarionte
adoptando una estructura de tallo-asa. La region entre los dos dominios transmembranales
forma un asa extracelular que funciona como dominio de union a intimina, mientras que las

regiones amino (N) y carboxilo (C) permanecen del lado citoplasmico de la célula hospedera
(Figura 6).




Periplasma Fig. 6 La intimina induce el
agrupamiento de Tir en la membrana
del hospedero. En azul se representa a la
adhesina intimina localizada en la
membrana externa (ME) de EPEC. Tir se
inserta en la membrana del hospedero
(MH) e interacciona con la intimina en su
dominio extracelular. Las porciones
amino (N) y carboxilo (C) de Tir
permanecen en el citosol. Modificada de
(Hayward, Leong et al. 2006).

Citosol célula hospedera

Una vez translocado e insertado en la membrana del hospedero, Tir interacciona con la
intimina, se agrupa y es fosforilado por tirosin-cinasas del hospedero (como: Fyn, Abl, Arg
y Etk) en el residuo de tirosina 474 (Y474), localizado en el dominio C de la proteina y
también, en menor medida en la tirosina 454 (Y454) (Figura 7A) (Kenny 1999; Frankel,
Phillips et al. 2001; Campellone, Rankin et al. 2004; Phillips, Hayward et al. 2004,
Hayward, Leong et al. 2006; Swimm and Kalman 2008; Campellone 2010). La interaccion
Tir-intimina lleva a la adherencia intima entre la bacteria y el enterocito (10 nm de
separacion). ElI aminoacido Y474 fosforilado y los residuos que lo flanquean, unen a la
proteina adaptadora Nck (a través de su dominio SH2), que es un activador de la via de
polimerizacion de actina en células de mamifero (Figura 7A) (Gruenheid, DeVinney et al.
2001; Campellone, Giese et al. 2002; Campellone 2010). El reclutamiento de Nck por Tir
es un paso esencial en la formacion de la lesion A/E y se ha demostrado que la sola
agrupacion del carboxilo de Tir (promovida por la interaccion con la intimina) es suficiente
para generar una cascada de sefializacion dependiente de Nck (Campellone, Rankin et al.
2004). Mas recientemente se ha sugerido que la actividad de Tir va mas alla de reclutar a
Nck para modular la polimerizacién de actina y formar pedestales, ya que se ha visto que
EPEC puede reclutar a la proteina N-WASP (Neural Wiskott-Aldrich syndrome protein) y
formar pedestales en células que carecen de Nck; sugiriendo que Tir pudiera tener blancos

auxiliares que afecten la dindmica de la actina (Campellone 2010).

NcK contiene dominios (SH3) que promueven el reclutamiento del factor N-WASP, y

esa interaccion es suficiente para estimular la nucleacion de actina dependiente del




complejo Arp2/3 (Actin-related protein 2/3 complex), que es un grupo de siete proteinas
gue actlan colectivamente para generar nuevos filamentos de actina (Figura 7A) (Rohatgi,
Nollau et al. 2001; Hayward, Leong et al. 2006; Campellone 2010). Esto lleva a numerosas
alteraciones en el citoesqueleto del enterocito en el sitio de adhesion de la bacteria,
generando estructuras especializadas ricas en actina, conocidas como pedestales (Figura
7B-C) (Goosney, DeVinney et al. 2000; Lin and Guttman 2012).
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Fig. 7 Formacion del pedestal. (A) Cascada de sefializacion provocada por la interaccion Tir-
intimina. La fosforilacion de Tir (estrellas amarillas) en los residuos de tirosina (Y454 y Y474)
genera un sitio de union para Nck que activa a N-WASP, el cual estimula al complejo de
polimerizacion de actina Arp2/3. La acumulacion de actina debajo del sitio de adhesion de EPEC,
lleva a la formacion de estructuras denominadas pedestales. Modificada de (Hayward, Leong et al.
2006). (B) Fotografia de microscopia electrénica de barrido donde se observan los pedestales sobre
los cuales permanece adherida EPEC. Tomada de (Pizarro-Cerda and Cossart 2006). (C) La triple
tincion por inmunofluorescencia muestra a la bacteria (azul), a la proteina Tir (verde) y al pedestal
compuesto de F-actina (rojo). Tomada de (Hayward, Leong et al. 2006).

Aunque la funcion bioldgica del pedestal aln se esta estudiando, se ha propuesto que
podria tener varias; es posible que la adherencia intima al epitelio haga a la bacteria mas
resistente a despegarse con el flujo producido por la diarrea, que facilite la colonizacion
(evitando defensas del hospedero) o como mecanismo antifagocitico (Campellone 2010).
Existe también la propuesta de que el pedestal es lo menos importante de la infeccion, que
mecanismos como la adherencia a la mucosa y la eliminacién de las microvellosidades, que

garantizan la adherencia intima de la bacteria a la superficie, pueden ser los



acontecimientos fundamentales que le dan a EPEC una ventaja adaptativa (Frankel and
Phillips 2008).

Se ha visto que los dominios citoplasmicos de Tir (en especial el amino), se unen a
otros componentes del citoesqueleto, como a las proteinas de adhesiones focales: a-
actinina, talina y vinculina, y dichas proteinas se han encontrado reclutadas como parte de
los pedestales (Campellone, Rankin et al. 2004). Recientemente se demostré que EPEC es
un patégeno que permanece extracelular ya que Tir no es ubiquitinado, tal y como sucede
con los receptores de las células hospederas de patdgenos invasivos (Lin and Guttman
2012).

Una caracteristica importante, resultado de la adherencia de la bacteria y los dramaticos
cambios en el citoesqueleto de la célula hospedera, es también el esfacelamiento de las
microvellosidades del enterocito (Thomas, Deng et al. 2007). Ya que en los pedestales se
ha encontrado a una proteina que forma parte de las microvellosidades (ezrina), existe la
propuesta de que los pedestales, en parte (ya que se reclutan muchas otras proteinas no
derivadas de las microvellosidades) se forman a partir de proteinas reabsorbidas de las

microvellosidades eliminadas (Goosney, DeVinney et al. 2001).

Sistema de secrecion tipo 3

El sistema de secrecion tipo 3 (SST3), también conocido como inyectisoma, contribuye
en la generacion de numerosas enfermedades en animales, con una gran variedad de
sintomas y severidades, desde la diarrea hasta la septicemia. EI SST3 se encuentra tanto en
patdgenos de animales (e.g. Yersinia, Salmonella, Shigella y EPEC), como en patdgenos
de plantas (e.g. Pseudomonas, Ralstonia y Xanthomonas) y también en simbiontes
(Rhizobium) (Cornelis and Van Gijsegem 2000). EI SST3 se encarga a su vez de la
biogénesis del flagelo. Los SST3 flagelar y de virulencia son genética, estructural y
funcionalmente semejantes y se propone que evolucionaron a la par a partir de un ancestro
comun (Blocker, Komoriya et al. 2003; Gophna, Ron et al. 2003; Macnab 2004; Erhardt,

Namba et al. 2010). Recientemente, mediante un analisis filogenémico se evidencié que los
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SST3 no flagelares (de virulencia y simbiontes) surgieron a partir del flagelo y que una

etapa importante en la evolucion fue la adquisicion de las secretinas (Abby and Rocha
2012).

Para promover las interacciones con el epitelio intestinal y generar la lesion A/E, EPEC
utiliza el SST3 para translocar proteinas de virulencia hacia al citoplasma de la célula
hospedera (Garmendia, Frankel et al. 2005; Campellone 2010).

Como se mencioné anteriormente, 1os genes necesarios para el ensamblaje del SST3 se
encuentran codificados en una isla de patogenicidad cromosomal llamada locus de

eliminacion enterocitica (LEE), la cual estd presente en todos los patdgenos de la familia
AJE (Figura 8).
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Fig. 8 Representacion esquematica de los factores de virulencia de EPEC codificados en el
cromosoma o en el plasmido EAF. Modificada de (Dean, Maresca et al. 2005).

Un elegante estudio demostro que la isla contiene los genes necesarios para la induccion
de la lesion A/E, ya que la transferencia de la isla LEE completa hacia una cepa de E. coli
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no patégena (K-12), le confiri la secrecion de proteinas de virulencia, la alteracion de las
vias de sefializacion dentro del citoplasma de la célula hospedera y causo la lesion A/E en

células eucariontes (McDaniel and Kaper 1997).

El LEE es una region de 35.4 kb, cuya composicién nucleotidica G+C es ~38%, lo cual
es menor comparado con el contenido G+C del resto del genoma (~50%); se encuentra
insertada en el gen selC que codifica para el tRNA de selenocisteina (que es el mismo sitio
en el que UPEC tiene una isla de patogenicidad no relacionada) (Donnenberg, Lai et al.
1997; Chandry, Gladman et al. 2012). EI LEE contiene 41 genes organizados en 5
operones, asi como unidades transcripcionales individuales (Figura 8) (Donnenberg, Lai et
al. 1997).

En el anexo | se detalla la funcion de cada uno de los 41 genes de la isla LEE de EPEC,

asi como de algunos factores de virulencia codificados fuera del LEE.

Es claro que la transferencia horizontal de genes juega un papel importante en la
evolucion de las regiones asociadas a patogenicidad. Se cree que el LEE se adquirié por

HGT, pero la fuente ain no se conoce (Chandry, Gladman et al. 2012).

El SST3 de EPEC consiste de aproximadamente 17 proteinas (Figura 9), tiene una masa
estimada de 3.5 MDa (Schraidt and Marlovits 2011) y estructuralmente se compone de dos

partes:

1) Cuerpo basal. Compuesto de 12 proteinas transmembranales, periplasmicas y
citoplasmicas (EscR, S, T, U, V, C, D, J, I, Q, N, L), de las cuales 8 estan altamente
conservadas entre los diversos SST3 (ver Anexo I1), incluyendo al flagelo, y se ensamblan
para formar el aparato de exportacion (Figura 9). Una caracteristica importante es que todos
los componentes del aparato de exportacidén, son esenciales para la biogénesis del

inyectisoma y por lo tanto, para la secrecion.

La secretina EscC (homdlogos InvG de S. enterica, MxiD de S. flexneri y YscC de Y.
enterocolitica) se exporta via Sec, oligomeriza y forma un anillo en la membrana externa
de 12 a 15 subunidades con un diametro externo de 110 A. Este anillo provee un canal de

salida para las proteinas y sirve de interfase o0 conexién con otros componentes del cuerpo
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basal como las proteinas que forman el anillo MS (EscD y Escl) a través de un dominio
amino periplasmico, actuando asi, como un centro de nucleacién (Spreter, Yip et al. 2009;

Diepold, Wiesand et al. 2011; Kosarewicz, Konigsmaier et al. 2012).

La proteina EscJ (homodlogos PrgK de S. enterica, MxiJ de S. flexneri y YscJ de Y.
enterocolitica) se exporta via Sec y forma un anillo en la membrana interna que se predice
esta formado de 24 subunidades con un didmetro externo de 170 A. La proteina se
encuentra posicionada hacia la cara periplasmica de la membrana interna y anclada a esta
por su amino terminal de lipidacién (Yip, Kimbrough et al. 2005; Spreter, Yip et al. 2009;
Kosarewicz, Konigsmaier et al. 2012).

La proteina EscD (homologos PrgH de S. enterica, MxiG de S. flexneri y YscD de Y.
enterocolitica) se exporta via Sec, consiste de un dominio amino citoplasmico y un
dominio carboxilo periplasmico que forma un anillo de 18 a 24 subunidades conceéntrico al
anillo EscJ. EscD es necesaria para que la secretina se conecte con EscJ (Spreter, Yip et al.

2009; Kosarewicz, Konigsmaier et al. 2012).

La proteina EscQ (homdlogos SpaO de S. enterica, Spa33 de S. flexneri y YscQ de Y.
enterocolitica) forma una estructura homologa al anillo C flagelar, se localiza en la base del
aparato mediante su interaccién con EscD y EscJ. Forma un complejo con las proteinas
EscN y EscL (Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 2011). Por estudios de las proteinas
Spa33 y Spa0, se pueden inferir algunos sustratos con los que EscQ podria interaccionar:
EscP, efectores y complejos sustrato-chaperona. Se propone que el complejo de proteinas
asociadas a la ATPasa junto con EscQ actia como plataforma de clasificacién/seleccion de
sustratos (Morita-Ishihara, Ogawa et al. 2006; Diepold, Amstutz et al. 2010; Lara-Tejero,
Kato et al. 2011).

Las proteinas EscR, EscS y EscT son proteinas transmembranales exportadas via Sec,
que se ensamblan en la membrana interna y forman parte del aparato de exportacion y
aungue algunas contienen dominios citopldsmicos (EscR) y periplasmicos (EscR y EscS),
su funcion, aparte de ser componentes estructurales del aparato de secrecion, aun se
desconoce (Moraes, Spreter et al. 2008; Berger, Robin et al. 2010; Worrall, Lameignere et
al. 2011).
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secrecion de sustratos (Abrusci, Vergara-Irigaray et al. 2013).

La proteina EscU (homdlogos SpaS de S. enterica, Spa40 de S. flexneri y YscU de Y.
enterocolitica) posee 4 cruces transmembranales que se insertan en la membrana interna y
un dominio grande citoplasmico que se autoprocesa, es parte del aparato de exportacion y
contribuye en la jerarquia de secrecién de sustratos. Por ser una proteina de interés en este

trabajo, se describira detalladamente mas adelante (Diepold, Wiesand et al. 2011).

La proteina EscN (homologos InvC de S. enterica, Spa47 de S. flexneri y YscN de Y.
enterocolitica), forma una ATPasa hexamérica, relacionada a la F;-ATPasa (Andrade,
Pardo et al. 2007; Zarivach, Vuckovic et al. 2007). La actividad de la ATPasa se regula

negativamente por su asociacion con la proteina EscL.

La proteina Escl (homdlogos PrgJ de S. enterica, Mxil de S. flexneri y Yscl de Y.
enterocolitica) polimeriza para formar un eje interno, que es esencial para la secrecion de
proteinas, funcionando como un canal de conexion entre la aguja y el centro del cuerpo
basal. Se ha reportado que Escl interacciona con EscU y con EscC. Recientemente, estudios
en PrgJ sugieren que la proteina es flexible y demostraron que el residuo Tyr-77 localizado
en una hélice en la porcion carboxilo juega un papel critico en el ensamblaje del
inyectisoma (Sal-Man, Deng et al. 2012; Zhong, Lefebre et al. 2012).

2) Componentes extracelulares. La aguja es un homopolimero helicoidal de mas de
100 subunidades de una proteina pequefia (EscF, 8 kDa), y dicha estructura sobresale de la
membrana externa de la bacteria y establece un tinel necesario para la secrecion de
proteinas. La aguja de EPEC tiene una longitud de 40-50 nm, un diametro externo de 8 nm
y uno interno de 2.5 nm. El ensamblaje de la aguja ocurre en dos pasos: nucleacién y
elongacion, su polimerizacién ocurre hacia el extremo distal (Wilson, Shaw et al. 2001;

Poyraz, Schmidt et al. 2010; Kosarewicz, Konigsmaier et al. 2012).

Se ha determinado la estructura de los homologos a EscF, MxiH de S. flexneri (Deane,
Roversi et al. 2006), BsaL de Burkholderia (Zhang, Wang et al. 2006) y Prgl de S. enterica
(Wang, Ouellette et al. 2007), y las tres estructuras revelaron a la proteina que conforma la
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aguja como un “coiled-coil™® formado por dos hélices unidas por un giro de 6 residuos
(Blocker, Deane et al. 2008). Para EscF solo se ha visto que interacciona con ESpA
(Wilson, Shaw et al. 2001). Para los homologos YscF de Y. enterocolitica y PscF de
Pseudomonas se han identificado y cristalizado en complejo, una chaperona y una co-
chaperona YscG/YscE y PscG/PscE, respectivamente y se demostrd que su funcion es
prevenir la polimerizacion prematura de la aguja (Quinaud, Chabert et al. 2005; Quinaud,
Ple et al. 2007; Sun, Tropea et al. 2008; Ple, Job et al. 2010).

Recientemente se propuso que la polimerizacion de la aguja es necesaria para abrir la
secrecion desde la secretina, ya que en ausencia de la aguja, los sustratos se acumulan en el

periplasma (Diepold, Wiesand et al. 2012).

EPEC, al igual que Bordetella spp., posee un filamento que se polimeriza a partir de la
punta de la aguja y se conforma por miles de subunidades de la proteina EspA (Blocker,
Deane et al. 2008; Medhekar, Shrivastava et al. 2009). El filamento tiene una longitud
variable (60-700 nm), un didmetro externo de 12 nm y un canal interno de 2.5 nm (Sekiya,
Ohishi et al. 2001; Daniell, Kocsis et al. 2003). La formacién del filamento EspA es
indispensable para la formacion del poro y para la translocacion de proteinas (Shaw,
Daniell et al. 2001). EspB

C@Aro de
Se propone que una de las funciones del filamento es EspD translocacion

la de detectar el contacto con la célula hospedera y activar

la secrecion de las proteinas translocadoras hidrofébicas F";gpinto
(EspB y EspD) que se insertan directamente en la

membrana del enterocito para formar un poro de 25 A

(Blocker, Deane et al. 2008). Inicialmente se habia ey

-—

descrito la interaccion EspB-EspD y recientemente se  kjg 10 Representacion de la aguja,

describi6 la interaccion EspA-EspD, sin embargo no se  filamento y poro de translocacion
del SST3 de EPEC. Modificada de

(Luo and Donnenberg 2011).

3 Coiled-coil: Es un motivo estructural formado por dos o mas o-hélices yuxtapuestas. A menudo, estas dos hélices
interaccionan entre si mediante cadenas laterales de leucina. Se ha descrito que estos dominios son comunes e importantes
para la funcion de las proteinas de los SST3. Knodler, L. A., J. A. Ibarra, et al. (2011). "Coiled-coil domains enhance the

membrane association of Salmonella type 111 effectors.” Cell Microbiol 13(10): 1497-1517.
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ha encontrado un complejo en el que las tres proteinas translocadoras interaccionen al
mismo tiempo y tampoco se ha observado la interaccion EspA- EspB. Se propuso un orden
de interaccion entre los translocadores en el cual, EspA interacciona con EscF y con EspD,
EspD interacciona con EspA y con EspB y finalmente EspB interacciona sélo con EspD
(Figura 10) (Luo and Donnenberg 2011).

Existen varios modelos que tratan de explicar como, una vez que hay contacto con la
célula hospedera, la sefial se transmite a través del SST3 para activar la secrecion de
proteinas desde el citoplasma de la bacteria. EI primero propone que la punta de la aguja
(Illamada “tip” en inyectisomas que no poseen filamento, pero las proteinas que los forman
son homdlogas) sufre cambios estructurales con el contacto y que podria tener una
conformacién abierta o cerrada, y que ese cambio activa la secrecion. Esta hipotesis se
refuerza en el hecho de que en S. flexneri, se han encontrado a los translocadores IpaD e
IpaB en la punta del inyectisoma ensamblado y se ha propuesto que podrian adoptar
conformaciones como un poro abierto o cerrado, por lo tanto, es posible que un cambio en
la porcion extracelular y mas distal del aparato es lo que active la secrecion. Otras
evidencias apoyan un segundo modelo basado en mecanismos de compuerta desde el
citoplasma bacteriano (o desde la cara citoplasmica de la membrana interna). Este modelo
se basa en la funcion que tienen complejos proteicos (familia de proteinas YopN/TyeA),
que se activan por sefiales enddgenas (cambios de pH o en la concentracion de iones) y que
actGan como represores selectivos o activadores de la secrecion de cierta clase de sustratos,
sirviendo como reguladores de la jerarquia de secrecion. El tercer modelo propone que la
aguja juega un papel activo en transmitir la sefial al contacto con la célula hospedera,
generando cambios estructurales a lo largo de sus subunidades que llegan hasta la base del

inyectisoma (Blocker, Deane et al. 2008).

El ensamblaje del inyectisoma y la secrecion de proteinas ocurren de manera secuencial
y son procesos altamente regulados y coordinados. Diferentes estudios han demostrado que
los anillos de las membranas interna y externa de la bacteria, se ensamblan de manera

independiente (Figura 11).
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La rama de ensamblaje en la membrana externa comienza con la formacion del anillo de
la secretina (EscC), a lo cual procede el anclaje de EscD y EscJ (Figura 11A). Por otro lado,
la rama de ensamblaje en la membrana interna, que contiene al aparato de exportacion,
comienza con la insercion de las proteinas EscR, EscS y EscT, que promueven la
oligomerizacion de EscV y el anclaje a EscJ (Figura 11B). Ya que ambas ramas reclutan a
EscJ, se propone que esta proteina es el elemento que une a las dos subestructuras (Figura
11C). Posteriormente, se ensamblan el complejo de la ATPasa y el anillo C, completando el
aparato de exportacion (Figura 11D). Finalmente se permite la salida de la proteina que
forma la aguja, EscF (Figura 11E) (Diepold, Amstutz et al. 2010; Wagner, Konigsmaier et
al. 2010; Diepold, Wiesand et al. 2011).
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Fig. 11. Modelo de ensamblaje del cuerpo basal del inyectisoma. MI: membrana interna y
ME: membrana externa bacteriana. Modificada de (Diepold, Wiesand et al. 2011).

Una vez que estd ensamblada la base del SST3, los sustratos son secretados en un orden
secuencial. Primero los sustratos tempranos que forman el eje (Escl) y la aguja (EscF),
incluyendo a la proteina reguladora de la longitud de la aguja (EscP), después los sustratos
intermedios o translocadores que forman el filamento (EspA) y el poro en la membrana de
la célula eucarionte (EspB y EspD) y finalmente los sustratos tardios o efectores. Con este

control en la jerarquia de secrecidn, se asegura que los efectores sean translocados
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directamente del citoplasma de la bacteria al citoplasma del enterocito en un solo paso y sin

intermediarios (Kosarewicz, Konigsmaier et al. 2012).

Se han descrito complejos proteicos, denominados “Switches” o interruptores

moleculares, encargados de regular el cambio en la especificidad de sustratos.

En los SST3 de virulencia y flagelar, un primer switch se encarga de regular la salida de
los sustratos tempranos hasta que la aguja alcance su longitud determinada genéticamente,
y entonces se permite la secrecion de translocadores (sustratos intermedios). Los complejos
de proteinas encargadas de regular este mecanismo son las de la familia de YscP/YscU de
Y. enterocolitica, Spa32/Spa40 de S. flexneri, Inv)/SpaS de S. enterica y FliK/FIhB del
SST3 flagelar.

En los SST3 de virulencia, un segundo switch se encarga de permitir la salida de
sustratos intermedios y hasta que se ensamble el filamento, se haga contacto con la célula
eucarionte y se forme el poro, permite la salida de los sustratos tardios (efectores). Se han
identificado varios complejos proteicos que actlan en esta etapa: SepD/SepL de los
patogenos A/E (Deng, Li et al. 2005; Deane, Abrusci et al. 2010), SpiC/SsalL/SsaM de S.
enterica SPI-2 (Yu, McGourty et al. 2010), YscB/YopN-TyeA/SycN de Y. enterocolitica
(Day and Plano 1998; Iriarte, Sory et al. 1998; Jackson, Day et al. 1998; Ferracci, Day et al.
2004) y también se han descrito proteinas con funcién de switch 2 en las que no se ha
identificado la formacion de complejos proteicos, MxiC de S. flexneri (Botteaux, Sory et al.
2009; Martinez-Argudo and Blocker 2010) e InvE de S. enterica SPI-1 (Kubori and Galan
2002). El fenotipo de una mutante en cualquiera de los genes que codifican para las
proteinas de los complejos del switch 2, es el de un aumento en la secrecién
(hipersecrecion) de proteinas efectoras. Existen diferentes modelos para tratar de explicar

como funciona este segundo switch, pero el mecanismo a detalle atn se desconoce.
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ANTECEDENTES

Reglas moleculares bifuncionales: control de la longitud del
gancho/aguja y cambio en la especificidad de secrecion de

sustratos

— En el flagelo: FIiK y FIhB

El flagelo bacteriano es una maquina rotatoria impulsada por iones que permite la
movilidad de las bacterias y les ha conferido ventajas adaptativas sobre organismos no
moviles (Erhardt, Namba et al. 2010).

Como se mencion6 anteriormente, el flagelo y el inyectisoma son estructural y
funcionalmente similares. Ambos consisten de 3 subestructuras: (i) el cuerpo basal
embebido en las membranas de la bacteria (ii) el gancho (SST3 flagelar) o aguja (SST3 de
virulencia) que sobresalen al exterior y (iii) el filamento que se extiende a partir del
gancho/aguja (Figura 12). El flagelo se ensambla de manera jerarquica, comenzando en el
cuerpo basal y terminando en el filamento (Ver video 2).

El gancho actia como una union flexible que transmite el movimiento rotacional
generado en el cuerpo basal hacia el filamento. Se ha postulado que el gancho necesita
tener una longitud adecuada para su funcién en la movilidad de la bacteria; ya que si es
muy corto no es capaz de generar suficiente angulo de flexion, y si es muy largo no es

eficiente para la transmision del torque (Waters, O'Toole et al. 2007).
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Fig.12 Sistema de secrecion tipo 111 (A) Representacién esquematica donde se muestra la
similitud estructural del SST3 flagelar (izquierda) y de virulencia (derecha). Modificada de (Buttner
2012). (B) Fotografia de microscopia electronica mostrando la diferencia de tamafios entre el
flagelo y el inyectisoma de EPEC. Tomada por Monjaras Feria J, Universidad de Osaka, 2009.

Desde principios de los 70°s se reportd que mutantes en el gen fliK (antes flaR) de S.
enterica generan ganchos mucho mas largos (de hasta 1000 nm) comparados con los de la
cepa silvestre (55 nm) y que estas no ensamblan filamentos; a ese fenotipo se le denominé
“poligancho” (Patterson-Delafield, Martinez et al. 1973; Suzuki and lino 1981).
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Estudios posteriores demostraron que mutaciones en el gen flhB podian suprimir el
defecto en la formacion del filamento en un fondo AfliK, sugiriendo que ambas proteinas
asisten la secrecion de la flagelina (Hirano, Yamaguchi et al. 1994; Kutsukake, Minamino
et al. 1994).

FliK es una proteina de 405 residuos de aminoacidos (aa) y consiste de al menos tres
regiones: (i) la region amino terminal (FliKy1.150) que contiene la sefial de secrecion (en los
primeros 40 aa) y que esta involucrada en la medicion de la longitud del gancho; (ii) una
porcion conectora central rica en prolinas (FliKnisi-205) Y (iii) una region carboxilo terminal
(FliKcogs-405), denominada T3S4 (Type Il Secretion Substrate Specificity Switch)
involucrada en el cambio de especificidad de secrecion de sustratos (Switch). De la region
T3S4, los aa 305-350 y 400-405 son esenciales para el switch. Se ha encontrado que FliKy
interacciona con la proteina que forma la tapa del gancho FIgD y con la proteina del gancho
FIgE, mientras que FliK¢ interacciona con la porcion citoplasmica de la proteina de
membrana interna FInB (Minamino, Saijo-Hamano et al. 2004; Minamino, Ferris et al.
2006; Moriya, Minamino et al. 2006). En 2011 se determind la estructura cristalografica de
un fragmento (aa 204 al 370) de la region carboxilo de FliK, la cual consiste de dos a-

hélices y cuatro hojas f (Mizuno, Amida et al. 2011).

FIiK es un sustrato temprano que se secreta durante el ensamblaje del gancho y que
pertenece a la misma clase de las proteinas que forman el gancho y el eje. Su sefial de
secrecion esta en los primeros 10 residuos y se calculé que se exportan de 30 a 100
moléculas de FliK por célula. Estudios preliminares mostraron que FliK es una proteina
elongada, que su porcidén amino es importante para su secrecion y que el extremo carboxilo
es importante para su funcion de switch (Minamino, Gonzalez-Pedrajo et al. 1999;

Minamino, Saijo-Hamano et al. 2004).

FliK controla la longitud del gancho, y una vez que este llega a su longitud 6ptima de
55 nm, junto con FIhB causa un cambio de especificidad en la secrecion de sustratos que
permite la secrecion de sustratos tardios y el ensamblaje del filamento (Minamino, Saijo-
Hamano et al. 2004).
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FIhB es una proteina de membrana interna que forma parte del aparato de exportacion,
posee una region amino que contiene cuatro cruces transmembranales y un dominio
carboxilo citoplasmico de 172 aa (FIhBc211-383) que se autoprocesa entre los residuos Asn-
269 y Pro-270, en un motivo altamente conservado entre la familia de proteinas
FIhB/YscU, denominado motivo NPTH. Como resultado de la protedlisis, el dominio
carboxilo se subdivide en dos polipéptidos (FIhBcn Yy FIhBec), los cuales interaccionan
entre si aun despues del corte. Se encontr6 que FIhBc interacciona con FliK, y que la
interaccion se requiere para promover un cambio conformacional en FIhB¢, necesario para
el switch (Minamino and Macnab 2000; Ferris, Furukawa et al. 2005). Se sabe que si FIhB
no se corta, se forman poliganchos que ya no ensamblan el filamento (Fraser, Hirano et al.
2003).

También se han visto interacciones de FIhBc con FIhAc, FliH y con Flil (Zhu,
Gonzalez-Pedrajo et al. 2002).

Con base en todos los estudios sobre FliK y FIhB, se han propuesto varios modelos para
explicar cémo FliK podria estar midiendo la longitud del gancho y promover el switch

junto con FIhB:

Copa medidora: La evidencia que llevo a plantear este modelo fue que mutantes en los

genes que codifican a las proteinas que forman una estructura en forma de copa en la base
del aparato (el anillo C ensamblado por FliG, FliM y FliN), producen un fenotipo de
ganchos cortos. Se propuso que la longitud del gancho pudiera estar determinada por el
naumero de subunidades de FIgE que caben en el anillo C y que una vez que son exportadas,
FIhB queda libre para interaccionar con FliK y mediar el switch (Figura 13) (Makishima,
Komoriya et al. 2001)

Gancho
Fig. 13. Modelo de la copa medidora. El anillo C actla
como copa medidora que contiene una cantidad
determinada de subunidades del gancho (FIQE en gris),
gue son secretadas y ensambladas. Una vez que todas las
subunidades de FIgE se secretaron, FliK (en amarillo)
puede interaccionar con FIhB y provocar el cambio de
especificidad (estrella roja). Modificada de (Erhardt,
Hirano et al. 2010).

Anillo C )
(FIGMN) @ FliK
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Algunos datos en contra de este modelo son: (i) que mutantes en la proteina que
funciona como la tapa del gancho (FIgD) (en las cuales existe un anillo C intacto y FliK se
secreta) no forman gancho; (ii) basados en las predicciones de las dimensiones del anillo C,
este sélo podria contener 50 subunidades del gancho, cuando un gancho silvestre promedio
estd compuesto de ca. 130 subunidades (Waters, O'Toole et al. 2007; Erhardt, Hirano et al.
2010).

Este modelo se refutd recientemente con evidencia de que en ausencia del anillo C se
ensamblan ganchos con filamento y que las proteinas que forman el anillo C no
interaccionan con la proteina que forma el gancho (Erhardt, Hirano et al. 2010).

Regla_molecular_estatica: EI modelo postula que FliK se secreta, FliKy adopta una

conformacioén elongada dentro del canal y la porcién amino se une a la proteina-tapa del
gancho (FIgD), favoreciendo la medicion fisica de la longitud del gancho. Ya que FliK
interacciona también con FIgE (proteina del gancho) se sugiere que dicha interaccion
favorece el anclaje temporal de FliK. Se propone que el carboxilo de FlIiK permanece en el
citoplasma para poder interaccionar con FIhBc y cambiar la especificidad de secrecion de

sustratos (Figura 14 y ver video 3) (Moriya, Minamino et al. 2006).

Tapa del gancho Gancho
(FlgD) ~~ Fig. 14. Modelo de la regla molecular.
o Las subunidades del gancho (FIgE en
A gris), se secretan mientras FIliK (en
FIgE - amarillo) se encuentra dentro del canal y

anclada mediante su interaccion con FlgD.

’?_] l_;‘” "g;J Una vez que FliK esta totalmente estirada
, ~ interacciona con FIhB y provoca el cambio

A Az de especificidad (estrella roja). Modificada
4 — — de (Erhardt, Hirano et al. 2010).

Aparato de
exportacion Q @ FIiK
@ FIgE

Existe evidencia experimental a favor de este modelo, ya que inserciones o ablaciones

en FliK, generan ganchos mas largos o mas cortos, respectivamente. Esta también el hecho

de que bacterias con ganchos mas largos, tienen proteinas FIiK mé&s largas (Shibata,
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Takahashi et al. 2007; Waters, O'Toole et al. 2007). Un punto en contra de este modelo es
que FliK necesitaria estirarse y medir la longitud del gancho (55 nm) mas la longitud del
eje, que va de la membrana interna a la externa (35 nm), y siendo que un polipéptido
estirado s6lo puede extenderse 0.37 nm por residuo, se necesitarian ca. 250 aa para abarcar
los 90 nm. El amino de FliK es de 200 residuos, insuficientes para la funcion de regla, lo
que sugiere que el modelo debe ser méas flexible (Moriya, Minamino et al. 2006). Otro
punto en contra de este modelo es que el canal de secrecidon es muy estrecho (2 nm) como
para permitir la secrecion de las subunidades del gancho al mismo tiempo que FliK esta
dentro de dicho conducto (Erhardt, Hirano et al. 2010).

Regla molecular_infrecuente: Se propuso un modelo alterno en el que FliK se secreta

intermitentemente y al mismo tiempo que las subunidades del gancho. Durante su
secrecion, FliK toma medidas temporales de la longitud del gancho. La probabilidad de una
interaccion productiva de FliKc con FIhBc aumenta con la longitud del gancho (ya que hay
interacciones mas frecuentes de FliK con FIgE) y ya que la velocidad de secrecion de FliK
es menor cuando los ganchos son largos (Figura 15) (Moriya, Minamino et al. 2006;
Erhardt, Hirano et al. 2010; Erhardt, Singer et al. 2011).

Recientemente este modelo se revalidd experimentalmente y se probé que el cambio de
especificidad de sustratos se da inmediatamente después de que FliK se secreta; que la
velocidad de secrecion de FliK se correlaciona de manera inversa a la longitud del gancho
(FliK se hipersecreta en una cepa AfIgE) y que si se expresan al mismo tiempo una version
corta y una larga de FliK, en cepas merodiploides, se producen sélo ganchos cortos

controlados por la regla corta (Erhardt, Singer et al. 2011).
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Fig. 15 Modelo de la regla molecular infrecuente. Las subunidades del gancho (FIgE en gris) y
FliK (en amarillo) se secretan de manera intermitente durante el ensamblaje del gancho. Una vez
que FIiK estd totalmente estirada, la interaccion con FlgD y FIgE, provoca una pausa en su
secrecion, que permite que FliK interaccione con FIhB para promover el cambio de especificidad
(estrella roja). Modificada de (Erhardt, Hirano et al. 2010).

A mediados del 2012, Aizawa (Aizawa 2012) critic6 este modelo argumentando que no
parece factible que una proteina pueda actuar tanto dentro como fuera de la célula
bacteriana; que FliKy no es lo suficientemente larga como para actuar como “sensor’; que
el modelo sigue sin explicar como FliK reconoce a un gancho de “longitud determinada” y
que es improbable que FliK detecte que se alcanzo la longitud silvestre del gancho sin ser
secretada. Otro argumento de Aizawa en contra de este modelo es que si en una cepa AfliK
se sobreexpresa FliK¢ (que no se secreta), se restaura la longitud silvestre de los ganchos
(Hirano, Shibata et al. 2005).

Reloj molecular: Este modelo propone que existe un dispositivo de temporizacion

intrinseco que programa la maquinaria de exportacion para cambiar la especificidad de
sustratos, o al menos, frenar la exportacion del eje/aguja. EI modelo sefiala que FliK si es
necesaria para iniciar la secrecion y ensamblaje del filamento (Moriya, Minamino et al.
2006).Hay varias evidencias que llevaron a proponer este modelo; una es que al
sobreproducir a FliK se ensamblan ganchos ligeramente mas cortos que en la cepa silvestre,
probablemente debido a que se incrementa la probabilidad de que FliKc interaccione con
FInBc; otra evidencia es que cuando se reducen los niveles de FliK se ensamblan
poliganchos que ensamblan filamento, sugiriendo que existe un retardo en el switch. La
Gltima evidencia es que cuando se sobreexpresa FIgE se ensamblan ganchos mas largos, ya

que se disminuye la probabilidad de que FliK se exporte y también se retarda el cambio en
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la especificidad de secrecion de sustratos. Todos los fenotipos anteriores se deben a la tasa
de secrecion de FliK, la tasa de elongacion del gancho y el tiempo en que FliKc
interacciona con FIhBc. Otro dato importante que apoya esta hipdtesis es el hecho de que en
ausencia de FliK, aunque se forman poliganchos de longitudes variables, también existe
una poblacién con ganchos de longitud silvestre (55 nm) (Moriya, Minamino et al. 2006).

El ensamblaje del gancho comienza con una tasa de crecimiento muy rapida, que
disminuye después de que este llega a una longitud de 55 nm. Durante el ensamblaje, sélo
un pequefio nimero de moléculas de FliK se secretan. Cuando FliKy esta dentro del canal
del gancho en crecimiento, esta region se une temporalmente a la tapa del gancho,
pausando la secrecion de FIgE y permitiendo que FliK¢ se una a FIhBc, ocurre un cambio
conformacional en FIhB¢ y se permite el cambio en la especificidad de secrecion. Cuando
el gancho es muy corto, FliKc no puede interaccionar de manera adecuada con FIhBcg; asi
que FliK se secreta y la polimerizacion del gancho continta. Este modelo postula que el
punto clave en el control de la longitud del gancho es la frecuencia apropiada de secrecién
de FliK (Moriya, Minamino et al. 2006).

Sala de espera. Este modelo, propuesto recientemente, propone que todo ocurre desde

el citoplasma. Se basa en el supuesto de que las proteinas flagelares se acumulan dentro y
alrededor del anillo C antes de ser secretadas. El anillo C puede actuar como punto de

reconocimiento y localizacion para la exportacion de proteinas (Aizawa 2012).

El modelo plantea que cuando el area basal esta llena de subunidades de FIgD/FIgE,
FliKy no puede acceder a la puerta de secrecion porque esta frenada por las subunidades
acumuladas en el anillo C. Cuando la cantidad de FIgD/FIgE disminuye o se vacia la base,
FliKy puede localizarse en la base y FliK¢ pude interaccionar con FIhB. Cuando FliKy se
secreta a traves del canal, FliK¢ es jalada y deja de interaccionar con FIhB, lo cual hace que
se de el cambio en la especificidad de sustratos (Figura 14). En este modelo, solo se
requiere una molécula de FliK para dar el switch (la que esta interactuando con FIhB), y las
moléculas de FliK libres se secretan sin afectar el estado de FIhB (Aizawa 2012).
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— En Yersinia: YscP vy YscU

En los SST3 de virulencia, la longitud de la aguja varia entre 45 y 80 nm de acuerdo a la
especie bacteriana; por ejemplo, la aguja que posee S. enterica es mas larga que la de S.
flexneri. Sin embargo, al igual que el gancho del flagelo bacteriano, la longitud de la aguja
del inyectisoma de patdgenos de animales esta rigurosamente regulada en cada especie por

una proteina determinada.

YscP es una proteina de 455 aa en Yersinia pestis y de 515 aa en Yersinia
enterocolitica. Es un sustrato que se secreta via SST3 en ausencia de calcio (condicion que
induce la secrecion de proteinas translocadoras y efectoras denominadas Yops) pero no se

transloca a la célula hospedera (Payne and Straley 1999; Stainier, Bleves et al. 2000).

YscP es esencial para la secrecion de Yops, ya que una mutante en el gen yscP no es
capaz de secretar ninguna clase de sustratos (Stainier, Bleves et al. 2000); ademas, analisis
posteriores mostraron que la cepa AyscP secreta una mayor cantidad de YscF (proteina que

forma la aguja) que la cepa WT* (Edqvist, Olsson et al. 2003).

Se sabe que YscP, en su regién carboxilo, posee un dominio T3S4 (residuos 405 al 500)
que se caracteriza por ser globular, con un plegamiento predicho tipo o/f y una firma P-X-
L-G. Este dominio es el involucrado en el cambio en la especificidad de secrecion de
sustratos (Agrain, Callebaut et al. 2005).

Se encontré que una version recombinante de YscP (YscP-GST), que bloquea la
secrecion, interacciona con el complejo de la ATPasa (YscN-YscL), con YscO y con la

proteina que forma el anillo C (YscQ) (Riordan, Sorg et al. 2008).

YscU es un componente esencial del aparato de exportacion del inyectisoma de V.
enterocolitica; es una proteina que contiene cuatro cruces transmembranales y un dominio
carboxilo citosolico. Es homologa a FIhB, comparten alta identidad de secuencia (40% de

identidad) y YscU, al igual que FIhB, se autoprocesa proteoliticamente en la asparagina 264

* Para fines précticos, la abreviatura WT (del inglés wild-type) se usara de aqui en adelante para hacer referencia a

“silvestre”.
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del motivo altamente conservado NPTH. Se demostré que mutaciones en el dominio
citoplasmico de la proteina (YscUc) son capaces de suprimir ¢l fenotipo de la cepa AyscP,
al reducir la secrecion de YscF y permitir la secrecion de Yops, sugiriendo un papel
conjunto de estas proteinas en la regulacion de la secrecion de sustratos del SST3 (Allaoui,
Woestyn et al. 1994; Lavander, Sundberg et al. 2002; Edqvist, Olsson et al. 2003).

La eliminacion de los cuatro aminoacidos del motivo NPTH, hacen que YscU ya no sea
funcional (no hay secrecion de Yops) y la proteina se corta en sitios alternativos.
Sustituciones individuales del mismo dominio previenen el corte, pero aun hay secrecion de
Yops, sugiriendo que el corte no es necesario para la secrecion (Lavander, Sundberg et al.
2002)

Un estudio posterior mostré datos opuestos, donde las sustituciones N263A y P264A,
previenen el corte y ya no se secretan proteinas translocadoras pero si efectores. Las
mutantes N263A y P264A forman agujas de mayor longitud que la cepa WT, sin tip® y son
incapaces de formar poro de translocacién en la membrana de la célula eucarionte. Se
propuso que el corte de YscU se requiere para que la proteina adquiera una cierta
conformaciéon capaz de reconocer a los translocadores. Se reportd que la mutante
YscUn2e3a Secreta una menor cantidad de YscP, y que cuando YScP se sobreexpresa en ese

fondo genético, se restaura la longitud silvestre de las agujas (Sorg, Wagner et al. 2007).

Adicionalmente, se encontr6 que YscU interacciona con YscL, YscK, YscQ y con
YscO, pero no se logré observar ver interaccion directa con YscP. Se propuso un modelo
en el que YscU sin cortar se une a YscO y esta interaccion recluta a YscP. Una vez que se
completa el ensamblaje de la aguja, YscU se corta e interacciona con YscL. El
reclutamiento del complejo YscK-YscL-YscQ podria permitir la secrecion dependiente de
la ATPasa (Riordan and Schneewind 2008).

® Translocador hidrofilico que forma una estructura anular pentamérica que se ensambla en la punta de la aguja. Se
considera la estructura homoéloga al filamento EspA de EPEC y se propone que es necesaria para el ensamblaje del poro
de translocacion en la célula eucarionte. Formado por la proteina LcrV en Yersinia Mueller, C. A., P. Broz, et al. (2008).

"The type 111 secretion system tip complex and translocon.” Mol Microbiol 68(5): 1085-1095..
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Con la resolucion de la estructura cristalografica de YscUcg, se vio que la conformacion
global de la proteina no cambia considerablemente después del corte (Wiesand, Sorg et al.
2009).

Con base en todos los estudios sobre YscP y YscU, se han propuesto dos modelos para
explicar como YscP podria estar regulando la longitud de la aguja del inyectisoma y

promoviendo el switch junto con YscU:

Regla molecular estatica. Un trabajo clave en el estudio del mecanismo de regulacion

de la longitud de la aguja es el de Journet y col. (Journet, Agrain et al. 2003), donde
observaron que la cepa AyscP ensambla agujas desde 45 hasta mas de 1,000 nm de
longitud, demostrando que YscP juega un papel esencial en el control de la longitud de la
aguja. Tomando ventaja de los diferentes tamafios de YscP en diferentes especies de
Yersinia, hicieron trans-complementaciones de la cepa AyscP con YscP de Y. pestis (405
aa) y con YscP de Y. enterocolitica (515 aa). El resultado fue que al complementar con
YscP de Y. pestis se formaron agujas mas cortas que complementando con la YscP mas
larga. Para investigar si la reduccion de la longitud se debia al tamafio de la proteina (y no
por cambios en los aminoacidos) crearon diferentes versiones de yscP con ablaciones e
inserciones, las usaron para complementar a la cepa AyscP y encontraron que la longitud de
las agujas siempre era proporcional al tamafio de YscP. Por lo tanto concluyeron que existe
una relacién linear entre el niUmero de aminoacidos y la longitud de la aguja ensamblada
(abarcando 1.9A por residuo). Esta fue la primera evidencia que llevé a proponer el modelo
en el cual la proteina YscP actia como regla molecular. Posteriormente, el modelo se
complementd con resultados que mostraron que no sélo el nimero de residuos, sino el
contenido helicoidal de YscP se relacionan con el control de la longitud de la aguja
(Wagner, Sorg et al. 2009). EI modelo de la regla molecular propone que la regla se
localiza dentro de la aguja en crecimiento, y basados en esta hipotesis calcularon el ancho
de la regla extendida. Encontraron que el valor méximo predicho es de 1.3 nm (minimo
0.69) y que es suficiente para permitir que YscP se acomode dentro de la cavidad de la

aguja (2-3 nm) junto con subunidades secretadas de YscF (Wagner, Sorg et al. 2009).

El modelo esta apoyado con resultados que mostraron que sélo se requiere una molécula

de YscP para regular la longitud de la aguja. Proponen que YscP se secreta y que cuando
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YscPc hace contacto con el aparato de exportacion el dominio T3S4 esta en la posicién
correcta para cambiar la especificidad de secrecion de sustratos y asi detener la elongacion

de la aguja (Wagner, Stenta et al. 2010).

Un tema de controversia es el de cual es la razon por la que la regla molecular se
secreta. Agrain et al., demostraron que la secrecién de YscP es importante para su funcion
de controlar la longitud de la aguja, pero que es dispensable para cambiar la especificidad

de secrecion de sustratos (Agrain, Sorg et al. 2005).

Eje_como requlador_de la secrecién. Existe una propuesta que plantea que la

formacién del eje, y no el ensamblaje de la aguja, es el paso critico para el cambio de
especificidad de secrecion de sustratos, y que YscP junto con YscU son las proteinas
encargadas de regular la secrecion de Yscl y promover el correcto ensamblaje del eje
(Wood, Jin et al. 2008).

— En Shigella: Spa32 vy Spa40

Con la purificacién de los inyectisomas de S. flexneri, se demostré que la aguja mide
entre 45 y 60 nm de longitud y que estd conformada por la proteina MxiH (Tamano,
Aizawa et al. 2000; Blocker, Jouihri et al. 2001). Posteriormente se encontré que al
eliminar al gen que codifica a la proteina Spa32, las agujas ensambladas eran de longitudes
variables, desde 40 hasta 1,150 nm (promedio 314 nm) y que la mutante era incapaz de
secretar efectores; concluyendo que Spa32 juega un papel en la regulacion de la longitud de
la aguja y en la secrecion de proteinas (Tamano, Katayama et al. 2002; Botteaux, Sani et al.
2008).

Spa32 es una proteina de 292 aa que se secreta a través del SST3 de S. flexneri y la
secrecion es importante para su funcién (Magdalena, Hachani et al. 2002; Tamano,
Katayama et al. 2002).

Mediante ablaciones en Spa32 se encontrd que las regiones amino (aa 1-36) y carboxilo
(aal60-292) son importantes para la secrecion de proteinas, para la invasion y para el
control de la longitud de la aguja. Con estas versiones mutantes de Spa32, se demostrd que
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la longitud de la aguja no es proporcional al tamafio de Spa32. Se determind la interaccién
de Spa32 con Spa40 (homologo de FIhB y YscU) y que los residuos de Spa32 involucrados
en la interaccion se localizan en la region carboxilo (aa 206-246). Un resultado interesante
fue que la mutante Aspa32 pudo complementarse al introducir en trans a invJ y a yscP
(Botteaux, Sani et al. 2008).

Muy recientemente Blocker et. al (Shen, Moriya et al. 2012) reportan un fenotipo
diferente de la mutante Aspa32, ya que encuentran que esta cepa es capaz de secretar
translocadores y un efector temprano de manera similar a la cepa WT, y que la mutante
Aspa32 secreta mas MxiH (proteina de la aguja) que la cepa WT. Sugieren que en ausencia
de Spa32 existe un retraso en el cambio de especificidad de secrecion. Reportan que en la
cepa Aspa32 aunque se producen agujas mas largas que en la cepa WT, estas ensamblan
una menor cantidad de translocadores en la punta de la aguja y lisan sélo el 20% de
eritrocitos comparado con la cepa WT (ya que ensamblan menos poro en las membranas de

los eritrocitos).

Spa40 es miembro de la familia de proteinas YscU/FIhB, se predice que forma cuatro
cruces transmembranales, contiene un dominio carboxilo citoplasmico grande y se sabe que
este Ultimo se corta en dos subdominios que permanecen fuertemente asociados después de
la protedlisis. La estructura cristalografica reveld que el dominio NPTH se localiza en un
asa que cambia de posicion después del corte pero que no ocasiona rearreglos de los
dominios CC y CN con respecto al otro. Al igual que otros miembros de la familia
YscU/FIhB, Spa40 juega un papel dual como elemento central de la maquinaria de
exportacién y como regulador de la secrecién (Deane, Graham et al. 2008; Botteaux,
Kayath et al. 2010).

Spad0¢ interacciona con Spa32 a través de los residuos 309-342 y se encontré que
mutaciones en residuos que se localizan en esa region (V320K y L310A) no ensamblan
agujas y abaten la secrecion de proteinas (Botteaux, Kayath et al. 2010). En este mismo
trabajo se encontrd que Spa40cc interacciona con MxiA, MxiN y Spa33 y que Spa40cn
interacciona con Spa47 y MxiK. Se reportd que Spa40ANPTH puede interaccionar con
MxiA, MxiK 'y MxiN pero no con Spa32, Spa33 o Spa47, sugiriendo que el procesamiento
de Spad0 define su especificidad para interaccionar con componentes del aparato de
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exportacién. Con estos resultados se propuso un modelo en el que (i) Spa40 cortado
interacciona con MxiK y MxiN, reclutando a la ATPasa Spa47 a la base del aparato, (ii) la
nueva conformacion de Spa40, junto con el complejo MxiK-Spa47-MxiN, expone algunos
residuos que facilitan su interaccion con Spa33, (iii) la nueva configuracion permite la
secrecion de los sustratos tempranos (MxiH y Mxil), (iv) una vez que la aguja alcanza un
longitud de 50 nm, Spa32 compite con MxiN por el sitio de interaccion en Spa40 y se
detiene la secrecion de MxiH y se permite la secrecion de translocadores; (v) finalmente, un
cambio conformacional en la ATPasa ocasiona el cambio de especificidad de secrecion
hacia efectores (Botteaux, Kayath et al. 2010).

En un estudio mas reciente se observo que una mutante en el dominio NPTH (N257A)
no se corta, exporta niveles silvestres de Spa32, secreta mas proteina de la aguja, secreta
menos translocadores y efectores, la mutante ensambla agujas 50% maés largas que la cepa
silvestre (esto sugiere que aunque Spa40 no se corte, Spa32 puede regular parcialmente la
longitud de la aguja), concluyendo que en S. flexneri, el cambio de especificidad de
secrecion de sustratos tempranos y la terminacion de la aguja no son eventos robustamente
acoplados. Reportan que la cepa Spad0AN257A no tiene actividad hemolitica ya que no se
pueden insertar los translocadores y formar el poro en las células eucariontes (Shen, Moriya
etal. 2012).

Por otro lado, Spa32 no es necesaria para que Spa40 se corte, ya que en un fondo
Aspa32, Spad40 se corta igual que en la cepa WT. Se propone entonces que la
autoprotedlisis de Spad40 es vital para el switch y que Spa32 es mayoritariamente
responsable del control de la longitud de la aguja y s6lo hace mas eficiente el cambio
conformacional en Spa40 que ocurre de manera autonoma (en ausencia de Spa32) (Shen,
Moriya et al. 2012).

— En Salmonella: InvJ y SpaS

Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. enterica) codifica dos SST3, que se
requieren en diferentes momentos durante la patogénesis, unos de estos esta codificado en

la isla de patogenicidad SPI-1, y media las interacciones iniciales de la bacteria con las
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células epiteliales del intestino, que promueven su internalizacion. El segundo sistema esta
codificado en la isla SPI-2, la cual no se expresa bajo condiciones estandar de crecimiento
en el laboratorio y se requiere para la infeccion sistémica (Kubori, Sukhan et al. 2000;
Russmann, Kubori et al. 2002).

InvJ es una proteina requerida para la invasion de células epiteliales, se secreta via
SST3, su sefal de secrecion se localiza en los primeros 7 residuos y la secrecion es esencial

para su funcion (Collazo, Zierler et al. 1995; Russmann, Kubori et al. 2002).

InvJ regula la longitud de la aguja del inyectisoma, ya que una cepa AinvJ ensambla
agujas de mayor longitud (hasta 1,000 nm) que las de la cepa silvestre (= 80 nm). Un
resultado interesante es que en la cepa AinvJ la proteina del eje (PrgJ) se puede secretar
pero se detecta mayor cantidad en el citoplasma comparado con la cepa WT. Al purificar
los inyectisomas de la cepa AinvJ se observo que el eje no se ensambla (Kubori, Sukhan et
al. 2000; Sukhan, Kubori et al. 2003). Este resultado se corroboré por microscopia
electronica (en ausencia de InvJ no se forma el eje), sugiriendo que InvJ estabiliza una
estructura de la base del sistema denominada “socket”, y que esto es indispensable para el
posicionamiento de PrgJ (proteina del eje) y el ensamblaje del eje (Marlovits, Kubori et al.
2006).

SpaS es miembro de la familia de proteinas YscU/FIhB. La region carboxilo (aa 211 a
356) de la proteina se purifico, cristalizd y los resultados mostraron que el dominio C-
terminal esta altamente conservado entre EscU y SpaS, que es un dominio monomérico con
un plegamiento estable. La Unica desviacion que observaron entre EscUc y SpaSc fue una
hélice a elongada. Describieron que el mecanismo de corte es semejante al de las inteinas
que involucra la ciclizacion de la asparagina. En el mismo trabajo reportaron que una
mutante que no se autoproteoliza (N258A) no secreta proteinas translocadoras (SipB y

SipC) pero si secreta a la proteina T3S4 InvJ (Zarivach, Deng et al. 2008).

El ensamblaje del eje como sefial de regulacion de la secreciéon. Este modelo

propone que la terminacion del ensamblaje del eje resulta en el firme anclaje de la aguja a
la base del aparato, provocando cambios conformacionales en la cara citoplasmica del

inyectisoma y reprogramando al aparato para detener la secrecion de las proteinas
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tempranas (aguja y el eje). En este modelo InvJ se requiere para estabilizar la conformacion
del socket, que es necesario para el ensamblaje del eje. La funcion de InvJ podria ser
similar a la propuesta para proteinas de andamiaje implicadas en el ensamblaje del flagelo y
funcionar asi como una “trampa cinética”, permitiendo que el socket pase de una
conformacién flexible y desestructurada a un estado competente para interaccionar con
PrgJ (Marlovits, Kubori et al. 2006).

— En Xanthomonas: HpaC y HrcU

La bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria es un patdgeno de plantas
(pimienta y tomate) que usa el SST3 para invadir a las células eucariontes. EI SST3 de
patdgenos de plantas es estructural y funcionalmente idéntico al de los inyectisomas de
patdgenos de animales, la Unica diferencia esta en que la estructura extracelular no es una
aguja, sino un pilus de gran longitud (hasta 2 um) necesario para atravesar la gruesa pared

celular de las plantas (Buttner, Lorenz et al. 2006).

HpaC es una proteina de 212 aa que no se secreta al medio, es necesaria para la
secrecion de sustratos intermedios y tardios (ya que una mutante en hpaC reduce
severamente la secrecion de proteinas efectoras y translocadoras) y es dispensable para la
secrecion de la proteina del pilus (HrpE), ya que la mutante AhpaC no afecta su secrecion
ni ensamblaje. Posteriormente se encontr6 que en la mutante AhpaC se secreta més proteina
del eje (HrpB2) comparado con los niveles secretados por la cepa WT (Buttner, Lorenz et
al. 2006; Lorenz, Schulz et al. 2008).

HpaC interacciona con la chaperona de efectores (HpaB), con efectores (AvrBs3 y
XopF1), con un translocador (XopA), con un componente del aparato de exportacion
(HrcV), con la proteina que se propone forma el eje en el inyectisoma de plantas (HrpB2) y
con con la ATPasa (HrcN) (Buttner, Lorenz et al. 2006; Lorenz, Schulz et al. 2008; Lorenz
and Buttner 2009).

HpaCc contiene un dominio T3S4, el cual es indispensable para su interaccién con

HrcU y para regular el cambio de especificidad de sustratos (Lorenz, Schulz et al. 2008).
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HrcU pertenece a la familia de proteinas YscU/FIhB, interacciona con la ATPasa y con
su regulador (HrcL), su regién carboxilo interacciona con HpaCC (aa 112-212) y con
HrpB2. El corte de HrcU es necesario para la secrecion de translocadores y efectores pero
no para la secrecion de HrpB2. Mutaciones en el motivo NPTH evitan que HrcU
interaccione con HpaC pero no con HrpB2. Se propone que los SST3 de bacterias
patogenas de plantas y animales deben compartir los mecanismos de cambio de
especificidad de sustratos, pero que probablemente difieren en los componentes que
reconocen a los sustratos (ya que no encuentran interaccién de HrcU con efectores ni
translocadores). En X. campestris pv. vesicatoria otra diferencia importante es la del
control de la longitud de las estructuras extracelulares, ya que aungue HpaC es una proteina
T3S4 que participa en el switch, esta no se secreta y en su ausencia la longitud del pilus no
se afecta (Lorenz, Schulz et al. 2008; Lorenz and Buttner 2009; Lorenz and Buttner 2011;
Schulz and Buttner 2011).

A manera de resumen de los antecedentes aqui descritos, se presenta una tabla donde se

condensan los datos mas relevantes para cada proteina.

Proteinas No  Longitud Fenotipo de la Otras caracteristicas Interacciones
de dela mutante
aa aguja,
gancho o
pilus

En flagelo (Salmonella enterica)

FliK 405 55 nm -Se forman -Sustrato temprano que FIgD, FIgE y FIhB¢
poliganchos de se secreta durante el
longitudes variables ensamblaje del gancho
sin filamento
FlhB 383 - Sino se corta, se -Autoprocesamiento  en  FIliK, FIhAc, FliH y
forman poliganchos  motivo NPTH Flil
gue ya no
ensamblan el
filamento

En Yersinia spp.

YscP 515 60 nm -Ensambla agujas - Se secreta via SST3en  YscN-YscL, YscO
de més de 1,000 nm ausencia de calcio y YscQ
-No es capaz de -Posee un dominio T3S4

secretar Yops pero  (residuos 405 al 500)
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YscU 354

hipersecreta YscF e
Yscl

-Mutantes N263A y
P264A del motivo
NPTH previenen el
corte, ya no se
secretan
translocadores pero
si efectores, se
forman agujas de
mayor longitud que
la cepa WT.

-La longitud de la aguja
es directamente
proporcional al tamafio
de YscP

- Autoprocesamiento en
motivo NPTH

YscL, YscK, YscQ
y YscO

En Shigella flexneri

Spa32 292 45 nm

Spad0 342

-Ensambla agujas
de hasta 1,050 nm

-Reduce secrecion
de translocadores e
incapaz de secretar
efectores

-Mutante en el
motivo NPTH
(N257A) no se
corta, exporta
niveles silvestres de
Spa32, secreta mas
proteina de la aguja,
secreta menos
translocadores y
efectores

-Mutaciones en el
carboxilo (V320A 'y
L310A) no
ensamblan agujas y
abaten secrecion de
proteinas

-Se secreta via SST3

-La longitud de la aguja
no es proporcional al
tamarfio de Spa32

-No es necesaria para
que Spa40 se
autoproteolice

- Autoprocesamiento en
motivo NPTH

Spa40

Spa32, MxiA,
MxiN, Spa33,
Spad7 y MxiK

En Salmonella enterica
InvJ 336 80 nm

SpaS 356

-Ensambla agujas
de hasta 1,000 nm

-Hipersecrecion de
la proteina del eje,
PrgJ pero que no se
ensambla

-Mutante que no se
corta (N258A) no
secreta proteina
translocadoras pero
sialnv]

-Se secreta via SST3

- Autoprocesamiento en
motivo NPTH
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En Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

HpaC 212 Hasta 2 -Reduce la
pum secrecion de
efectores y
translocadores

-Hipersecreta la
proteina del eje,
HrpB2 pero no
afecta la secrecion
de la proteina del
pilus, HrpE.

HrcU 357 -Mutaciones en el
motivo NPTH
evitan interaccion
con HpaC

-No se secreta

-Posee un dominio T3S4

- Autoprocesamiento en
motivo NPTH

HrcU, HpaB,
AvrBs3, XopF1,
X0opA, HrceV,
HrpB2 y HrcN

HpaC, HrcL,
HrpB2
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HIPOTESIS

La proteina Orfl6 de EPEC pertenece a la familia de proteinas YscP/FIiK y puede
cumplir las funciones de este grupo de proteinas: regular la longitud de la aguja y/o
participar en el cambio de especificidad de secrecion de sustratos del inyectisoma.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el papel de la proteina Orf16 en el ensamblaje y funcion del inyectisoma de
Escherichia coli enteropatogena.

OBJETIVOS PARTICULARES

— Clonar los genes orf16 y escUc en diferentes vectores de expresion.

— Producir y purificar las proteinas recombinantes Orf16 y EscUc para la generacion de

anticuerpos policlonales en congjo.
— Construir una mutante nula en el gen orfl6 y caracterizar su fenotipo de:
1. Secrecion de proteinas.
2. Longitud de la aguja de los inyectisomas.
3. Capacidad hemolitica.
4. Formacion de filamento EspA.

— Determinar si la interaccion Orf16-EscU se encuentra conservada en EPEC.

Identificar interacciones de Orf16 con otros componentes del sistema de secrecion.
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MATERIALESY METODOS

Crecimiento de cepas bacterianas

E. coli se cultivé en medio LB (Luria Bertani) o en DMEM (Dulbecco's Modified Eagle

Medium, Gibco) suplementado con 1% de LB y 4mg/litro de piridoxal a 37°C con agitacion

(250 rpm). Cuando fue necesario el medio se suplement6 con los antibidticos ampicilina

(Amp 100 pg/ml), cloranfenicol (Cm 25 pg/ml), estreptomicina (Sm 25 pg/ml), tetraciclina

(Tc 25 pg/ml) o kanamicina (Km 50 pg/ml) con el objetivo de seleccionar las bacterias

resistentes a estos antibioticos, o que tengan el plasmido que confiere resistencia a los

mismos. Para detalles respecto a las cepas y sus caracteristicas ver Tabla 1.

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este estudio

Cepas Caracteristicas relevantes® Fuente o referencia
y plasmidos
E. coli
E2348/69 EPEC cepa silvestre (WT), serotipo: 0127:H6, Sm? (Levine, Bergquist et al.
1978)
AescN E2348/69 con eliminacion en fase del gen escN, SmR (Gauthier, Puente et al.
2003)
Aler (JPEP24)  E2348/69 con eliminacion en fase del gen ler, Km®, SmR (Bustamante, Villalba et
al. 2011)
AescV E2348/69 con eliminacion en fase del gen escV Donacion del Dr. José
Luis Puente, IBT,
UNAM.
AescP E2348/69 con eliminacion en fase del gen escP, KmR, SmR Este estudio
AescF E2348/69 con eliminacion en fase del gen escF, KmR, SmR Este estudio
Aescl E2348/69 con eliminacién en fase del gen escl, Km®, Sm? Este estudio
BL21(DE3) Cepa utilizada para inducir proteina derivadas de plasmidos pET. El Novagen
pLysS plasmido pLysS codifica para la lisozima T7, CmR?
XL1-Blue Cepa de E. coli utilizada para clonacién, Tc® Stratagene
Topl0 Cepa de de E. coli utilizada para clonacién, SmR Invitrogen
Citrobacter
rodentium
DSB100 Cepa silvestre Donacion del Dr. José
Luis Puente, IBT,
UNAM.
Salmonella
JR501 Para convertir plasmidos a compatibilidad en Salmonella (Ryu and Hartin 1990)
SJW1103 Cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium silvestre para nado y (YYamaguchi, Fujita et al.
quimiotaxis (WT) 1984)
SJwas0o SJW1103 con eliminacion en fase del gen fliK (Suzuki and lino 1981)
MKM30 SJW1103 con eliminacién en fase del gen flil (Minamino, Kazetani et
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al. 2006)

pET-FLAG19b
pET23b
pACTrc
pGADT7
pGBKT7

pGADT7-T
pGBKT7-53
pGBKT7-Lam
pJRo16

pJATo016
pJTol6
pMMIK100

pJTncool6
pJTncoHol16
pMTBItirHcT
pJHO16

pJHAllol6
pJHo16A15
pJHeH
pJHtir

pJHmMap

el N-terminal, AmpR

Vector de expresion T7 que expresa proteinas con una etiqueta Hiso-
FLAG en el N-terminal, Amp®

Vector de expresion T7 que expresa proteinas con una etiqueta Hisg en el
C-terminal, Amp~®

Hibrido de pTrc99A y pACYC184 con el promotor pTrc y origen de
replicacién p15A, Cm®

Vector de doble hibrido en levadura que contiene el dominio de
activacion (AD) de GAL4 y el marcador nutricional LEU2

Vector de doble hibrido en levadura que contiene el dominio de unién a
ADN (ADN-BD) de GAL4 y el marcador nutricional TRP1

Fusion de GAL4 AD con p53

Fusion de GAL4 ADN-BD con p53
Fusion de GAL4 ADN-BD con laminina C humana

escP clonado en PCR-Blunt-Il TOPO, sitios de restriccion Ndel y
BamHI
escP clonado en pACTrc, sitios de restriccion Ndel y BamHI

escP clonado en pTrc99AFF4, sitios de restriccion Ndel y BamHI
fliK clonado en pTrc99AFF4

escP clonado en pTrc99A, sitios de restriccion Ncol y BamHI
His-escP clonado en pTrc99A, sitios de restriccion Ncol y BamHI
tir y Hisyo.cesT clonados en pTrc99AFF4

escP con su RBSb nativo clonado en pTOPO-2HA, sitios de restriccion
HindIll y Xhol

escP sin los primeros 11 aminoacidos con su RBS nativo clonado en
pTOPO-2HA, sitios de restriccion Hindlll'y Xhol

escP sin los dltimos 15 aminoacidos con su RBS nativo clonado en
pTOPO-2HA, sitios de restriccion Hindlll 'y Xhol

espH con su RBS nativo clonado en pTOPO-2HA, sitios de restriccion

Hindlll'y Xhol
tir con su RBS nativo clonado en pTOPO-2HA, sitios de restriccion
HindIll y Xhol

map con su RBS nativo clonado en pTOPO-2HA, sitios de restriccion

Levadura
AH109 Cepa hospedera de Saccharomyces cerevisiae usada en el sistema de Clontech
doble hibrido
Plasmidos
pKD46 Plasmido de expresion de la recombinasa Red, AmpR. Sensible a (Datsenko and Wanner
temperatura. 2000)
pKD4 Plasmido utilizado en el sistema Red como molde para amplificar el (Datsenko and Wanner
casete de resistencia a Km, Km®, Amp® 2000)
PCR-Blunt-I1 Vector de clonacién directa de productos de PCR, AmpR Invitrogen
TOPO
PGEM-T-easy  Vector de clonacion directa de productos de PCR, AmpR Promega
pTrc99A Vector de expresion, Amp® Pharmacia
pTrc99AFF4 Vector de expresién modificado de pTrc99A, AmpR (Ohnishi, Fan et al. 1997)
pTOPO-2HA  Vector derivado de pCR2.1-TOPO conteniendo al gen espG de C. (Deng, Puente et al.
rodentium fusionado a dos epitopes de HA en el extremo C-terminal 2004)
pPMALCc2x Vector de expresion que expresa proteinas con una etiqueta de MBP en New England Biolabs
el N-terminal, AmpR
pET19b Vector de expresion T7 que expresa proteinas con una etiqueta Hisyo en Novagen

(Fan and Macnab 1996)
Novagen

Gillian Fraser

Clontech

Clontech

Clontech
Clontech
Clontech

Este estudio

Este estudio
Este estudio

(Minamino, Ferris et al.
2006)
Este estudio

Este estudio
No publicado

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio
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Hind111 y Xhol

pJHNC nleC con su RBS nativo clonado en pTOPO-2HA, sitios de restriccion Este estudio
Hindlll y Xhol

pJHND nleD con su RBS nativo clonado en pTOPO-2HA, sitios de restriccion Este estudio
Hindlll y Xhol

pJHNH nleHH con su RBS nativo clonado en pTOPO-2HA, sitios de restriccion Este estudio
Hindlll'y Xhol

pJHNI nlel con su RBS nativo clonado en pTOPO-2HA, sitios de restriccion Este estudio
Hindlll y Xhol

pJHel escl con su RBS nativo clonado en pTOPO-2HA, sitios de restriccion Este estudio
HindIll y Xhol

pJHA35016CR  orfl6 de C. rodentium sin los primeros 35 aminoécidos clonado en Este estudio
pTOPO-2HA, sitios de restriccion Hindlll'y Xhol

pJHO16CR orfl6 de C. rodentium clonado en pTOPO-2HA, sitios de restriccion Este estudio
Hindlll y Xhol

pJLol6 escP clonado en pMALc2X, sitios de restriccion BamHI y Hindl11 Este estudio

pJE016 escP clonado en pET19b, sitios de restriccion Ndel y BamHI Este estudio

pJEF016 escP clonado en pET19bHF, sitios de restriccion Ndel y BamHI Este estudio

pJEeUc escUc clonado en pET19b, sitios de restriccion Ndel y BamH| Este estudio

pJEeUcc escUcc clonado en pET19b, sitios de restriccion Ndel y BamH] Este estudio

pJEeF escF clonado en pET19b, sitios de restriccion Ndel y BamHI Tesis de licenciatura
Monjaras Feria, J.

pJEel escl clonado en pET19b, sitios de restriccion Ndel y BamHI Tesis de licenciatura
Monjaras Feria, J.

pMECT cesT clonado en pET19b No publicado

pJE23bo16 escP clonado en pET23b Este estudio

pOGADo016 escP clonado en pGADTY7, sitios de restriccion Ndel y BamHI Onasis Vicente

pOGBKeU¢ escU¢ clonado en pGBKT?7, sitios de restriccion Ndel y BamHI Onasis Vicente

pOGBKeUcc escUcc clonado en pGBKT?7, sitios de restriccion Ndel y BamHI Onasis Vicente

pOGBKeF escF clonado en pGBKT7, sitios de restriccion Ndel y BamH| Onasis Vicente

pNGBKel escl clonado en pGBKT?7, sitios de restriccion Ndel y BamHI Este estudio

pMGBKcT cesT clonado en pGBKT7, sitios de restriccion Ndel y BamHI No publicado

4 Sm, estreptomicina; Km, kanamicina ;Tc, tetraciclina; Cm, cloranfenicol ; P RBS: Sitio de unién a ribosoma
Manipulacion de ADN

Todas las amplificaciones por PCR se realizaron a partir de ADN cromosomal
purificado de la cepa EPEC WT. Los productos obtenidos se purificaron (estuches
comerciales de Promega o Qiagen), se digirieron con las enzimas correspondientes (NEB) y
se clonaron en los vectores digeridos con las mismas enzimas. Las enzimas de restriccion,
la T4 ADN ligasa (NEB) y la Tag ADN polimerasa (Qiagen) se utilizaron de acuerdo a las

recomendaciones del proveedor.
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Al verificar por digestion enzimética que las clonas contenian los genes de interés, se
secuenciaron a la Unidad de Biologia Molecular (IFC, UNAM). En la Tabla 2 se detallan
los plasmidos utilizados en este estudio, asi como informacion sobre las construcciones. En
la Tabla 3 se muestra la lista de oligonucledtidos disefiados, sintetizados (Sigma) y

utilizados en este estudio.

Para construir la versién de EscP sin los primeros 11 aminoacidos, se disefiaron los
oligonucleodtidos Allol6HA A y Allol6HA_B que contienen 12 bases idénticas
localizadas rio abajo de las bases que se eliminardn y dentro de las cuales se coloca un

nuevo codon de inicio (Figura 16, panel 1).
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Fig. 16 (1) Secuencia nucleotidica y de aminoécidos de EscP donde se muestra la posicion de los
oligonucleotidos Al1ol16HA A y Allol6HA B disefiados para hacer la mutante del amino
terminal de EscP. En gris se resaltan los aminoacidos a eliminar (2) Cebadores que se utilizaron
para hacer el PCR de de traslape (3) Finalmente se obtiene la version de EscP sin los primeros 11
aminoacidos.

Posteriormente se realizaron dos PCR independientes, para el primero se usaron los

oligonucleotidos 015NdeFw y A11016HA B; mientras que para el segundo se utilizaron el
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Allol6HA A y el escQ19451 (Figura 16, panel 2). Se utilizaron los oligonucleétidos de
los genes aledafios a escP para que los productos fueran de un tamarfio apreciable y que
contuvieran bases rio arriba del inicio de escP. Los dos productos se purificaron y se usaron
como templado para un PCR de traslape, y para el cual se ocuparon los cebadores
016pHA_Fw (que se alinea rio arriba del sitio de unidn a ribosoma predicho para escP) y
016pHA_Rv (Figura 16, panel 3). El producto de PCR se purificd, digirié con las enzimas
Hindlll y Xhol y se ligo en el vector pTOPO-2HA previamente digerido con las mismas

enzimas. La construccion se corrobord con la secuenciacion del plasmido.

Tabla 2. Oligonucleétidos disefiados y utilizados en este estudio. En negritas se resalta la posicion
del sitio de restriccion.

Nombre del oligonucleétido  Secuencia 5°-3" Sitio de restriccion
Para plasmidos
016_Fw GAACATTCATATGACTAGAGTTTC Ndel
016_Rv GGCAAATAAGGATCCTTAATTTTC BamH]I
escUc631_Fw AGAAAATGCATATGAGTAAAGATG Ndel
escUcc772_Fw GTTATTGTTCATATGCCGACTCAC Ndel
escUc Rv TGAGCAAGGATCCGATTAATAATC BamH]I
ol6pMal_Fw GAACATTGGATCCACTAGAGTTTC BamH]I
0l6pMal_Rv GGCAAATAAGCTTCGTTAATTTTC HindllI
016pHA_Fw AATAAGCTTTTGCCATAAAGGAAC HindllI
016pHA_Rv TAAAAACTCGAGATTTTCATATTC Xhol
016A15HA_Rv CTTCATCAGGCTCGAGTTCTTTTA Xhol
esclpHA_Fw GGTGGCGTAAAGCTTGTTGCCGG Hindlll
esclpHA_Rv GTTTTTTCACTCGAGTTGCATCGA Xhol
espHpHA_Fw ATT TTACTATAAGCTTAGTATGTG Hindlll
espHpHA_Rv ATAAAATAACTCGAGAACTGTCAC Xhol
espZpHA_Fw ACCAGGTAAAAGCTTAAATTAGAC Hindlll
espZpHA_Rv TGCGACTCGAGGGCATATTTCATC Xhol
mappHA_Fw TTATAGGTGTAAAAGCTTTTTATG Hindlll
mappHA_Rv TAAGTTTCCTCGAGCAGCCG Xhol
tirpHA_Fw CATAGTAATATAAAGCTTCGTGTC Hindlll
tirppHA_Rv TCACAGATACTCGAGAACGAAACG Xhol
nleCpHA_Fw TAGTTAAGCTTGTTGTAATAAATG HindllI
nleCpHA_Rv AAAGACCTCGAGTCGCTGATTGTG Xhol
nleDpHA_Fw AGTGGTAAACAAGCTTCTAATAAG Hindlll
nleDpHA_Rv CAAGAAACACTCGAGAAGCAATGG Xhol
nleHpHA Fw TGTCTGTTAAGCTTAATTAGATAG HindllI
nleHpHA_Rv CTGGATAAAACTCGAGTATCTTAC Xhol
nlelpHA_Fw TTATGACTCCCAAGCTTTGGAATG Hindlll
nlelpHA_Rv GGGTAATATTTCTCGAGCTTATCC Xhol
A35016HACR Fw CATTAGAAGCTTGGTCACAAG Hindlll
A35016HACR Rv AAAAACTCGAGATTTTCATATTCG Xhol
Al1016HA_A TTGCCTGTTTCTTTTCGGCCATCA
Al1l016HA_B AGAAACAGGCAAAGTAATGTTCCT
Para mutantes
Aorfl6 Fw GAAAAATTATCTTTTGCCATAAAGGAACATTACTTTGAC
TAGAGTTTCTCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
Aorfl6 Rv GGCAAATAAAAATCGTTAATTTTCATATTCAATTGTGAA
CTCAATGGCTTCATATGAATATCCTCCTTAG
AescF_Fw ATTATTTTATTAACTTCTGAGGGAAATTTAATGAATTTAT
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CTGAAATTACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

AescF_Rv TATCATTAACCATAAAAATTAAAAACTACGGTTAGAAAT
GGTTGAGACCAATGAATATCCTCCTTAGTTC

Aescl_Fw GCATCGAAACTAATTTTGTAACCGATGTTGAAAGGAGGC
TTGCTAACTTAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

Aescl_Rv TCGCATCGCATAAAAATAGAGAGGTAATGGATGCATTAT
GCTATTGCCTCATTCCGGGGATCCGTCGACC

Produccidén de proteinas recombinantes

Se utilizo la cepa bacteriana de E. coli BL21 (DE3) pLysS (BDP) transformada con los
plasmidos pJE016, pJE23016 y pJEeUc que contienen a los genes escP y escU clonados en
vectores del sistema pET, que se transcriben bajo el control de la T7 RNA polimerasa
producida en la célula huésped y que ademas insertan una etiqueta de histidinas en la
proteina. La expresion se induce con IPTG, el cual remueve al represor del operador para

que se lleve a cabo la transcripcidn y se promueva la expresién de la proteina de interés.

Utilizando cultivos de 50 ml de la cepa de interés en LB, mediante varios ensayos se
establecieron las concentraciones optimas del agente inductor (IPTG), de la temperatura de

crecimiento y del empleo de los plasmidos de expresion pET-19b o pET-23b.
Purificacion de proteinas

MBP-EscP

Para la purificacion de MBP-EscP, el plasmido pJLo16 se transformé en la cepa BDP y
se indujo en 500 ml de LB a 30°C con 0.3 mM de IPTG por 4 horas. Las células se
colectaron por centrifugacién a baja velocidad (8,000 rpm por 10 minutos en el rotor JA14)
y la pastilla se congelé a 20°C hasta su uso. La pastilla celular se incub6 30 min con 15 ml
de amortiguador C (CB) (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NaCl y 1 mM EDTA) y se
agrego el inhibidor de proteasas (PMSF) a una concentracion final de 1 mM, se resuspendio
y las células se lisaron por sonicacion, mediante un pulso de 2 min. Las fracciones celulares
se separaron por centrifugacion (15,000 rpm por 30 minutos en el rotor JA 25.50) y la
fraccién soluble se pas6 por una columna que contenia 1 ml de resina de amilosa (NEB),
previamente equilibrada con 10 volimenes de CB. Se colectaron 50 ul del lisado y de la

fraccion no unida a la columna y se guardaron a 4 °C. Para los lavados se utilizaron 100 ml
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de CB, 30 ml de CB 500 mM de NaCl y se eluyé con 4 fracciones de 2 ml de CB con 10
mM de maltosa. Se colectaron 50 ul de cada una de las diferentes fracciones y se
almacenaron a 4 °C. El perfil de purificacion se visualizo en gel desnaturalizante SDS-

PAGE al 15%, tefiido posteriormente con azul de Coomassie.
His-EscUc y generacion de anticuerpos

La proteina recombinante His-EscUc se sobreprodujo a partir del plasmido pJEeUc en
la cepa BDP a 30°C y 0.5 mM de IPTG en un volumen de cultivo de 250 ml. Se purificd
mediante cromatografia de afinidad utilizando una resina de Ni-NTA (Qiagen), ya que el
niquel es un metal afin al anillo imidazol de las histidinas de la proteina recombinante. La
proteina se indujo en las condiciones anteriormente descritas durante 4 h, las células se
colectaron por centrifugacion a baja velocidad (8,000 rpm por 20 minutos en el rotor JA14)
y la pastilla se congel6 a -20°C hasta su uso. La pastilla celular se incub6 30 min con 15 ml
de amortiguador de unién (BB) (20 mM de Tris-HCI pH 8.0 y 500 mM NaCl) mas PMSF 1
mM, se resuspendio y las células se lisaron por sonicacion mediante dos pulsos de 2 min
cada uno y con un periodo de reposo de 1 min. Las fracciones celulares se separaron por
centrifugacion (18,000 rpm por 20 minutos en el rotor JA 25.50) y la fraccion soluble se
paso por una columna que contenia 1.5 ml de resina Ni-NTA, previamente equilibrada con
10 volimenes de BB. Se colectaron 50 pl del lisado y de la fraccion no unida a la columna
y se guardaron a 4 °C. Para los lavados se utilizaron 60 ml de BB 30 mM de imidazol, 20
ml de BB 60 mM de imidazol, 20 ml de BB 100 mM de imidazol y se eluy6 con 3 ml de
BB 200 mM de imidazol y dos eluciones de 3 ml de BB 300 mM de imidazol. Se
colectaron 50 pl de cada una de las diferentes fracciones y se almacenaron a 4 °C. El perfil
de purificacion de la proteina recombinante His-EscUc se visualizo en gel desnaturalizante

SDS-PAGE al 16.5%, tefiido posteriormente con azul de Coomassie.

La proteina purificada se dializ6 en membranas de celulosa (Spectra/Por), se cuantifico
mediante el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay) y se inyect6 a un conejo hembra
raza Nueva Zelanda. Las tres inmunizaciones (en intervalos de tres semanas) fueron via
subcutanea y se inyectaron 200 pg con adyuvante de Freund completo (Difco) en la

primera inmunizacion e incompleto para los refuerzos.
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La sangre obtenida a las dos semanas de las inmunizaciones se incubd a temperatura
ambiente por 1 hora, luego se mantuvo a 4°C por dos horas. Después se centrifugd a 4°C a
5000g por 20 min para separar el coagulo y recuperar el suero, que se alicuotd y almaceno a
-70 °C.

Generacion de mutantes de EPEC nulas en los genes escP, escF y escl

Para la eliminacion en fase de escP, escF y escl se utilizé el sistema de la recombinasa
Red del fago A, que por medio de recombinacion homologa reemplaza el gen de interés por
un casete de resistencia a algin antibidtico (Datsenko and Wanner 2000). Para la
amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (de forma que se inserte en el mismo
sentido de los genes del operdn), se utilizd el plasmido templado pKD4 y se amplificé el
casete utilizando los pares de cebadores Aorfl6 Fw y Aorfl6_Rv, AescF_Fw y AescF Rvy
Aescl Fw y Aescl Rv, respectivamente, que contienen 20 nucledtidos idénticos al
templado y 50 nucle6tidos homologos a los extremos 5" y 3del gen a eliminar. Los
productos de PCR purificados se introdujeron por electroporacion en la cepa EPEC WT (a
la que previamente se le habia transformado el plasmido pKD46). En cultivos de 40 ml, la
recombinasa se indujo con arabinosa y se dejaron crecer por 3 horas a 30°C. Las mutantes
se seleccionaron a 37°C (para eliminar el plasmido termosensible pKD46) en cajas de LB
adicionadas con 100 pg/ml de kanamicina para seleccionar la insercion del casete. La
resistencia a kanamicina y sensibilidad a ampicilina se probaron también en medio LB
liquido. La introduccidn del casete de kanamicina en lugar de escP, escF o escl se confirmo
por PCR usando diferentes combinaciones de oligonucleotidos, que se alineaban tanto

dentro del casete (k1, k2 y kt) como en las regiones fuera de él (en los genes aledafios)
Ensayo de secrecion

Se pusieron precultivos de 3 ml de LB con los antibiéticos adecuados a la resistencia de
las cepas y/o plasmidos y se crecieron toda la noche (ON) a 37°C y agitacion (250 rpm). 6
ml de DMEM (precalentado ON a 37°C) se inocularon con una dilucion 1:50 del
precultivo, se agregd 1% LB y se dejaron crecer hasta una DOgg de 0.6-0.8. Los cultivos se
colectaron en 3 tubos de 1.5 ml y las células se cosecharon por centrifugacion 3-5 minutos

a 14,500 rpm en una centrifuga de mesa a temperatura ambiente (TA). Se tomaron tubos de
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1.5 ml limpios, se pasaron 1.4 ml de cada sobrenadante y a cada uno se le agregaron 140 pl
de TCA frio (concentracion final 10%). Las proteinas se precipitaron ON a 4°C (en el
refrigerador) y al siguiente dia se centrifugaron a 14,000 rpm por 30 min a 4°C. Los
sobrenadantes se desecharon utilizando succion con vacio (usando una punta de
micropipeta) y los tubos se dejaron secar destapados en hielo de 10-30 minutos. Por cada
1.5 ml de sobrenadante se normalizé6 multiplicando la DO X 10 (p.ej. si tenemos 3 tubos
multiplicamos DO=0.66 X 30 = 19.8 pl) y el total es la cantidad de amortiguador de carga
1X que agregamos al primer tubo, se resuspendid bien (se puede ver una pequefia pastilla
en el fondo del tubo), se agitdé 10 segundos en vortex y se fue pasando la muestra al
siguiente tubo y asi hasta el ultimo tubo. Después los tubos se centrifugaron 1 minuto a
14,000 rpm para juntar todos los residuos de muestra que se dispersaron y al final nos
guedamos con un solo tubo (p. ej. que contiene 19.8 pl de muestra de sobrenadantes de 3
tubos de 1.5 ml). Por cada tubo de 1.5 ml se agregd 1pl de Tris saturado para neutralizar el
acido. Para las pastillas celulares totales, se normalizé6 multiplicando la DO X 200. Se
cargaron 10 ul de las muestras de los sobrenadantes en geles desnaturalizantes SDS-PAGE
15%.

Purificacion de inyectisomas

Las muestras se obtuvieron de manera similar a protocolos previamente descritos
(Kubori, Matsushima et al. 1998; Marlovits, Kubori et al. 2004) con algunas
modificaciones. Cultivos de 20 ml de LB se crecieron toda la noche (ON) en agitacion a 37
°C y 19 ml (1:50) se usaron para inocular 950 ml de DMEM (precalentado ON a 37 °C).
Las bacterias se crecieron en agitacion moderada (100 rpm) a 37°C hasta alcanzar una
DOgoo cercana a 0.8 y se colectaron por centrifugacién a baja velocidad (7,000 rpm por 15
minutos en el rotor JA10). El sobrenadante se desecho y la pastilla se resuspendié en 80 ml
de solucidn de sacarosa (150 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.5 M sacarosa). La suspension se
agitd a 4°C (en cuarto frio) y se le agregd lentamente por goteo 1 mg/ml de lisozima (8 ml
de la solucién madre 10 mg/ml preparada en el momento). Después se afiadieron 2 mM de
EDTA pH 8.0 (1.76 ml de una solucién 0.1 M fria) y se dejé agitando una hora a 4 °C (en
cuarto frio). Las células se lisaron con 0.3% de LDAO (lauryldimethylamine oxide) (2.6 ml

de una solucion 10% preparada en solucion de sacarosa), se afiadieron 5 mM MgSO, (4.5
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ml de una solucién 0.1 M) y después 100 mM de NaCl (2 ml de una solucion 5M). En este
paso la solucién se aclar6 poco a poco hasta hacerse casi transparente y viscosa. La
separacion de desechos celulares se hizo por centrifugacion (12,000 rpm por 20 minutos a
4°C en el rotor JA20) y los inyectisomas del sobrenadante se centrifugaron (1 hora a 30,000
rpm 4°C en el rotor 50 i Ti). La pastilla se resuspendio en 2 ml de amortiguador F (0.1%
LDAO, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.3 M NaCl y 5 mM EDTA). Se usé una concentracion
final de 35% de CsCl (wt/vl, 5.84 g de CsCl para un volumen final de 16.7 ml en
amortiguador F), los 2 ml de muestra se mezclan con la solucion de CsCl y se centrifugé a
20,000 rpm (rotor Beckman SW32 i Ti) por 12-14 horas a 20°C. Del gradiente se
colectaron fracciones de 500 pl (utilizando el aparato Biorad Gradient Station) y las
fracciones se diluyeron en 1 ml de amortiguador F. Se centrifugaron a 50,000 rpm por 30
minutos a 4 °C (rotor Beckman TLA-100.4) y las pastillas se resuspendieron en 100 pl de

amortiguador F y se guardaron a 4 °C.
Microscopia electronica

Se colocaron 3 ul de las diferentes fracciones de las purificaciones de inyectisomas de
EPEC WT y de la mutante AescP en rejillas recubiertas con carbdn, previamente ionizadas

y se seca con papel filtro para eliminar el exceso de muestra.

La rejilla se pasa por una gota de acido fosfotingstico (PTA) al 2% pH 4.5 y se seca
inmediatamente con papel filtro. La gradilla de rejillas se coloca en su estuche y se seca de
2 horas a toda la noche en una cdmara a baja humedad. EI microscopio electronico de
transmision JEM-1011 se oper6 a 100 kV y las fotos se tomaron a una amplificacion
calibrada de 20K. Las mediciones se hicieron utilizando el programa Image J (donde cada

pixel corresponde a 5.22 A).
Ensayo de hemolisis

El protocolo se adapté de (Warawa, Finlay et al. 1999; Ide, Laarmann et al. 2001;
Garcia-Gomez, Espinosa et al. 2011). Los eritrocitos se obtuvieron de una muestra de 5 ml
de sangre extraida por puncion venosa a voluntarios. La sangre se tratd agregando 500 pl
de EDTA 1% pH 7.5 (100ul por cada ml de sangre) para evitar coagulacion y se centrifug6
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a 3,500 x g por 15 min a temperatura ambiente (TA) para concentrar los eritrocitos. Se

centrifugo 1,000 x g 10 minutos a TA y se lavaron 3 veces con un volumen de NaCl 0.9%.

Se pusieron precultivos de 3 ml de LB con los antibidticos adecuados de las cepas a
analizar, y se crecieron ON a 37°C vy agitacion (250 rpm). Con 80 pl (1:50) de los
precultivos se inocularon 4 ml de DMEM vy se incubaron a 37°C en CO; 5% hasta llegar a
una DOggo de 0.4. En tubos limpios de 1.5 ml se agregaron 0.5 ml de cultivo y 0.5 ml de
solucion de eritrocitos 4% (en DMEM) y se centrifugaron a 2,500 x g durante 1 min a TA
para inducir el contacto de las bacterias con los eritrocitos. Se incubé a 37°C en CO, 5%
durante 4 horas y la pastilla se resuspendié suavemente para homogeneizar la muestra. Las
células se centrifugaron a 12,000 x g por 1 min y se analizo la liberacién de hemoglobina
en el sobrenadante a una DOy4so. EPEC WT se utilizd6 como control (se consideré como
100% de hemolisis) y la cepa AescN como control negativo. Los ensayos se realizaron por
triplicado.

Rasurado de filamentos EspA

La purificacién de filamentos EspA de la superficie de EPEC se llevo a cabo adaptando
protocolos ya descritos (Daniell, Kocsis et al. 2003; Garcia-Gomez, Espinosa et al. 2011).
Se pusieron precultivos de 5 ml de LB con los antibioticos adecuados de las cepas a
analizar, y se crecieron ON a 37°C y agitacion (250 rpm). Se inocularon con los precultivos
(1:50) 150 ml de DMEM (precalentado a 37 °C ON) y se incubaron en agitacion (200 rpm)
a 37°C hasta una DOgy 0.7-0.8. Los cultivos se centrifugaron a 7,000 rpm por 10 min a
4°C (rotor JA14). El sobrenadante se utilizé para ensayos de secrecion y a las pastillas se
les agregaron 20 ml de Tris-HCI pH 7.5 frio y se incubaron en hielo por 10 min. Las
pastillas se resuspendieron suavemente (se agitaron a baja velocidad con vortex) y en tubos
15 ml (Falcon) se fueron agregando de 4 en 4 ml de la solucién y se fueron agitando a
méaxima velocidad con vortex durante 4 minutos (dos periodos de 2 min con 1 min de
descanso). Para separar las bacterias de los filamentos EspA rasurados, se centrifugd 2
veces (pasando a tubos limpios en cada una) a 18,000 rpm por 20 min a 4°C (rotor JA
25.50). Para concentrar la muestra con los filamentos, se centrifugd a 40,000 rpm durante 1

hora a 4°C (rotor 60 Ti). El sobrenadante se desechd con cuidado y en el tubo se marcé la
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pequefia pastilla transparente y viscosa que se puede distinguir. Los tubos se dejaron
secando 5 minutos boca abajo y se limpiaron bien las paredes del tubo (usando pafio
“Kimwipe”). La pastilla se resuspendié normalizando con 50 ul de Tris-HCI pH 7.5 20 mM
frio para el cultivo de mayor DO. Las muestras se analizaron por geles desnaturalizantes
SDS-PAGE 15% y por inmunodeteccion con anticuerpos policlonales anti-EspA. La
cantidad de EspA en las radiografias se cuantificd por densitometria utilizando el programa

Scion Image (Scion Corporation).
Copurificaciones

Las proteinas MBP (pMAL-c2x), MBP-EscP (pJL016), His-EscUc, His EscUcc, His-
EscF, His-Escl, His-CesT, Tir_His-CesT y His-SepL se sobreexpresaron en la cepa BDP
durante 4 horas a 30°C en las condiciones indicadas en la Tabla 4. Los cultivos se
centrifugaron a 8,000 rpm por 10 min a 4°C (rotor JA14) y las pastillas se congelaron hasta
su uso. A las pastillas se les agregaron 10 ml de amortiguador C (CB) y 1 mM de PMSF, se
dejaron 20 min en hielo y se resuspendieron. Las células se lisaron por sonicacion durante 2
min. Los lisados se centrifugaron a 15,000 rpm por 30 min a 4°C (rotor JA 25.50), las
fracciones solubles se mezclaron y se dejaron en agitacion orbital a 4°C durante 2 h. Los
lisados se pasaron por 250 ul de resina de amilosa (NEB) pre-equilibrada con 3 volimenes
de CB. Se tomaron 100 pl de la muestra de los lisados mezclados y de la fraccion no unida.
Se hizo un lavado con CB de 5 ml para His-EscF, de 10 ml para His-EscUc, Tir_His-CesT
y His-Escl y de 15 ml para His-EscUcc y His-CesT. En todos los casos se hicieron 3
eluciones, cada una de 250 pl de CB con 10 mM de maltosa. A todas las muestras se les
agreg6 amortiguador de carga 4 X (Tris-HCI 200 mM, SDS 8%, azul de bromofenol 0.4% y
glicerol 40%) se corrieron en geles SDS-PAGE 15% o al 16.5% para His-EscUc¢ o en geles
largos 16.5% para His-EscUcc y después se tifieron con azul de Coomassie 0 se usaron para
inmunodeteccién con anticuerpos. Cabe mencionar que MBP eluyd en muy altas
concentraciones al comparar con la cantidad eluida de MBP-EscP, por lo que se cargé la
mitad de las eluciones (7ul) de lo que se cargd para MBP-EscP (14 ul).
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Tabla 3. Volumen de cultivo y cantidad de IPTG de las diferentes proteinas utilizadas en las
copurificaciones.

Proteina Volumen IPTG [mM]
de
MBP 100 0.1
MBP-EscP 100 0.3
His-EscU¢ 200 0.5
His-EscUcc 200 0.5
His-EscF 200 0.1
His-Escl 200 0.3
His-CesT 200 0.1
Tir_His-CesT 200 0.5
His-SepL 200 0.1

Ensayo de doble hibrido en levadura

El ensayo se llevo a cabo utilizando el sistema “Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System
3” (Clontech) y siguiendo las recomendaciones de fabricacion. Las construcciones en el
vector pGBKT7 y en pGADT7 (ver Tabla 2) se cotransformaron en la cepa AH109
siguiendo el protocolo de transformacion con acetato de litio, se sembro en cajas de medio
SD de baja astringencia (sin leucina ni triptéfano) y se crecieron a 30°C. Una colonia de la
cotransformacion se us6 para inocular 2.5 ml de medio SD liquido de baja astringencia y se
crecio ON a 30 °C. Se tomaron 2 ml del cultivo, se centrifugaron, se lavaron 2 veces con 1
ml de agua y se ajustaron a una DO de 1.0 por dilucion en agua; a excepcion de los cultivos
con pMGBKCcT que se ajustaron a una DO de 2.0. Las muestras se diluyeron de manera
serial y se sembraron 3 pl de cada dilucion en cajas de medio SD de mediana astringencia
(sin leucina, triptéfano ni histidina). Las cajas se incubaron a 30°C de 3 a 5 dias y 7-9 dias
para pPMGBKcT. Se utilizaron los plasmidos control del estuche, usando como control
positivo pGADT7-T cotransformado con PGBKT7-53 y como control negativo pGADT7-T
cotransformado con PGBKT7-Lam.
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Ensayos de nado de Salmonella

Para el analisis de efecto multicopia de EscP de EPEC sobre el nado de S. enterica, los
plasmidos pJTol6 y pJATol6 se introdujeron por electroporacion en la cepa SIW1103.
Cajas de agar suave al 0.25% (13g de triptona, 7g de NaCl y 2.5g de agar por litro) con
ampicilina o cloranfenicol y con 1 mM de IPTG se inocularon (picando con un palillo) con

células frescas de las diferentes cepas analizadas y se incubaron a 30°C durante 4-6 horas.

53



RESULTADOS

1. Analisis bioinformatico de EscP y EscU

Para comenzar con la caracterizacion funcional de EscP, decidimos hacer un analisis
bioinformatico para conocer algunas de las propiedades fisicoquimicas de la proteina y ver
si existian caracteristicas compartidas con las proteinas de la familia YscP/FIiK. En el
andlisis incluimos también a EscU de EPEC, que es la proteina homdloga a YscU/FIhB

(Anexo I1). En la Tabla 4 se muestran algunas de las caracteristicas predichas del analisis in

silico utilizando diferentes bases de datos.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas predichas para EscP y EscU

EscP | EscU Referencia o fuente
Numero de aminoéacidos 138 | 345 | (Elliott, Wainwright et al. 1998)
Masa molecular (kDa) 16.57 | 39.17 | http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
Punto isoeléctrico 9.2 9.2 | http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
Cruces transmembranales | No 4 | http://www.chs.dtu.dk/services/ TMHMM/
Secuencia sefial No No | http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

EscU comparte =~ 40% de identidad con las proteinas de la familia YscU/FIhB; es una
proteina con alto contenido helicoidal (67% calculado con SOPMA [http://npsa-
pbil.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_sopma.pl]) y al igual que todas las proteinas de esta familia
posee 4 cruces transmembranales y un dominio carboxilo terminal citoplasmico que se

autoproteoliza entre la asparagina 262 y la prolina 263 del motivo NPTH altamente

conservado (Figura 17).
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Fig. 17 (A) Cruces transmembranales en EscU. La prediccidon de hélices transmembranales se
realiz6 en el servidor TMHMM V 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/). (B)
Representacion esquematica de la topologia de EscU de EPEC. EscUy tiene cuatro cruces
transmembranales (T1-T4), seguidos del dominio C-terminal que se corta en el motivo NPTH y da
lugar a dos porciones (EscUcc y EscUcy) que permanecen unidas después del corte. (C)
Alineamiento maltiple de EscU de EPEC (gi|215267063), Spa40 de Shigella flexneri (gi|12329100),
SpaS de Salmonella enterica (gi|16766193), YscU de Yersinia enterocolitica (gi|10955567), BscU

55



de Bordetella bronchiseptica (gi|33600620), HrcU de Xanthomonas campestris (gi|78045982) y
FIhB del sistema flagelar de Salmonella enterica (gi|16503160). El alineamiento se realizé en
MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) y se editdé con BioEdit (utilizando un umbral
del 60%). En negro se marcan los aminoécidos idénticos, en gris los aminoacidos similares y se
subraya con rojo el motivo NPTH conservado.

Por otro lado, para encontrar proteinas con similitud de secuencia a EscP, se realizd una
basqueda usando la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) y las Unicas
proteinas relacionadas con el SST3 que se mostraron fueron las proteinas homologas a
EscP de los patogenos AJ/E Citrobacter rodentium (CR) y Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC). EscP de EPEC comparte 97% de identidad con la proteina
Orf16 de EHEC y 78% con Orf16 de CR (Figura 18).
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Fig. 18 EscP esta conservada en los patdgenos A/E. Alineamiento multiple de EscP de EPEC
(0i|2865292), Orfl6 de EHEC (gi|15833820) y Orfl6 de C. rodentium (gi|15723924). El
alineamiento se realiz6 en MUSCLE vy se editdé con BioEdit (utilizando un umbral del 60%). En
negro se marcan los aminoacidos idénticos, en gris los aminoacidos similares y se subraya con
verde los primeros 35 aminoacidos de Orf16 de CR que no se reportaron cuando se secuencio el
LEE de CR (Deng, Li et al. 2001).

En 2005 el grupo de Pallen (Pallen, Beatson et al. 2005) reporté que en EPEC no existe
un claro homologo de YscP o FliK, pero por contexto genémico sugirio a EscP (Orfl16)
como posible andlogo funcional de las proteinas que regulan la longitud de la aguja (o
gancho) del SST3.

En este trabajo, mediante un analisis comparativo, se identificd que el gen escP es
sinténico a diversos genes de SST3 de patdgenos tanto de plantas (hrpP) como de animales
(yscP, bscP, spa32, inv] y cpn0705) y al gen flagelar fliK; todos (flechas rojas marcadas
con asterisco en la Figura 19) se localizan dos genes rio abajo del gen que codifica a la
ATPasa del sistema (flechas azules en la Figura 19) (Andrade, Pardo et al. 2007) , y entre
un gen que codifica a una proteina esencial para la secrecién (flechas verdes en la Figura
19) (Evans and Hughes 2009; Sal-Man, Biemans-Oldehinkel et al. 2012) y un componente
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del aparato de exportacién que forma el anillo C (flechas amarillas en la Figura 19)
(Morita-Ishihara, Ogawa et al. 2006; Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 2011).
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Fig. 19 El gen escP es sinténico con los genes de miembros de la familia de proteinas
YscP/FIliK. Representacion esquematica de operones de diversos SST3 de patdgenos tanto de
animales como de plantas. Los mapas genémicos se obtuvieron de NCBI
(http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/gene) y se modificaron manualmente. Del lado derecho se muestran
el nimero de residuos de las proteinas correspondientes (nimeros de acceso entre paréntesis) y el
porcentaje de estructura no repetitiva (“random coil”) (calculado con SIMPA96, http://npsa-
pbil.ibcp.fr/).

Las proteinas codificadas por los genes sinténicos a escP, como se sugirid previamente
(Pallen, Beatson et al. 2005), tienen un alto contenido en estructura no repetitiva (random
coil) pero difieren en tamafio (Figura 19) y al hacer un alineamiento maltiple se observo
que las proteinas no comparten una clara similitud; sin embargo, la porcion carboxilo
parece ser la region mas conservada entre toda la familia (region subrayada con linea verde

en la Figura 20A). Al hacer alineamientos pareados de EscP completa con la region
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carboxilo de las proteinas de la familia YscP/FIiK, se obtuvieron porcentajes de similitud
moderada que van del 27 al 37% (Figura 20B).
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Ereeia Identidad/Similitud Proteina Identidad/Similitud
(%) (%)
BscP_B.bronchiseptica 15/ 27 HrpP_P.syringae 14 /1 29
Spa32_S.flexneri 11/ 31 YscP_Y.pestis 15/ 37
InvJ_S.enterica 12/ 31 YscP_Y.enterocolitica 15/ 35
CPn0705_C.pneumoniae 12 / 30 FliK_S.enterica 15/ 33
HpaC_X.campestri 14/ 28 FliK_EPEC 16 / 31

Fig. 20 EscP es similar al carboxilo de la familia YscP/FIiK. (A) Alineamiento multiple de EscP
de EPEC (gi|2865292), BscP (NP_888175) de Bordetella bronchiseptica, Spa32 (NP_085314) de
Shigella flexneri, Inv]J (NP_461813) de Salmonella enterica, CPn0705 (NP_224901) de
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Chlamydophila pneumonia, HpaC (YP_362155) de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, HrpP
(NP_791225) de Pseudomonas syringae pv. tomato, YscP (NP_395176) de Yersinia pestis, YscP
(AAF70341) de Yersinia enterocolitica, FliK (NP_460927) de Salmonella enterica, y FIliK
(YP_002329574) de EPEC. El alineamiento se realiz6 en MUSCLE vy se edité con BioEdit. En negro
se marcan los aminoacidos idénticos, en gris los aminoacidos similares, se subraya con azul la region
mas conservada y se enmarca en amarillo la firma P-x(1,2)-L-G. (B) Porcentajes de identidad y
similitud obtenidos de alineamientos pareados (usando Stretcher,
http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_stretcher/) de EscP con el carboxilo (porcion subrayada en
azul de A) de diferentes proteinas de la familia YscP/FIiK.

Esta reportado que el carboxilo de YscP y FliK tiene caracteristicas globulares, un alto
contenido de aminoacidos hidrofdbicos, un plegamiento predicho o/p, una firma P-x-L-G;
asimismo, se vio que esta regién estd involucrada en la secrecién de sustratos y a este
dominio se le denomind T3S4 (Type Il Secretion Substrate Specificity Switch) (Agrain,
Callebaut et al. 2005; Minamino, Ferris et al. 2006). En este estudio se realizd la prediccion
de la estructura secundaria (utilizando SIMPA96) para conocer si EscP comparte alguna de
las caracteristicas del dominio T3S4, y se encontré que para EscP se predice 36% de o
hélices y 20% de hojas B, que difiere moderadamente en la cantidad de estructuras f3
cuando se compara con el contenido predicho para YscP (39% de a hélices y 5% de hojas
B) y para FliK (39% de o hélices y 8% de hojas B). También se hizo una busqueda
(utilizando ScanProsite) de la firma P-x-L-G en EscP y aunque se confirmé la presencia de
la firma en YscP, FliK y HrpP, encontramos que no es una caracteristica compartida con

todos los miembros de la familia, incluyendo a EscP (Figura 18 A, recuadro amarillo).

2.Purificacion de proteinas y produccion de

anticuerpos

Con el objetivo de generar anticuerpos policlonales, se produjeron versiones
recombinantes de EscP y del dominio carboxilo soluble de EscU (EscUc: aminoacidos 215
al 345). escP y escUc se clonaron en el vector de expresion pET19b que afiade una etiqueta
de 10 histidinas en el amino terminal de las proteinas. Las células de E. coli
BL21(DE3)pLysS (BDP) se transformaron con los plasmidos pJEol6 y pJEeUc y los
cultivos se indujeron como se describié anteriormente en materiales y métodos. Se
estandarizaron las condiciones optimas de expresion de las proteinas recombinantes y se

determind la solubilidad de las mismas.
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En la Figura 21A se muestra el perfil de induccion de His-EscP que migra a la altura de
su masa molecular predicha con la etiqueta (17.95 kDa) y se observo que la cantidad de

proteina no se incrementa al aumentar el IPTG.
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Fig. 21 (A) Perfil de induccién de la proteina His-EscP (17.95 kDa) a 30 °C. M: Marcador; TO-
T5: horas después de la induccion con diferentes concentraciones de IPTG. SDS-PAGE 15% tefiido
con azul de Coomassie. (B) Solubilidad de His-EscP. Inmunodeteccion de His-EscP con
anticuerpos anti-His en diferentes fracciones celulares. M: marcador; TO y T5: horas después de la
induccion con IPTG; S: fraccién soluble y I: fraccion insoluble.

La prediccion de solubilidad al sobreexpresar His-EscP en E. coli, usando diferentes
servidores (http://www.biotech.ou.edu y http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/) sugirieron
que la proteina recombinante tenia alta probabilidad de formar cuerpos de inclusion y
permanecer en la fraccion insoluble. La hipotesis anterior se corroboro experimentalmente

y como se muestra en la Figura 21B, al hacer el fraccionamiento celular y detectar a la
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proteina con anticuerpos anti-histidinas, se observd que casi en su totalidad His-EscP se
encuentra en la fraccion insoluble sin importar la cantidad de IPTG que se afiada (mostrado

solo para 1 mM de IPTG).

La proteina recombinante se purific6 mediante cromatografia de afinidad utilizando una
resina acoplada a niquel (Ni-NTA, Qiagen) y debido a la insolubilidad de His-EscP, se
realizd utilizando 6 M de urea como agente desnaturalizante. A pesar de que se hicieron
diversas modificaciones en el protocolo de purificacion (diferentes temperaturas,
concentraciones de IPTG, diferente agente caotrépico, aumento en la concentracion de
urea, volumen de cultivo y de resina Ni-NTA), His-EscP no se une eficientemente a la
resina y solo se logré obtener poca proteina recombinante, que eluy6 con algunas otras

proteinas contaminantes (Figura 22).

Imidazol [mM]
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Fig. 22 Perfil de purificacion de His-EscP en condiciones desnaturalizantes utilizando 6 M de urea.
SDS-PAGE 15% tefido con azul de Coomassie. M: marcador; I: fraccion insoluble; FNU: fraccion
no unida a la resina. 30-300: lavados y eluciones con concentraciones crecientes de imidazol.

Ya que His-EscP no se logré purificar con un alto rendimiento, se considerd que
probablemente la proteina no se pegaba a la columna porque la etiqueta de histidinas en el
N-terminal estaba oculta o de alguna manera afectaba su conformacion, asi que se decidi6
clonar a escP en el vector pET23b, para expresar a EscP con una etiqueta de Hisg en el C-
terminal (EscP-His). Para obtener los parametros Optimos de expresion de EscP-His, la

proteina se indujo a diferentes temperaturas y con diferentes concentraciones de IPTG. Se
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encontrd que induciendo a 20 °C se obtienen mejores resultados de expresion, mientras que
el modificar la cantidad de IPTG (0.1, 0.5 y 1 mM) no mejor6 la cantidad de proteina
producida (Figura 23 y datos no mostrados). Al hacer la prediccion tedrica de la solubilidad
de  EscP-His usando  diferentes  servidores  (http://www.biotech.ou.edu vy
http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/) se predijo que la proteina se encontraba en la fraccion
insoluble y este resultado se comprob6é mediante inmunodeteccion utilizando anticuerpos

anti-histidinas (Figura 23B y datos no mostrados).

kba M TO 'T5 S |

175 —
83 —
62 —
475 —

475

325
25 325:—

25 i

— -Hi
16.5 EscP-His 165 —

- EscP-His

l
!
l

65 —

Fig. 23 (A) Perfil de induccion de la proteina EscP-His (17.9 kDa) a 20 °C y 0.1 mM IPTG. SDS-
PAGE 15% tefiido con azul de Coomassie. M: Marcador; TO-T5: horas después de la induccion con
IPTG. (B) Solubilidad de EscP-His. Inmunodeteccién con anticuerpos anti-His en diferentes
fracciones celulares. M: marcador; TO y T5: horas después de la induccion con IPTG; S: fraccion
soluble e I: fraccion insoluble.

La proteina EscP-His se purifico utilizando 6 M de urea. A pesar de que se hicieron
diversas modificaciones en el protocolo de purificacion sélo se logré obtener poca proteina

pura, que eluyd con otras proteinas contaminantes (datos no mostrados).

Ya que el principal objetivo de purificar a EscP era la generacion de anticuerpos
policlonales, se decidio realizar un protocolo en el cual a partir de cantidades considerables
de His-EscP (sin importar la presencia de proteinas contaminantes), la banda
correspondiente a His-EscP se cortd del gel de poliacrilamida, se homogeneizd con un
mortero y se utilizé para la inoculacion de un conejo. Los anticuerpos obtenidos por esta
técnica, aunque reconocen a la proteina His-EscP, no fueron capaces de reconocer a EscP

en un lisado total de EPEC (datos no mostrados).
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Como otra alternativa para purificar a EscP, se clon6 a escP en el vector pMal-c2x que
afiade una etiqueta de MBP (proteina de union a maltosa) en el amino terminal; se ha
reportado que este vector aumenta la solubilidad de la proteina de interés y permite la
purificacion en condiciones nativas. Al analizar el perfil de expresion de la proteina con 0.3
mM de IPTG a 37°C (Figura 24A), se observd que se induce una proteina de la masa
molecular esperada para MBP-Orfl6 (56 kDa), el resultado se corroboré haciendo
inmunodeteccion utilizando anticuerpos anti-MBP (Figura 24B). La proteina MBP-EscP se
purifico utilizando una resina de amilosa en condiciones nativas a partir de la fraccion
celular soluble (Figura 24C) y se utiliz6 para inmunizar un conejo. Sin embargo, los
anticuerpos obtenidos, aunque si fueron capaces de reconocer a MBP-EscP y a MBP sola,
no fueron capaces de reconocer a EscP nativa ni a diferentes versiones recombinantes de
EscP (His-EscP y EscP-HA) (datos no mostrados). Con respecto a la generacion de
anticuerpos policlonales anti-EscP, con los resultados mostrados se concluye que EscP es
una proteina poco inmunogénica o que las cantidades silvestres de EscP en los extractos

totales son indetectables por Western blot.

63



A B

kba M TO T1 T2 T4 TO T4

175
83 -
62

47.5

MBP-EscP

18 B
g

325
25

16.5

6.5

C

a-MBP

kba M S FNU L1 L2 L3 E1 E2 E3

62

47.5 (v

32:5

25
=
i —_—

MBP-EscP

i

16.5
=

6.5 [w

Fig. 24 (A) Perfil de induccion de la proteina MBP-EscP (56 kDa) a 37 °C y con 0.3 mM de
IPTG. M: Marcador; TO-T4: horas después de la induccién con IPTG. (B) Inmunodeteccion de
MBP-EscP. Inmunodeteccion con anticuerpos anti-MBP a las 0 (TO) y 4 horas (T4) después de la
induccion con IPTG. (C) Perfil de purificacion de MBP-EscP en condiciones nativas. M:
marcador; S: fraccion soluble; FNU: fraccidén no unida a la resina. L1-L3: lavados y E1-E3 eluciones
con 10 mM de maltosa. Ay C SDS-PAGE 15% tefiido con azul de Coomassie.

Como se menciond al inicio de la seccion, para generar una version recombinante de
EscU, se clono la porcion carboxilo soluble de la proteina (EscUc aminoacidos 215 al 345)
en el vector pET19b y la proteina recombinante se expreso en la cepa de E. coli BDP. En la
Figura 25A se muestra el perfil de induccion de His-EscUc y se observd que no es clara la
expresion de la proteina completa His-EscUc¢ (17.2 kDa), sin embargo, se observaron dos
bandas inducidas en la masa molecular aproximada esperada para las porciones EscUcc (9.4
kDa) y His-EscUcy (7.8) después del corte autoproteolitico de la proteina; ambas versiones
de EscUc permanecen en la fraccion soluble. Para corroborar las predicciones anteriores, se

hizo una inmunodeteccion de diferentes fracciones utilizando un anticuerpo anti-His y se
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observd que la version que reconocen las histidinas corresponde a His-EscUcy la cual
migra con una masa molecular aproximada a lo predicho (7.8 kDa) y también se encontro

que efectivamente la proteina permanecia en la fraccion soluble (Figura 25B).
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Fig. 25 (A) Perfil de induccion de la proteina His-EscU¢ a 30 °C y con 0.5 mM de IPTG. SDS-
PAGE 15% tefiido con azul de Coomassie. M: Marcador; TO-T5: horas después de la induccion con
IPTG. (B) Solubilidad de His-EscUc. Inmunodeteccion con anticuerpos anti-His en diferentes
fracciones celulares. M: marcador; TO-T4: horas después de la induccién con IPTG; S: fraccion
soluble e I: fraccién insoluble.

Sabiendo que la proteina His-EscUc permanecia en la fraccion soluble, se purificd
mediante cromatografia de afinidad. En la Figura 26A se presenta el perfil de purificacion
de His-EscUc en donde se observaron las diferentes formas de la proteina autoproteolizada
(flechas). Con este resultado se confirmo la casi total autoproteolisis de EscUc, resultando
en dos porciones (EscUcn Y EscUcc) que permanecen estrechamente unidas al ser
copurificadas. His-EscUcn migro a la masa esperada (7.8 kDa), mientras que EscUcc migré
por debajo de la masa esperada (9.4 kDa). Creemos que la migracion anomala pudo deberse
a su bajo punto isoeléctrico (4.9), como se ha reportado para otras proteinas &cidas
(Armstrong and Roman 1993; Gonzalez-Pedrajo, Fraser et al. 2002) , incluyendo a las
proteina de la aguja MxiH (Cordes, Komoriya et al. 2003) y EscF (Tesis licenciatura J.
Monjaras Feria, 2007). La proteina His-EscUc purificada, se dializo, cuantifico y se utilizé
para inmunizar un conejo (4 inmunizaciones en total) y obtener anticuerpos policlonales
(Figura 26B).
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Fig. 26 (A) Perfil de purificacion de His-EscUc. SDS-PAGE 16.5% tefiido con azul de
Coomassie. M: marcador; S: fraccion soluble; FNU: fraccion no unida a la resina. 30-300: lavados
y eluciones con concentraciones crecientes de Imidazol. (B) Anticuerpos anti-EscUc.
Inmunodeteccion de His-EscUc purificada utilizando los anticuerpos anti-EscUc policlonales
obtenidos a partir de la inmunizacion de conejo.

3.EscP regula la secrecion de translocadores y
efectores

Para conocer el papel de EscP en la secrecion de proteinas a través del SST3, se
construyd una cepa de EPEC mutante nula en el gen escP insertando un casete de
resistencia a kanamicina (kan), mediante la técnica de recombinacion homologa utilizando
el sistema Red del fago A (Datsenko and Wanner 2000).

La insercion del casete en el lugar esperado se analizO mediante PCR utilizando
diferentes combinaciones de oligonucleotidos tanto internos al casete de kan como externos
al mismo que se alinean a los genes orfl5 o escQ (Figura 27A). En la Figura 27B se
observo que en todas las reacciones se obtuvieron productos con tamafios iguales a los

esperados con la insercion del casete de kan en lugar de escP.

66



015R60 k1k2 kt es¢|:Q19451 escQRv
|
—[L
escN orf15 kan escQ espH
M WT AescP 5 M WT AescP M WT AescP M WT AescP
= !
L
g _
3
15 2
12 15
08 15
06 461 pb 1
0.5
04
0.3
0.2 0.5
0.1 0.5
Oligos: k2-kt 015R60-escQRV 015R60-k1 k2-escQ19451

Fig. 27 (A) Esquema de localizacion de oligonucledtidos (flechas negras sobre los genes)
utilizados para confirmar la insercion del casete de kanamicina en lugar de escP. (B) Productos de
PCR obtenidos con las diferentes combinaciones de oligonucle6tidos para confirmar la insercion del
casete de kanamicina. Con las flechas se sefialan los productos esperados en una cepa EPEC
AescP::kan. Geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

Ya que dentro de la region de recombinacion se encuentra el codon de paro de orfl5 y
el codon de inicio de escQ, los productos obtenidos en las PCR utilizando los
oligonucleotidos 015R60-k1 y k2-escQ19451 se secuenciaron para asegurarnos de que no
se hubiera generado alguna mutacién que pudiera afectar la expresion de dichos genes. Los
resultados mostraron que dentro de estas regiones no hubo ninguna alteracion (datos no

mostrados).

Se analizé la capacidad de secrecion tipo 3 de la cepa mutante AescP. En la Figura 28 se
muestra el perfil de secrecion tipico de la cepa EPEC silvestre (WT), tanto tefiido con azul
de Coomassie como por inmunodeteccion, en el que se observd a: (i) las proteinas
translocadoras EspD, EspB y EspA, (ii) los efectores Tir y EspF (identificados por Western
blot) y (iii) al autotransportador EspC; el perfil de secrecidn de una cepa mutante nula en el
gen que codifica a la ATPasa del sistema (AescN) y en la que no hay secrecion de proteinas

a través del SST3. En contraste con los niveles de secrecion de la cepa WT, la mutante
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AescP secreta niveles reducidos de translocadores pero muestra un claro aumento de Tir
(observado incluso en el gel tefiido con azul de Coomassie) y un ligero aumento en la
secrecion de EspF. Para tener los datos cuantitativos sobre la secrecion reducida de
translocadores y aumentada de efectores, se llevo a cabo un analisis densitométrico (datos
en la Figura 28, panel S) de los Western blots, revelando que en la mutante AescP la
secrecion de EspB disminuye un 40% comparado con los niveles secretados en la cepa WT,

mientras que Tir aumenta al doble y EspF en un 25%.

Adicionalmente se llevo a cabo la complementacion de la cepa AescP con el plasmido
pJTol6 que expresa la version silvestre de EscP y como se observé en la Figura 28, se
recuperaron los niveles silvestres de todas las proteinas. Este resultado confirma que el
fenotipo observado en la cepa AescP se debio so6lo a la ausencia de EsScP y que la mutante

no es polar.
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Fig. 28 Perfil de secrecién de la cepa EPEC mutante AescP::kan. Proteinas secretadas en medio
DMEM de las cepas EPEC silvestre (WT), AescN (deficiente en la ATPasa del SST3), AescP (—),
AescP con el vector vacio (pTrc99A) y AescP expresando el vector pTrc99A-escP (escP). Se
muestran tanto el gel SDS 15% tefiido con azul de Coomassie (panel superior) como la
inmunodeteccion de las proteinas secretadas (panel S) y de pastillas celulares totales (panel P)
utilizando anticuerpos policlonales anti-EspB, anti-EspA, anti-Tir, anti-EspF y anti-DnaK. El analisis
densitométrico de los Western blots de las proteinas secretadas se realiz6 con el programa Scion
Image (Scion Corporation).

Para conocer si el fenotipo se debia a cambios en la expresion de alguna de las proteinas
secretadas por el inyectisoma, se analizaron por inmunodeteccion a los translocadores EsSpA
y EspB y a las proteinas efectoras Tir y EspF en los lisados celulares totales obtenidos en

los ensayos de secrecion. En la Figura 28 (panel P) se muestra que en todas las cepas todas
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las proteinas son estables y se sintetizan a niveles similares. La chaperona DnaK se usé

como control de carga.

Ya que encontramos una secrecion diferencial de los efectores Tir y EspF en la cepa
AescP, quisimos examinar la secrecion de otros efectores tanto codificados dentro de la isla
LEE como fuera de ella (Nle’s). Los genes de EPEC espH, map, tir, nleC, nleD, nleH y nlel
se clonaron en el vector pTOPO-2HA que incorpora un doble epitope de hemaglutinina
(HA) en el C-terminal. Todos los plasmidos se introdujeron por electroporacion en las
cepas WT, AescN y AescP y se analiz6 por Western blot la produccién y secrecién de las
diferentes proteinas etiquetadas utilizando anticuerpos anti-HA. Al comparar con la
secrecion en la cepa silvestre, los efectores NleC, NleH, Nlel, EspH, Map y Tir se
secretaron mas en ausencia de escP, mientras que NleD se secretd a niveles silvestres
(Figura 29, panel S). Cabe mencionar que la hipersecrecion de Tir en la mutante AescP se
observé tanto con la proteina silvestre expresada de cromosoma y detectada con
anticuerpos especificos anti-Tir (Figura 28 y 29), como con la proteina etiquetada y sobre-
expresada en plasmido, indicando que la hipersecrecién de la versiéon Tir-HA no se debe a
un efecto multicopia. Ninguno de los efectores se secretd en la cepa AescN, indicando una
secrecion dependiente del SST3. Ademas, se hizo inmunodeteccion de los lisados celulares
totales y se vio que todas las proteinas se expresaron de manera similar en las cepas WT,
AescN y AescP (Figura 29, panel P). DnaK se us6 como control de carga para pastillas
celulares y lisis en sobrenadantes, mientras que EspC se us6 como control de carga en

sobrenadantes (se muestra solo para Tir).

70



A Q)é’% &8 A Q§ ®98
kba X VvV 0V L VvV Vv
o 5 | B . | == EE == NeC-HA
o5 _| e em— e asm asm | NleD-HA
305 _| . L5 - «= === NcH-HA
o | ™ Q| | e NeiHA
S D=y [ prp—— EspH-HA
25 | w— - -— e | Map-HA
oo | ™= G| |SSSe——Ti-HA
62 A D g K
83 om—— — EspC
S P

Fig. 29 Secrecion de efectores etiquetados con HA en la cepa EPEC mutante AescP::kan. Perfil
de secrecion de las cepas EPEC silvestre (WT), AescN (deficiente en la ATPasa del SST3) y AescP
transformadas con el vector pTOPO-2HA conteniendo los efectores NleC-HA (39.6 kDa), NleD-HA
(28.3 kDa), NleH1-HA (36.3 kDa), Nlel-HA (22.7 kDa), EspH-HA (22.4 kDa), Map-HA (24.9 kDa)
y Tir-HA (72 kDa) clonados. Se muestran la inmunodeteccion de las proteinas secretadas (panel S) y
de pastillas celulares totales (panel P) utilizando anticuerpo anti-HA.

Con los resultados de este apartado demostramos que EScP se requiere para la eficiente
secrecion de translocadores (en la mutante AescP su secrecion se redujo un = 45%) y para
el control en la secrecion de varios efectores (en la mutante AescP su secrecion se mantiene

en niveles silvestres 0 se aumenta).

Como vimos en la Figura 28, la mutante AescP se complementd con una version
silvestre de EscP. Para conocer la funcionalidad de diferentes versiones recombinantes de
EscP, probamos complementaciones de la mutante AescP con EscP etiquetada tanto con
histidinas en la region amino como carboxilo terminal y también como con una version de
EscP en un pldsmido de un menor nimero de copia. En la Figura 30 se muestra que todas

las versiones recombinantes His-EscP, His-FLAG-EscP, EscP-His, asi como la version de
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EscP en el vector pACTrc (de bajo numero de copia) complementaron la secrecion de la
cepa AescP incluso sin afiadir IPTG, indicando que todas las versiones son funcionales y
que las etiquetas en cualquier extremo de la proteina no afectan su funcion en cuanto a la
regulacion de la secrecion. Asimismo se demuestra que se requieren bajos niveles de EscP

para llevar a cabo su funcién.
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Fig. 30 Complementaciones de la cepa EPEC mutante AescP::kan. Proteinas secretadas en medio
DMEM de las cepas EPEC silvestre (WT), AescN (deficiente en la ATPasa del SST3), AescP (—) y
AescP expresando diferentes versiones de EscP: His-EscP (pJTncoHo16), His-EscP (pJE016), His-
FLAG-EscP (pJEF016), EscP-His (pJE23bol16) y EscP (pJATol6). Se muestra el gel SDS 15%
tefiido con azul de Coomassie.

Se ha reportado que la sobreproduccion de algunas proteinas del SST3 en la cepa
silvestre, ocasiona una disminucion en la secrecion de proteinas o en el nado (en el caso de
SST3 flagelar), sugiriendo que la proteina en cuestion interacciona con componentes
esenciales para la secrecion. Para saber si EScP tiene un efecto multicopia negativo sobre la
secrecion de proteinas en EPEC WT, se sobreprodujo a EscP con diferentes etiquetas y sin
etiqueta y se hicieron ensayos se secrecion con y sin IPTG. Encontramos que aunque EscP
se sobreproduzca in trans, no se afecta la secrecion silvestre de proteinas via el SST3
(Figura 31).
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Fig. 31 Efecto multicopia de escP en EPEC WT. Proteinas secretadas en medio DMEM de las
cepas EPEC silvestre (WT), AescN (deficiente en la ATPasa del SST3), AescP y AescP expresando
diferentes versiones de escP: His-escP (pJTncoHol6), His-EscP (pJEol6), His-FLAG-escP
(pJEF016), escP-His (pJE23b016) y escP (pJATo016). Se muestra el gel SDS 15% tefiido con azul de
Coomassie.

4.EscP regula la longitud de la aguja del

inyectisoma de EPEC

La capacidad de la mutante AescP de secretar cierta cantidad de proteinas
translocadoras sugiere gque existen, al menos parcialmente, inyectisomas funcionales. Como
se menciond en el analisis bioinformatico, se sugirié a EscP como posible analogo de
proteinas que regulan la longitud del gancho o aguja en diversos SST3 incluyendo al
flagelo. Para determinar el papel de EscP en la biogénesis del SST3 de EPEC, se disefid y
estandarizo un protocolo para purificar los inyectisomas y poder observarlos al microscopio

electrénico de transmision (ver materiales y métodos).

En la Figura 32 se muestra una serie de inyectisomas purificados de la cepa EPEC WT,
se observO que presentaron longitudes variables desde 180 hasta 500 nm e incluso se

llegaron a ver algunos de mas de 800 nm.
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Se ha reportado que el didametro de la aguja (9 nm) es menor que el del filamento (12
nm) (Sekiya, Ohishi et al. 2001; Ogino, Ohno et al. 2006), por lo que, tomando como
referencia estos datos, se pudo distinguir el limite entre las dos estructuras poliméricas
(aunque esto no es muy claro en algunas de las iméagenes). Se seleccionaron los
inyectisomas en los que se observo bien el final de la aguja y se hicieron mediciones
(utilizando en programa Image J) de las longitudes tanto de la aguja como del filamento.

Para los filamentos EspA de la cepa EPEC WT, encontramos longitudes desde 157
hasta 827 nm con un promedio de 333 nm. No se conoce el mecanismo de regulacion de la

longitud del filamento, se ha propuesto que la longitud depende de la cantidad de
subunidades de EspA disponibles en el citoplasma y que en la cepa EPEC WT puede llegar
a medir hasta 700 nm, mientras que en una cepa que sobreexpresa ESpA pueden llegar a

medir hasta 1,300 nm (Sekiya, Ohishi et al. 2001).
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Fig. 32 Inyectisomas purificados de la cepa EPEC WT. Fotografias de microscopia electronica de
transmisién de inyectisomas tefiidos con PTA 2%. Las fotografias se tomaron a 20,000X de

magnificacion y las medidas se calcularon con el programa Image J.
En el caso de la aguja ensamblada en la cepa EPEC silvestre, encontramos que las

longitudes oscilaron entre 15 y 37 nm con un promedio de 23 nm (Figura 33). Este

resultado difiere de lo encontrado en otros estudios en donde se reporto que la longitud de




la aguja es de 40-50 nm (Daniell, Takahashi et al. 2001; Shaw, Daniell et al. 2001; Wilson,
Shaw et al. 2001). Creemos que la diferencia podria deberse a las diferentes metodologias
utilizadas tanto en el crecimiento de EPEC (ya que algunos experimentos fueron hechos
con bacterias completas infectando células HeLa) como al programa utilizado para medir

las longitudes.

Para el caso de los inyectisomas purificados de la cepa AescP, encontramos que las
agujas ensambladas por la mutante llegaban a ser hasta 5 veces mas largas (127 nm) que las
de la cepa WT (Figura 33).

Fig. 33 Inyectisomas purificados de la cepa EPEC WT (A 'y B) y AescP (C y D). Fotografias de
microscopia electrénica de transmision de inyectisomas tefiidos con PTA 2%. Los corchetes indican
la region correspondiente a la aguja del inyectisoma. Las fotografias se tomaron a 20,000X de
magnificacion y las medidas se calcularon con el programa Image J.
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Sorpresivamente, los inyectisomas de la mutante ensamblan filamento EspA aln sobre

agujas de longitud desregulada (Figura 33). Es importante mencionar que en la mutante

AescP también se encontraron inyectisomas con aguja de longitud silvestre (21 nm) (dato

no mostrado).

Las longitudes de los filamentos ensamblados por la mutante AescP fueron de entre 330

hasta mas de 1,000 nm, lo cual, es ligeramente mayor a los observados en la cepa silvestre

En la Figura 34 se muestran dos inyectisomas purificados de la mutante AescP y en los que
se observaron filamentos de mas de 1,000 nm. De manera interesante la longitud de las

agujas (= 34 nm) de estos inyectisomas fueron solo ligeramente méas largas que las

encontradas en la cepa silvestre.
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Fig. 34 Inyectisomas purificados
de la cepa AescP. Fotografias de
microscopia electronica de
transmision de inyectisomas tefiidos
con PTA 2%. Las fotografias se
tomaron a 20,000X de
magnificacion y las medidas se
calcularon con el programa Image J.

Otra observacion importante fue que en las purificaciones de inyectisomas de la cepa

AescP existe una notable reduccion en el nimero de inyectisomas al comparar con la

cantidad de muestra que se logré observar en las diferentes fracciones de las purificaciones
de la cepa WT. La presencia y cantidad de EspA (y por lo tanto de inyectisomas) en las
fracciones colectadas de los gradientes de CsCl se corrobor6 mediante Western blot
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utilizando anticuerpos anti-EspA. Se encontré que la cantidad de EspA disminuye
significativamente en las purificaciones de la mutante AescP comparada con la encontrada

en la cepa WT (Figura 35).

Fracciones (CsCl) Fig. 35 Identificacion de EspA
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Los resultados de esta seccion sefialan que EscP regula la longitud de la aguja en EPEC y

sugieren que en su ausencia la bacteria ensambla un menor nimero de inyectisomas.

5. EscP contribuye en el proceso de ensamblaje del
Inyectisoma

Los datos anteriores sugieren que la mutante AescP ensambla un menor nimero de
inyectisomas que la cepa WT. Para tener evidencia funcional de dicha hipoétesis, hicimos
experimentos de hemolisis de eritrocitos. La liberacion de hemoglobina mediada por la
infeccion de EPEC se debe a la lisis de la membrana de los eritrocitos y se ha utilizado
como evidencia de formacion de inyectisomas funcionales, en especifico la formacion de
filamentos y poros (ya que mutantes en los translocadores EspA y EspD no presentan
actividad hemolitica y una mutante en EspB sélo el 25% de esta actividad (Warawa, Finlay
et al. 1999; Shaw, Daniell et al. 2001).




Las cepas EPEC silvestre (WT), AescN y AescP se incubaron con eritrocitos y se
observo gue en ausencia de EscP la actividad hemolitica se redujo aproximadamente en un
50% (la actividad de la cepa WT se consideré como el 100%). Los niveles de hemolisis se
recuperaron cuando la cepa se complementé con un plasmido que contiene una version
silvestre de EscP (pJTol6) (Figura 36). Este resultado demuestra la existencia de
inyectisomas funcionales en la mutante AescP, capaces de formar poro de translocacion en
la célula eucarionte, sin embargo la reduccion en la actividad hemolitica es una evidencia
méas de una reduccion en el numero de inyectisomas completamente ensamblados y

funcionales en la cepa AescP.
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Fig. 36 Actividad hemolitica. Capacidad hemolitica de las cepas EPEC silvestre (WT), AescN,
AescP (=), AescP con el vector vacio (pTrc99A) y AescP expresando el vector pTrc99A-escP (escP).
Se analiz6 la hemoglobina liberada al medio a una DO de 450 nm. Los ensayos se realizaron por
triplicado y se presentan con la desviacion estandar. *: p <0.0001 en la prueba estadistica t de
Student, al comparar con la cepa WT. Nota: un resultado similar de hemélisis lo obtuvo Onasis
Vicente en el laboratorio y se modificé en el presente trabajo.
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Para tener una evidencia mas directa de la cantidad de filamentos EspA ensamblados en
la mutante AescP con relacion a la cepa silvestre, realizamos purificaciones mecanicas
utilizando vortex (rasurados) de estructuras extracelulares de las cepas EPEC WT, AescN y
AescP; los resultados mostraron que en ausencia de EscP hay una menor cantidad de EspA
(= 50%), sugiriendo que en la cepa AescP se ensambla un menor nimero de inyectisomas
maduros (con filamento) (Figura 35A). El resultado no se debe a que los inyectisomas
fueran mas cortos en la AescP (ver Figura 31), de hecho como se ve en la Figura 32, la
mutante AescP ensambla filamentos muy largos que pudieran estar contribuyendo
significativamente en la cantidad de EspA. El ensamblaje silvestre de inyectisomas se

restaurd al complementar la mutante AescP con el pladsmido pJTol6 (Figura 37A).

Para conocer si el menor nimero de filamentos observado en la mutante se debe a algun
defecto en la formacion del cuerpo basal, en especifico del anillo de membrana interna
formado por la proteina EscJ; después de hacer el rasurado se realiz6 la separacion de la
fraccion membranal y se identific a la proteina EscJ por inmunodeteccién. La Figura 37B
muestra que en todas la cepas hay cantidades similares de EscJ, sugiriendo que en la

mutante AescP no se afecta el nimero de complejos basales.
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Los resultados de esta seccion demostraron que EscP contribuye en la biogénesis del

inyectisoma de EPEC.

6. EScP es un sustrato que se secreta por el SST3y
regula la secrecion de la proteina que forma el
eje interno

Se ha demostrado que las proteinas que regulan la longitud de la aguja o gancho, YscP,
Spa32, InvJ y FliK, son sustratos que se secretan via SST3 (Minamino, Gonzalez-Pedrajo
et al. 1999; Payne and Straley 1999; Stainier, Bleves et al. 2000; Russmann, Kubori et al.
2002; Tamano, Katayama et al. 2002). Ya que no se cuenta con anticuerpos especificos
anti-EscP, escP se clond en el plasmido pTOPO-2HA (pJHo016) para detectar a EscP-HA y
poder examinar si la proteina se secreta. El plasmido pJHol6 se introdujo por
electroporacion en las cepas WT, AescN y AescP y se analizd por Western blot la
produccion y secrecion de EscP-HA. Se encontro que la proteina se secreta a niveles muy
bajos; sin embargo, modificando el protocolo de secrecion (concentrando la muestra y
usando el sistema “Super Signal Western Blot enhancer”) se encontr6 a EscP en los
sobrenadantes de la cepa WT y en los mismos niveles en la mutante AescP, ya que el
plasmido pJH016 complementd a la mutante (se recuperaron los niveles de secrecion de
EspB en la mutante AescP con EscP-HA en la Figura 38A). De manera sorpresiva y
consistente encontramos que EscP se secretd en la mutante AescN, aunque en menor
cantidad que en la cepa silvestre, sugiriendo una secrecion independiente del SST3 (Figura
38A). Para corroborar esta hipotesis, y ya que se ha reportado que la ATPasa no es esencial
para la secrecién de sustratos flagelares (Minamino and Namba 2008), analizamos la
secrecion de EscP-HA en las mutantes Aler (donde no hay expresion de ningln gen de la
isla LEE) y AescV (que es un componente esencial del aparato de exportacién y cuyos
homologos son esenciales para la secrecion en ausencia de la ATPasa) y encontramos que
EscP-HA se seguia encontrando en los sobrenadantes de estas cepas, indicando que EscP
puede secretarse por otro sistema. Cabe mencionar que se probaron otros sustratos (Escl y
efectores) expresados en el mismo plasmido y haciendo el ensayo en las mismas
condiciones, y su secrecién fue siempre dependiente del SST3 (no se secretaron en una

cepa AescN) (datos no mostrados).
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Fig. 38 Secrecion de sustratos tempranos etiquetados con HA. Perfil de secrecion de las cepas
EPEC silvestre (WT), AescN (deficiente en la ATPasa del SST3) y AescP transformadas con el
vector pTOPO-2HA conteniendo las proteinas (A) EscP-HA (18.9 kDa) y (B) Escl-HA (17.6 kDa).
Se muestra la inmunodeteccién de las proteinas secretadas (panel S) y de pastillas celulares totales
(panel P) utilizando anti-HA. El anti-EspC y anti-DnaK se usaron como controles de carga.

Para analizar la secrecion de un sustrato temprano en ausencia de EscP, evaluamos la
secrecion de Escl (componente del eje interno) etiquetado con un doble epitope de HA. En
la Figura 38B se observo que en la mutante AescP hay una clara hipersecrecion de Escl-HA
al comparar con la secrecion silvestre, sugiriendo que EscP regula la secrecion de Escl. En
cuanto a la produccion de la proteina recombinante, encontramos que hay un ligero
aumento en la expresion de Escl-HA en la mutante AescP y una ligera disminucion en la
AescN al comparar con la cepa silvestre (Figura 38B, panel P). Estos resultados sugieren
que Escl es un sustrato inestable en ausencia de secrecion y que EscP regula de alguna
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manera desconocida los niveles de esta proteina. En S. flexneri se reportd que una mutante
de Spa40 (homologo de EscU) que no se corta (ANPTH) acumula intracelularmente a la
proteina del eje Mxil, sugiriendo que el procesamiento de Spa40 esta relacionado en la
regulacion de la secrecion de la proteina del eje (Botteaux, Kayath et al. 2010). En el caso
de la mutante AescP postulamos que el procesamiento de EscU esta afectado.

7. EscP interacciona con multiples componentes del
SST3

7.1. EscP interacciona con la region carboxilo de EscU

Esta reportado que la familia de proteinas YscP/FIiK participa en el control de la
jerarquia de secrecion junto con miembros de la familia YscU/FIhB (Minamino and
Macnab 2000; Edgvist, Olsson et al. 2003; Fraser, Hirano et al. 2003; Minamino, Saijo-
Hamano et al. 2004; Minamino, Ferris et al. 2006; Botteaux, Sani et al. 2008; Lorenz,
Schulz et al. 2008; Lorenz and Buttner 2011). Aunque la interaccién directa s6lo se ha
probado para FliK-FIhB (Minamino, Saijo-Hamano et al. 2004), Spa32-Spa40 (Botteaux,
Sani et al. 2008) y para HpaC-HrcU (Lorenz, Schulz et al. 2008).

En este estudio demostramos que ESCP se requiere para la secrecion de sustratos
intermedios (translocadores), lo que sugiere que la proteina pudiera participar en el
mecanismo conservado de control de la secrecion junto con la proteina de membrana
interna EscU. Para evaluar la posible interaccion entre EscP y EscU se realizaron ensayos
de copurificacion por cromatografia de afininidad tipo “Pull-down” utilizando las versiones
recombinantes solubles His-EscUc (pJEeUc) y MBP-EscP  (pJLol6). Los lisados
conteniendo a las proteinas expresadas, se mezclaron por 2 horas en frio y con agitacion
orbital, se cargaron a una columna con resina de amilosa y se prob¢ la capacidad de MBP-
EscP de retener a His-EscUc y eluir en conjunto. Como control se expreso a la proteina
MBP sola (pMAL-c2x), se incubd con His-EscUc y se siguid el mismo protocolo. En la
Figura 39 se observa que His-EscUc copurificd con MBP-EscP (panel derecho) pero no con
MBP sola (panel izquierdo); la identidad de EscU se confirmd por inmunodeteccion con
anticuerpos especificos anti-EscUc. Junto con MBP-EscP eluyen las dos versiones de EscU

(EscUcn Y EscUcc), sugiriendo dos posibilidades: (i) que EscP interacciona con ambos
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fragmentos (EscUcn Y EscUcc) o (ii) que EscP interacciona sélo con alguno de los dos

fragmentos y que el otro esté coeluyendo de manera inespecifica a la interaccion con EscP.

MBP + His-EscU,. MBP-EscP + His-EscU,.
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Fig. 39 EscP interacciona con EscUc. Ensayo de copurificacion por cromatografia de afinidad tipo
pull-down. S: fraccién soluble con lisados de MBP o MBP-EscP y His-EscUc; FNU: fraccién no
unida a la resina. L: altimo lavado y E1-E3 eluciones con 10 mM de maltosa. SDS-PAGE 16.5%
tefiido con azul de Coomassie (CBB) o inmunodeteccién de las fracciones utilizando el anticuerpo
anti-EscUc.

Para delimitar la region de interaccion entre EscP y EscUc clonamos en el vector
PET19b a escUcc (EscUcc, aminoacidos 263-345). Realizamos ensayos de copurificacion
como los descritos anteriormente. Encontramos que His-EscUcc copurific6 con MBP-EscP
(Figura 33A, panel derecho) pero no con MBP sola (Figura 38A, panel izquierdo); la
identidad de EscU se confirmd por inmunodeteccion con anticuerpos especificos anti-
EscUc. Este resultado demuestra que en los ultimos 83 aminoacidos (después de la

asparagina del motivo NPTH) de EscUc se encuentra el sitio de interaccion con EscP.

Para confirmar esta interaccion in vivo, realizamos ensayos de doble hibrido en levadura
utilizando el sistema “Match-maker GAL4 Two-Hybrid System 3~ (Clontech), el cual
funciona expresando por separado un gen anzuelo fusionado al dominio de unién a ADN de
GAL4 (DNA-BD) en el vector pGBKT?7 y otro gen fusionado al dominio de activacion de
GAL4 (AD) en el vector pGADT7. Cuando las proteinas expresadas interaccionan, el
DNA-BD y el AD se ponen en proximidad, se reconstituye la proteina GAL4 que activa la
transcripcion de los genes reporteros ADE2, HIS3 y MEL1. Los genes escP y escUc se
subclonaron en los vectores pGADT7 y pGBKT7, respectivamente. La cotransformacion de

los plasmidos en la cepa de Saccharomyces cerevisiae AH109 se determino por diluciones
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seriadas en placas de medio SD sin triptofano (—Trp) ni leucina (—Leu). La interaccion
entre EscP y EscUcc se determind por diluciones seriadas en placas de medio SD sin
triptofano (—Trp), leucina (—Leu) ni histidina (—His), siendo este ultimo el reportero que se
expresa al ser reconstituido el activador transcripcional GAL4. En la Figura 40B (panel
derecho) se observo que la interaccion entre las proteinas EscP y EscUcc, permite que la

levadura sea capaz de crecer en ausencia de histidina en el medio

A

MBP + His-EscU.¢ MBP-EscP + His-EscU..
CBB S FNU L E1 E2 E3 CBB S FNU L E1 E2 E3

BE —w =
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6-5—’“ His-EscUge 65 e -~ * His-EscUoc
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SD -Trp ~Leu SD -Trp ~Leu His

Control Positivo

Control negativo

EscU..-pGADT7

EscU..-EscP

Fig. 40 EscP interacciona con los ultimos 83 aminoacidos de EscU (EscUcc). (A) Ensayo de
copurificacion por cromatografia de afinidad S: fraccion soluble con lisados de MBP o MBP-EscP y
His-EscU¢; FNU: fraccién no unida a la resina. L: Gltimo lavado y E1-E3 eluciones con 10 mM de
maltosa. SDS-PAGE 16.5% tefiido con azul de Coomassie (CBB) o inmunodeteccion de las
fracciones utilizando el anticuerpo anti-EscUc. (B) Interacciones por doble hibrido en levadura.
Los cultivos se gotearon en diluciones seriadas de 10 veces en medio SD sin triptofano ("Trp) ni
leucina ("Leu) y en medio SD sin triptéfano (" Trp), leucina ("Leu) ni histidina ("His). Se utilizaron
los controles positivos y negativos del sistema. Nota: el resultado preliminar de la interaccion por

doble hibrido lo obtuvo Onasis Vicente en el laboratorio y se corroboro en el presente trabajo.

. Como control positivo se usaron los plasmidos del sistema pGBKT7-53 y pGADT7-T
y como negativo pGBKT7-Lam y pGADT7-T. También se muestra el ensayo de EscUcc
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fusionado al dominio de union a ADN de GAL4 (pOGBKeUcc) cotransformado con el
vector pGADT-7 vacio, que demuestra que EscUcc por si mismo no activa la expresion del

gen reportero.

7.2. EscP interacciona con los sustratos tempranos EscF y Escl

Como mostramos previamente, encontramos que EscP se secreta y regula la longitud de
la aguja del inyectisoma de EPEC. ElI mecanismo exacto de como la familia de proteinas
YscP/FliK regulan la longitud de la aguja/gancho en los SST3 es una tema de controversia
y no se ha podido establecer un solo modelo. Para el sistema flagelar esté reportado que la
proteina FIiK interacciona con la proteina que forma el gancho (FIgE) y que la interaccion
contribuye al anclaje del N-terminal de FliK dentro del gancho en polimerizaciéon y que
esto a su vez es necesario para la funcién de regla molecular de FliK (Minamino, Moriya et
al. 2009). Sin embargo, no se ha reportado una interaccion similar para inyectisomas de
patdgenos. Para determinar si EscP es capaz de interaccionar con la proteina de la aguja,
llevamos a cabo ensayos de pull-down utilizando las versiones recombinantes solubles His-
EscF (pJEeF) y MBP-EscP (pJLo16). En la Figura 39A se muestra que His-EscF coeluye
con MBP-EscP y no con MBP, indicando que EscP interacciona con la subunidad que
forma la aguja. La interaccion se confirmé in vivo mediante ensayos de doble hibrido en
levadura tal y como se describid para EscUcc. Encontramos que aunque EscF (fusionada a
la region de unién a ADN de GAL4) es capaz de autoactivar al gen reportero, los niveles de

crecimiento en la interaccion EscF-EscP fueron mayores (Figura 39B).
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Fig. 41 EscP interacciona con la proteina que forma la aguja, EscF (A) Ensayo de
copurificacion por cromatografia de afinidad S: fraccion soluble con lisados de MBP o MBP-EscP y
His-EscF; FNU: fraccion no unida a la resina. L: ultimo lavado y E1-E3 eluciones con 10 mM de
maltosa. SDS-PAGE 16.5% teflido con Azul de Coomassie (CBB) o inmunodeteccién de las
fracciones utilizando el anticuerpo anti-EscF. (B) Interacciones por doble hibrido en levadura. Los
cultivos se gotearon en diluciones seriadas de 10 veces en medio SD sin triptéfano ("Trp) ni leucina
("Leu) para confirmar la cotransformacion de los plasmidos y en medio SD sin triptéfano (" Trp),
leucina ("Leu) ni histidina ("His) para las interacciones. Como control positivo se usan los plasmidos
del sistema pGBKT7-53 y pGADT7-T y como negativo pGBKT7-Lam y pGADT7-T. También se
muestra el ensayo de EscF en el dominio de unién a ADN de GAL4 cotransformado con el vector
pGADT-7 vacio. Nota: el resultado preliminar de la interaccién por doble hibrido lo obtuvo Onasis
Vicente en el laboratorio y se corrobor6 en el presente trabajo.

En una seccion anterior demostramos que EscP regula la secrecion de la proteina que
forma el eje interno del inyectisoma (Escl), y el cual, al igual que EscF es un sustrato
temprano esencial para la secrecion de proteinas. Quisimos investigar la interaccion de
EscP y Escl, para lo cual realizamos ensayos de copurificacion como los anteriormente
descritos, utilizando las proteinas recombinantes His-Escl y MBP-EscP. Encontramos que
MBP-EscP retuvo en la columna de amilosa a His-Escl, demostrando la interaccion entre
las dos proteinas (Figura 42A). La interaccion EscP-Escl se confirmé in vivo mediante

ensayos de doble hibrido en levadura (Figura 42B).
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Fig. 42 EscP interacciona con la proteina que forma el eje interno, Escl (A) Ensayo de pull-
down S: fraccion soluble con lisados de MBP o MBP-EscP y His-Escl; FNU: fraccién no unida a la
resina. L: dltimo lavado y E1-E3 eluciones con 10 mM de maltosa. SDS-PAGE 15% tefiido con azul
de Coomassie (CBB) o inmunodeteccion de las fracciones utilizando el anticuerpo anti-Escl. (B)
Interacciones por doble hibrido en levadura. Los cultivos se gotearon en diluciones seriadas de 10
veces en medio SD sin triptéfano ("Trp) ni leucina ("Leu) para confirmar la cotransformacion de los
plasmidos y en medio SD sin triptofano ("Trp), leucina ("Leu) ni histidina ("His) para las
interacciones. Como control positivo se usan los plasmidos del sistema pGBKT7-53 y pGADT7-T y
como negativo pGBKT7-Lam y pGADT7-T. También se muestra el ensayo de Escl en el dominio de
union a ADN de GAL4 cotransformado con el vector pGADT-7 vacio

7.3. EscP interacciona con la chaperona de multi-efectores CesT

Previamente se mostré que en la cepa AescP habia una clara hipersecrecion de Tir
detectable en un gel SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie (Figura 28). Para analizar la
interaccion entre EscP y el efector Tir, utilizamos un plasmido bicistrénico (pMTBitirHcT)
que expresa a Tir junto con su chaperona CesT (etiquetada con Hisyg), ya que Tir no es
estable en ausencia de la chaperona. Encontramos que MBP-EscP interacciona con el
complejo Tir-His-CesT (dato no mostrado). Sin embargo, con este resultado no se puede

definir si EscP interacciona con Tir, CesT o con ambas proteinas.

Otro dato interesante de nuestros resultados anteriores es que en la mutante AescP la

secrecion aumentada de Tir se extiende a otros efectores (Figura 26), y la mayoria de ellos
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interaccionan también con la chaperona CesT, incluyendo a Map, EspF, EspH y NleH
(Thomas, Ma et al. 2012). Este dato nos sugeria que pudiera existir una relacion directa
entre EscP y CesT, asi que decidimos probar la interaccion directa entre estas proteinas.
Realizamos ensayos de copurificacién como los descritos anteriormente y encontramos que
His-CesT copurificd con MBP-EscP (Figura 43A, panel derecho) pero no con MBP sola
(Figura 43A, panel izquierdo); la identidad de CesT se confirmd por inmunodeteccion con
anticuerpos especificos anti-CesT. Este resultado demuestra que si existe una interaccion

entre EscP y CesT.

Para confirmar esta interaccion in vivo, realizamos ensayos de doble hibrido en
levadura. La cotransformacion de los plasmidos se midio por diluciones seriadas en placas
de medio SD sin triptofano (' Trp) ni leucina ( Leu). La interaccion entre EscP y EscUcc se
determind por diluciones seriadas en placas de medio SD sin triptéfano (" Trp), leucina
("Leu) ni histidina (" His), y en la Figura 43B se observo la interaccion directa entre EScP y
CesT. Es importante mencionar que esta interaccion es mas débil que las anteriores, ya que

el ensayo se dejé un mayor numero de dias (ver metodologia).

A
MBP + His-CesT MBP-EscP + His-CesT
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Fig. 43 EscP interacciona con la chaperona CesT (A) Ensayo de copurificacion por
cromatografia de afinidad S: fraccion soluble con lisados de MBP o MBP-EscP y His-CesT; FNU:
fracciéon no unida a la resina. L: ultimo lavado y E1-E3 eluciones con 10 mM de maltosa. SDS-
PAGE 15% tefiido con azul de Coomassie (CBB) o inmunodeteccion de las fracciones utilizando el
anticuerpo anti-CesT. (B) Interacciones por doble hibrido en levadura. Los cultivos se gotearon en
diluciones seriadas de 10 veces en medio SD sin triptdfano (" Trp) ni leucina ("Leu) para confirmar la
cotransformacion de los plasmidos y en medio SD sin triptofano (" Trp), leucina ("Leu) ni histidina
("His) para las interacciones. Como control positivo se usan los plasmidos del sistema pGBKT7-53 y
pGADT7-T y como negativo pGBKT7-Lam y pGADT7-T. También se muestra el ensayo de CesT
en el dominio de unién a ADN de GAL4 cotransformado con el vector pGADT-7 vacio. Nota: el
resultado preliminar de la interaccion por doble hibrido lo obtuvo Onasis Vicente en el laboratorio y
se corroboro6 en el presente trabajo.

8.EscP tiene efecto multicopia sobre el nado de
Salmonella enterica

Ya que encontramos que EscP pertenece a la familia de proteinas bifuncionales
FIiK/YscP que regulan la longitud del gancho/aguja y que estan involucradas en la
regulacién de la secrecién de sustratos, quisimos probar la complementacion heter6loga de
la mutante AescP con FliK. La cepa AescP se transformé con el plasmido pMMIK100 y se
probé la capacidad de FliK de restaurar la secrecion de proteinas en la mutante.
Encontramos que aunque las proteinas son analogos funcionales, FliK no fue capaz de

complementar la funcion de control de secrecidn de proteinas de EscP (dato no mostrado).

De manera opuesta, quisimos probar la complementacion heterdloga de la mutante
AfliK con EscP asi como el efecto al sobreexpresar a EscP en la cepa silvestre. Las cepas
SJW1103 (WT) y SIW880 (AfliK) se transformaron con pJTo16 y se probd la capacidad de
EscP de alterar el nado. Encontramos que EscP no complementé el nado de la cepa AfliK
(dato no mostrado), pero observamos que EscP tuvo un claro efecto multicopia sobre el
nado de S. enterica (Figura 42), sugiriendo que EscP pudiera ser reconocido por

componentes del aparato de exportacion flagelar.
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Fig. 42 EscP tiene efecto multicopia en el nado de Salmonella. Ensayo de nado de las cepas
SIW1103 (WT), (Aflil), SIW1103 con el vector vacio (WT pTrc), SIW1103 con FliK (WT pTrcflik)
y SJW1103 con EscP (WT pTrcescP). El ensayo representativo que se muestra se realizd en cajas de
agar de triptona suave al 0.25% con ampicilinay 1 mM IPTG.

9. Orfl6 de Citrobacter rodentium cumple la misma
funcion que EscP

Como se describio en la seccion de bioinforméatica, al hacer una busqueda de
homdlogos de EscP, las Unicas proteinas relacionadas con el SST3 que se encontraron

fueron las proteinas homdlogas a EscP de los patogenos A/E CR y EHEC (Figura 16).

Para saber si la proteina Orf16 de CR cumple la misma funcion que EscP, hicimos la
complementacion heterologa de la mutante AescP con Orflé de CR. Disefiamos
oligonucleotidos basandonos en la secuencia reportada con la secuenciacion del LEE de CR
(Deng, Li et al. 2001) (AF311901), en donde se reporté a Orfl6 como una proteina de 103
aminodacidos. Transformamos la cepa AescP con el plasmido pJHA35016CR y se probo la
capacidad de Orfl16 de restaurar la secrecion de proteinas en la mutante. Encontramos que
la proteina de CR no fue capaz de complementar la funcion de EscP y no se recuperan los
niveles de secrecion de proteinas (Figura 43 carril 4). Debido a la alta similitud entre estas
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proteinas el resultado nos llamo6 la atencién por lo que se analizd detenidamente la
secuencia nucleotidica de orfl6 de CR y encontramos que al igual que escP, esta tiene un
codon alternativo de inicio que coincide con el de escP (ver Figura 16) y que muy
probablemente Orfl6 de CR es una proteina de 138 aa. Transformamos el plasmido
pJHo16CR en la cepa AescP y probamos la capacidad de Orfl16 de restaurar la secrecion de
proteinas. Encontramos que esta version de Orf16 de CR complemento a niveles silvestres
la secrecion de proteinas translocadoras y efectoras (Figura 42, carril 5). Estos resultados
demostraron que estas proteinas cumplen la misma funcién en estos dos patégenos A/E y

que los primeros 35 aminoacidos son indispensable para su funcién.
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Fig. 42 Complementaciones heterologas de la cepa EPEC mutante AescP::kan. Proteinas
secretadas en medio DMEM de las cepas EPEC silvestre (WT), AescN (deficiente en la ATPasa del
SST3), AescP (—) y AescP expresando diferentes versiones de Orf16 de Citrobacter rodentium (CR);
A35016CR (pJHA35016CR) y 016CR (pJH016CR). Se muestra el gel SDS 15% tefiido con azul de
Coomassie.

Con el resultado de que una version de Orfl6 de CR sin una parte importante del
extremo amino de la proteina no es funcional, quisimos saber qué ocurria con la secrecién
de los diferentes sustratos si se hacia una ablacion menor en la proteina, aparte de que
serviria también para mapear la sefial de secrecion de EscP. Hicimos una construccién de

EscP sin los primeros 11 aminoacidos (pJHA11016), la transformamos en la cepa AescP y
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encontramos que esta versién no complemento6 la secrecion silvestre de Tir, pero que si
pudo recuperar parcialmente la secrecion de translocadores (Figura 43, carril 4), indicando
que los primeros aminoacidos de EscP son necesarios sélo para regular la secrecion de Tir
(y probablemente otros efectores). Encontramos a su vez que esta version de EscP es muy
inestable, ya que s6lo detectamos muy pocas cantidades de la misma en las pastillas

celulares, y como se esperaba, esta version no se secreta (datos no mostrados).
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Fig. 43 Complementaciones de la cepa EPEC mutante AescP::kan. Proteinas secretadas en medio
DMEM de las cepas EPEC silvestre (WT), AescN (deficiente en la ATPasa del SST3), AescP (—) y
AescP expresando diferentes versiones de EscP AllescP (pJHA11016) y escPA15 (pJHol6A15). Se
muestra el gel SDS 15% tefiido con azul de Coomassie.

Se ha propuesto que la region C-terminal de las proteinas T3S4 es la region de
interaccion con las proteinas de la familia de YscU/FIhB y por lo tanto importante para
cambiar la especificidad de secrecion de sustratos. Asi que quisimos probar la contribucion
de la region C-terminal de EscP en la secrecion de proteinas. Hicimos una construccion de
EscP sin los ultimos 15 aminoacidos (pJHo16A15), la transformamos en la cepa AescP y
encontramos que esta version no complementd la secrecion silvestre de ningln sustrato
(Figura 43, carril 5). Ya que esta version fue estable (dato no mostrado) y contiene el
extremo amino de la proteina, concluimos que el carboxilo terminal es indispensable para

su funcion de regulacion de la secrecion de translocadores y efectores.
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DISCUSION

Diversas bacterias patogenas utilizan el sistema de secrecion tipo Il (SST3) para
inyectar proteinas de virulencia directamente a la célula que infectan (Kosarewicz,
Konigsmaier et al. 2012). El ensamblaje del SST3 es un proceso estrictamente regulado que
requiere la coordinacion de muchas proteinas citosélicas y membranales que permiten la
secrecion de sustratos tempranos seguida de la de sustratos intermedios y que sélo cuando
el translocén esté completamente ensamblado, finalmente se secreten los efectores que
seran inyectados directamente al citoplasma de la célula hospedera (Deane, Abrusci et al.
2010; Osborne and Coombes 2011).

En el presente trabajo investigamos el papel de la proteina Orfl16 codificada en el LEE
de EPEC en la biogénesis y funcionamiento del SST3 y con base en lo encontrado, y
siguiendo la nomenclatura asignada para EPEC (basada en la de Yersinia), decidimos

renombrarla como EscP.

Mediante un analisis bioinformatico, complementado con la evidencia experimental,
proponemos que EscP pertenece a la familia de proteinas YscP/FIliK, y a pesar de que
comparten algunas caracteristicas como el porcentaje de estructura no repetitiva (random
coil), este grupo de proteinas perece haber divergido mas que otras proteinas del SST3, ya
que varian drasticamente en tamafio y tienen caracteristicas fisicoquimicas muy diferentes.
De hecho, en correlacion con las observaciones anteriores, se ha demostrado que las
proteinas FIiK que desempefian la misma funcion en diferentes especies bacterianas sélo
comparten un 50% de identidad (Journet, Agrain et al. 2003; Waters, O'Toole et al. 2007).

En el presente trabajo se construyeron diferentes versiones recombinantes de EscP
etiquetada con histidinas, fusionadas tanto en el amino como en el carboxilo terminal de la
misma. Aungue las versiones recombinantes lograron sobreexpresarse en la cepa de E. coli
BDP, estas fueron muy insolubles y nunca se lograron purificar con alto rendimiento y
pureza. Al contrario, la version His-recombinante de la porcién C-terminal de EscU (His-

EscUc) fue soluble y se logré purificar con alto rendimiento y pureza. La proteina pura
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sirvio para la generacion de anticuerpos policlonales que reconocen a las diferentes

versiones de EscU.

Para comenzar la caracterizacion de la funcion de EscP del LEE de EPEC, quisimos
conocer el efecto en la secrecion a través del SST3 al eliminar esta proteina; encontramos
que en ausencia de EscP (cepa EPEC mutante AescP) se disminuye drasticamente la
secrecion de proteinas translocadoras (EspA, EspB y EspD) y que hay un aumento
considerable en la secrecion de algunos efectores, siendo este un fenotipo novedoso en
EPEC en el que hay una secrecion diferencial de sustratos intermedios (translocadores) y
tardios (efectores). De manera cuantitativa encontramos que la secrecion de EspB se redujo
un 40%, mientras que la de Tir aumenté 2 veces al comparar con la cepa WT.
Demostramos asi, que aunque EScP no es una proteina esencial para la secrecion de
proteinas via SST3, se requiere para hacer eficiente la secrecion de sustratos intermedios asi
como para regular la secrecion silvestre de efectores, asignandole un rol directo en la
regulacién de la secrecion. Encontramos también, que el fenotipo de secrecion silvestre se
restaura al complementar a la mutante AescP tanto con EscP silvestre (en los vectores pTrc
y pACTrc) como con diferentes versiones de la proteina etiquetada en el extremo amino o
carboxilo con histidinas (en los vectores pET19b y pET23b) o con un doble epitope de
hemaglutinina en el carboxilo (en el vector pTOPO-2HA), concluyendo que el efecto
observado en la AescP se debe solo a la ausencia de la proteina EscP, y que diferentes
versiones recombinantes de EscP con etiquetas en cualquier extremo de la proteina son
funcionales. Demostramos que en la mutante AescP, las diferentes clases de sustratos
(translocadores y efectores) se expresan en las mismas cantidades que en la cepa WT,
concluyendo que EscP no regula la expresiéon de ninguna proteina del SST3, que no se
requiere para la estabilidad de ningdn sustrato y que el fenotipo observado en la mutante
AescP se debe solo a la ausencia de la proteina. También es importante mencionar que el
fenotipo de la mutante AescP con respecto a la secrecion de proteinas, se conserva adn al
sobreexpresar (en un vector de alto nimero de copia) a efectores o a un sustrato temprano
(Figura 26 y 27).

Un fenotipo de secrecion similar al observado en la AescP se report0 para una mutante

en el gen homdlogo orfl6 de la isla LEE del patégeno A/E Citrobacter rodentium (CR), se
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reportd que la mutante Aorfl6 secreta una menor cantidad de translocadores, pero a
diferencia de la cepa AescP de EPEC, secreta niveles silvestres del efector Tir (Deng,
Puente et al. 2004). La proteina EscP de EPEC comparte un 78% de identidad (89% de
similitud) con la proteina Orfl6 de CR y un 97% de identidad con Orf16 de EHEC (otro
patdgeno A/E que posee la isla LEE), sugiriendo que en la familia A/E estas proteinas
pudieran estar funcionando de manera similar, tal y como ocurre con las proteinas mas
conservadas del aparato de exportacion y las proteinas reguladoras de la secrecion entre
translocadores y efectores (SepD y SepL, Switch 2 en EPEC) (Deng, Li et al. 2005).
Buscando razones que pudieran explicar la diferencia en los fenotipos de secrecién de las
mutantes AesCP de EPEC con la Aorfl6 de CR, primero descartamos que esta se debiera a
las condiciones del ensayo, ya que nosotros observamos el mismo fenotipo haciendo el
ensayo de secrecion en cultivos estéticos en una incubadora con 5% de CO, (condicion en
la que se realizaron los ensayos para la Aorfl6 de CR). Cuando se secuencio la isla LEE de
CR (Deng, Li et al. 2001) (AF311901), se reportd a Orfl6 como una proteina de 103
aminoéacidos, dato con el que el grupo del Dr. Deng construyd una mutante a la que se le
eliminaron los aminoacidos 6 al 86 de Orfl6. Sin embargo, al hacer un alineamiento de
EscP de EPEC, Orf16 de CR y Orf16 de EHEC (Figura 16), encontramos que Orf16 de CR
tiene un coddn de inicio alternativo (TTG) en la misma posicién del codon de inicio
reportado para EscP y Orfl6 de EHEC, y el cual recientemente, con la secuenciacion del
genoma de CR fue anotado como el codon de inicio (Petty, Bulgin et al. 2010)
(NC _013716). Por lo tanto, la mutante Aorf16 de CR expresa un tercio (40 aminoacidos del
amino terminal) de la proteina Orf16, lo que sugiere que esta region podria contribuir en la
regulacién de la secrecion de efectores, ya que en presencia de estos 40 aminoacidos Tir se
secreta de manera normal. Probablemente estos 40 aminoacidos pudieran ser importantes

en la interaccion de EscP con CesT.

Para corroborar si Orf16 de CR y EscP de EPEC cumplen la misma funcién, realizamos
ensayos de complementacién heterdloga de la mutante AescP de EPEC con dos versiones
de Orf16 de CR; la primera es Orf16 de 103 aminoacidos (correspondientes a la proteina
Orf16 reportada por Deng y col.) que denominamos A35016CR y la segunda es Orf16 de
138 aminoéacidos (que corresponderia a la proteina completa con el codon de inicio

alternativo igual a EscP) que denominamos O16CR. Al complementar a la mutante AescP
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de EPEC con la version A35016CR, observamos que no se recuperan los niveles de
secrecion de ningun sustrato, indicando que los primeros 35 aminoacidos de Orfl6 son
necesarios para hacer eficiente la secrecion de translocadores y regular la secrecion de Tir.
Para el caso de la complementacion heteréloga con la version O16CR, observamos una
recuperacion total de los niveles de secrecion de todas las proteinas, demostrando asi, que
Orf16 de CR y EscP de EPEC son reconocidas por el SST3 heterdlogo, interaccionan con
los mismos componentes y pueden asi cumplir la misma funcion al ayudar a la eficiente
secrecion de las proteinas translocadoras y al regular la secrecién de efectores.
Demostramos también que los primeros 35 aminoacidos de las proteinas son esenciales

para su funcion.

La proteina flagelar FliK de S. enterica comparte una similitud moderada (15%) con
EscP, y se sabe que llevan a cabo funciones similares en su respectivo SST3. Quisimos
probar si la proteina FliK era capaz de complementar a la mutante AescP de EPEC y
viceversa. Encontramos que FliK no es capaz de restaurar la secrecion de la AescP, y de
manera similar, EscP no es capaz de rescatar el nado de la AfliK; indicando que las
proteinas no son intercambiables y que aunque tienen algunas funciones equivalentes en
cada sistema, las caracteristicas fisicoquimicas o estructurales de cada una pudieran estar
relacionadas con una funcion particular. Un resultado similar se reporté en 2002 (Tamano,
Katayama et al. 2002), donde encontraron que la proteina FliK no es capaz de restaurar el
ensamblaje de inyectisomas de la mutante Aspa32 de S. flexneri. No creemos que los
resultados anteriores se deban a la incapacidad de ser reconocidas por proteinas del aparato
de exportacion en las diferentes especies, ya que demostramos que EscP si tiene un efecto
multicopia sobre el nado de S. enterica WT (Figura 42). Por otro lado, existen proteinas
para las que se ha demostrado que si son intercambiables, esta reportado que la mutante
Aspa32 se complementa al introducir en trans a inv] y a yscP. Lo interesante de este
resultado es que solo se ha descrito transcomplementacion entre proteinas de inyectisomas

de patdgenos de animales.

Para probar la contribucion de la porcion amino de EscP, hicimos una versién
recombinante etiquetada con HA de la proteina sin sus primeros 11 aminoacidos

(pJHA11016). Encontramos que esta version es muy inestable (Botteaux, Sani et al. 2008).
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El resultado coincide con lo reportado para otras proteinas de la familia YscP/FliK, en
donde versiones truncas del N-terminal de FliK, Inv] y HrpP son menos estables que las
versiones silvestres de dichas proteinas (Russmann, Kubori et al. 2002; Minamino, Saijo-
Hamano et al. 2004; Hirano, Shibata et al. 2005; Morello and Collmer 2009). De manera
inesperada, encontramos que Al1EscP fue capaz de restaurar parcialmente la secrecion de
las proteinas translocadoras pero no la de Tir, indicando que la regién amino terminal es
necesaria para la regulacion de Tir pero dispensable para permitir la secrecion de

translocadores.

También construimos una version de EscP-HA sin los dltimos 15 aminoacidos
(pJHo16A15) y aunque esta version si es estable, no es funcional, ya que no complemento
la secrecion de proteinas en la mutante AescP, indicando que el C-terminal de EscP se
requiere para su funcién (tanto en la regulacion de la secrecion de translocadores como de
efectores). Este resultado coincide con lo reportado para Spa32, donde muestran que
versiones con ablaciones en el C-terminal (Gltimos 29 residuos) de la proteina no restauran
la secrecion de efectores lIpas, las cepas no invaden células HelLa ni son capaces de

controlar la longitud de la aguja (Botteaux, Sani et al. 2008).

Con base en los resultados de que: (i) en ausencia de EscP se secretan mas efectores
(Figura 26 y 27), (ii) que una mutante (Aorfl6 de CR) que expresa el primer tercio de la
proteina Orfl6 es capaz de regular la correcta secrecion de Tir y (iii) con la interaccion de
EscP con la chaperona de efectores CesT (Figura 41), proponemos que EscP pudiera
cumplir una funcion reteniendo a los efectores de manera indirecta a través de la
interaccion con CesT secuestrandola mientras se ensambla el translocén. Una interaccion
similar se report6 en el patdgeno de plantas X. campestris pv. vesicatoria, encontraron que
la proteina HpaC, que controla la especificidad de secrecion de sustratos, forma un
complejo con la chaperona de efectores HpaB y que el complejo HpaC-HpaB es capaz de
interaccionar con el componente del aparato de exportacion HrcV (Buttner, Lorenz et al.
2006). Al hacer una busqueda de homologos (utilizando BLAST) de HpaB los resultados
incluyeron a CesT de Burkholderia y Herbaspirillum, sugiriendo que esta interaccion esta
conservada tanto en patogenos de plantas como de animales, aunque hace falta dilucidar la

funcion detallada que pudiera tener este complejo.
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En los SST3 existen complejos proteicos encargados de regular la jerarquia de secrecion
entre translocadores y efectores (Switch 2), en EPEC mutantes en los genes que codifican a
las proteinas SepD y SepL presentan un fenotipo de secrecion nula de translocadores e
hipersecrecion de efectores (Deng, Li et al. 2005). Debido a la semejanza entre los
fenotipos de secrecion de las mutantes AescP, AsepL y AsepD, que indican que las
proteinas estan involucradas en permitir la secrecion de translocadores y detener efectores
hasta un punto adecuado para su secrecidn, creemos que pudiera existir un mecanismo en el
que ambos switches cooperan y actdan conjuntamente deteniendo la salida de efectores
mientras promueven la salida de translocadores. Para saber si la hipétesis anterior es por
interaccion directa de las proteinas, quisimos examinar la interaccion de un componente del
switch 2 (SepL) con EscP; sin embargo, en un ensayo de copurificacion el resultado fue
negativo. Hacen falta mas experimentos para saber si existe tal comunicacion entre dichos

complejos.

Se ha demostrado para la aguja de los inyectisomas y el gancho del flagelo, que aungue
varian de tamafio en cada especie, poseen una longitud determinada regulada por el grupo
de proteinas T3S4 (familia YscP/FIiK) (Minamino and Pugsley 2005; Mota, Journet et al.
2005). Para caracterizar de manera mas completa el fenotipo de la mutante AescP,
purificamos los inyectisomas y los analizamos por microscopia electronica de transmision.
Al hacer las mediciones de la aguja ensamblada por los inyectisomas de la cepa EPEC WT,
encontramos una longitud promedio de =23 nm, que es mucho menor a las reportadas
previamente de 40 a 50 nm (Daniell, Takahashi et al. 2001; Shaw, Daniell et al. 2001;
Wilson, Shaw et al. 2001). Nuestras mediciones se hicieron usando una magnificacion
calibrada y tomando en cuenta sélo la distancia entre los anillos y el inicio del filamento,
que es el punto exacto donde el diametro aumenta de 9 nm (didmetro de la aguja) a 12 nm
(diametro del filamento). La diferencia con lo reportado anteriormente podria deberse a la
metodologia utilizada para el ensayo, ya que las mediciones para las agujas de 40-50 nm
fueron hechas en bacterias adheridas a eritrocitos y tomando en cuenta la porcion del
translocon que no se marcaba con anticuerpos anti-ESpA acoplados a particulas de oro,
haciéndola una metodologia menos precisa, ya que pudiera haber cierto marcaje
inespecifico. En sus imagenes (Daniell, Takahashi et al. 2001; Shaw, Daniell et al. 2001,

Wilson, Shaw et al. 2001) no es clara la diferencia en los diametros de la aguja y filamento.
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Nuestro resultado de agujas pequerias en EPEC concuerda con la idea de que la longitud de
la aguja ha evolucionado de acuerdo a las estructuras de pared bacteriana
(lipopolisacaridos, adhesinas, etc.) y al mecanismo de infeccion (Mota, Journet et al. 2005;
West, Sansonetti et al. 2005; Cornelis 2006). Por ejemplo en Y. pestis se ha visto que
alargando la adhesina de membrana externa YadA, se reduce la eficiencia de translocacion
de cepas con agujas de longitud WT; pero que esta se restaura con agujas mas largas que la
adhesina, demostrando que la aguja necesita ser de una longitud minima para ser funcional
(Mota, Journet et al. 2005). EPEC al ser un patdgeno extracelular que después de la aguja
ensambla un filamento, probablemente no requiera una aguja larga para infectar enterocitos

de manera eficiente.

Al analizar los inyectisomas purificados de la mutante AescP, nuestros resultados
mostraron que esta cepa polimeriza agujas mas largas que las ensambladas por la cepa
silvestre (Figura 31), sugiriendo que en ausencia de EscP, no se detiene la secrecion de
EscF una vez que la aguja ha alcanzado su tamafio determinado genéticamente. Se han
propuesto diferentes modelos para explicar como se lleva a cabo el control de la longitud de
la aguja/gancho (Makishima, Komoriya et al. 2001; Journet, Agrain et al. 2003; Agrain,
Sorg et al. 2005; Marlovits, Kubori et al. 2006; Moriya, Minamino et al. 2006; Shibata,
Takahashi et al. 2007; Botteaux, Sani et al. 2008; Wood, Jin et al. 2008; Wagner, Sorg et al.
2009; Erhardt, Hirano et al. 2010; Wagner, Stenta et al. 2010; Erhardt, Singer et al. 2011) y
el méas aceptado sugiere que la proteina T3S4 funciona como una regla molecular o cinta
métrica que va midiendo la longitud de la estructura mientras se secreta. EScP es la més
pequerfia de todas las proteinas de la familia YscP/FIiK y encontramos que parece haber una
correlacion entre la longitud de la aguja/gancho con el tamafio de la proteina que la
controla; EscP, 138aa/~23nm; Spa32, 292aa/~45nm (Tamano, Aizawa et al. 2000; Tamano,
Katayama et al. 2002); InvJ, 336aa/~50nm (Kimbrough and Miller 2000); FIliK,
409aa/~55nm (Hirano, Yamaguchi et al. 1994) y YscP, 515aa/~60nm (Hoiczyk and Blobel
2001; Journet, Agrain et al. 2003). También encontramos que los inyectisomas
ensamblados en ausencia de EscP no solo pueden tener aguja larga, sino que también se
ensambla filamento sobre esta, indicando que los filamentos pueden comenzar a
polimerizarse de agujas de diferentes tamarios y que el cambio de especificidad de sustratos

ocurre de manera aleatoria en comparacion a la cepa WT. Otra observacion importante es
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gue en la mutante AescP no todos los inyectisomas poseen agujas largas, sino que hay
algunos inyectisomas con agujas de tamario silvestre y otros que poseen filamentos muy
largos (Figura 32). Encontramos también, que la mutante AescP forma un menor nimero de
inyectisomas totalmente ensamblados comparando con los encontrados en la cepa WT,
mientras que la estructura basal (anillo de membrana interna) permanece constante en
ambas cepas (Fig. 34 y 35). Sin embargo, con el nimero de muestras obtenidas no fue
posible hacer un analisis estadistico de dichos resultados en los inyectisomas purificados de
la mutante AescP, por lo que se requieren mas experimentos para poder realizar un anélisis

cuantitativo y comparativo de los diferentes fenotipos observados.

Encontramos en la literatura un reporte de que el inyectisoma que ensambla B.
bronchiseptica posee también un filamento (Medhekar, Shrivastava et al. 2009). Al igual
que EscP, BscP de B. brochiseptica es una proteina pequefia, no se ha descrito el tamafio de
la aguja del inyectisoma de esta especie, sin embargo, en correlacion a lo encontrado con
EscP, creemos que esta pudiera ensamblar también una aguja pequefia. Estudios futuros en
esta proteina seran claves para la determinacion de la funcion de reglas moleculares

pequerfias de inyectisomas que poseen filamento.

Como se mencioné anteriormente, una caracteristica relevante de las proteinas que
controlan la longitud de la aguja/gancho, es que todas se secretan a través del SST3
(Collazo, Zierler et al. 1995; Minamino, Gonzalez-Pedrajo et al. 1999; Payne and Straley
1999; Stainier, Bleves et al. 2000; Magdalena, Hachani et al. 2002; Tamano, Katayama et
al. 2002; Agrain, Sorg et al. 2005), y se ha propuesto que la secrecién es importante para la
funcion de regla molecular (Minamino, Gonzalez-Pedrajo et al. 1999; Magdalena, Hachani
et al. 2002; Agrain, Sorg et al. 2005). Encontramos que ESCP es una proteina que se secreta
a bajos niveles (Figura 36A), encajando con la propuesta de que la proteina T3S4 es s6lo
ocasionalmente secretada durante la polimerizacion de la aguja, y que se requieren pocas
moléculas de la misma para realizar su funcién (se han reportado s6lo 5-10 moléculas de
FIiK secretadas por flagelo) (Muramoto, Makishima et al. 1998; Minamino, Gonzalez-
Pedrajo et al. 1999; Botteaux, Sani et al. 2008; Erhardt, Singer et al. 2011). De manera
inesperada, encontramos que la secrecién de EsScP ocurre también, aunque en menor

medida, de manera independiente al SST3 (ya que se secreta en la mutante de la ATPasa,
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AescN). Esto no se observd para ningun efector ni para Escl bajo las mismas condiciones
del ensayo, sefialando un caso especifico para la secrecion de EscP. A la fecha no hemos
podido determinar la via de secrecion independiente del SST3, por lo que se necesitan mas
experimentos para elucidar este mecanismo. Esta secrecion independiente nos impidio
determinar la secrecién de EscP en diversos fondos genéticos (AescF, Aescl, AescO, AsepL,
AescUnpry) 10 que hubiera servido para conocer la jerarquia de secrecion de sustratos
tempranos y el papel de la prote6lisis de EscU en la secrecion de EscP. En cuanto a la
secrecion de los sustratos tempranos solo se ha reportado (y nosotros lo verificamos) que en
una mutante AeSCF no se secreta Escl (Sal-Man, Deng et al. 2012).

El grupo del Dr. Namba demostré que la proteina FliK interacciona con la proteina que
forma el gancho flagelar (FIgE), y que dicha interaccion es importante para hacer eficiente
el cambio de especificidad de sustratos (Minamino, Moriya et al. 2009). Con este
antecedente, y dado que no hay una interaccion homéloga reportada en los sistemas de
virulencia, analizamos la interaccion de EscP con la proteina de la aguja (EscF) y
encontramos que las proteinas fueron capaces de interaccionar tanto in vitro como in vivo
(Figura 39), sugiriendo varios escenarios que pudieran explicar la funcionalidad de dicha
interaccion (ver mas adelante). Ademas, encontramos que (i) EscP es capaz de
interaccionar con otro sustrato temprano, la proteina que forma el eje interno del
inyectisoma (Escl) (Figura 40) y (ii) que EscP se requiere para la correcta secrecion de este
sustrato (Escl se hipersecreta en la mutante AescP) (Figura 36B), sugiriendo que EscP
regula directamente la secrecion de esta proteina y posiblemente su ensamblaje. Una
interaccion equivalente se reportd en el patdgeno de plantas X. campestris pv. vesicatoria,
en donde HpaC interacciona con HrpB2 (Lorenz, Schulz et al. 2008), indicando que existe
un mecanismo comun de regulacion de la proteina del eje en los SST3 de patdgenos de

plantas y de animales.

El control de la jerarquia de secrecion de sustratos tempranos a intermedios (Switch 1)
requiere de dos proteinas: la de la familia YscP/FIiK y la de la familia YscU/FIhB, que es
un componente del aparato de exportacién localizado en la membrana interna (Ferris and
Minamino 2006; Deane, Abrusci et al. 2010). La proteina homologa a YscU/FIhB en EPEC

es EscU que contiene 4 cruces transmembranales seguidos de una porcion citoplasmica
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grande que se corta autoproteoliticamente en el motivo NPTH, resultando en dos
subdominios: EscUcn Yy EscUcc (Zarivach, Deng et al. 2008). Como demostramos con la
purificacion de His-EscUc, los subdominios permanecen unidos después del corte ya que

son capaces de coeluir (Figura 24).

Demostramos que EscP interacciona con EscU (miembro de la familia YscU/FIhB) y
especificamente para esta interaccion, sélo se requieren los ultimos 83 residuos de la
porcion C-terminal de la proteina (EscUcc). Esta interaccion indica que en EPEC las dos
proteinas son parte de un mecanismo de control de secrecion de proteinas conservado en los
patdgenos de animales, plantas y en el flagelo. Encontramos también que en EPEC, no se
trata de un switch canonico (todo o nada), ya que en ausencia tanto de EscP como del corte
en el sitio NPTH de EscU (necesario para el switch) aun se secretan sustratos (Thomassin,
He et al. 2011; Monjaras Feria, Garcia-Gomez et al. 2012). Se ha reportado que en el
sistema flagelar el control de la longitud del gancho esté ligado al ensamblaje del filamento
(la mutante AfliK que genera poliganchos no secreta ni ensambla filamento), y de la misma
manera, mutantes en yscP, spa32 e invJ ensamblan poliagujas pero no son capaces de
secretar sustratos tardios (Kubori, Sukhan et al. 2000; Magdalena, Hachani et al. 2002;
Tamano, Katayama et al. 2002; Journet, Agrain et al. 2003). Nosotros encontramos que en
la mutante AescP aparte de secretar sustratos, ensambla algunos filamentos y es capaz de
formar poros de translocacion en la célula eucarionte (ya que presenta actividad
hemolitica), aunque todo en menor cantidad que la cepa EPEC silvestre. Estos resultados de
formacion de algunos inyectisomas funcionales coinciden con lo reportado para la mutante
Aorfl6 de CR, la cual es parcialmente competente en la formacion de pedestales y posee
virulencia atenuada en ratones (Deng, Puente et al. 2004). También, en concordancia con
nuestros resultados, y a la par de la publicacion de nuestros resultados, se report6 que en S.
flexneri, la mutante Aspa32 puede formar poro de translocacion y posee actividad
hemolitica disminuida, demostrando que en ausencia de la regla molecular Spa32 ocurre un
cambio de especificidad autbnomo y que este no esta finamente acoplado al control de la

longitud de la aguja (Shen, Moriya et al. 2012).

Un modelo alternativo al de la regla molecular (que yo méas que alternativo lo considero

complementario) plantea que el ensamblaje del eje interno determina el tamafio de la aguja
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y que también es necesario para que se dé el switch 1. En S. enterica se propone que la
proteina InvJ estabiliza la conformacion de una estructura localizada en el aparato de
exportacion (denominada “socket”), que permite que se complete el ensamblaje del eje y
que este sirve de anclaje para la aguja (Marlovits, Kubori et al. 2006). En Y.
pseudotuberculosis se reportd que una mutante AyscP hipersecreta a la proteina del eje
interno (Yscl) y que en una mutante supresora de este fenotipo (en YscUc) se recupera la
secrecion a niveles silvestres, sugiriendo que la formacion del eje y el switch estan
estrechamente relacionados (Wood, Jin et al. 2008). De acuerdo a estas propuestas y a lo
encontrado para EscP, proponemos que el defecto en el ensamblaje de inyectisomas de la
AescP pudiera deberse a la incorrecta formacién del eje interno. En nuestras purificaciones
no encontramos inyectisomas con agujas largas sin cuerpo basal, con lo que creemos que en
EPEC la formacion del eje interno es indispensable para el ensamblaje del inyectisoma.
Dado que en la AescP tampoco observamos agujas largas sin filamento, proponemos la
hipétesis de que en ausencia de EscP la reduccion en el nimero de inyectisomas se debe a
la falta de formacion de eje interno, y que los pocos que logran ensamblarse es porque
ocurre una leve formacion espontanea de ejes, permitiendo el anclaje y ensamblaje de la
aguja que a su vez promueve el cambio de especificidad autonomo, lo que posibilita la
secrecion de translocadores y efectores. En el trabajo donde se cristalizé la porcién C-
terminal de EscU (Zarivach, Deng et al. 2008), se propuso que en EPEC, EscU podria pasar
por alto el proceso de regular la longitud de la aguja. Sin embargo, en este trabajo
demostramos que si existe tal mecanismo, pero que es posible que la conformacion de
EscUc después del corte (que es diferente a la de SpaS y FIhB en que estas tienen un a-
hélice mas grande) pueda favorecer el cambio de especificidad independiente de EscP

(Monjaras Feria, Garcia-Gomez et al. 2012).

En resumen, en la Figura 44 se muestra un modelo de lo que ocurre en ausencia de EscP
con respecto a la biogénesis y funcionamiento del inyectisoma de EPEC. Una vez
ensamblados los anillos en las membranas de la bacteria, se ensambla el aparato de
exportacion (Diepold, Amstutz et al. 2010; Wagner, Konigsmaier et al. 2010; Diepold,
Wiesand et al. 2011) que incluye a la proteina EscU, que contiene 4 cruces
transmembranales y la region C-terminal (EscUc) que permanece en el citoplasma. El

sustrato temprano Escl es reconocido por el aparato de exportacion al interaccionar con
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EscU sin cortar (Sal-Man, Deng et al. 2012). En ausencia de EscP, Escl se acumula en el
citoplasma, se hipersecreta y se evita el ensamblaje del eje interno (Figura 44A). De manera
aleatoria pocos ejes (probablemente ensamblados de forma incorrecta) logran formarse y
sirven de anclaje para la formacion de la aguja. EscF se secreta de manera descontrolada y
se forman algunas agujas largas. EscUc se corta en dos subdominios, EscUcc Yy EscUcy,
gue permanecen firmemente asociados (Figura 44B). Sin EscP, no se da la sefial de que la
aguja termino de ensamblarse a una longitud silvestre y no se da un cambio conformacional
en EscUcc por la interaccion de EscP, por lo que los translocadores no pueden ser
reconocidos (Figura 44C). De manera autonoma, probablemente por la conformacion
particular de EscUc después del corte (Zarivach, Deng et al. 2008), se da el cambio
conformacional (cambio de especificidad) y se secretan los translocadores y se ensambla el
filamento. ElI complejo SepD-SepL retiene a los efectores, aunque por posible
comunicacion con EscP, sumado al retraso en la salida de translocadores, esta funcion no es
tan eficiente y permite la secrecion de los efectores. Es importante mencionar que EPEC se
crece in vitro en medio DMEM, el cual induce la salida de efectores, con lo que creemos
que se debe encontrar una condicion (medio) en el cual no esté forzada la salida de las
proteinas efectoras y poder asi determinar si la secrecion de efectores en la mutante AescP
es dependiente o no de una sefial endogena. CesT (que no interacciona con EscP) esta libre
en el citoplasma y su funcion de llevar a los efectores a la base del aparato es mucho mas
eficiente (Figura 44D). Una vez que se logran formar algunos poros de translocacion, el
complejo SepD-SepL recibe la sefial correcta y permite la salida de los efectores a tiempo
(Figura 44E).
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Fig. 44 Representacion esquematica de los eventos que ocurren en ausencia de EscP. (A) Se
secreta EscF (circulos azules, F) y Escl (circulos amarillos, 1) se hipersecreta. Los cruces
transmembranales del componente del aparato de exportacion EscU (en café) se representan en la
membrana interna (M), mientras que la porcién del carboxilo solubles, en el citoplasma (EscUc¢:
C). (B) EscUc se autoproteoliza en el motivo NPTH y los dos dominios CC y CN permanecen
firmemente asociados. Se logran ensamblar algunos ejes internos, permitiendo el anclaje vy
ensamblaje de la aguja. (C) En ausencia de EscP no se regula la longitud de la aguja y esta crece
desproporcionadamente. Se da un cambio de especificidad de sustratos autonomo (D) Se secretan
las proteinas translocadoras EspA (circulos purpuras, A), EspB (circulos morados, B) y EspD
(circulos morados, D). ElI complejo CesT-Tir, (diagramas azul claro, C) Tir (rombos rojos, T) no
previene de manera silvestre, junto con el complejo SepD (triangulos azules, sD)-SepL (tridngulos
azules, sL), la secrecion temprana de efectores. Se ensamblan algunos poros de translocacién (B/D)
en la membrana de la célula hospedera (MH). (E) El complejo SepD-SepL desregulado detecta la
sefial de contacto y continda la secrecion de efectores. ME: membrana externa. El cuerpo basal se
tomo y adapté de (Schraidt and Marlovits 2011).

Tomando en conjunto nuestros resultados y los publicados en estudios previos,
sugerimos un modelo para explicar la funcion de EscP en condiciones silvestres (Figura
45). Una vez que se ensamblan los anillos membranales y el aparato de exportacion
(Diepold, Amstutz et al. 2010; Wagner, Konigsmaier et al. 2010; Diepold, Wiesand et al.
2011), se reconocen y secretan los sustratos tempranos Escl (eje interno), EscF (aguja) y

EscP. EscP interacciona tanto con Escl como con EscF para regular su secrecion. Escl
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también interacciona con EscU y se ha descrito que esta interaccion es independiente del
corte de EscU (una mutante EscUnzs24 Sigue interactuando con Escl) y se cree que esta
interaccion puede retrasar el corte de EscUc (Sal-Man, Deng et al. 2012) (Figura 45A).
Conforme procede la secrecion de los sustratos tempranos, la concentracion local de estos
en el aparato de exportacion disminuye y Escl libera a EscU y la proteina se autoproteoliza
(Sal-Man, Deng et al. 2012). Con el corte proteolitico se crea una conformacion apropiada
para la interaccion con otros sustratos (Zarivach, Deng et al. 2008). Ademéas como se ha
sugerido para el sistema flagelar, el corte proteolitico pudiera frenar la tasa de secrecion de
los sustratos tempranos (Minamino, Imada et al. 2008). El eje se ensambla y esto permite el
firme anclaje de la aguja, al mismo tiempo EscP es ocasionalmente secretada para ir
midiendo la longitud de la aguja (Figura 45B). Cuando la aguja llega a los =23 nm de
longitud, EscP dentro de esta interacciona con mayor afinidad con EscF, provocando una
pausa temporal que bloquea el canal de secrecion, permitiendo la interaccion de EscUcc
con EscP en el citoplasma. Esta interaccion promueve un cambio conformacional en
EscUcc que cambia la especificidad de secrecion de sustratos, permitiendo la secrecion de
los translocadores (Figura 45C). Mientras se ensambla el translocon, el complejo EscP-
CesT-Tir, junto con el switch 2 SepL-SepD, previene la salida de los efectores hasta que se
forma el poro de translocacién en la membrana del enterocito. Esta reportado que la
interaccion SepL-Tir es importante para retener la secrecion de los demas efectores
(Thomas, Deng et al. 2007; Wang, Roe et al. 2008) (Figura 45D). Finalmente, se transmite
una sefial (de origen desconocido) hacia el complejo SepD-SepL de que el translocén esta
completamente ensamblado y se permite la salida de los efectores directamente al

citoplasma de la célula hospedera (Figura 45E).
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Fig. 45 Representacion esquematica del mecanismo de control de la longitud de la aguja y el
cambio de especificidad de sustratos mediados por EscP del LEE de EPEC. (A) Se secretan los
sustratos tempranos, EscP interacciona con ambos, EscF (circulos azules, F) y Escl (circulos
amarillos, 1) para regular su secrecion. Los cruces transmembranales del componente del aparato de
exportacion EscU (en café) se representan en la membrana interna (MI), mientras que la porcién
carboxilo soluble, en el citoplasma (EscUc: CN y CC). (B) EscUc se autoproteoliza en el motivo
NPTH y los dos dominios CC y CN permanecen firmemente asociados. Se ensambla el eje interno,
permitiendo el firme anclaje y ensamblaje de la aguja. EScP se secreta intermitentemente durante la
polimerizacion de la aguja. (C) EscP determina la longitud de la aguja desde dentro del canal. EscP
interacciona con CC promoviendo un cambio conformacional que cambia la especificidad de
secrecion de sustratos (Switch 1). (D) Se secretan las proteinas translocadoras EspA (circulos
purpuras, A), EspB (circulos morados, B) y EspD (circulos morados, D). EscP en complejo con
CesT (diagramas cian, C)- Tir (rombos rojos, T) previene, junto con SepD (tridangulos azules, sD)-
SepL (triangulos azules, sL), la secrecion temprana de efectores hasta que el poro de translocacién
(B/D) se ha formado en la membrana de la célula hospedera (MH). (E) EI complejo SepD-SepL
detecta la sefial de contacto y se activa el segundo cambio de especificidad de sustratos (Switch 2)
de translocadores a efectores. ME: membrana externa. El cuerpo basal se tomé6 y adaptd de
(Schraidt and Marlovits 2011).

Basandose en nuestros resultados e incorporando datos de otros SST3, Hughes K
(Hughes 2012) propuso un modelo de cémo podria EscP regular la longitud de la aguja y

participar en el cambio de especificidad de sustratos (Figura 46 en el Anexo Ill).
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo dilucidamos el papel de la proteina EscP (antes Orfl6) en el

ensamblaje y funcionamiento del SST3 de EPEC.

Reportamos que EscP es necesaria para regular la secrecion de los sustratos tempranos
Escl (eje interno) y EscF (aguja) y detiene su secrecion una vez que se ha ensamblado
correctamente el eje y la aguja ha alcanzado su longitud silvestre de 23 nm. Encontramos
también, que la proteina EscP es indispensable para ensamblar el nimero silvestre de

inyectisomas.

La proteina EscP se requiere para la eficiente secrecion de translocadores (EspA, EspB
y EspD) y para regular la salida de las proteinas efectoras codificadas en el LEE vy fuera de
él (Nle’s).

Encontramos que EscP interacciona con el extremo carboxilo de la proteina EscU
(EscUcc), sugiriendo que estas dos proteinas forman parte de un “switch” presente en
diversos SST3 que se encarga de cambiar la especificidad de secrecion de sustratos
tempranos a intermedios y tardios. ESCP es capaz de interaccionar ademas, con multiples
proteinas del SST3: con la proteina del eje, Escl; con la proteina que forma la aguja, EscF y

con la chaperona de efectores CesT.

En este trabajo mostramos que los extremos amino y carboxilo de la proteina son

necesarios para su funcion en la regulacion de la secrecion.

Demostramos que EscP pertenece a la familia YscP/FIiK y que Orfl6 de Citrobacter
rodentium es intercambiable con EscP, sugiriendo que en los patdgenos A/E estas proteinas
cumplen la misma funcién. Al contrario, FIiK de Salmonella, que cumple una funcién

analoga a EscP en el sistema flagelar, no puede suplir la funcién de EscP.
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PERSPECTIVAS

Este fascinante proyecto ha dado las bases de una linea novedosa en el campo del SST3
y quedan muchas preguntas por contestar. A continuacion enlisto algunas de las cosas por
hacer:

e Conocer si existe una conexion directa entre el Swicth 1(EscP-EscU) y el Swicth 2
(SepL-SepD) de EPEC, ya que los fenotipos de las mutantes AescP, AsepL y AsepD, son

similares en cuanto a la hipersecrecion de efectores.

e Analizar si EscUcc se esta disociando de EscUcy Y secretando en la cepa EPEC WT
y comparar el resultado en la AescP, verlo también en presencia de calcio ya que en esta
condicién no se deberia disociar. Este punto surge a partir de un trabajo muy reciente donde
se reportd que YscUcc se disocia de la porcion YscUcy Y que con el cambio de calcio, pH'y

temperatura se favorece su secrecion (Frost, Ho et al. 2012).

e Aln se desconoce la naturaleza de la sefial que induce la secrecion de proteinas a
través del SST3 una vez que se hace contacto con la célula eucarionte. EI Ca2” es un
candidato y seria interesante conocer el papel de este ion bivalente en la secrecién de
proteinas en la mutante AescP.

e Definir la sefial de secrecidn de EscP y conocer si la secrecion de EScP es necesaria

para alguna de sus funciones.

e Conocer el papel de las regiones amino y carboxilo de EscP silvestre o con etiquetas
en esas mismas regiones en cuanto a la regulacion de la longitud de la aguja, a la cantidad

de inyectisomas ensamblados o para la interaccidn con otros sustratos del SST3.

e Dilucidar si existe una relacion entre el ensamblaje del filamento EspA y la

regulacion de la longitud de la aguja.
e Conocer la jerarquia de secrecion de los sustratos tempranos Escl, EscF y EscP.

e Conocer en detalle el mecanismo de regulacion de la longitud de la aguja por EscP.
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e Demostrar que la formacion del eje interno se requiere para la secrecion de

proteinas y que en ausencia de EScP no se ensamblan suficientes ejes internos.

e Mapear los dominios de interaccion de EscP con los diferentes sustratos para saber
si son sitios Unicos o redundantes. Se propone que el C-terminal de EscP interacciona con

el C-terminal de EscU y que el N-terminal de EscP interacciona con EscF y con CesT.

e Encontrar otros sustratos con los que EscP podria interaccionar (Tir, Orfl5, EScN,

SepD, EspA, EspD, EscQ o EscV) y estudiar la funcionalidad de dichas interacciones.

e Saber si el corte proteolitico de EscU modifica su capacidad de interaccidén con

otros sustratos del SST3 (incluido EscP).

e Demostrar que CesT no es chaperona de EscP y conocer la funcionalidad de la

interaccion.
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ANEXO |

Funcion de los genes codificados dentro de la isla LEE, asi como de algunos factores de

virulencia codificados fuera de ella.

NO

Genes
del LEE

Funcion del producto

rorfl

espG

Equivalente de la proteina VirA de S. flexneri, EspG es necesaria para la
colonizacion (Elliott, Krejany et al. 2001).

Altera la funcidon de las uniones estrechas (Glotfelty and Hecht 2012).

Ocasiona la formacion de fibras de actina y la destruccion de la red de microttbulos
debajo de la bacteria adherida. Tiene la capacidad de interaccionar con la tubulina y
estimular la desestabilizacion de microtibulos provocando la activacion de la via
RhoA-ROCK por medio del activador GEF-H1 (Matsuzawa, Kuwae et al. 2004;
Shaw, Smollett et al. 2005).

Contribuye a la inhibicién del transporte de iones CI/OH" en la membrana apical,
mediante la modulacion de la expresion de los intercambiadores de iones (DRA y
PAT-1) (Gill, Borthakur et al. 2007).

Activa a la cistein-proteasa calpaina y media la destruccién de la monocapa
epitelial, 1o que lleva al desprendimiento de las células hospederas durante la
infeccién (Dean, Muhlen et al. 2010).

Ya se determind su estructura cristalografica (PDB  3Q1C) (Germane and Spiller
2011).

Se une directamente al dominio inhibitorio de la Ser/Thr cinasa humana p21
(PAK), actlia como GTPasa, activandola y reclutandola en los sitios de adherencia
de EPEC (Germane and Spiller 2011).

Altera la estructura y funcién del aparato de Golgi (Clements, Smollett et al. 2011).

ler

Regulador positivo tanto de la isla LEE como de otros factores de virulencia fuera
del LEE (espC) y (Mellies, Elliott et al. 1999; Elliott, Sperandio et al. 2000;
Sperandio, Mellies et al. 2000; Mellies, Barron et al. 2007; Yang, Tauschek et al.
2010).

Activa la transcripcion quitando el silenciamiento dado por H-NS, y al igual que H-
NS se une a secuencias ricas en AT (Bustamante, Santana et al. 2001; Barba,
Bustamante et al. 2005; Yang, Tauschek et al. 2010).

Es capaz de oligomerizar y formar estructuras toroidales con el DNA involucradas
en la estimulacion de la expresion génica (Mellies, Benison et al. 2011).

orf2

cesAB

Chaperona de los translocadores EspA y EspB (Creasey, Friedberg et al. 2003).

orf4

escL

Proteina citoplasmica, es un regulador de la ATPasa. Interacciona y forma un
complejo junto con EscQ y EscN (Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 2011)

escR

Componente de la membrana interna del aparato de exportacion del SSTS3.
Interacciona con las proteinas EscS, EscU y EspD (Creasey, Delahay et al. 2003;
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Vidal, Canizalez-Roman et al. 2007).

escS

Componente de la membrana interna del aparato de exportacion del SST3.
Interacciona con las proteinas EscR y EspD (Creasey, Delahay et al. 2003; Vidal,
Canizalez-Roman et al. 2007).

10

escT

Componente de la membrana interna del aparato de exportacion del SST3 (Vidal,
Canizalez-Roman et al. 2007).

11

escU

Componente de la membrana interna del aparato de exportacion del SST3. Sufre
corte autocatalitico en la region C-terminal ubicada en el citoplasma (Zarivach,
Deng et al. 2008).Es esencial para la translocacion de efectores a la célula
hospedera (Thomassin, He et al. 2011). Interacciona con la proteina EscP para
favorecer la secrecién de proteinas translocadoras (Monjaras Feria, Garcia-Gomez
et al. 2012). Interacciona también con las proteinas EscR, EspD y Escl (Creasey,
Delahay et al. 2003).

12

etgA

Transglicosilasa litica necesaria para la eficiente secrecion de proteinas del SST3
(Garcia-Gomez, Espinosa et al. 2011).

13

griR

Regulador negativo del LEE, interacciona con GrlA suprimiendo su unién al LEE1
(Huang and Syu 2008).

14

grlA

Regulador positivo del LEE, activa el inicio de la transcripcion del operon LEEL
uniéndose a su regién promotora P1, lo que a su vez incrementa los niveles de Ler
(Barba, Bustamante et al. 2005; Huang and Syu 2008; Islam, Bingle et al. 2011).
Actlia como regulador negativo de la expresion de genes flagelares (lyoda, Koizumi
et al. 2006).

Actla como un antagonista de H-NS en el promotor de ler. Contiene dos dominios
funcionales, uno involucrado en la activacion transcripcional y de unién al ADN y
el otro, para heterodimerizacion con GrIR (Jimenez, Cruz-Migoni et al. 2010).

15

cesD

Chaperona del translocador EspD (Wainwright and Kaper 1998).

16

escC

Componente de la membrana externa del SST3. Pertenece a la familia de las
secretinas, forma un anillo en la membrana externa que funciona como canal
(Spreter, Yip et al. 2009).

17

sepD

Regula positivamente la salida de translocadores y negativamente la salida de
efectores. Forma un complejo con SepL, formando un “switch” o interruptor
molecular que regula de manera jerarquica la secrecion de proteinas (Deng, Li et al.
2005)

18

escJ

Componente de la membrana interna del SST3. Pertenece a la familia de las
lipoproteinas. Forma un anillo de 24 subunidades (Spreter, Yip et al. 2009).

19

escl

Forma el eje interno del SST3, funcionando como conector en la base de la aguja
(Sal-Man, Deng et al. 2012). Interacciona con EscU (Creasey, Delahay et al. 2003).

20

espZ

Interacciona con la proteina CD98 del hospedero, lo que contribuye a la proteccion
contra la citotoxicidad mediada por EPEC, siendo un antagonista de la muerte
celular (Shames, Deng et al. 2010).

Se localiza en la mitocondria e interacciona con la translocasa de membrana interna
mitocondrial TIM17b manteniendo el potencial de membrana, lo que contribuye a
la proteccién en contra de la rapida muerte celular durante la infeccion (Shames,
Croxen et al. 2011).

Protege a las células epiteliales infectadas mediante la inhibicion de la via
apoptética intrinseca (Roxas, Wilbur et al. 2012).

Regula la inhibicion de la translocacion de otros efectores, papel clave para la
colonizacion exitosa evitando la muerte celular manteniendo la viabilidad de la
célula infectada (Berger, Crepin et al. 2012).
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21

orfl2

Posible chaperona de SepL (Younis, Bingle et al. 2010).

22

escV

Componente de la membrana interna del aparato de exportacion del SST3. Se
propone que su dominio citoplasmico esta involucrado en el posicionamiento de los
sustratos que se secretan via SST3 (Gauthier, Puente et al. 2003). Citas

23

escN

ATPasa homohexamérica (Andrade, Pardo et al. 2007; Zarivach, Vuckovic et al.
2007). Se propone que es importante para el direccionamiento de los sustratos que
son secretados, que la energia de ATP es utilizada para la disociacion de complejos
sustrato-chaperona y contribuye al desplegamiento de las proteinas a ser secretadas
(Akeda and Galan 2005). Interacciona con las proteinas EscL, EscQ, EscO, Tir y
CesT (Gauthier and Finlay 2003; Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 2011).

24

orfl5
(escO)

Componente esencial para la secrecion de proteinas, interacciona con EscC (Sal-
Man, Biemans-Oldehinkel et al. 2012).

25

orfl6
(escP)

Regula el ensamblaje del eje y controla la longitud de la aguja. Regula la eficiente
secrecion de translocadores y efectores junto con EscU. (Este estudio) (Monjaras
Feria, Garcia-Gomez et al. 2012).

26

escQ

Componente que forma un anillo citosolico asociado a la membrana interna.
Interacciona y forma un complejo junto con EscL y EscN Se propone que actla
como una plataforma de reclutamiento para las proteinas secretadas via SST3
(Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 2011).

27

espH

Es un modulador de la actina del citoesqueleto de la célula hospedera. Reprime la
formacion de filipodios y favorece la formacion de los pedestales de actina (Tu,
Nisan et al. 2003).

Es un antagonista de la fagocitosis por macréfagos, mediante la inactivacion de la
via de sefializacion de las Rho GTPasas (Dong, Liu et al. 2010).

Induce el desensamblaje de las adhesiones focales, provoca desprendimiento
celular, activa a la Caspasa 3 e induce citotoxicidad (Wong, Clements et al. 2012).

28

ceskF

Chaperona del efector EspF (Elliott, O'Connell et al. 2002).

29

map

Se localiza en la mitocondria (posee una secuencia N terminal de direccionamiento
mitocondrial) y promueve la formacién de filipodios (Kenny, Ellis et al. 2002).

Es esencial para interrumpir la funcion de la barrera intestinal y altera las uniones
estrechas (Dean and Kenny 2004).

Provoca la disfuncién del organelo y disminuye el potencial de membrana
mitocondrial, lo que lleva a la muerte celular. Su importacion involucra a las
translocasas de la membrana externa mitocondrial (Tom22 y Tom40)
(Papatheodorou, Domanska et al. 2006).

Interacciona con el factor regulador del intercambiador de Na*/H® (NHERF1),
promoviendo la diarrea por la afectacion en la absorcion de sal y agua a través del
epitelio intestinal (Simpson, Shaw et al. 2006).

Es el principal inhibidor de la actividad del co-transportador de sodio-D-glucosa
(SGLT-1) y participa en la eliminacion de las microvellosidades (Dean, Maresca et
al. 2006).

Pertenece al grupo de efectores WxxXE, que contienen un motivo Trp-xxx-Glu.
Promueve la formacion de filipodios mediante la activacion de la Rho GTPasa,
Cdc42 (Berger, Crepin et al. 2009; Bulgin, Raymond et al. 2010).

30

tir

Receptor de la adhesina de membrana externa intimina. Activa la via de
sefializacion que lleva a la formacion de pedestales, inactiva el intercambiador de
sodio y glucosa (SGL-1) (ver texto).

31

cesT

Multi-chaperona de los efectores Tir, Map, EspF, EspG, EspH, EspZ, NleA, NleG,
NleH1 y NleH2 (Delahay, Shaw et al. 2002; Thomas, Deng et al. 2005; Thomas,
Deng et al. 2007; Thomas, Ma et al. 2012).
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32

eae

Adhesina de la membrana externa, denominada intimina. Interacciona con Tir para
desencadenar una cascada de sefializacion en el citoplasma de la célula hospedera
(Jerse and Kaper 1991; Kenny, DeVinney et al. 1997; Hayward, Leong et al. 2006).

33

escD

Componente de la membrana interna del cuerpo basal del SST3 (Spreter, Yip et al.
2009).

34

sepL

Regula positivamente la salida de translocadores y negativamente la salida de
efectores. Forma un complejo con SepD, formando un “switch” o interruptor
molecular que regula de manera jerarquica la secrecion de proteinas (Deng, Li et al.
2005).

35

espA

Proteina translocadora que se secreta a través del SST3. Polimeriza (miles de
subunidades) hasta 700 nm para formar el filamento extracelular del SST3. El
filamento es esencial para la translocacion de proteinas efectoras (Knutton,
Rosenshine et al. 1998; Sekiya, Ohishi et al. 2001; Shaw, Daniell et al. 2001).

36

espD

Proteina translocadora que se secreta a través del SST3. Forma junto con EspB el
poro en la membrana de la célula hospedera, necesario para la translocacion de
proteinas efectoras (Lai, Wainwright et al. 1997; Kresse, Rohde et al. 1999;
Daniell, Delahay et al. 2001).

Contiene dos motivos coiled-coil y dos dominios transmembranales (Wachter,
Beinke et al. 1999).

37

espB

Proteina translocadora que se secreta a través del SST3. Forma junto con EspD el
poro en la membrana de la célula hospedera, necesario para la translocacion de
proteinas efectoras secretadas por el SST3 (Wolff, Nisan et al. 1998).

Requiere a EspA y a EspD para su secrecion, pero sélo interacciona con EspD
(Taylor, O'Connell et al. 1998; Luo and Donnenberg 2011).

Se transloca a la célula hospedera y funciona también como efector promoviendo la
reorganizacion de actina mediante la unién a la a-catenina (Hamaguchi, Hamada et
al. 2008).

38

cesD2

Segunda chaperona del translocador EspD (Neves, Mundy et al. 2003).

39

esck

Oligomeriza (cientos de subunidades) para formar la aguja del SST3 (Wilson, Shaw
et al. 2001).

40

cesA2

Segunda chaperona del translocador EspA (Su, Kao et al. 2008).

41

espF

Incrementa la apoptosis de las células epiteliales infectadas.

No se requiere para la formacion de la lesion A/E, involucrado en la alteracion de la
resistencia transepitelial, en incrementar la permeabilidad y en la redistribucion de
la proteina ocludina de las uniones estrechas (McNamara, Koutsouris et al. 2001).
Se localiza en la mitocondria, importante para la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial durante la infeccion, se asocia a la liberacion de citocromo ¢ de la
mitocondria (Nougayrede and Donnenberg 2004).

Se une y activa a la proteina SNX9 (Sorting nexin 9), involucrada en la regulacién
del tréfico vesicular y endocitosis. Esta interaccién induce el remodelamiento en la
membrana del hospedero y la invasién (Marches, Batchelor et al. 2006; Alto,
Weflen et al. 2007; Weflen, Alto et al. 2010).

Inhibe la via de la cinasa PI-3, contribuyendo a la actividad anti-fagocitica (Quitard,
Dean et al. 2006).

Facilita la muerte celular, interactuando e interfiriendo con la funcién protectiva de
la proteina Abcf2 del hospedero, que pertenece a la super-familia de
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transportadores ABC (Nougayrede, Foster et al. 2007).

Es responsable de la disminucion de la actividad del intercambiador de sodio-
hidrégeno, NHE3® (Hodges, Alto et al. 2008).

Se localiza dentro del nicleo de la célula hospedera y causa alteraciones en él
(Holmes, Muhlen et al. 2010).

Contribuye a la longitud de los pedestales de actina inducidos por la infeccion
(Holmes, Muhlen et al. 2010).

Causa la liberacion del citocromo c y provoca el agotamiento de proteinas
antiapoptoticas, lo que inicia la cascada apoptotica (Holmes, Muhlen et al. 2010).

NO

Genes
fuera
del LEE

Funcion

42

nleA/espl

Se localiza en el aparato de Golgi (Gruenheid, Sekirov et al. 2004).

Contribuye a la diminucion de la resistencia transepitelial, se requiere para la
destruccion de las uniones estrechas, lo cual es independiente de su dominio de
unién PDZ (Thanabalasuriar, Koutsouris et al. 2010).

Se une e inhibe al complejo COPII, el cual juega un papel importante en el
empaquetamiento y trafico de proteinas en los sitios de salida del reticulo
endoplasmico (Kim, Thanabalasuriar et al. 2007).

43

nleB

Suprime la activacion de NF-kB (nuclear factor kB), lo que reduce la produccion de
IL-8 (Newton, Pearson et al. 2010).

43

nleC

No juega ningun papel en la formacion de la lesion A/E o adherencia (Marches,
Wiles et al. 2005).

Es una zinc metaloproteasa que degrada componentes del factor NF-xB,
contribuyendo a la inhibicién de la activacion de la respuesta inmune innata
(secrecion de 1L-8) (Yen, Ooka et al. 2010; Pearson, Riedmaier et al. 2011).
Degrada a la proteina nuclear del hospedero acetiltransferasa p300, que es un co-
activador de la transcripcion de muchos genes, incluyendo IL-8 (Shames, Bhavsar
etal. 2011).

Inhibe la activacion de la cinasa MAPK p38 (Sham, Shames et al. 2011).

44

nleD

Comparte similitud con el efector HoptoH de Pseudomonas syringae, no juega
ningun papel en la formacion de la lesion A/E o adherencia (Marches, Wiles et al.
2005).

Es una zinc metaloproreasa que inhibe la sefializacién pro-apoptética mediante el
corte e inactivacion de la cinasa JNK (JUN-NH2-terminal kinase) y la subunidad
p65 de NF-kB , inhibiendo la actividad pro-apoptdtica de INK (Baruch, Gur-Arie et
al. 2011).

45

nleE

Bloquea la translocacion nuclear de la subunidad p65 del factor de transcripcion

NF-xB, lo que provoca el bloqueo de la respuesta inflamatoria (Newton, Pearson et
al. 2010).

46

nleF

Contribuye a la colonizacion, pero no a la adherencia o formacion del pedestal
(Echtenkamp, Deng et al. 2008).

47

nleG

Identificado con la secuenciacion del genoma de EPEC, pero de funcién

® NHE3 es la ruta primaria de absorcién de Na* que entra al epitelio intestinal desde lumen y es un blanco

comun de los patdgenos que causan diarrea Hodges, K., N. M. Alto, et al. (2008). "The enteropathogenic

Escherichia coli effector protein EspF decreases sodium hydrogen exchanger 3 activity.” Cell Microbiol
10(8): 1735-1745.
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desconocida (Iguchi, Thomson et al. 2009).

Se unen a la proteina ribosomal S3 (RPS3), que es una subunidad del complejo NF-
kB, reduciendo su actividad nuclear e interrumpiendo la respuesta inmune innata
(Gao, Wan et al. 2009).

Inhiben apoptosis por la interaccién con el inhibidor Bax 1 (BlI-1) (Hemrajani,
Berger et al. 2010).

Atenuan la activacion de NF-kB, mediante la inhibicion de la ubiquitinacion de IkB
modulando asi la respuesta inflamatoria en el hospedero y facilitando la

48 | nleH1-2 colonizacion durante la patogénesis. En su sitio catalitico, tienen lisinas esenciales
para su funcion (Royan, Jones et al. 2010).
NleH1 se une al factor 2 regulador del intercambiador de Na’/H* (NHERF2),
promoviendo anti-apoptosis (Martinez, Schroeder et al. 2010).
Pueden interaccionar entre ellas y recientemente se demostrd que tienen algunas
diferencias funcionales, ya que NleH1, pero no NleH2 previene la asociacion de
RPS3 con NK-kB (Pham, Gao et al. 2012).
49 | nlel Se encontrd que es regulado a nivel 'granscripcipnal por SepD pero no por Ler ni por
SepL. Es chaperoneado por CesT (Li, Rosenshine et al. 2006).
Facilita la liberacion de citocromo c e induce apoptosis en las células epiteliales
50 | cif (Samba-Louaka, Nougayrede et al. 2009).
Inhibe la respuesta inflamatoria, arresta el ciclo celular y bloquea la mitosis (Sun
2009; Taieb, Nougayrede et al. 2011).
Homdlogo de la proteina EspG (43% identidad y 63% similitud) (Tomson,
Viswanathan et al. 2005).
51 | espG2 Codificado en la misma isla de patogenicidad que espC.
Altera la red de microtibulos (Matsuzawa, Kuwae et al. 2004; Tomson,
Viswanathan et al. 2005).
52 | espd Media la actividad anti-fagocitica, a través de la inhibicién de los receptores
fagociticos FcyR- y CR3 (Marches, Covarelli et al. 2008).
Modula la morfologia de la membrana y la organizacién de la F-actina.
53 | espL2 Interactuando y aumentando la actividad de la anexina A2, contribuye a la
formacién de microcolonias condensadas (Tobe 2010).
54 | espO Identificado con la secuenciacién del genoma de EPEC, pero ain sin funcion
conocida (Iguchi, Thomson et al. 2009).
Autotransportador (sistema de secrecion tipo V). Su translocacion depende del
55 | espC SST3y se ha visto que interacciona con EspA (Mellies, Navarro-Garcia et al. 2001;

Vidal and Navarro-Garcia 2008).

Cddigo de colores de acuerdo a la funcion
Desconocida

Efectores

Reguladores transcripcionales

Chaperonas

Componentes del SST3

Reguladores de la secrecion

Intimina

Otros
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ANEXO

Proteinas equivalentes de diferentes SST3

SST3 de patdgenos de animales SST3 de SST3
patégeno de Flagelar
plantas

Funcién EPEC  Yersinia Shigella  Salmonella | Xanthomonas. | Salmonella
pestis  flexneri enterica campestris pv. | enterica

serovar vesicatoria serovar
Typhimurium Typhimurium
SPI-1

Regulador de la . .

ATPasa EscL YscL MxiN OrgB HrcL FliH

Aparato .d,e EscR YscR Spa24 SpaP HrcR FliP

exportacion

Aparato de .

exportacion EscS YscS Spa9 SpaQ HrcS FliQ

Aparato fj,e EscT YscT Spa29 SpaR HrcT FliR

exportacion

Aparato de

exportacion y EscU YscU Spa40 SpaS HrcU FIhB

Switch 1

Transglicosilasa litica EtgA IpgF lagB Hpa2 FlgJ

Chaperona de EspAy SycD/ .

EspB CesD Lerh IpgC SicA

Anillo de membrana EscC  YscC  MxiD IvG HrcC

externa

Switch 2 SepD YscB

Anillo de membrana Escd  YsaJ  MxiJ Prgk Hrc) FIiF

interna

Eje interno Escl Yscl Mxil PrgJ HrpB2

Aparato de YscV/ .

exportacion EscV LrcD MxiA InvA HrcV FIhA

ATPasa EscN YscN Spad7 InvC HrcN Flil

Componente esencial EscO .

para la secrecion (Orf15) 180 S InvI Al Al

Control de la longitud

del gancho/aguja y (55;:1'36) YscP Spa32 InvJ ':Iprag/ FliK

Switch 1 P

Aparato de

exportacion .

(anillo C) EscQ YscQ Spa33 SpaO HrcQ FIiN
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Chaperona de
multiefectores

Intimina

Anillo de membrana
interna

Switch 2

Translocon
(Filamento)

Translocon (Poro)

Translocon (Poro)

Chaperona EspD

Aguja/gancho/pilus

CesT
Eae
EscD
SepL
EspA
EspD
EspB

CesD2
EscF

YscD

YopN/
TyeA

LervV
YopB

YopD

YscF

MxiG
MxiC
IpaD
IpaB

IpaC

MxiH

PrgH
InvE
SipD
SipB

SipC

Prgl

HpaB

HrpD5

HrpJ

HrpK/
HrpF

FliG

FliC
SipB

SipC

FIgE
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ANEXO IlI

Modelo de cémo podria EscP regular la longitud de la aguja y participar en el cambio
de especificidad de sustratos (Hughes 2012) (Figura 46). Durante el ensamblaje de la
estructura basal del inyectisoma, EscP se secreta a una tasa demasiado rapida como para
permitir la interaccién de EscP con EscUcc (Figura 46A). Las subunidades del eje se
secretan pero no logran ensamblarse (Figura 46B) hasta que pueden interaccionar con EscP
(probablemente en la region amino). La interaccion de Escl con EscPy en el periplasma
(durante la secrecion de EscP) permite la formacién del eje interno (Figura 46C). Durante
el ensamblaje de la aguja, después de la formacién del eje, la tasa de secrecion de EscP
disminuye y una vez que la aguja alcanza un tamafio minimo, EscPc interacciona con

EscUcc y se da el switch que permite la secrecidn de proteinas translocadoras (Figura 46D).

’1.:—>/ 7 e 5 =

rapida de
secrecion

Tasa
lenta de

1wenee o990 T — % Lsecrecion | ——
188888 suuy .
Secrecion Ensamblaje Ensamblaje
de sub del eje de la aguja
' unidades interno
del eje
Interaccion
EscPc & EscUcc
"SWITCH"

EscP

Fig. 46 Modelo del cambio de especificidad de sustratos en el inyectisoma de EPEC. (A)
Después del ensamblaje del cuerpo basal, EscU asociado a la membrana es permisivo en la secrecion
de EscP, Escl y EscF. La secrecién de la proteina que regula la longitud de la aguja EscP ocurre a
una tasa de secrecion que es muy rapida para permitir la interaccion entre EscPc y EscUcc. (B) Las
subunidades del eje interno, Escl se secretan al periplasma. (C) La interaccion de las subunidades de
Escl periplasmicas con EscPy secretada permite la formacion del eje. (D) Después del ensamblaje
del eje interno y durante el ensamblaje de la aguja, la tasa de secrecion de EscP es baja y una vez que
la aguja alcanza su longitud minima interacciona con EscUcc para cambiar la especificidad de
secrecion y permitir la salida de los sustratos del translocon y resultando en una estructura que es
competente para la secrecion de los efectores en la célula hospedera
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