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RESUMEN

Los Sistemas de Secrecién Tipo Il (SST3) son piezas clave en la virulencia de gran
variedad de bacterias Gram negativas. Estos dispositivos moleculares funcionan,
literalmente, como jeringas moleculares a fravés de las cuales se inyectan
proteinas efectoras del citoplasma bacteriono a la célula hospedera. La
translocacion de efectores ocurre cuando el SST3 hace contacto directo con la
célula hospedera y forma un poro en la membrana (constituido por dos proteinas
denominadas translocadoras). La secrecidon ordenada de  proteinas
(translocadores antes que efectores) estd regulada por un complejo formado por
las proteinas Sepl, SepD y Cesl. Adicionalmente, se ha propuesto que diversas
senales ambientales, como el calcio, influencian la secrecidon de proteinas a
través del SST3. Empleando como modelo de estudio a Escherichia coli
enteropatdégena, investigamos la conexion entre la concentraciéon de calcio y la
regulacién de la secrecion de sustratos por la proteina Sepl. En este trabajo
observamos que la eliminaciéon de calcio del medio de cultivo promueve la
secrecion de efectores aun en ausencia de las proteinas que forman el poro de
franslocacion; sin embargo, esta condicion no afecta la estabilidad, formacién y
localizaciéon celular del complejo regulatorio Sepl/SepD/CesL. Asimismo,
identificamos a EscV, el componente principal de la puerta de exportaciéon, como
un nuevo punto de regulacién de la secrecion ya que sirve como plataforma
para el reconocimiento tanto de sustratos como de la proteina que regula el

orden de secrecion, Sepl.



ABSTRACT

Type Three Secretion Systems are key virulence factors employed by several Gram
negative bacteria. These molecular devices function, literally, as molecular
syringes to inject effector proteins from the bacterial cytosol into the host cell.
Translocation of effectors is triggered upon host-cell contact in response to
different environmental cues, such as calcium levels. Using enteropathogenic
Escherichia coli as a model system, we investigated the link between calcium
concentration and secretion regulation by the gatekeeper protein SeplL. We
observed that calcium depletion from the culture media promotes effector
secretion in a translocon-independent manner. Furthermore, the stability,
formation, and subcellular localization of the SeplL/SepD/Cesl regulatory complex
were not affected by the absence of calcium. In addition, we identified EscV, the
major export gate component, as a potential secretion-regulatory checkpoint,
since it serves as a binding platform for both, secreted substrates and the

secretion-regulatory protein SeplL.
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INTRODUCCION

Sistema de secrecién tipo Il

Las bacterias han desarrollado diversas estrategias para asegurar su sobrevivencia
y diseminaciéon. Enfre estas encontramos la formacion de estructuras proteicas
complejas como el flagelo y el inyectisoma (Figura 1). El flagelo es un organelo de
motilidad bacteriona que le permite a la bacteria dirigirse hacia ambientes
favorables, mientras que el inyectisoma funciona como una jeringa molecular que
permite la translocacién de proteinas directamente al citoplasma de células
hospederas (Erhardt, Namba et al., 2010).

o

ME

Periplasma

MI

Citoplasma
bacteriano

Inyectisoma Flagelo

Figura 1. Esquema representativo de la estructura del inyectisoma o SST3 y el flagelo
bacteriano. Modificado de (Deng, Marshall et al., 2017). Ml: Membrana interna y ME:
Membrana externa.




Si bien, el flagelo y el inyectisoma difieren en funcién, fienen una relacion
evolutiva cercana. Estudios recientes sugieren que el inyectisoma surgié a partir
del reclutamiento de componentes del aparato flagelar, con la posterior
adquisicion de otros elementos necesarios para la translocacion de proteinas
(Abby & Rocha, 2012). Por lo anterior, los componentes que forman el nicleo de
ambos sistemas (Sistemma de Secrecidon Tipo Il o SST3) estdn altamente
conservados, mientras que los apéndices extracelulares son propios de cada
organelo. Aunque por definicion, el SST3 es la maquinaria molecular que permite
la exportacion de proteinas a través de las membranas bacterianas en un solo
paso, este término se emplea de manera intercambiable para referirse al

inyectisoma.

Debido a que la franslocacidon de proteinas que manipulan diversos procesos
celulares del hospedero en beneficio de la bacteria (denominados efectores)
representa una ventaja adaptativa, los SST3 se encuentran en una gran variedad
de especies de bacterias Gram negativas, tanto patdgenas como simbiontes
(Cornelis, 2006). Los efectores translocados a través de estos sistemas varian en
numero y funcién de acuerdo a la especie bacteriana y su hospedero, pero

reflejan los requerimientos Unicos de cada asociacion.

Bacterias patéogenas que poseen S$ST3: a la fecha, se han reportado mds de 10
patdgenos de humanos que emplean el SST3 como una de sus principales
herramientas de virulencia. El espectro de enfermedades que provocan es muy

amplio: enfermedades intestinales, neumonia, fiebre entérica, enfermedades de



transmision sexual, tosferina e incluso peste bubdnica (Tabla 1) (Coburn, Sekirov et
al., 2007). Recientemente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicd una
lista de 12 bacterias y familias de bacterias patdgenas para las cuales se necesita
con urgencia el desarrollo de nuevos antibidticos (World Health Organization,
2017). Al menos cuatro de ellas, Psesudomonas aeuriginosa, Salmonella spp.,
Shigella spp. y Escherichia coli emplean al inyectisooma como uno de sus
principales mecanismos de virulencia. En anos recientes el empleo de inhibidores
del SST3 se ha planteado como una alternativa al uso de antibidticos fradicionales

(Duncan, Linington et al., 2012).

Tabla 1. Algunas bacterias patégenas de humanos que poseen SST3

Escherichia coli enteropatégena (EPEC)
Escherichia coli enterohemorrdgica (EHEC)
Yersinia enferocolitica

Yersinia pseudotuberculosis

Vibrio parahaemolyticus
Chromobacterium violaceum

Burkholderia pseudomallei

Salmonella enterica

Yersinia pestis

Chlamydia pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Chlamydia frachomatis
Bordetella pertussis
Edwardsiella tarda
Shigella flexneri

Los SST3 también son empleados como armas moleculares por diversos patdgenos
de plantas como: Pseudomonas syringae, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas
campestris 'y Erwinia amylovora. Estas bacterias causan pérdidas econdmicas
importantes ya que son plaga de diversos cultivos como tomate, papa, pldtano,
tabaco, berenjena, pimiento, manzana y pera, entre otros (Hueck, 1998).
Adicionalmente, los SST3 también se han descrito en patdgenos de animales
como Aeromonas salmonicida y Edwarsiella tarda que infectan peces, asi como

en el patdégeno de ratones Citrobacter rodentium, que de hecho se emplea




como modelo animal para el estudio de infecciones (Crepin, Collins et al., 2016,

Okuda, Takeuchi et al., 2014, Origgi, Benedicenti et al., 2017).

SST3 en simbiontes. Ademds de su papel en la virulencia de ciertas especies de
bacterias, los SST3 también les han permitido establecer asociaciones simbidticas
con organismos superiores (Preston, 2007). Quiza el caso mejor estudiado es el de
Rhizobium spp., bacterias fijadoras de nitrdgeno que se asocian con plantas
leguminosas. Rhizobium posee un SST3 a través del cual secreta proteinas
denominadas Nops (Nodulation Outer Protein), las cuales son cruciales en la
interaccion con su hospedero. Algunas de las proteinas Nops son franslocadas a
las células de la planta, donde, entre ofras cosas, suprimen la respuesta de
defensa contra Rhizobium, permitiendo asi que se establezca una relacion de
simbiosis (Hueck, 1998). De igual manera, se ha demostrado que el SST3 de
Burkholderia rhizoxinica y Sodalis glossinidius es indispensable para la asociacion
con sus hospederos, el hongo fitopatdgeno Rhizopus microspores y la mosca

Tsetse, respectivamente (Dale, Young et al., 2001, Lackner, Moebius et al., 2011).

Escherichia coli enteropatégena.

Hospedero: ninos menores de 5 anos, adultos
(con indéculos grandes), gatos, perros vy
conejos.

Sitio de colonizacién: intestino delgado.

Dosis de infeccion: 108 — 10 unidades
formadoras de colonia.

Modo de infeccién: consumo de alimentos y
agua contaminada.

Sinftomas clinicos: diarrea acuosa, vémito,
dolor abdominal, nduseas vy fiebre.




Figura 2. En el panel izquierdo se muestra una microscopia electrénica de Escherichia coli
enteropatdgena (EPEC), tomada de (Kaper, Nataro et al., 2004). En el panel derecho se
describen las caracteristicas principales de las infecciones por EPEC.

Escherichia coli enteropatdégena o EPEC se considera la causa mdas probable de
los brotes de diarrea en ninos (diarrea de verano o codlera infantil) que ocurrieron
en Europa durante el siglo XVII. Sin embargo, no fue hasta 1945 cuando John Bray
identificd a EPEC (entonces conocida como Bacterium coli neapolitanum) como
el agente causal de la denominada diarrea de verano (Bray, 1945 , Robins-

Browne, 1987).

Hoy en dia, las enfermedades diarreicas provocadas por agentes bioldgicos
siguen siendo prevalentes. De hecho, se estima que en 2010, la incidencia global
de casos de enfermedades diarreicas de fransmision alimentaria ascendié a 1.8
mil millones, resultando en 599 000 muertes a nivel mundial. Aunque se estima que
el mayor niUmero de muertes (213 515) fueron causadas por norovirus, EPEC ocupa
el segundo lugar con 121 455 muertes reportadas (Pires, Fischer-Walker et al.,
2015). Por lo anterior, EPEC sigue siendo un problema importante de salud publica,

principalmente en paises en vias de desarrollo.

Las infecciones intestinales causadas por EPEC afectan principalmente a ninos
menores de dos anos. Una infeccion por EPEC provoca diarrea acuosa severa
que resulta en la pérdida excesiva de agua y electrolitos, la cual puede derivar
en la deshidratacion y muerte de los pacientes (Nataro & Kaper, 1998).
Adicionalmente, en las infecciones por EPEC se observa una histopatologia

singular conocida como lesion de adherencia y esfacelamiento (A/E) que si bien




es un sello distintivo de las infecciones por EPEC, también es causada por otros
patdgenos como EHEC, R-EPEC (EPEC especifica de conejos) y C. rodentium, a los
que en conjunto se les conoce como patdégenos A/E. La lesidn A/E se caracteriza
por la adherencia intfima de la bacteria a los enterocitos y la formacion de
estructuras en forma de pedestal ricas en actina debajo del sitio de adhesion de
la bacteria, asi como la destruccion localizada de las microvellosidades

intestinales (Figura 3) (Moon, Whipp et al., 1983).

Microvellosidades normales Pérdida de microvellosidades
& 2 ) AL RN * '] ] Ad R N

No infectado Infectado por EPEC

Figura 3. Microscopia electréonica de barrido que muestra el tejido sano e infectado por
EPEC, donde se observa la formacion de la lesion A/E.

Mecanismo molecular de patogénesis de EPEC.

Para su mejor entendimiento, el mecanismo a través del cual EPEC induce la

formacion de la lesidon A/E se divide en tres etapas (Donnenberg & Kaper, 1992):

Adherencia inicial: EPEC posee la habiidad de asociarse a su hospedero
formando un patrén de adherencia localizada (Figura 4A). Esta capacidad

depende de la presencia del pladsmido EAF (EPEC Adherence Factor), el cual




codifica los genes necesarios para la biogénesis del pilus tipo IV denominado BFP
(Bundle Forming Pilus), que media la adherencia bacteria-bacteria y bacteria-
hospedero (Figura 4B) (Giron, Ho et al.,, 1991). Ademds del pilus BFP, se ha
propuesto que otras adhesinas participan en la adherencia inicial de EPEC, tal es
el caso de la intimina, el flagelo y el pilus comun de E. coli (ECP: E. coli common

pilus) (Cleary, Lai et al., 2004, Giron, Torres et al., 2002, Saldana, Erdem et al., 2009).

Figura 4. A) Microscopia electronica de barrido de EPEC infectando células HT-29. Se
observa el patrén de adherencia localizada. Tomada de (Saldana et al., 2009). B)
Esquema de las asociaciones (bacteria-bacteria y bacteria-hospedero) que promueve el
pili BFP. Modificada de (Reis & Horn, 2010).

Transduccion de senales: a lo largo de su ciclo de vida, las bacterias estdn
expuestas a distintos estimulos y senales ambientales que afectan su fisiologia
(Connolly, Finlay et al., 2015). Las condiciones fisioldgicas del fracto gastrointestinal
promueven la expresion y funcionamiento del SST3 de EPEC (Kenny, Abe et al.,
1997a). A fravés de este, EPEC inyecta 22 proteinas efectoras directamente al
citoplasma de la célula hospedera (Deng, Yu et al., 2012). Estas proteinas de

virulencia poseen distintas actividades bioguimicas que interfieren con las




funciones fisioldgicas normales del hospedero (Figura 5, Tabla 2) (Dean & Kenny,

2009).
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Figura 5. Esquema representativo de la inyeccion de algunos efectores de EPEC a través
del SST3 y sus efectos en la célula hospedera. SST3: Sistema de secrecién tipo lll, Int:
Intimina, TJ: uniones estrechas. Modificado de (Hayward, Leong et al., 2006). En la parte
superior derecha se muestra una microscopia electrénica de barrido de EPEC infectando
células HEL. Se observa el filamento del SST3 (flechas blancas) de EPEC haciendo
contacto con las células HEL (Knutton, Rosenshine et al., 1998).

Tabla 2. Efectores de EPEC
Efector Funcion

EspB Inhibe la fagocitosis y participa en la eliminacién de microvellosidades.

Receptor de la intimina que promueve la adherencia intima y formaciéon de

Tir . . N .
pedestal a fraves de la polimerizacion de actina.




Modula la actividad de Rho GTPasas, induce apoptosis, altera las funciones

Ma . . - S
P mitocondriales, las uniones estrechas y los canales idnicos.

EspH Modula la actividad de Rho GTPasas, inhibe la fagocitosis, participa en la
P adherencia intima y en la formacion del pedestal de actina.

EsoF Induce apoptosis, inhibe la fagocitosis, altera las uniones estrechas y canales
P idnicos.

EspG Altera los microtubulos, interfiere con el trafico celular y con la localizacién
P de canales idnicos.

EspZ Inhibe la citofoxicidad celular, ayuda a mantener las adhesiones focales,

reduce la pérdida del potencial de membrana mitocondrial.

NleA/Espl | Altera las uniones estrechas y el trdfico de proteinas.

NleB Ayuda a modular la respuesta inmune

NleB2 Ayuda a modular la respuesta inmune

NleC Ayuda a modular la respuesta inmune

NleD Ayuda a modular la respuesta inmune

NleE Ayuda a modular la respuesta inmune

NleF Desconocida

NleG Ubiquitin ligasa de funcién desconocida

NleH Ayuda a modular la respuesta inmune, inhibe la apoptosis
NleH2 Modera la respuesta inflamatoria del hospedero.

NielJ Desconocida

EspG2 Altera los microtUbulos.

EspJ Inhibe la fagocitosis

Espl Participa en la adherencia intima y en la formacién del pedestal de actina.
LifA Desconocida

Modificada de (Donnenberg, 2013).

Adherencia intima: la proteina Tir (Translocated intimin receptor), uno de los 22
efectores franslocados a la célula hospedera, es esencial para la colonizaciéon por
EPEC (Vlisidou, Dziva et al.,, 2006). Una vez translocado, Tir se inserta en la

membrana del hospedero y adopta una estructura de asa, dejando expuesto su




dominio central hacia el lumen extracelular y sus extremos amino y carboxilo
hacia el citoplasma de la célula hospedera (Kenny, 1999, Kenny, DeVinney et al.,
1997b). La region extracelular de Tir funciona como receptor de una adhesina de
membrana de EPEC conocida como infimina. Esta interaccién promueve la
adherencia intima enfre la bacteria y el hospedero (~10nm) (Luo, Frey et al.,
2000). Adicionalmente, Tir también es el responsable de los rearreglos de actina
que dan lugar a la formacién del pedestal caracteristico de las infecciones por

EPEC (Figura 6) (Kenny et al., 1997b).

/ EPEC |

Intimin 0

Tir Y,

Polimerizacién S
de actina 5

Figura 6. A) Esquema de la interaccién Tir-Intimina asi como la via de sefalizacién que
promueve la polimerizacién de actina. Tir es fosforilado por cinasas del hospedero en la
tirosina 474 (Y474). La forma fosforilada de Tir recluta a la proteina Nck, esta activa a la
proteina neuronal del sindrome Wiskott Aldrich (N-WASP, por sus siglas en inglés), que a su
vez estimula la nucleacion y polimerizacién de actina mediada por el complejo Arp2/3.
Modificado de (Pearson, Giogha et al., 2016). B) Microscopia electrénica de barrido de
EPEC infectando células HEL, se aprecia la formaciéon del pedestal bagjo el sitio de
adherencia de la bacteria (Knutton et al., 1998).

Los 22 efectores de EPEC franslocados a fravés del SST3 son los responsables de
todos los cambios fisioldgicos que dan lugar a la formacién de la lesion A/E. Es por
ello que el SST3 es esencial para la patogénesis de EPEC. En los patdégenos A/E, el

SST3 se codifica en una isla gendmica de patogenicidad denominada locus de
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esfacelamiento enterocitico (LEE) (McDaniel, Jarvis et al., 1995). De hecho, la
transferencia del LEE de EPEC a una cepa no patdégena de E. coli (K12) es
suficiente para conferirle a esta la capacidad de formar la lesiéon A/E (McDaniel &

Kaper, 1997).

Locus de esfacelamiento enterocitico.

El LEE de EPEC es una regién de 35 kb insertada en el gen que codifica para el
tRNA de selenocisteina. Su conftenido de GC (~38 %) es menor al del resto del
genoma de E. coli (~51 %), lo cual sugiere que esta isla de patogenicidad fue
adquirida por transferencia horizontal (Deng, Li et al., 2001, Schmidt & Hensel,

2004).

El LEE de EPEC (Figura 7) estad conformado por 41 marcos de lectura abiertos
organizados en 7 operones (LEET-LEE7) y 4 unidades transcripcionales individuales
(etgA, cesF, map y escD) (Ellioftt, Wainwright et al., 1998, Yerushalmi, Litvak et al.,
2014). En este locus se codifican todos los componentes estructurales del SST3, asi
como proteinas que regulan su expresidon (reguladores franscripcionales) vy
funcionamiento (reguladores de la secrecién). La adhesina de membrana
intfimina también estd codificada en esta isla de patogenicidad, asi como 7 de los
22 efectores translocados a través del SST3 y sus chaperonas. El resto de los
efectores se encuentran codificados fuera del LEE, por lo que se les denomina Nle

(Non-LEE encoded).
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Figura 7. A) Esquema del LEE donde se muestran las 4 unidades transcripcionales
individuales y los 37 marcos de lectura abiertos restantes organizados en 7 operones. Con
codigo de colores se muestra la funcidon asignada a cada gen. En la parte inferior
izquierda se muestra un esquema de EPEC con el LEE integrado en cromosoma vy
diferentes Nle's, asi como el pldsmido EAF que codifica para pili tipo IV BFP . Modificada
de (Gaytan, Martinez-Santos et al., 2016).

Sistema de secrecion tipo lll de EPEC.

El SST3 de EPEC conserva la arquitectura global de todos los SST3, una estructura
extracelular en forma de aguja (con un canal central de 2-3 nm de didmetro)
unida a una serie de anilos membranales conectados a fravés de un eje
peripldsmico (Hueck, 1998); sin embargo, EPEC se distingue por la presencia de un

largo filamento extracelular ensamblado en la punta de la aguja (Figura 8)

(Knutton et al., 1998, Sekiya, Ohishi et al., 2001).
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Figura 8. A) llustracién del SST3 de EPEC indicando los nombres de las proteinas que
forman cada estructura. Modificada de (Gaytan et al., 2016). MH: membrana del
hospedero, ME: membrana externa y Ml: membrana interna. B) Microscopia electrénica
de tfransmision donde se aprecia el complejo aguja purificado de EPEC. El flamento fue
detectado con anticuerpos especificos contra la proteina EspA acoplados a particulas de
oro. La flecha blanca senala a la aguja. Tomada de (Sekiya et al., 2001).

Estructura del SST3 de EPEC.
En general, los componentes estructurales del SST3 se pueden agrupar en cuatro
categorias: componentes del cuerpo basal, aparato de exportacion, apéndices

extracelulares y componentes citopldsmicos (Tabla 3).
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Tabla 3. Componentes estructurales de SST3.

Nomenclatura Estructura Salmonella . Yersinia P.
o EPEC Shigella .
unificada* que forman SPI-1 spp. aeruginosa
Cuerpo basal
Secretina .
SctC Anilo de ME EscC InvG MxiD YscC PscC
Sctl Eje Escl PrgJ Mxil Yscl Pscl
SctD Anillo de Ml EscD PrgH MxiG YscD PscD
Sctl Anillo de Ml EscJ PrgK MxiJ YscJ PscJ
Aparato de exportacion
SciR Componente EscR SpaP Spa24 YscR PscR
de MI
SctS Componente EscS SpaQ Spa? YscS PscS
de MI
SciT Componente EscT SpaR Spa29 YscT PscT
de Ml
Sctu Puerta O.l? EscU Spas Spa40 YscU PscU
exportacion
Sctv Puerfade oy InvA MxA | YscV PcrD
exportacion
Apéndices extracelulares
Poro de .
SctB franslocacion EspB SipC lpaC YopD PopD
Poro de .
SctE franslocacion EspD SipB lpaB YopB PopB
SctA Flamento EspA SipD lpaD Lerv Pcrv
SctF Aguja EscF Prgl MxiH YscF PscF
Componentes citopldsmicos
SctN ATPasa EscN InvC Spa4d7 YscN PscN
Regulador +
SctO de la ATPasa EscO Invl Spal3 YscO PscO
Regulador -
de la ATPasa
SctL Plataforma EscL OrgB MxIN YsclL PscL
de
clasificacion
Plataforma
SctQ de EscQ SpaO Spa33 YscQ PscQ
clasificacion
Plataforma
SctK de EscK OrgA MxiK YscK PscK

clasificacion

* La nomenclatura unificada fue propuesta por Hueck en 1998 (Hueck, 1998)

cellular translocation.

. Sct: secretion and
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Componentes del cuerpo basal. La estructura que ancla a los componentes
extracelulares del SST3 a las membranas bacterianas se conoce como Cuerpo
basal, este complejo consta de tres anillos membranales conectados a través de

un eje peripldsmico (Figura 9) (Sekiya et al., 2001).

La proteina EscC forma un anillo en la membrana externa de 12 a 14 subunidades
(Spreter, Yip et al., 2009). EscC pertenece a la familia de las secretinas, estas
proteinas funcionan como canales que permiten la secrecidon de proteinas
bacterianas a fravés de la membrana externa (Korotkov, Gonen et al., 2011). En
muchos sistemas, la oligomerizacion de la secretina y su insercion en la membrana
externa es asistida por una lipoproteina llamada pilotina, sin embargo, en los
patdgenos A/E no se ha identificado ninguna proteina que cumpla con dicha
funcion, de hecho, la proteina EscC carece del dominio de unidn a pilotina

(Gauthier, Puente et al., 2003, Gaytan et al., 2016).

En la membrana interna de EPEC se ensamblan dos anillos concéntricos (Figura 9).
El anillo externo estd formado por subunidades de la proteina EscD, la cual
consiste de un dominio amino citopldsmico y un dominio carboxilo peripldsmico
conectados por un cruce transmembranal (Kresse, Schulze et al., 1998). Mientras
que el anillo interno estd formado por la proteina EscJ, la cual, a diferencia de sus
homologos en ofros sistemas, no posee cruces transmembranales, en su lugar,
tiene un dominio de lipidacidn que la ancla a la cara peripldsmica de la

membrana interna (Crepin, Prasannan et al., 2005, Yip, Kimbrough et al., 2005).
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Ademds de los contactos entre las proteinas EscD y EscC (Creasey, Delahay et al.,
2003), los anillos de membrana estan conectados a través de un eje peripldsmico

formado por la proteina Escl (Pallen, Beatson et al., 2005, Sal-Man, Deng et al.,

2012).
N T e
EscC —»
EseD~—, /. Esc)
y N
T 0 A
Figura 9. Esquema donde se muestran los
componentes del cuerpo basal y el
EscV-R-S-T-U aparato de exportacion de EPEC. ME:
membrana externa, MIl:  membrana

Aparato de exportacién intema.
Aparato de exportacién. Localizado en la base del cuerpo basal y embebido en
la membrana interna, el aparato de exportacion actia como el portal de
enfrada de los sustratos al SST3. Estd formado por cinco proteinas esenciales para
la secrecion, EscR, EscS, EscT, EscU y EscV (Figura 9), que estdn conservadas en
todos los SST3, incluyendo el flagelar (Deng, Puente et al., 2004, Wagner,
Konigsmaier et al., 2010, Yip et al., 2005). Las proteinas EscU y EscV tienen dominios
citopldsmicos de 100 y 300 aminodcidos, respectivamente, que forman una
puerta de exportacion en la base del sistema que reconoce y controla el acceso

de sustratos (Minamino, Imada et al., 2008, Minamino, Shimada et al., 2010).
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Apéndices exiracelulares. Como se aprecia en la Tabla 3, los apéndices
extracelulares comprenden tres estructuras, la aguja, el flamento y el poro de
translocacion. La aguja es una estructura helicoidal hueca de 23 nm de largo
formada por multiples copias de la proteina EscF (Sekiya et al., 2001), estd
anclada al cuerpo basal del SST3 a través de su interaccion con los anillos de
membrana (Ogino, Ohno et al., 2006), mientras que en la parte distal se asocia
con la proteina EspA (Wilson, Shaw et al., 2001), cuya polimerizacion resulta en la
formacion del filamento, un apéndice extracelular hueco que, a diferencia de la
aguja, tiene una longitud variable que puede alcanzar hasta 600 nm y solo se
encuentra en los SST3 de patdégenos A/E y de Bordetella spp. El flamento funciona
como un adaptador entre la aguja y el poro de franslocaciéon (Crepin, Shaw et
al., 2005, Knutton et al., 1998, Sekiya et al., 2001). El poro de translocaciéon es un
complejo proteico formado por la hetero-oligomerizacion de las proteinas
hidrofébicas: EspB y EspD. Este complejo forma un poro en la membrana del
hospedero que permite la translocacion directa de efectores al citoplasma de

dicha célula(lde, Laarmann et al., 2001).

Desde la base hasta la parte distal del SST3 se forma un canal interno de
aproximadamente 2 nm de didmetro que conecta el citoplasma bacteriano con
el citoplasma de la célula hospedera (canal de secrecion) (Fuji, Cheung et al.,
2012, Loquet, Sgourakis et al.,, 2012). El tamano de este canal no permite la
secrecion de proteinas en su conformacion nativa, es por ello que los sustratos de
secrecion deben ser parcialmente desnaturalizados antes de ser transportados a

través del SST3 (Akeda & Galan, 2005).
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Componentes citoplasmicos. El complejo ATPasa estd formado por las proteinas
EscN, EsclL y EscO, todas ellas esenciales para el funcionamiento del SST3. EscN es
la ATPasa que energiza el proceso de secrecion, su actividad enzimdtica
depende de su estado oligomérico, y es regulada por las proteinas EscL y EscO.
EscL inhibe su actividad enzimdtica, por lo que se considera el regulador negativo.
Por el contrario, EscO funciona como regulador positivo, estimulando la actividad
de ATPasa de EscN (Andrade, Pardo et al., 2007, Romo-Castillo, Andrade et al.,

2014).

El anillo C es una estructura anular citopldsmica que asocia a la base del SST3,
estd formado por la proteina EscQ y es esencial para el correcto funcionamiento
del SST3. Adicionalmente, EscQ se asocia con ofras proteinas (EscN, EscL y EscK),
formando complejos de alto peso molecular. Por analogia con ofros sistemas, el
complejo EscQ-EscL-EscK se denomina plataforma de clasificacion, y juega un
papel importante en el establecimiento del orden de secrecidn de sustratos
(Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al., 2011, Lara-Tejero, Kato et al.,, 2011, Soto,
Espinosa et al., 2017). Juntos, el complejo ATPasa y el anillo C, funcionan como

centro de clasificacion de sustratos y energizacién de su secrecion.

Biogénesis y funcionamiento del SST3.

La biogénesis del inyectisoma es un proceso secuencial que inicia con el
ensamblaje Sec-dependiente de las proteinas que forman el aparato de
exportacion (EscRSTUV) vy los anillos de membrana (EscC, EscD vy Escl).

Posteriormente, el complejo ATPasa y el anilo C se asocian con la cara del
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citopldsmica del cuerpo basal del inyectisoma, dando inicio a la fase de
secrecion dependiente del SST3 (Diepold, Amstutz et al., 2010, Wagner et al.,,
2010), a través de la cual se secretan los componentes estructurales del SST3
como el eje, la aguja, el flamento y el poro de translocaciéon, asi como los

efectores (Figura 10).
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Sec-dependiente SST3-dependiente
T 1 Aparato de exportacién D Anillo ME [] Eje D Filamento
&> Anillo MI () Anio c D Aguja
Poro de
Q Anillo MI U Complejo ATPasa © Efectores translocacién

Figura 10. Diagrama del ensamblaje del SST3. El ensamblaje del inyectisoma ocurre en dos
fases. Durante la fase Sec-dependiente se ensamblan todas las proteinas de membrana a
través de la via general de secrecién, posteriormente de asocian los componentes
citopldsmicos del sistema (complejo ATPasa y anillo C). En este punto se da inicio a la fase
de secrecion dependiente del SST3, a través de la cual se secretan los componentes
estructurales del eje, la aguja, el flamento y el poro de translocacién, lo cuales permiten
la translocacion directa de efectores a la célula hospedera. Ml: membrana interna, ME:
membrana externa, y MH: membrana del hospedero. Modificado de (Deng et al., 2017).

Reclutamiento y secrecion de sustratos. Los sustratos del SST3 deben ser

reconocidos y reclutados a la base del sistema antes de ser secretados de
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manera ordenada. Debido, en parte, a la naturaleza dindmica de dicho proceso,
aun se desconocen muchos detalles del mecanismo molecular, sin embargo a

continuacién abordaremos algunas generalidades.

Las proteinas secretadas a fravés del SST3 tienen una senal de secrecidn no
procesable en los primeros 20 aminodcidos de su extfremo N-terminal que los
identifica como sustratos del sistema. Se trata de una regidon desordenada y poco
conservada, pero enriquecida en ciertos aminodcidos como serina, treonina,

isoleuciona y prolina (Arnold, Brandmaier et al., 2009).

Ofro de los requisitos para el reclutamiento de los sustratos a la base del
inyectisoma es la interaccidén de estos con sus chaperonas. Las chaperonas se
unen a los sustratos recién sintetizados en una regién de aproximadamente 100
aminodcidos, rio abajo de la senal se secrecion (CBD: chaperone binding
domain) y son clasificadas de acuerdo al sustrato que unen (Tabla 4). La principal
funcién de las chaperonas es conferir estabilidad a sus sustratos y mantenerlos
parcialmente plegados, en un estado competente para la secrecion (Stebbins &

Galan, 2001).

Tabla 4. Clasificaciéon de las chaperonas de EPEC

Clase Descripcion Chaperonas Sustratos
Clase 1A Se unen a un solo Cesl SeplL
efector CesF EspF

Ti, Map, NleA, NleF, NieH,

Clase 1B Une multiples efectores CesT NleH2, EspH, EspZ, EspF, NleG vy
EspG

Chaperonas de CesD, CesD2 y
Clase 2 franslocadores CesAB EspA, EspB y EspD
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Clase 3 Seunenala sut?unldad EscEy EscG EscF
de la aguja

Los complejos chaperona/sustrato son reclutados a la plataforma  de
clasificacion, sin embargo, se ha propuesto que la funcidén de las chaperonas va
mdas alld del simple direccionamiento de sustratos a la base del SST3, y que la
afinidad de estas por la plataforma de clasificacion podria contribuir a la

jerarquia de secrecién (Lara-Tejero et al., 2011).

Energizacion de la secrecion. Una vez que el complejo chaperona/sustrato llega
a la base del SST3, la ATPasa del sistema libera a la chaperona del sustrato y este
es desplegado para que ingrese al canal de secrecién (Akeda & Galan, 2005).
Adicionalmente, también se requiere de la fuerza protdn motriz (PMF) y de las
interacciones electrostdticas para la eficiente secrecion de sustratos y su
propulsion a través del inyectisoma naciente (Erhardt, Mertens et al., 2014,

Rathinavelan, Zhang et al., 2010, Wilharm, Lehmann et al., 2004).

Regulacidén de la secrecion de sustratos. A excepcién del LEET, cuya expresion se
activa inmediatamente después de la induccién de la secrecion, la expresion de
los demdas operones (LEE2-7) y las unidades transcripcionales individuales ocurre 70
minutos después de que se activa el sistema (Yerushalmi et al., 2014), esto significa
que todos los sustratos dependientes del SST3 se encuentran presentes al mismo
tiempo en el citoplasma, sin embargo, estos son secretados de manera
ordenada. Los primeros sustratos en ser secretados son Escl y EscF (sustratos

tempranos), las subunidades que forman el eje y la aguja, respectivamente.
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Posteriormente, se secretan los translocadores o también denominados sustratos
intermedios. Esta categoria comprende a las proteinas que forman el filamento
(EspA) y el poro de translocacién (EspB y EspD) vy, finalmente se secretan, también
de manera ordenada, las 22 proteinas de virulencia (efectores o sustratos tardios)
que son inyectadas a la célula hospedera (Buttner, 2012, Deng et al., 2017,

Gaytan et al., 2016, Mills, Baruch et al., 2013).

La secrecion ordenada de estas tres clases de sustratos estd regulada por dos
complejos proteicos, ademds de la plataforma de clasificacion, denominados

interruptores moleculares.

Interruptor molecular 1: de sustratos tempranos a sustratos intermedios.

La transicion de sustratos tempranos a intermedios estd regulada por las proteinas
EscP y EscU. En EPEC, EscP se secreta de manera intermitente durante el
ensamblaje la aguja (formada por EscF) y su interaccion directa con EscF le
permite medir la longitud de esta estructura. Se propone que cuando la aguja
alcanza su longitud mdaxima (23 nm en EPEC), todos los subdominios de EscP
hacen conftacto con la estructura naciente, lo que causa una pausa en la
secrecion que permite la inferaccion entre EscP y EscU. Esta interaccion
promueve un cambio conformacional en EscU que modifica la especificidad de
la secrecion de sustratos tempranos a intermedios (Monjaras Feria, Garcia-Gomez

et al., 2012).

Interruptor molecular 2: de sustratos infermedios a sustratos tardios.
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Para que los efectores sean inyectados directamente hacia el citoplasma de la
célula hospedera, las proteinas que forman el poro de translocacion
(translocadores) se deben secretar antes que los efectores. Esta regulacion estd a
cargo del complejo formado por las proteinas Sepl, SepD y CesL (Deng, Li et al.,

2005, Younis, Bingle et al., 2010).

Sepl pertenece a la familia de proteinas denominadas “porteros”, cuya funcién
es promover la secrecion de translocadores y al mismo tiempo, evitar la secrecion
prematura de efectores. Sepl forma un complejo trimérico con las proteinas SepD
y CesL (Younis et al., 2010). Al igual que SepL, SepD estd involucrada directamente
en la regulacion de la secrecidon de sustratos, ya que la eliminaciéon de los genes
que codifican para cualguiera de las dos proteinas abate la secrecidn de
franslocadores y aumenta la secrecidon de efectores. En contraste, CesL es
esencial para la secrecion de toda clase de sustratos y, por homologia de
secuencia a proteinas chaperonas, se clasificd como una chaperona de clase 1
(Deng et al., 2005, Deng et al., 2004, O'Connell, Creasey et al., 2004, Portaliou,

Tsolis et al., 2017, Wang, Roe et al., 2008, Younis et al., 2010).

El complejo Sepl-SepD-CesL es homdlogo a los complejos Ssal-SpiC-SsaM,
YopN/TyeA-YscB-SycN, PopN/Pcr1-PscB-Pcr2, CopN-Scc4-Sccl y Esal-EsaB-EsaM,
de la isla de patogenicidad 2 (SPI-2) de Salmonella, Yersinia, Pseudomonas,
Chlamydia y Edwardsiella, respectivamente (Tabla 5). Estos complejos proteicos

coordinan la secrecion ordenada de translocadores y efectores en sus respectivos
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SST3 (Day & Plano, 1998, Liu, Nie et al., 2017, Silva-Herzog, Joseph et al., 2011, Yang,

Shan et al., 2007, Yu, McGourty et al., 2010).

En EPEC se desconoce el mecanismo molecular a fravés del cual el complejo
Sepl-SepD-Cesl regula la secreciéon de sustratos intermedios y tardios, asi como la
senal fisioldgica que desencadena dicho cambio en la especificidad de la

secrecion.

Tabla 5. Homdlogos de las proteinas Sepl, SepD y CeslL

EPEC Sepl SepD Cesl
Salmonella SPI-2 Ssal SpiC SsaM
Edwardsiella Esal EsaB EsaM
Yersinia YopN-TyeA* YscB SycN
Pseudomonas PopN-Pcri1* PscB Pcr2
Chlamydia CopN Scc4 Sccl

* El homdlogo de Sepl en Yersinia y Pseudomonas estd formado por dos péptidos individuales que
corresponden a su regién amino y carboxilo terminal.




ANTECEDENTES

El complejo SeplL-SepD-Cesl regula la secrecion de sustratos en EPEC.

Pese a que en estudios previos se demostrd que la proteina Cesl es esencial para
la secrecion de sustratos en C. rodentium, en el laboratorio, asi como en un
trabajo reciente, se observd que la eliminacion del gen que codifica para CesL
en EPEC abate la secrecidn de translocadores y aumenta la secrecidon de
efectores, sugiriendo que Cesl participa de manera activa en la regulacion de la
jerarquia de secrecioén de sustratos (Diaz-Guerrero M., no publicado (Portaliou et
al., 2017)). Este fenotipo es idéntico al de las mutantes nulas en los genes que

codifican para SeplL y SepD (Figura 11).
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Figura 11. Perfil de proteinas secretadas por las mutantes nulas en los genes que codifican
para Sepl, SepD y CeslL. Cuando EPEC se crece en medio DMEM, el SST3 se activa y
secreta proteinas al medio de crecimiento. Las proteinas secretadas se precipitan y
pueden ser resueltas y visuadlizadas en geles desnaturalizantes tenidos con azul de
Coomassie. En esta imagen se observa el perfil de proteinas secretadas por la cepa EPEC
siivestre (WT), la cual secreta translocadores (EspA, EspB y EspD) y efectores, aunque estos
Ultimos son secretados a niveles que no pueden ser detectados mediante esta técnica. La
cepa EPEC AescN carece del gen que codifica para la ATPasa por lo cual no secreta
ningun sustrato dependiente del SST3. Las mutantes nulas en los genes sepl, sepD y cesL,
no secretan franslocadores pero hipersecretan efectores (Tir y NleA). La banda que se
observa en todos los carriles alrededor de los 83 kDa corresponde al autotransportador
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EspC, el cual es secretado de manera independiente del SST3. PM: marcador de peso
molecular.

La ausencia de calcio promueve un cambio en la secreciéon de sustratos.

En condiciones fisioldgicas, EPEC se encuentra expuesta a altas concentraciones
de calcio (1 mM en el medio extracelular del lumen intestinal), sin embargo,
cuando el SST3 hace contacto con la célula hospedera vy se inserta el poro de
translocacion en la membrana de esta, se detecta una reduccion en la
concentracion de calcio (~100 nM al interior de la célula hospedera). En EPEC se
demostrd que la eliminacion del calcio del medio de cultivo reduce la secrecion
de translocadores y aumenta la secrecion de efectores (Figura 12), lo anterior
llevd a proponer que la disminucion de calcio que se detecta al hacer contacto
con la célula hospedera podria ser la senal que detiene la exportacion de las
proteinas que forman el poro de franslocacién e induce la secrecion de proteinas

efectoras (Deng et al., 2005, Ide, Michgehl et al., 2003, Kenny et al., 1997q).

EGTA 0 25
[mM]
EspC
- « [Tir
~—_ EspD/B
EspA
Figura 12. Perfil de proteinas secretadas por EPEC en medio
DMEM normal o adicionado con 2.5 mM de EGTA, quelante

= de iones divalentes.

Adicionalmente, el hecho de que el fenotipo de secrecidn de EPEC WT en

ausencia de calcio (Figura 12) sea similar al de las mutantes en sepl, sepD y cesL
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(Figura 11), sugiere que esta senal ambiental podria regular la secrecion de

sustratos a fravés del complejo SeplL-SepD-Cesl.

Mecanismo de regulacion de la secrecion de translocadores y efectores.

En la mayoria de los SST3 la funcion regulatoria de las proteinas “portero”
depende de su habilidad de desacoplarse de la base del SST3. Una vez que se
recibe la senal de contacto celular y se promueve la salida de efectores estas
proteinas pueden ser secretadas, como es el caso de YopN, PopN, CopN y MxiC
(Archuleta & Spiller, 2014, Botteaux, Sory et al., 2009, Cheng, Kay et al., 2001,
Cherradi, Schiavolin et al., 2013, Lee, Zmina et al., 2014) o degradadas como es el
caso de Ssal (Yu et al., 2010). La proteina Sepl posee una senal de secrecion
funcional en su extremo N-terminal que es capaz de promover la secrecion de
proteinas fusionadas a esta, sin embargo la proteina Sepl completa no se secreta

(Deng et al., 2005, Deng et al., 2004, Younis et al., 2010).

El complejo Ssal-SpiC-SsaM regula la jerarquia de secrecidn en respuesta a
cambios en el pH. Salmonella es un patdégeno intracelular que se replica en
vacuolas dcidas. Bajo estas condiciones, el complejo Ssal-SpiC-SsaM se asocia a
la base del SST3, permitiendo la secrecion de translocadores, mientras bloquea la
secrecion de efectores (Figura 13A). Cuando se ensambla el poro de
translocacion en la membrana de la vacuola se detecta un incremento en el pH
(4cido en la vacuola = neutro en el citoplasma), que en consecuencia causa la
disociacion del complejo Ssal-SpiC-SsaM y la degradacion de sus componentes,

permitiendo asi la secrecion de efectores (Figura 13By C) (Yu et al., 2010).
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A B C

Citoplasma
hospedero

Ssal SsaM \a

SpiC

Efectores

Figura 13. Esquema que muestra la regulacion de la secrecidn por el complejo Ssal-SpiC-
SsaM en Salmonella SPI-2. A) El complejo Ssal-SpiC-SsaM se asocia a la base del SST3 y
permite la secrecidon de translocadores mientras que evita la de efectores cuando la
bacteria se encuentra a pH 5, al interior de la vacuola. B) Cuando los tfranslocadores
forman un poro de translocacién en la membrana de la vacuola (MV) se detecta un
cambio en el pH, de 5 a 7.2, lo cual C) promueve la disociacién del complejo Ssal-SpiC-
SsaM, la degradacidon de sus componentes individuales y por consiguiente la secrecion de
efectores directamente al citoplasma de la célula hospedera. Modificado de (Yu et al.,
2010).

En el laboratorio observamos que en ausencia de cualquiera de los componentes
del complejo SeplL-SepD-Cesl, se disminuye la estabilidad de las otras proteinas
gue conforman el complejo (Diaz-Guerrero M., no publicado). Por todo lo anterior
nos propusimos investigar si el complejo SeplL-SepD-Cesl regula la secrecidon de
sustratos a tfravés de un mecanismo molecular similar al empleado por el

complejo Ssal-SpiC-SsaM del SST3 de la SPI-2 de Salmonella.
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HIPOTESIS

El complejo SeplL/SepD/Cesl regula la secrecion de translocadores y efectores en
respuesta a variaciones en la concentracion de calcio a través de la interaccion

dindmica con ofras proteinas del SST3.

OBJETIVOS

Objetivo general.
Caracterizar el mecanismo molecular a través del cual el complejo Sepl-SepD-

Cesl regula la secrecidon de sustratos a través del SST3.

Objetivos particulares.

Determinar el efecto directo e indirecto del calcio en la formacion del

complejo SeplL-SepD-Cesl.

e Evaluar la estabilidad y localizacién celular de los componentes del complejo
regulatorio SeplL-SepD-CesL en respuesta a cambios en la concentracion de
calcio.

e |dentificar blancos de unién de Sepl en el SST3.

e Evaluar si las interacciones proteicas entre Sepl y ofros componentes del SST3

son dependientes de calcio.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento.

Las cepas bacterianas empleadas en este frabajo se enlistan en la Tabla 6. La
induccion del crecimiento bacteriano se realizé en medio LB (Lysogeny Broth) a
37°C con agitacion constante (250 rom). El medio de crecimiento se adiciond con
los siguientes antibidticos, cuando fue requerido: estreptomicina (Sm, 25 ug/mL),
kanamicina (Km, 50 pg/mL), ampicilina (Ap. 100 ug/mL), cloranfenicol (Cm, 25

ug/mL) o tetraciclina (Tc, 25 ug/mL).

Tabla 6. Cepas bacterianas empleadas.

Cepa Descripcion Referencia
Escherichia coli
(Levine,
EPEC WT EPEC E2348/69 O127:H6, Smr Bergquist et
al., 1978)
AescN EPEC E2348/69 con eliminacion en fase del  (Gauthier et
gen escN; Smr al., 2003)
AespA EPEC E2348/69 con eliminaciéon en fase del = Donacion del
gen espA; Smrkmr Dr. Navarro F.
rospB EPEC E2348/69 con eliminacién en fase del BS”OC'O” ael
gen espB; SmrKmf Xicohtencatl J.
AespD EPEC E2348/69 con eliminacion en fase del BS”OC'O” del
gen espDh; Sm'Kmf Xicohtencatl J.
AsepL EPEC E2348/69 con eliminacién en fase del =~ Donacion del
gensepl; Smr Dr. Puente JL
rescl EPEC E2348/69 con eliminacién en fase del | (Soto et al.,
gen escU; SmrKmr 2017)
Monijards-Feria
EPEC E2348/69 con eliminacion en fase del  J. Tesis de
AescF .
gen escF; Smrkmr doctorado
2013.
Monijards-Feria
EPEC E2348/69 con eliminacién en fase del  J. Tesis de
Aescl .
gen escl; SmrKm' doctorado
2013.
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JPEP39 (AgriR)

EPEC E2348/69 con eliminaciéon en fase del
gen grlR; Smr

(Garcio-
Angulo,
Martinez-
Santos et al.,
2012)

sepL-3Flag::km

EPEC E2348/69 que expresa al gen sepl
fusionado a una etiqueta de 3-Flag; Smr,
Kmr

Este trabajo

seplL-3Flag

EPEC E2348/69 que expresa al gen sepl
fusionado a una etiqueta de 3-Flag; Smr

Este trabajo

cesL-2HA::km

EPEC E2348/69 que expresa al gen cesL
fusionado a una etiqueta de 2-HA; Smr, Kmr

Este trabajo

ceslL-6His::km

EPEC E2348/69 que expresa al gen cesL
fusionado a una etiqueta de 6-His; Smr, Kmr

Este trabajo

sepD-2HA::km

EPEC E2348/69 que expresa al gen sepD
fusionado a una etiqueta de 2-HA; Smr, Kmr

Este trabajo

sepD-2HA

EPEC E2348/69 que expresa al gen sepD
fusionado a una etiqueta de 2-HA; Smr

Este trabajo

seplL-3Flag cesL-2HA::km

EPEC E2348/69 que expresa al gen sepl
fusionado a una etiqueta de 3-Flag y all
gen cesL fusionado a 2-HA; Smr, Kmr

Este trabajo

Cepa empleada para la expresidén de

BL21(DE3)/pLysS construcciones basadas en el vector Novagen
PET19b; Cmr

XL1-Blue Cepa para clonacioén; Tcr Stratagene
Cepa empleada para la expresidn de

M15 (pREP4) construcciones basadas en el vector Qiagen
PQE30; Kmr

Salmonella

JR50] Cepa para hacer pldsmidos compatibles (Ryu & Hartin,
con Salmonella. 1990)

SIW1368 Cepa para expresion de construcciones (Ohnishi, Ohto
basadas en el vector pTrc?9A_FF4. etal., 1994)

Manipulaciéon de DNA y clonacién de genes.

Los pldsmidos y oligonucledtidos empleados en este trabajo se enlistan en la Tabla

7. La amplificacion de genes se llevdé a cabo mediante la técnica de PCR

(polymerase chain reaction), a partir de DNA cromosomal obtenido de la cepa

EPEC E2348/69 (EPEC WT), usando los pares de oligonucledtidos apropiados. Para

la construccion del plasmido pMATpL AC11, el gen seplL sin los Ultimos 11 codones

se subclond a partir de la construccion pJTpl AC11 en los sitios Ndel/BamHI del
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vector pACTrc. Todas las construcciones generadas o empleadas en este trabajo

se secuenciaron en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia

Celular.

Tabla 7. Plasmidos y oligonucledtidos empleados.

Plasmidos Descripcion Referencia
Vector de expresidn bajo el control del (Ohnishi, Fan et
PIrcy9A _FF4 promotor trc; Ap' al., 1997)
Vector de expresién bajo el control del
PETI90 promotor T7; Ap' Novagen
ACTrc Vector de expresion bajo el control del Donacidon de la
P promotor trc; Cmr Dra. G.M. Fraser
Vector termosensible que codifica para el
pKD46 sistema de recombinaciéon del fago A, bajo el (Datsenko &
. Wanner, 2000)
conftrol del promotor araB; Apr
Pldsmido empleado como templado para la .
o . o (Uzzau, Figueroa-
pPSUBTI amplificacion del casete de kanamicina Bossi et al.,, 2001)
fusionado a la etiqueta de 3-Flag; Apr, Kmr v
Pladsmido empleado como templado para la
pSU315 amplificacién del casete de kanamicina (Uzzau et al., 2001)
fusionado a la etiqueta de HA; Apr, Kmr
Pldsmido empleado como templado para la
pSUB7 amplificacién del casete de kanamicina (Uzzau et al., 2001)
fusionado a la etiqueta de 6-His; Apr, Kmr
.y . . (Hoang, Karkhoff-
OFLP2 Xercfor de expresion de la recombinasa Flp; Schweizer et al.,
P 1998)
Gaytdn-Enriquez
PMTpL sepl clonada en pTrc99A_FF4 M. Tesis de
licenciatura, 2011.
pJTpL Nt sepl sin los codones 277 a 351 clonada en Benitez-Garcia M.
pTrc99A_FF4 No publicado
) sepl sin los codones 319 a 334 clonada en Benitez-Garcia M.
PITpL A319-334 OTrC99A_FF4 No publicado

pPJTpL ACTI sepL sin los codones 341 a 351 clonada en Benitez-Garcia M.
PTrc99A_FF4 No publicado
KEeVc codones 335 a 675 de escV clonados en ?Ae(s)ijslcge_AV"O K.
P PET19b i \
icenciatura, 2015.
PATHeN his-escN clonada en pTrc99A_FFO (QGB%rode etal.,
PNEescO escO clonada en pET19b (Romo-Casfillo et

al., 2014)
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esclL sin los primeros 89 codones clonada en

(Romo-Castillo et

pAQescl A8Y PQE30 al., 2014]
(Monijaras Feria et
pJEel escl clonada en pET19b al, 2012)
pAEo4 escK clonada en pET19b (Soto et al., 2017)
pPSTHAEQ escQ clonada en pTrcHisA SOTO.E‘ No
publicado
codones 1 a 120 de escD clonados en MO.J'CO_AV"O K.
pKEeDn ET19b Tesis de
P licenciatura, 2015.
pSLo4 escK clonada en pMAL-c2x (Soto et al., 2017)
JHeH espH con su sitio de unién a ribosoma nativo (Monijaras Feria et
P clonado en pTOPO-2HA al., 2012)
JHNC nleC con su sitio de unién a ribosoma nativo (Monjaras Feria et
P clonado en pTOPO-2HA al., 2012)
JHel escl con su sitio de unién a ribosoma nativo (Monjaras Feria et
P clonado en pTOPO-2HA al., 2012)
JHAH?2 nleH2 con su sitio de unidn a ribosoma nativo | (Monjaras Feria et
P clonado en pTOPO-2HA al., 2012)
Soto E. No
pSTel escl clonado en pTrc?9A_FF4 oublicado
Castaneda A. No
pPATPD sepD clonado en pTrc99A_FF4 publicado
Diaz-Guerrero M.
pMTcL cesL clonado en pTrc99A_FF4 No publicado
Diaz-Guerrero M.
PMEcL cesl clonado en pET19b No publicado
. Diaz-Guerrero M.
pMITBISpDcL sepD vy his-cesL clonado en pTrc99A_FF4 No publicado
Diaz-Guerrero M.
PMATpPL sepl clonado en pACTrc No publicado
OMATPL ACT 1 sepl sin los codones 341 a 351clonado en Este frabajo

PpACTrc

Oligonucledétidos

Secuencia5' -3’

seplL-3Flag_Fw

ATACATTATTAATGATTIGGTAAAGTGATAGATTATAAGGAGGATGTTATGGACTACAAAG

ACCATGACGG

seplL-3Flag_Rv

CCICTICATAATCTITCTTAGCATGACAAAAACTATAAAAAAAAAC AATAATGAATATCC

TCCTTAGTIC

cesL-2HA_Fw

CTTTTCAACAGCATGTGCAGATTATTIGAGCGCGITCGCAGGATGACATCATATCCGTA

TGATGTGCCGGACTATGCGTATCCGTATGATGTTICCTGAT

cesl-6His_Fw

GAATACTITTCAACAGCATGTGCAGATTATTIGAGCGCGITCGCAGGATGACATCACA

CCACCATCATCACCATTAG

cesL-6His_Rv

AAGATCGTGATATGACTCTGCTITTITAAATATATITAAGAGTITATTCATATGAATATCCTC

CTTAGTIC

sepD-2HA_Fw

ATACAATGATGCCGCCAACACACTIGTTTICTGATATAGGACGAATIGTGTATCCGTAT

GATGTGCCGGACTATGCGTATCCGTATGATGTTCCTGAT

sepD-2HA_Rv

GCACTGCAGCAAAATAGTGCTGTAAAAATAAAAAAACTTATITITITCATATGAATATCCT

CCITAGTTC
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Etiquetado de genes en cromosoma.

La incorporacion de la secuencia codificante para la etiqueta de 3-Flag, 2-HA' Y
6-His al extremo 3' de los genes sepl, sepD y cesL (EPEC sepl-3Flag::km, EPEC
sepD-2HA::;km, EPEC cesl-éHis::km y EPEC cesl-2HA::km) se realizd mediante
recombinaciéon homdloga, empleando el sistema Red del fago A (Uzzau et al.,
2001). EI casete de resistencia a kanamicina, conteniendo la secuencia
codificante de 3-Flag, HA o 6é-His se amplificé a partir de los vectores pSUBITT,
pSU315 y pSUB7, respetivamente, con los siguientes pares de oligonucledtidos:
sepL-3Flag_Fw/seplL-3Flag_Rv, sepD-2HA_Fw/sepD-2HA_Rv, cesL-2HA_Fw/cesl-
6His_Rv y ceslL-6His_Fw/cesL-6His_Rv. Los productos de PCR se elecfroporaron en
una cepa de EPEC WT que habia sido previamente transformada con el pldsmido
pKD46, a partir del cual se induce la expresion de la recombinasa Red. La
seleccion de cepas recombinantes se realizd en placas de LB adicionadas con
300 pg/mL de Km, adicionalmente, la eliminaciéon del pldsmido pKD46 se
corrobord al evaluar la sensibilidad de las colonias obtenidas a ampicilina. Para
generar la cepa EPEC sepl-3Flag cesL-2HA::km, el casete de resistencia a
kanamicina de la cepa EPEC sepl-3Flag::km se eliminé usando el plasmido pFLP2
(Hoang et al., 1998), sobre esta cepa se electropord el casete de resistencia a
kanamicina amplificado a partir de pSU315 con los oligonucledtidos cesl-

2HA_Fw/cesL-6His_Rv y se llevd a cabo otro evento de recombinacion.

Ensayo de secrecion.

La secrecion de sustratos a fravés del SST3 de EPEC se indujo creciendo a la

bacteria en medio DMEM regular (Dulbecco’s modified Eagle’s médium, Gibco,
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12100-046) a 37°C en condiciones estdticas en presencia de 5% de COa. Al
alcanzar una densidad optica a 600nm (DOsw) de 0.8-1, se colectd y centrifugd el
cultivo a 19,800 x g por 10 minutos con el fin de separar las proteinas secretadas al
medio (sobrenadante) de la pastila celular. Las proteinas secretadas se
precipitaron por 12 h a 4°C con 10% de dcido tricloroacético (TCA) vy
posteriormente, se colectaron mediante centrifugacion a 19,800 x g por 30
minutos. La pastilla de proteinas se resuspendié en amortiguador de carga de
geles desnaturalizantes, normalizando el volumen empleado de acuerdo a la
DO« del cultivo; el TCA remanente se neutralizé adicionando Tris saturado. El
perfil de proteinas secretadas se analizdé mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 15 % con dodecilsulfato sdédico (SDS-PAGE: sodium dodecyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) e inmunodeteccion.

Para evaluar el efecto de la eliminacion del calcio en el perfil de proteinas
secretadas por EPEC, los ensayos de secrecion se realizaron en DMEM sin calcio

(Gibco, 21068-028).

Inmunodeteccion.

Las proteinas sometidas a SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
o PVDF (polyvinylidene fluoride). Las membranas se incubaron durante 12h a 4°C
con Tris-amortiguador salino (TBS; 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl) adicionado
con Tween 20 al 0.1 % (v/v) (TBS-Tween) y leche descremada en polvo al 5 %
(w/v). Se lavaron con TBS-Tween y posteriormente se incubaron con los

anticuerpos adecuados (Policlonales generados en conejo: anti-Tir, anti-Map,
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anti-EspA, anti-EscJ, anti-EspD, anti-SepD, anti-Sepl, anti-EspF o anti-Escl.
Monoclonales: anti-DnaK, anti-MBP, anti-His, anti-Flag o anti-HA acoplado a la
peroxidasa de rdbano [HRP]). Las membranas se lavaron con TBS-Tween para
eliminar el exceso de anticuerpo primario, posteriormente se incubaron con los
anticuerpos secundarios acoplados a HRP que reconocen a las IgG's de conegjo
(GAR: goat anti-rabbit) o raton (GAM: goat anti-mouse). Finalmente, la deteccidén

de proteinas se realizd mediante quimioluminiscencia.

Produccién de proteinas recombinantes.

La cepa Salmonella SJW1368 se transformd con los pldsmidos basados en el
vector pTrc?9A_FF4, mientras que las cepas E. coli M15 (pREP4) y BL21 (DE3)/pLysS
(BDP) se usaron como cepas de expresion para los plasmidos generados a partir
de los vectores pQE30 y pET19b, respectivamente. Se inicid el crecimiento
bacteriano en medio LB con los antibiéticos adecuados a 37°C con agitacion
constante. Una vez alcanzada una DO¢wo de 0.8 se agregd isopropil R-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) a los cultivos para inducir la produccién de proteinas.
El crecimiento bacteriano se continubé como se indica en la Tabla 8. Las células

bacterianas se cosecharon por centrifugacion a 15,500 x g por 10 minutos.

Tabla 8. Condiciones de expresion de proteinas recombinantes

Proteina(s) Plasmido  Cepa Y:ﬁ:;iss [ IP]Tge Temperatura Tiempo
His-EscN pATHescN SJW1368 400 mL 0.1 mM 30°C 4h
His-EscO PNEescO BDP 600 mL 0.3mM 25°C 4h
His-EscL A89 | pAQescL a89 M15 400 mL 0.3 mM 25°C 4h
His-Escl pJEel BDP 600 mL 0.3mM 20 °C 12h
His-EscVc pKEeVc BDP 100 mL 0.1 mM 30°C 4h
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His-EscDN OKEEDx BDP 200mL 0.1 mM 30°C 4h
His-EscK pSEo4 BDP 300 mL 0.3 MM 25°C 4h
His-EscQ OSTHASQ SIWI368  300mL  0.3mM 25°C 4h
MBP-EscK pSLo4 BDP 300mL  0.1mM 30°C 4h
Sepl WT POMTpL SIWI368  50mL 0.1 mM 30°C 4h
SeplACT75 PIPLAC7S  SJWI1368  400mL 0.1 mM 30°C 4n
SeplA319-334 | pJTpL A319-334  SJW1368  400mL 0.1 mM 30°C 4h
SeplAC11 oJTpLACT SIWI368  400mL 0.1 mM 30°C 4h
g:g'bygé | Moot T siwisss 100mL 0.1 mM 30°C 4h
ggs:')/Ag;:L/ i acq1 | SIW1368 | 100mL 0.1 mMm 30°C 4n

Ensayos de co-purificacion por cromatografia de afinidad por niquel.

Las pastillas celulares se resuspendieron en 1/10 del volumen del cultivo de
amortiguador de lisis (Tris-HCI 20 mM, pH 8 y NaCl 0.5 M) adicionado con imidazol
20 mM vy fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.1 mM. Las células se rompieron
mediante sonicacion y se centrifugaron a 15,500 x g por 30 minutos para separar

las proteinas solubles (lisado) de los restos celulares.

Co-purificacion de SeplL con His-EscN, His-EscO, His-EscL A89, His-Escl y His-EscVc.
El lisado celular de las proteinas recombinantes His-EscN, His-EscO, His-EscL A89, His-
Escl o His-EscVc se mezcldé con el lisado de Sepl y se incubd durante 2 h en
agitacion a 4°C. A la par, se empacaron 100 pyL de resina de agarosa Ni-NTA
(nickel nitrilotriacetic acid) en una columna y se equilioré con amortiguador de
lisis adicionado con 20 mM de imidazol. La mezcla de lisados se cargd en la
columna con resina Ni-NTA pre-equilibrada y esta se lavd extensivamente con

amortiguador de lisis adicionado con concenfraciones crecientes de imidazol
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adicionado con 500 mM de imidazol.

(Tabla 9). Las proteinas unidas a las resina se eluyeron con amortiguador de lisis

Tabla 9. Condiciones de lavado de las copurificaciones con Sepl

Proteina(s) Lavado 1 Lavado 2 Lavado 3
Vol.-[]Imidazol = Vol.-[]Imidazol = Vol. - [] Imidazol
His-EscN 50 mL-20 mM 40 mL - 60 mM 30 mL-80 mM
His-EscO 50 mL — 40 mM 30 mL-80 mM 30 mL-80 mM
His-EscL A89 40 mL-20 mM 60 mL - 40 mM 30 mL - 60 mM
His-Escl 40 mL - 60 mM 40 mL-80 mM 40 mL-95mM
His-EscVc 100 mL -20 mM 50 mL-30 mM 20 mL -40 mM

Co-purificacion de His-EscVc con SeplL WT, SepL AC75, SepL A319-334y SepL ACI11.
El lisado celular de la proteina recombinante His-EscVc se mezcld con el lisado de
las proteinas Sepl WT, SeplL AC75, SeplL A319-334 o SepL AC11 y se incubd durante
2 h en agitacion a 4°C. A la par, se empacaron 100 L de resina de agarosa Ni-
NTA (nickel nitrilotriacetic acid) en una columna y se equilibré con amortiguador
de lisis adicionado con 20 mM de imidazol. La mezcla de lisados se cargd en la
columna con resina Ni-NTA pre-equilibrada y esta se lavd extensivamente con
amortiguador de lisis adicionado con 20, 30 y 40 mM de imidazol. Las proteinas
unidas a las resina se eluyeron con amortiguador de lisis adicionado con 500 mM

de imidazol.

Co-purificacion del complejo SepL-SepD-His-CesL. Las células Salmonella SJW 1368
se co-transformaron con los pldsmidos pMTBISpDcL vy pMATpL o pMATplacii. El
lisado celular se incubd con 100 uL de resina de Ni-NTA por 2 h a 4°C y

posteriormente se cargd en una columna. Se lavé de manera extensiva con
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concentraciones crecientes de imidazol y finalmente, las proteinas se eluyeron

con 500 mM de imidazol.

Para evaluar el efecto directo del calcio en las inferacciones, se agregd CaClz2 a
una concenfracion final de 2 mM a todos los amortiguadores empleados en los

ensayos de co-purificacion.

Co-purificacion de His-EscVc, His-EscDn, His-EscQ, His-EscK y His-EscL A89 con
proteinas secretadas. Se indujo la secrecién de proteinas en medio DMEM de las
cepas EPEC Asepl y AgriR. El sobrenadante del ensayo de secrecidn se recuperd

después de cenftrifugar los cultivos bacterianos y se guardd a 4°C hasta su uso.

El lisado de las proteinas recombinantes His-EscVc, His-EscDn, His-EscQ, His-EscK o
His-EscL A89 se mezcld e incubd con 100 uL de resina de Ni-NTA por 2 h a 4°C. La
mezcla se cargd en una columna y se lavé con amortiguador de lisis con 20 mM
de imidazol para eliminar a las proteinas no unidas a la resina. Se agregd el
sobrenadante de los ensayos de secrecion de EPEC Asepl y AgriR, se dejaron eluir
las proteinas no unidas, se lavd la resina con concentfraciones crecientes de

imidazol y finalmente se eluyeron las proteinas con 500 mM de imidazol.

Fraccionamiento celular.
El fraccionamiento celular se realizd siguiendo el protocolo descrito por Gauthier
et al, con pequenas modificaciones (Gauthier et al., 2003). La cepa EPEC sepl-

3Flag cesl-2HA:km se creci® en DMEM regular o DMEM sin calcio, bajo
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condiciones de induccion del SST3, hasta alcanzar una DO de 1. Las células se
colectaron por cenfrifugacion (15,500 x g por 10 minutos) y la pastilla celular se
lavd con amortiguador fosfato salino (PBS). Posteriormente la pastilla celular se
resuspendid con Tris 20 mM pH 7.5 adicionado con PMSF 1 mM. Las células se
rompieron por sonicacion y se centrifugaron a 19,800 x g por 10 minutos para
eliminar a las células intactas. El lisado celular se ultracentrifugd a 90,000 x g por
1h. El sobrenadante (que contiene las proteinas citopldsmicas) se colectd y se
sometid a un paso mds de ultracentrifugacion. Por su parte, la pastila que
contiene a las proteinas membranales se lavdé con con Tris 20 mM pH 7.5, se
ultracentrifugd nuevamente a 90,000 x g por 1h y finalmente se resuspendid en
amortiguador Tris 20 mM pH 7.5. La concentracion de proteinas de las muestras
obtenidas se cuantificé mediante el estuche comercial DC protein assay (Bio-

Rad).

Ensayos de estabilidad de proteinas.

La cepa EPEC seplL-3Flag cesL-2HA::km se crecidé en DMEM sin calcio adicionado
con 1.8 mM de CaCl; a 37°C en condiciones estaticas en presencia de 5% de
COa2. Al alcanzar una DO« de 1, las células se colectaron por centrifugaciéon a
4,600 x g por 10 minutos, se lavaron y resuspendieron en DMEM sin calcio o
adicionado con 1.8 mM de CaClz. Para inhibir la sintesis de proteinas se agregd
Cm a una concentracion final de 50 ug/mlL. El crecimiento bacteriano se continué
por 3 h mds y se ftomaron muestras cada 30 minutos. Las muestras se normalizaron

de acuerdo ala DO« y se analizaron por SDS-PAGE e inmunodeteccion.
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Co-inmunoprecipitacion.

La cepas EPEC seplL-3Flag cesL-2HA::;km y EPEC cesL-2HA::km se crecieron bajo
condiciones de induccidn de la secrecion, en medio DMEM sin calcio o
adicionado con 1.8 mM de CaClz hasta alcanzar una DOswo de 1. Las células se
colectaron mediante centrifugacion y las pastillas celulares se lavaron vy
resuspendieron con el siguiente amortiguador: HEPES 20 mM, NaCl 250 mM pH 7.4.
Las células se rompieron por sonicacion, el lisado celular se incubd con Triton X-
100 [0.1% (v/v)] por 15 minutos y posteriormente se centrifugd a 19,800 x g por 30
minutos. Se colectd el sobrenadante y se le agregd el enfrecruzador DTSP (ditiobis
succinimidil propionato) a una concentracion final de T mM, la mezcla se incubd
durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, la reaccion se detuvo
adicionando Tris pH 7.5 a una concentracién final de 20 mM. Las muestras se
mezclaron con 40 L de perlas de agarosa acopladas a antficuerpo contra Flag
(ANTI-Flag M2 Affinity Gel beads, SIGMA) y se incubaron por 12 h a 4°C en
agitacion constante, para acoplar a la proteina SeplL-3Flag a las perlas. Las perlas
acopladas se centrifugaron a 13,500 x g por 2 minutos y se lavaron tres veces con
HEPES 20 mM, NaCl 250 mM pH 7.4. Finalmente, las perlas se resuspendieron en 20
uL de amortiguador de carga adicionado con 2 yL de R-mercaptoetanol. Las

muestras generadas se analizaron por SDS-PAGE e inmunodeteccion.
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RESULTADOS

Efecto del calcio en la secrecion por EPEC.

En trabajos previos se demostré que el calcio juega un papel importante en la
regulacion de la secrecion de sustratos a fravés del SST3 en distintas especies
bacterianas (Jamison and Hackstadt, 2008, Deng et al., 2005, Ide et al., 2003,
Shaulov et al., 2017, Sarty et al., 2012, Gode-Potratz et al., 2010, Cisz et al., 2008,
Michiels et al., 1990, Kim et al., 2005). Para evaluar el efecto de la ausencia de
calcio en la secrecién de sustratos tempranos, intermedios y tardios, se realizdé un
ensayo de secrecion en medio DMEM regular (que contfiene 1.8 mM de CacCly),
DMEM sin calcio y DMEM sin calcio adicionado con 1.8 mM de CaCl; empleando
la cepa EPEC E2348/69 (WT) sola (Figura 14A) o transformada con los genes que
codifican para los efectores EspH, NleH2 y NleC asi como la subunidad del eje Escl
(Figura 14B), clonados en el vector pTOPO-2HA, el cual fusiona dos etiquetas de

hemaglutinina (HA).

Observamos que la eliminaciéon de calcio del medio de cultivo promueve un
incremento en la secreciéon de los efectores Tir, Map, EspH-2HA, NleH2-2HA y NleC-
2HA (Figura 14A y 14B). Este efecto se debe exclusivamente a la ausencia de
calcio, ya que al suplementar el DMEM sin calcio con 1.8 mM de CaCly, la
secrecion de efectores se redujo a niveles similares a los observados en DMEM
regular. Adicionalmente, demostramos que el efecto del calcio solo ocurre a nivel

de la secrecion de proteinas, ya que la produccion de los sustratos analizados no
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se alteré bajo ninguna condicién de crecimiento (Figura 14A, panel inferior y
Figura 14B, panel derecho). Como confrol se muestra el perfil de proteinas
secretadas por una mutante nula en el gen seplL, la cual desregula
completamente la secrecién de efectores y translocadores y el de una mutante
nula en el gen escU, componente del aparato de exportacion que es esencial

para la secrecion (Figura 14A).
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Figura 14. La eliminacién de calcio del medio de cultivo incrementa la secreciéon de
efectores en EPEC. A) Perfil de proteinas secretadas por EPEC WT en DMEM regular
(Regular, 1.8 mM de CaClz), DMEM sin calcio (Sin Ca?*) y DMEM sin calcio adicionado con
1.8 mM de CaClz (Sin Ca?+ + Ca?*) y fenotipo de secrecidén de EPEC AseplL y AescU en
DMEM regular. Las proteinas secretadas al sobrenadante (SN) se analizaron mediante SDS-
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PAGE tenido con azul de Coomassie (CBB) e inmunodetecciéon empleando anticuerpos
especificos contra Tir, Map y EspA. También se evalud la produccién de proteinas (P)
mediante inmunodeteccidén empleando los mismos anticuerpos. Como control de lisis y de
carga, se evalud la presencia de DnaK en sobrenadantes (SN) y pastilla celulares (P),
respectivamente. B) Secrecién (SN) y produccidon (P) de NleH2-2HA, EspH-2HA, NleC-2HA y
Escl-2HA en DMEM regular, DMEM sin calcio y DMEM sin calcio adicionado con 1.8 mM de
CaClz2 analizados mediante inmunodeteccion de la efiqueta de 2HA. C) La abundancia
relativa de EspA y Tir en el sobrenadante de EPEC WT crecida en la presencia y ausencia
de calcio, como se describié en el inciso A. Se muestra el promedio y desviacion estdndar
de 6 experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se
indican con un asterisco. Un valor p < 0.05 se considerd significativo. ** p = 0.002, Wilcoxon-
fest.

Reportes previos indicaban que la secrecion de translocadores disminuye en
ausencia de calcio (Deng et al., 2005, Ide et al., 2003). Sin embargo, en este
trabajo no observamos una reduccién significativa de la secrecion de EspA en
DMEM ssin calcio (Figura 14A). Con el fin de tener una medida cuantitativa del
cambio en la secrecidn de efectores y translocadores en presencia y ausencia de
calcio, realizamos un andlisis estadistico de los datos obtenidos de seis
experimentos independientes, en los cuales cuantificamos la intensidad de las
bandas de las proteinas Tir, EspA y EspC tenidas con azul de Coomassie. Los
valores de Tir y EsSpA se normalizaron con los del autotransportador EspC, el cual se
secreta de manera independiente del SST3 (Mellies, Navarro-Garcia et al., 2001,
Stein, Kenny et al., 1996) y sirve como confrol de carga. Como se observa en la
Figura 14C, aunque la secrecidn de EspA tiende a reducirse en ausencia de

calcio, el cambio en la secrecidén no es significativo. Por otro lado, la secrecion de

Tiraumenta 11 veces en ausencia de calcio (Figura 14C).

Finaimente, también demostramos que la presencia o ausencia de calcio en el
medio de cultivo no afecta la secreciéon del sustrato temprano Escl-2HA (Figura

14B). Sin embargo, observamos que la sobreexpresion de Escl-2HA causa una
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reduccién de la secrecion en general (Figura 15A, panel superior), lo que nos llevd
a pensar que el hecho de que el calcio no afecte la secrecidn de Escl-2HA podria
deberse a que su sobreexpresidn causa una reduccidon en la secrecién. Para
esclarecer el papel del calcio en la secrecidon de Escl evaluamos la secrecion de
Escl-2HA, Tir y ESpA en presencia y ausencia de calcio empleando la cepa EPEC
WT transformada con Escl-2HA (EPEC WT/Escl-2HA). Como se observa en la Figura
15A, la cepa EPEC WT/Escl-2HA sigue siendo sensible a cambios en la
concentraciéon de calcio, ya que la eliminacién de este ion del medio de cultivo
aumento la secrecion de Tir, pero no tuvo efecto sobre la secrecion de EspA y
Escl-2HA. Lo anterior es consistente con los datos obtenidos anteriormente, en
donde demostramos que el calcio solo afecta la secrecidon de proteinas
efectoras, por lo que podemos concluir que el calcio no tiene un efecto sobre la
secrecion de la proteina del eje, Escl. Como control adicional, evaluamos el
efecto de la sobreexpresion de Escl sin etiueta en el perfil de proteinas
secretadas por EPEC WT. Observamos que, a diferencia de Escl-2HA, la
sobreexpresion de Escl sin etiqueta no afecta la secrecion de EPEC WT (Figura
15B), lo cual sugiere que es la fusion de 2HA en el C-terminal de Escl lo que afecta
la secrecidon y no la sobreexpresion de la proteina del eje. Por otro lado, al evaluar
el efecto del calcio en el perfil de proteinas secretadas por EPEC WT fransformada
con Escl sin etiqueta, corroboramos que la secrecidon de Escl no se afecta en

ausencia de calcio.
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En conjunto, nuestros resultados sugieren que la eliminacion de calcio del medio

solo afecta de manera significativa la secrecion de efectores, promoviendo un

aumento en la secrecion de los mismos.
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Figura 15. Efecto de la sobreexpresion de Escl-2HA o Escl en la secrecion de EPEC y su
sensibilidad a calcio. A) Perfil de proteinas secretadas por EPEC WT y EPEC WT
fransformada con Escl-2HA en DMEM regular (Regular, 1.8 mM de CaClz), DMEM sin calcio
(Sin Ca?) y DMEM sin calcio adicionado con 1.8 mM de CaCl2 (Sin Ca?t + Ca?*). Los
perfiles de proteinas secretadas se analizaron mediante SDS-PAGE tefido con CBB.
Adicionalmente, la secrecidon (SN) y produccidn (P) de proteinas se evalué mediante
inmunodeteccién de Tir, EspA, DnaK y el epitopo de HA. B) Perfil de proteinas secretadas
por EPEC WT y EPEC WT fransformada con Escl en los mismos medios que en A. La
secrecion de Escl se evalué mediante inmunodeteccidén empleando anticuerpos

especificos contra la proteina.
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Componentes estructurales del SST3 involucrados en la detecciéon del
caicio.

Ante una infeccién por EPEC, la translocacion de efectores se promueve tras el
contacto del SST3 con la célula hospedera. Como demostramos en la seccion
anterior, ciertas senales ambientales, como cambios en la concentfraciéon de
calcio, fambién participan en la activacion de esta fase de secrecion. De hecho,
la concentracion de calcio en el medio extracelular del lumen intestinal es de
aproximadamente 1 mM, mientras que al interior de la célula hospedera es de
~100 nM. Lo anterior nos llevd a pensar que las proteinas involucradas en la
deteccion y transmision de esta senal ambiental podrian ser aquellas que estdn
en contacto directo con el hospedero, como es el caso de EspB y EspD que
forman un poro en la membrana del enterocito, asi como las que forman la
esfructuras que comunican el exterior de la célula con la base del SST3 (EspA:

flamento, EscF: aguja y Escl: eje).

Para evaluar la hipdtesis planteada analizamos el perfil de proteinas secretadas
por cepas mutantes en los genes espA, espB, espD, escF y escl crecidas en

presencia y ausencia de calcio (Figura 16y 17).

El perfil de proteinas secretadas por EPEC no se afectd por la eliminacion de espA,
espB o espD. De igual manera, estas tres cepas siguen respondiendo a la
ausencia de calcio, ya que se observa un aumento en la secrecion de Tir bajo
dicha condicion. Como control de lisis se evalud la presencia de DnaK en el

sobrenadante asi como la produccidén de esta y del efector Tir, comprobando

47



que la produccién de proteinas no se afecta bajo las condiciones evaluadas
(Figura 16). Estos resultados sugieren que a pesar de que el poro de translocacion
estd en contacto directo con la célula hospedera, no estd involucrado en la
deteccion de los niveles de calcio. Asi mismo, la proteina EspA, que forma el
flamento que conecta el poro de translocacion con la aguja de SST3, tampoco
se encarga de la deteccion o transmision de la senal ambiental que promueve la
secrecion de efectores.

EPEC WT  AespA AespB  AespD

CGC|2 + — + - + - + —
kDa
100 4 . b S—— - * s s |-EspC
731 ‘ ' “oa KTir
50
374
G S Gl e e “w.w | EspD/B
254
204 EspA

CBB

5 - — D —— D — e | T
— - - o3

SN

75 1 a-DnakK

75 M a-Tir

75 | DA D e WP G~ | o-Dnak

Figura 16. Los translocadores EspA, EspB y EspD no participan en la deteccién y/o
fransmision de la sefal de calcio. Perfil de proteinas secretadas por EPEC WT, AespA,
AespB y AespD en DMEM sin calcio (-) o DMEM sin calcio adicionado con 1.8 mM de CaCl»
(+). Los perfiles de proteinas secretadas al medio se analizaron mediante SDS-PAGE tenido
con CBB. Adicionalmente, la secrecién (SN) y produccién (P) de Tir y DnaK se evalud
mediante inmunodeteccidn empleando anticuerpos especificos contra dichas proteinas.

Los otros dos componentes que comunican el exterior de la célula con la base del

SST3 son EscF y Escl, sin embargo, dado que forman la aguja y eje,
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respectivamente, estas proteinas son esenciales para la secrecion a través del
SST3, por lo que en un ensayo de secrecion no se observa secrecidon de sustratos
dependientes del SST3, solo se observa la banda correspondiente al
autotransportador EspC (Figura 17A y 17B). Adicionalmente, demostramos que las
mutantes AescF y Aescl son incapaces de secretar sustratos aln en ausencia de
calcio, y que la producciéon del efector EspF no se afecta en estas cepas o en las

diferentes condiciones evaluadas (Figura 17B).
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Figura 17. Componentes del SST3 involucrados en la detecciéon de calcio. A) Perfil de
proteinas secretadas por EPEC WT, Aescl y AescF en DMEM sin calcio (-) o DMEM sin calcio
adicionado con 1.8 mM de CaCl2 (+). B) Inmunodeteccién de EspF y DnaK en
sobrenadantes (SN) y pastillas celulares (P) de las muestras resueltas en A.

Todos estos datos sugieren que los translocadores EspA, EspB y EspD no estdn
involucrados en la deteccidn o transmision de la senal de calcio in vitro. Por otro
lado, estos experimentos no nos permiten descartar la posible participacion de la

aguja y/o el eje en la deteccidén de esta senal ambiental.
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Blancos citoplasmicos de la regulacion por calcio.

Es claro que la eliminacidon de calcio del medio causa un aumento en la
secrecion de proteinas efectoras (Figuras 14, 15y 16). Un efecto similar se observa
al eliminar a los componentes que forman el complejo Sepl/SepD/CesL en EPEC
(Figura 11 y 14A). Estos datos, junto con el hecho de que las proteinas homodlogas
a las que forman este complejo en Salmonella estdn implicadas en la regulacion
de la secrecidn de sustratos en respuesta a un estimulo ambiental (pH), nos llevé a
pensar que el complejo formado por las proteinas Sepl, SepD y CesL podria
regular la secreciéon de efectores en respuesta a cambios en la concenfracion de
calcio. Para evaluar dicha hipdtesis se decidié analizar la estabilidad, asociacion
y localizacion de los componentes del complejo regulatorio SeplL/SepD/CesL en
presencia y ausencia de calcio. Para ello, las proteinas Sepl, SepD y CeslL se
fusionaron a diferentes epitopos en un fondo silvestre, empleando el protocolo
descrito por Uzzau et al 2001 (Uzzau et al., 2001), cuyos detalles se pueden

encontrar en la seccidén de materiales y métodos.

Inicialmente se construyeron las siguientes cepas: EPEC sepl-3Flag::km, EPEC
sepD-2HA:km y EPEC cesl-6His::;km. Para ello, los casetes de resistencia a
kanamicina con las etiquetas de 3-Flag, 2-HA y é-His se amplificaron a partir de los
vectores pSUBT1, pSUB7 y pSU315, respetivamente, y posteriormente, se
electroporaron en una cepa EPEC silvestre, previamente transformada con el
vector pKD46 (que expresa a la recombinasa). La fusidon de las etiquetas y la
insercion del casete de kanamicina en el sitio deseado se verificaron mediante

PCR (Figura 18). Adicionalmente, el casete de kanamicina de las cepas EPEC
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seplL-3Flag::km y EPEC sepD-2HA::km se escindié (EPEC sepl-3Flag y EPEC sepD-
2HA) empleando el pladsmido pFLP2 como se describe en la seccion de materiales

y métodos.
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Figura 18. Andlisis de la insercion del casete de kanamicina en las cepas etiquetadas en
cromosoma. Esquema que muestra el contexto genético de sepl (A), sepD (B) y cesL (C)
en la cepa WT asi como las modificaciones que se introducen al etiquetar a los genes en
cromosoma con 3-Flag, 2-HA y é-His. En la parte inferior de cada esquema se indican con
una flecha negra los oligonucledtidos que se emplearon para corroborar la integracion
del casete de kanamicina, mientras que en la columna central se indica el tfamano
esperado para los productos de PCR. (A) En el caso de EPEC sepL-3Flag::km observamos
un amplicon de 1.7 kb en la cepa WT y de 3.2 kb en la cepa efiqguetada que corresponde
a lo esperado. B) Con los oligonucledtidos SepD_Fw y kT no se observd ningln amplicon en
la cepa WT, ya que no posee el casete de kanamicina que es donde se ancla el
oligonucledtido kT, mientras que en la cepa EPEC sepD-2HA::km se obtuvo un producto de
1.4 kb. C) En la cepa EPEC ceslL-6His::km se amplificé un producto de PCR de 1.5 kb
empleando los oligonucledtidos CesL_Fw y kT, mientras que en la cepa WT no se obtuvo
ningun amplicon.

Posteriormente, evaluamos el fenotipo de secrecion de las cepas etiquetadas en

cromosoma asi como la produccion de las proteinas recombinantes. Como se
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aprecia en el panel superior de la Figura 19A, el perfil de proteinas secretas al
medio por las cepas EPEC sepl-3Flag::;km y EPEC sepL-3Flag es similar al de la
cepa EPEC silvestre; adicionalmente, Sepl-3Flag se puede visualizar mediante
inmunodeteccion en las pastillas celulares usando anticuerpos contra el epitopo
de Flag (Figura 19A, panel inferior). Por otro lado, la fusion de 2-HA al extremo C-
terminal de SepD dalterd el fenotipo de secrecién, causando un aumento en la
secrecion del efector Tir (Figura 19B). Este fenotipo no se debe a un efecto del
casete de kanamicina sobre los genes rio abajo (escC y cesD), ya que la cepa
que no tiene el casete de kanamicina (EPEC sepD-2HA) también secreta mas Tir
que la cepa silvestre. Cabe mencionar que en ambas cepas (con y sin casete) se
pudo detectar a SepD-2HA en las pastillas celulares (Figura 19B, panel inferior).
Finalmente, observamos que el perfil de proteinas secretadas por la cepa EPEC
cesl-6His::km es similar al de la cepa silvestre, sin embargo la proteina CesL-6His no

pudo ser detectada en las pastillas celulares (Figura 19C).
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Figura 19. Fenotipo de secrecién de las cepas etiquetadas en cromosoma. A) Fenotipo de
secrecion de EPEC WT, EPEC sepl-3Flag::km y EPEC sepl-3Flag. La produccién de Sepl-
3Flag se evalué mediante inmunodeteccién contra la etiqueta de 3-Flag. B) Perfil de
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proteinas secretadas por EPEC WT, EPEC sepD-2HA::km y EPEC sepD-2HA. Se detectd la
presencia de SepD-2HA en pastillas celulares con anticuerpos especificos contra el
epitopo de HA. C) Fenofipo de secrecidn de EPEC WT y EPEC cesl-éHis:km e
inmunodeteccidn en pastillas celulares empleando anticuerpos anti-His.

De manera alternativa, etiquetamos a cesL con 2-HA y construimos una cepa con
los genes seplL y cesL etiquetados en cromosoma con 3-Flag y 2-HA,
respectivamente. Como se observa en el panel superior de la Figura 20, el
fenotipo de las cepas EPEC cesl-2HA::(km y EPEC sepl-3Flag cesL-2HA::km es
similar al de la cepa silvestre. Para comparacion, se muestra el perfil de proteinas
secretaas al medio por una mutante nula en el gen escN, que codifica para la
ATPasa del SST3 y cuya presencia es esencial para la secrecion, asi como el de
una mutante en sepl, la cual desregula la secrecidon de efectores vy
franslocadores. Adicionalmente, demostramos que tanto SeplL-3Flag como Cesl-
2HA pueden ser detectadas en las pastillas celulares mediante inmunodeteccion

con anticuerpos especificos contra los epitopos de Flag y HA, respectivamente

(Figura 20, panel inferior).
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Perfil de proteinas secretadas por EPEC WT,
131 AescN, Asepl, EPEC cesl-2HA:km y EPEC

CBB

sepL-3Flag cesL-2HA::km. La producciéon de
s e : Sepl-3Flag y CesL-2HA se evalué en las
-Fl Sepl
371 d e-Flag (Sepl) pastillas celulares (P) mediante
inmunodeteccion contra la etiqueta de 3-
Flag y 2-HA, respectivamente.

15 - e e o-HA (Cesl)

53



La estabilidad de los componentes del complejo SeplL/SepD/CesL no se afecta en
respuesta a cambios en la concentracién de calcio. Para evaluar el efecto del
calcio en la estabilidad de SeplL y CesL, la sintesis de novo de proteinas se inhibid
mediante la adicién de cloranfenicol a cultivos de la cepa EPEC sepl-3Flag cesL-
2HA::;km crecida en presencia y ausencia de calcio (Figura 21A). Como se
observa en la Figura 21B, a pesar de que tanto la estabilidad de Sepl-3Flag como
de Cesl-2HA disminuye con el tiempo, este perfil es similar en ambas condiciones
(presencia o ausencia de calcio), por lo que podemos concluir que el calcio no

induce la degradacion de las proteinas SeplL y CesL.

A
EPEC [ R Colectar
sepl 3-Flag ‘ DMEM.sm muesira
ceslL 2-HA::km ‘ calcio Detener
~ | +1.8mM CaCl, | sintesis de
proteina
DMEM sin *
calcio Cm
DMEM sin calcio
+ 1.8 mM CaCl, T0 Cada 30’
B 1.8 mM CaCl, ~CaCl,
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180 min

3--’.-- — — m. == s wb | o-Flag (Sepl)
1 I e || — - e | -HA (Cesl)

75 - D — . . - — . | | — A Ny ww— o—— v o | ¢-DnaK

Figura 21. El perfil de estabilidad de Sepl-3Flag y CeslL-2HA no cambia en respuesta a
calcio. A) La cepa EPEC sepl-3Flag cesL-2HA se crecidé en DMEM con 1.8 mM de CaClz
hasta alcanzar una D.O.soonm de 0.8, posteriormente, las células se lavaron vy
resuspendieron en DMEM sin CaCl2 o suplementado con 1.8 mM de CaCly. Se agregd
cloranfenicol para detener la sintesis de proteinas y se tomaron muestras cada 30 minutos.
B) La estabiidad de SepL y CesL se analizd mediante inmunodeteccién contra las
etiqguetadas de Flag y HA, respectivamente. Como control se visualizd la estabilidad de la
chaperona DnaK en ambas condiciones.
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Si la eliminacién de calcio del medio de cultivo indujera la degradacion de las
proteinas del complejo Sepl/SepD/Cesl, esperariamos que la sobreexpresion de
SeplL, SepD o CeslL aliviara el aumento en la secrecion de efectores que se induce
al eliminar el calcio, sin embargo, en este frabajo demostramos que la
sobreexpresion de estas proteinas no revierte el efecto del calcio en el perfil de
proteinas secretadas por EPEC (Figura 22). Adicionalmente, observamos que la
sobreexpresion de CesL en un fondo EPEC WT reduce la secrecidon. Con estos
resultados corroboramos, de manera indirecta, que la estabilidad del complejo

no se ve comprometida al eliminar el calcio del medio.

+ CaCl, - CaCl,
~ N & ~ &
o) 5 o) 5
&£ KL S A A
s 3 > Tir
< & - vnnuw | EspB/D

EspA

Figura 22. La sobreexpresion de Sepl, SepD o CeslL no revierte el efecto del calcio en el
fenotipo de secreciéon de EPEC. Perfil de proteinas secretadas por EPEC WT transformada
con el vector vacio (-) o con sepl, sepD y cesL clonados en pTrc99A_FF4, crecidas en
presencia o ausencia de calcio.

El complejo SeplL/SepD/CesL no se disocia en respuesta a la eliminacién de
calcio. Dado que tanto la eliminacion de calcio del medio (Figura 14) como la
eliminacién de los componentes del complejo (Figura 11) resulta en el incremento
de la secrecion de efectores, planteamos la hipdtesis de que la eliminacion del

calcio podria afectar al complejo SeplL/SepD/Cesl, probablemente induciendo

su disociacion, como ocurre con el complejo Ssal/SpiC/SsaM de Salmonella en
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respuesta al pH (Yu et al., 2010). Para evaluar dicha hipdtesis decidimos analizar la

formacién del complejo SeplL/SepD/Cesl en presencia y ausencia de calcio.

Primero crecimos a la cepa EPEC sepl-3Flag cesL-2HA::km en presencia o
ausencia de calcio y después de romper las células inmunoprecipitamos a Sepl-
3Flag. Mediante inmunodeteccion demostramos que SepD y CeslL-2HA co-
inmunoprecipitan con Sepl-3Flag tanto en presencia como en ausencia de
calcio, no asi la chaperona DnaK que se empled como control negativo (Figura
23A). Adicionalmente, al realizar las coinmunoprecipitaciones con la cepa EPEC
cesL-2HA::km, observamos que SepD, CesL-2HA y DnaK no se unen de manera
inespecifica a la resina acoplada a anti-Flag (Figura 23B). Los resultados anteriores

sugieren que el complejo Sepl/SepD/Cesl es insensible a calcio.

A) B)

1.8 mM CaCl, -CaCl, 1.8 mM CaCl, —-CaCl,

s FINU L E s FNU L E s FNU L E Lis FNU L E
e - Py a-Flag
i ! l (Sepl)
154 a-HA
1 == la-SepD
75 | i -— Pty — e D = a-DnakK

EPEC seplL-3Flag cesL-2HA EPEC cesL-2HA

Figura 23. La asociacion del complejo SepL/SepD/CeslL no se afecta con la eliminacién de
calcio del medio. A) Inmunoprecipitaciéon de Sepl-3Flag a partir de la cepa EPEC sepl-
3Flag cesL-2HA crecida en presencia y ausencia de calcio. La coinmunoprecipitacién de
Cesl-2HA y SepD se corrobord con anticuerpos anti-HA y anti-SepD, respectivamente.
Como control negativo se evalud la coinmunoprecipitacion de la chaperona DnaK con
Sepl-3Flag. B) Para descartar la unién inespecifica de CesL-2HA, SepD y DnaK a la perlas
acopladas a anti-Flag, se realizé la coinmunoprecipitacion a partir de la cepa EPEC cesL-
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2HA. Se emplean las siguientes abreviaturas: lisado celular (Lis), fraccidn no unida (FNU),
lavado (L) y elucion (E).

Recientemente se propuso que las senales ambientales, tales como el calcio,
podrian difundir a través del canal del SST3 y actuar sobre un blanco citopldsmico
en la base del inyectisoma (Notti & Stebbins, 2016, Portaliou, Tsolis et al., 2016,
Shaulov, Gershberg et al., 2017, Yu et al., 2010). Es por ello que investigamos si la
adicion de calcio directo al complejo SeplL/SepD/CesL afecta la formacién del
complejo. Para ello realizamos ensayos de copurificacion fipo pulldown en
presencia o ausencia de calcio, como se describe en la seccidn de Materiales y
métodos. Los resultados demuestran que el calcio no afecta de manera directa la
formacion del complejo Sepl/SepD/CesL in vitro (Figura 24). Lo anferior es
consistente con el hecho de que ninguna de las proteinas del complejo posee

dominios de unién a calcio (no mostrado).
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Lis FNU L1 L2 L3 EI E2 E3 Lis FNU L1 L2 L3 E1 E2 E3
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Figura 24. La adiciéon directa de calcio al complejo SeplL/SepD/CesL no afecta su
formacién. Copurificacién de SepL y SepD con His-CesL mediante cromatografia de
afinidad por niquel realizada en presencia y ausencia de calcio. Se emplean las siguientes
abreviaturas: lisado celular (Lis), fraccién no unida (FNU), lavado (L) y elucién (E).

El calcio no afecta la localizacion celular de los componentes del complejo

SeplL/SepD/CesL. Finalmente evaluamos la localizacidon de los componentes del
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complejo SeplL/SepD/CesL. Para ello, realizamos fraccionamiento celular de la
cepa EPEC sepl-3Flag cesL-2HA::km crecida en presencia o ausencia de calcio
(Figura 25A). Demostramos que Sepl y CesL son proteinas citopldsmicas que se
asocian a membrana, sin embargo, contrario a lo esperado, esta distribucion no
cambia en respuesta a cambios en la concentracion de calcio (Figura 25B).
Como marcadores de citoplasma y membrana empleamos a las proteinas DnaK

y EscJ, respectivamente.

A) EPEC B)
sepl-3Flag cesL-2HA
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\ s dlih a-HA
|- - - - (Cesl)
-~ \ D
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Fraccionamiento 15+ :
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Figura 25. La localizacién celular de Sepl y Cesl no se altera en respuesta a calcio. A) La
cepa EPEC sepl-3Flag cesL-2HA se crecid en DMEM sin calcio solo o adicionado con 1.8
mM de CaCl,. Posteriormente se realizd fraccionamiento celular como se describe en
materiales y métodos. B) La localizacidén celular de Sepl y CesL se analizé mediante
inmunodeteccién contra las etiquetas de Flag y HA, respectivamente. Como control para
evaluar la pureza de cada fraccidn, se analizd la presencia de la chaperona DnaK y de la
proteina EscJ en citoplasma y membrana, respectivamente. Se emplean las siguientes
abreviaturas: lisado celular (Lis), fraccidn citopldsmica (C) y fraccidn membranal (M).

En conjunto, nuestros resultados indican que el mecanismo molecular a través del
cual se aumenta la secrecion de efectores al eliminar el calcio del medio no

involucra cambios en la estabilidad, formaciéon o localizacion del complejo

regulatorio Sepl/SepD/CesL.
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A pesar de que el complejo Sepl/SepD/Cesl y el calcio no actian sobre una
misma via de regulacion, es claro que ambos participan en el confrol de la
secrecion de efectores. Para poder elucidar el mecanismo a través del cual cada
una de estas vias regula la secrecion nos propusimos identificar nuevos blancos
de regulacién de la secrecion, para ello evaluamos la interaccién de Sepl con

diversos componentes del SST3.

Componentes del SST3 que interaccionan con Sepl.

Sepl pertenece a una familia de proteinas denominadas “portero”, su nombre se
debe a que estas proteinas contfrolan el acceso de diferentes sustratos al SST3 y
con ello su secrecion. Se ha demostrado que la interaccién de los homdlogos de
SeplL (SctW) con ofros componentes del SST3, como son la ATPasa (SciN), la
subunidad del eje (Stcl) y el componente principal de la puerta de exportacion
(SctV), es importante para su funcion como reguladores de la secrecion (Botteaux
et al., 2009, Cherradi et al., 2013, Lee et al., 2014, Roehrich, Bordignon et al., 2017,
Shen & Blocker, 2016, Stone, Bulir et al., 2011). Con base en lo anterior, evaluamos
la capacidad de Sepl de interaccionar con algunos componentes del SST3 y la

influencia del calcio en las interacciones observadas.

Sepl interacciona de manera independiente de calcio con EscN, EscO, Escl, Escl
y EscV. Mediante ensayos de copurificacion tipo pulldown, realizados en
presencia o ausencia de calcio, demostramos que Sepl se une, de manera
independiente de calcio, a la ATPasa (EscN), su regulador positivo (EscO), una

version soluble del regulador negativo de EscN (EscL A89) y la subunidad del eje
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(Escl) (Figura 26). Como control negativo, demostramos que Sepl no se une de

manera inespecifica ala resina de niquel (Figura 26, Control -).

ATPasa: EscN Regulador positivo: EscO

+2mM CaCl, - CcCI2 +2mM CaCl, - CaCl,
Lis L E1 E2 E3 E2 E3 Lis L El E2 E3 L E1l E2 E3

Regulador negativo: Escl Subunidad del eje: Escl

+2mM CaCl, - CaCl, +2mM CaCl, - CGC|2

E2 E3 L E1 E2 E3 E2 E3 E2 E3
Control -
+ 2mM CaCl, - CaCl,

L El E2 E3 L EI E2 E3

a-Sepl

Figura 26. Sepl interacciona con EscN, EscO, EsclL y Escl de manera independiente de
calcio. Copurificacidn de SeplL con His-EscN, His-EscO, His-EscL A89 y His-Escl mediante
cromatografia de afinidad por niquel realizada en presencia y ausencia de calcio. La
copurificacién de Sepl con los componentes del SST3 mencionados se analizd mediante
inmunodeteccidon, empleando anticuerpos especificos contra SeplL. Como control
negativo se evalué la interaccién de Sepl a la resina de niquel (Control -). Se emplean las
siguientes abreviaturas: lisado celular (Lis), lavado (L) y elucién (E).

Adicionalmente, demostramos que SeplL también se une de manera
independiente de calcio al dominio citopldsmico del componente principal de la

puerta de exportacion, EscV (Figura 27).
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Figura 27. Sepl interacciona con el dominio citopldsmico de EscV de manera
independiente de calcio. Copurificacién de Sepl con His-EscVc mediante cromatografia
de dfinidad por niquel readlizada en presencia y ausencia de calcio. His-EscVc se visualizd
mediante SDS-PAGE tenido con CBB vy la copurificaciéon de Sepl se analizd mediante
inmunodeteccion, empleando anticuerpos especificos contra SeplL. Como control
negativo se evalud la interaccion de SeplL a la resina de niquel (Ni-NTA + Sepl). Se
emplean las siguientes abreviaturas: lisado celular (Lis), marcador de peso molecular (M),
lavado (L) y elucién (E).

Nuevamente, demostramos que SeplL no se une de manera inespecifica a la
resina de niquel (Figura 27). Sin embargo, como control adicional de la
inferaccion EscV-Sepl, evaluamos la capacidad de His-EscVc de interaccionar
con una version soluble de la proteina EscK (MBP-EscK), elegimos a este
componente del SST3 ya que en un reporte previo se demostrd, mediante ensayos
de doble hibrido en levadura, que estas dos proteinas no interaccionan (Soto et
al., 2017). Como se observa en la Figura 28, His-EscVc interacciona con Sepl

(Figura 28A) pero no con MBP-EscK (Figura 28B), y ninguna de estas dos proteinas

se une de manera inespecifica a la resina de niquel.
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Figura 28. El dominio citopldsmico de EscV interacciona con Sepl pero no con MBP-EscK.
Copurificacién de Sepl (A) y MBP-EscK (B) con His-EscVc mediante cromatografia de
afinidad por niquel. His-EscVc se visualizd mediante SDS-PAGE tenido con CBB vy la
copurificaciéon de Sepl y MBP-EscK se analizd mediante inmunodeteccion, empleando
anficuerpos especificos confra Sepl y la etiqueta de MBP. Como control negativo se
evalud la interaccién de Sepl y MBP-EscK con la resina de niquel (A: Ni-NTA + SeplL, B: Ni-
NTA + MBP-EscK). Se emplean las siguientes abreviaturas: lisado celular (Lis), marcador de
peso molecular (M), lavado (L) y elucién (E).

Los resultados anteriores indican que Sepl fiene la capacidad de unirse a la
subunidad del eje (Escl), a los componentes del complejo ATPasa (EscN, EscO y
EscL) y al dominio citopldsmico del componente principal de la puerta de
exportacion (EscV) y que ninguna de estas interacciones depende del calcio. Sin
embargo, no se sabe si estas interacciones estdn involucradas en la regulacion de

la secrecion de sustratos en EPEC.

En P. aeruginosa vy S. flexneri se reportd que los homdlogos de Sepl interaccionan
con los homdlogos de EscV a través del C-terminal, y que la eliminacion de la
interaccion SctW-SctV resulta en la desregulacion de la secrecién (Lee et al., 2014,
Roehrich et al., 2017, Shen & Blocker, 2016). Lo anterior sugiere que la interaccion

Sepl-EscV podria participar en la regulaciéon de la secrecion de sustratos.
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Diseccion molecular de la interaccién SeplL-EscVc. En esta seccidon analizamos la
inferaccion de EscV con diversas versiones truncas de Sepl generadas en el
laboratorio (Benitez G. M., Tesis de maestria, 2018, Figura 29A) asi como su
capacidad de restaurar el fenotipo de secrecion de una mutante nula en el gen

sepl.

Mediante ensayos de copurificacion tipo pulldown observamos que la
eliminacién de los Ultimos 11 (SeplL AC11) 6 75 aminodcidos de Sepl (SeplL AC75)
abate la interaccidn con EscV. Por el conftrario, la version frunca de Sepl que
carece de los aminodcidos 319 a 334 conserva su habilidad de interaccionar con
EscV (Figura 29B). Cabe mencionar que ninguna de estas versiones se une de
manera inespecifica a la resina de niquel. Lo anterior sugiere que los Ultimos 11

aminodcidos de Sepl son indispensables para la interaccidén con EscV.
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Figura 29. El C-terminal de Sepl es indispensable para su interacciéon con His-EscVc. A)
Esqguema que representa las versiones truncas de Sepl empleadas en los ensayos de
copurificacién. B) Copurificacién de SeplL WT, SeplL AC75, Sepl A319-334 y SepL AC11 con
His-EscVc mediante cromatografia de afinidad por niquel (His-EscVc + Sepl). His-EscVc se
visualizd mediante SDS-PAGE tenido con CBB vy la copurificacion de las versiones truncas
de Sepl se analizé mediante inmunodeteccién contra Sepl. Como control negativo se
evalud la interaccidn de Sepl WT y las versiones truncas a la resina de niquel (Sepl). Se
emplean las siguientes abreviaturas: lisado celular (Lis), lavado (L) y elucién (El).

Por ofra parte, demostramos que a pesar de que ACI11 pierde la capacidad de

interaccionar con EscV, aun puede formar el complejo Sepl/SepD/Cesl (Figura
30).
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Figura 30. SepL AC11 se asocia a SepD y Cesl. Copurificacion de SeplL AC11 y SepD con
His-SeplL evaluada mediante cromatografia de afinidad por niquel. El complejo se visualizd
mediante SDS-PAGE tenido con CBB. Se emplean las siguientes abreviaturas: lisado celular

(Lis), fraccion no unida (FNU), lavado (L) y elucién (E).

Finaimente, mediante ensayos de complementacién de la cepa Asepl con Sepl
WT, SeplL AC75, Sepl A319-334 y SepL AC11 demostramos que a pesar de que
todas las versiones truncas se producen a niveles similares al de SeplL completaq,
no son capaces de restaurar el fenotipo de una mutante nula en el gen sepL. Por

su parte, SeplL AC75, SeplL A319-334 y SeplL ACI11 solo redujeron ligeramente la

hipersecrecion de efectores (Figura 31).
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Figura 31. Las deleciones del C-terminal de SepL no complementan el perfil de proteinas
secretadas por Asepl. Perfil de proteinas secretadas por EPEC WT, AescN, Asepl sola o
transformada con el vector vacio (-), sepL WT, sepL AC75, sepL A319-334 y seplL ACI1
clonados en pTrc99A_FF4. Todas las proteinas secretadas se visualizaron mediante SDS-
PAGE tenido con CBB, mientras que la secrecién (SN) del efector Tir y la produccién (P) de
SeplL Wt vy las distintas versiones truncas se analizaron mediante inmunodeteccién con
anficuerpos contra Tir y Sepl.

Los resultados anteriores sugieren que Sepl interacciona con EscVc a través del C-

terminal, el cual es importante para la regulacion de la secrecion.

En S. flexneri y P. aeruginosa se demostrd que mutaciones que interfieren con la
inferaccion entre los homodlogos de SeplL y EscV (MxiC/MxiA y Pcrl/PcrD,
respectivamente) resultan en la desregulacién de la secrecién de efectores, lo
cual sugiriere que esta interaccidon es importante para la regulacion de la
secrecion. Adicionalmente, se ha observado que los homdlogos de EscV en otros
sistemas (tanto en el inyectisoma como en el flagelo) estdn involucrados en el

reclutamiento de sustratos. En Xanthomonas spp. se reportdé que el dominio
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citopldsmico de HrcV interacciona con sustratos tempranos, tardios y algunas de
sus chaperonas (Alegria, Docena et al., 2004, Buttner, Lorenz et al., 2006,
Hartmann & Buttner, 2013), de igual manera, se ha demostrado que el dominio
citopldsmico del homodlogo flagelar de EscV (FIhA) se une a diferentes complejos
de chaperona/sustrato (Bange, Kummerer et al., 2010, Kinoshita, Hara et al., 2013).
Con base en lo anterior, decidimos evaluar si el dominio citopldsmico de EscV

(EscVc) también interacciona con sustratos del SST3 de EPEC.

El dominio citopldsmico de EscV participa en el reconocimiento de
sustratos.

Realizamos ensayos de secrecion de las cepas EPEC Asepl (hipersecreta
efectores) y AgrlR (aumenta la produccidn y secrecion de translocadores vy
efectores). Las proteinas secretadas al medio por las cepas antes mencionadas se
incubaron con His-EscVc acoplado a una resina de niquel. La interaccidon entre el
dominio citopldsmico de EscV y algunos sustratos secretados a fravés del SST3 de
EPEC se analizé mediante inmunodeteccion. Observamos que EscVc interacciona
con los franslocadores EspA y EspD, asi como con el efector Tir (Figura 32). A
manera de control, también evaluamos la interaccién de los sustratos
mencionados al dominio citopldsmico de EscD (EscDn), la proteina que forma uno
de los anillos de membrana interna, y a la resina sola. Como se observa la Figura
32, Unicamente el dominio citopldsmico de EscV funge como sitio de unidn de

sustratos del SST3, sugiriendo que esta interaccién es especifica.
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Figura 32. El dominio citoplasmico de EscV sirve como sitio de union de susiratos.
Copurificacion tipo pulldown de sustratos secretados a través del SST3 con los dominios
citopldsmicos de EscV (His-EscVc) y EscD (His-EscDn). Se acoplaron las proteinas
recombinantes His-EscVc y His-EscDn a la resina Ni-NTA y se mezclaron con el
sobrenadante de los ensayos de secrecion de las cepas EPEC Asepl y AgriR (SN). Después
de lavar extensivamente (L), las proteinas se eluyeron (E). La copurificacion de Tir, EspD vy
EspA con His-EscVc o His-EscDn se analizé mediante inmunodeteccién, empleando
anticuerpos especificos contra cada proteina. Como control negativo se analizé la unién
inespecifica de Tir, EspD y EspA a la resina de nigquel (Ni-NTA + SN). Se emplean las
siguientes abreviaturas: sobrenadante (SN), lisado celular (Lis), fraccién no unida (FNU),
lavado (L) y elucién (E).

El hecho de que EscV sirva como sitio de anclaje tanto de la proteina regulatoria
SeplL como de diversos sustratos previo a su secrecion sugiere que EscV podria

funcionar como punto de regulacion de la secrecion.

Los componentes de la plataforma de clasificacion interaccionan con

sustratos.

Ademds de los puntos de regulacién de la secrecién mencionados a lo largo de
este trabajo, en Salmonella se reportd la existencia de un complejo molecular,
formado por las proteinas SpaO, OrgA 'y OrgB (EscQ, EscK y EscL en EPEC), que se

encarga de la clasificacion de sustratos previo a su secrecion. Este complejo

67



proteico, denominado “plataforma de clasificacion” interacciona de manera
secuencial con los sustratos del SST3, estableciendo asi un orden temporal en la
secrecion de sustratos (Lara-Tejero et al., 2011). En EPEC, las proteinas EscQ, EscK y
EscL también forman un complejo que se propone podria estar involucrado en el
reclutamiento de sustratos previo a su secrecion (Biemans-Oldehinkel et al., 2011,
Soto et al., 2017), sin embargo, no se ha demostrado la interaccién directa de los

componentes de la plataforma con sustratos del SST3.

Empleando la metodologia descrita para evaluar la interaccion del dominio
citopldsmico de EscV con las proteinas secretadas a fravés del SST3, demostramos
que His-EscQ), His-EscK y His-EscL A89 interaccionan tanto con sustratos intermedios
(EspA) como tardios (Tir) (Figura 33). Como confroles positivo y negativo, se analizd
también la unidn de sustratos a His-EscVc y His-EscDn o la resina de niquel,

respectivamente.

A pesar de que los ensayos realizados no son cuantitativos, se observd una ligera
diferencia en la cantidad de proteina que coeluye con cada uno de los
componentes de la plataforma de clasificacion (Figura 33), lo que nos hace
suponer que estos participan de manera diferencial en el reconocimiento de
cada clase de sustratos, sin embargo se requieren ensayos mds sensibles para

poder cuantificar la afinidad de unién de cada sustrato a EscK, EscQ y EscL.
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Figura 33. EscK, EscL A89 y EscQ participan en el reconocimiento de sustratos.
Copurificaciéon tipo pulldown de sustratos secretados a través del SST3 con His-EscK, His-
EscL A89, His-EscQ, His-EscDn y His-EscVc. Las proteinas recombinantes se acoplaron a la
resina Ni-NTA y se mezclaron con el sobrenadante de los ensayos de secrecion de las
cepas EPEC AsepL y AgriR (SN). La copurificacién de Tir y EspA con His-EscK, His-EscL A89,
His-EscQ, His-EscDn y His-EscVc se analizé mediante inmunodeteccién, empleando
anticuerpos especificos contra cada proteina. Como control negativo se analizd la unidn
inespecifica de Tir y EspA a la resina de niquel (Ni-NTA). Se emplean las siguientes

abreviaturas: sobrenadante (SN), lavado (L) y elucion (E).

Podemos concluir que al igual que el dominio citopldsmico de EscV, los

componentes de la plataforma de clasificaciéon EscQ, EscK y EsclL también

participan en el reconocimiento de sustratos.
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Resultados adicionales.

Pruebas de cristalizacion del complejo SepL/SepD/CesL.

Inicialmente, uno de los objetivos del proyecto era elucidar la estructura del
complejo Sepl/SepD/CesL. De acuerdo a los antecedentes, la regién amino de
los homodlogos de Sepl es una region desordenada, que por su dificultad de
empaquetarse de manera ordenada, genera cristales cuya resolucion de
difraccién es de mala calidad (Archuleta & Spiller, 2014, Deane, Roversi et al.,
2008, Schubot, Jackson et al., 2005), por ello, decidimos realizar las pruebas de
cristalizacién con el complejo WT y con una version de Sepl que carece de los

primero 30 aminodcidos.

Purificamos los complejos SeplWT/SepD/CesL y SeplLA30/SepD/CesL  por
cromatografia de afinidad por niquel y posteriormente los purificamos por
cromatografia de exclusion molecular, empleando lo columna HiLoad Superdex
200 16/20. En ambos casos, obtuvimos un solo pico que corresponde al complejo
WT y A30 respectivamente (Figura 34, panel superior), para comprobar la pureza
de las purificaciones corrimos las fracciones correspondientes a cada pico en SDS
PAGE (Figura 34, panel inferior). A pesar de que se obtuvo un solo pico en la
purificacion del complejo A30, en el SDS-PAGE se observa otra banda de
alrededor de 50 kDa (Figura 34B), se mandd a secuenciar por espectrometria y los
resultados arrojaron la secuencia de Sepl y Cesl, por lo que probablemente es

una forma del complejo que no se disocid a 100 °C con B-mercaptoetanol.
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A) Purificacién del complejo SeplL WT/SepD/H-CesL B) Purificacién del complejo Sepl A30/SepD/H-Cesl
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Figura 34. Purificacién por cromatografia de exclusion molecular del complejo A) Sepl
WT/SepD/CesL y B) SeplL A30/SepD/Cesl. En la parte superior se muestra el perfil de exclusién y en los
paneles inferiores en andlisis por SDS PAGE del pico mayoritario.

Se realizaron pruebas de cristalizaciéon empleando el método de difusidon de vapor
en gota sentada. Empleamos fres diferentes concentraciones: 5 mg/mL, 7 mg/mL
y 8 mg/mL y los siguientes estuches comerciales: Crystal Screen HT, Wizard | & I
(Emerald BioSystems), Cryo | & Il (Emerald BioSystems), Crystal Screen | & Il e Index
HT (Hampton Research). Las placas se incubaron a 20 y 4°C. No se obtuvieron

cristales bajo ninguna condicion.

Protedlisis limitada y espectrometria de masas.
Con el fin de determinar experimentalmente las regiones sensibles a proteasa de
las proteinas Sepl, SepD y CesL en complejo, realizamos ensayos de protedlisis

limitada con ftripsina, empleando distintas relaciones de proteina:proteasa (1:50,
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1:100, 1:250, 1:500, 1:750 y 1:1000). Las reacciones se dejaron por 2 horas a

temperatura ambiente y se tomd muestra alos 5, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.

En la Figura 35 se pueden apreciar cuatro bandas (senaladas con flechas rojas)

de aproximadamente 35, 28, 22 y 4 kDa. Estas cuafro bandas se mandaron a

secuenciar por espectrometria de masas (Tabla 10).
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Figura 35. Protedlisis limitada del complejo Sepl WT/SepD/CesL con tripsina.
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Las bandas 1, 2 y 3 corresponden a diversas versiones fruncas de Sepl, mientras

que en la banda 4 se identificaron dos péptidos correspondientes con secuencia

similar a SepD y CesL.

Tabla 10.

Péptidos del complejo SepL/SepD/CeslL
resistentes a protedlisis por tripsina

No. de Péptidos Masa molecular
banda identificados predicha
1 Sepl 73-351 32 kDa
2 Sepl 127-342 25 kDa
3 Sepl 211-333 14.5 kDa
4 SepD 61-69 3.6 kDa
Cesl 7-26 3.6 kDa

SeplL es una proteina de 351 aminodcidos, el fragmento Sepl 127-342, que
corresponde a la banda 2, es el mds estable, lo cual sugiere que tanto la regién
amino como carboxilo de Sepl son suscepftibles a protedlisis. Sin embargo, la
eliminacién de los primeros 75 aminodcidos de Sepl evita la formacion del
complejo SeplL/SepD/CeslL (dato no mostrado), por lo que es probable que Sepl
127-342 tampoco sea capaz de formar complejo. Por otro lado, de acuerdo a la
estructura del complejo YopN/SycN/YscB (Schubot et al., 2005), la region de
interaccion en YopN (Sepl) con sus chaperonas abarca de los aminodcidos 32 al

76y estaregion no estd presente en Sepl 127-342.

Finaimente, el hecho de que en la banda 4 se hayan identificado dos péptidos
correspondientes SepD y Cesl, sugiere que probablemente parte del complejo

Sepl/SepD/Cesl se estd disociando y el hecho de que estas dos proteinas se
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encuentren en una misma banda podria indicar que probablemente estas

regiones son importantes para la formacion del heterodimero SepD/CeslL.

Determinacion de la estequiometria del complejo.

Para determinar la estequiometria del complejo Sepl/SepD/Cesl, realizamos
experimentos de ultracentrifugacion analitica. La ultracentrifugacion analitica
(AUC) es un método para el andlisis cuantitativo de macromoléculas en solucién
que se basa en la deteccion de la sedimentacion en tiempo real. En un
experimento de velocidad de sedimentacion, las macromoléculas se someten a
un campo centrifugo elevado que promueve el transporte de macromoléculas
hacia el fondo de la celda. Este método hidrodindmico de transporte permite
fraccionar las macromoléculas con base en las diferencias en los coeficientes de
sedimentacion. Esto nos da informacion acerca del tamano y forma de las

macromoléculas y permite con ello estimar la estequiometria.

Realizamos experimentos de velocidad de sedimentacién con los complejos Sepl
WT/SepD/Cesl y Sepl A30/SepD/Cesl. En la Figura 36 se observa la distribucion de
los coeficientes de sedimentacidn encontrados en cada complejo, para el
complejo WT (Figura 36A) se enconfraron dos poblaciones. El pico 1 corresponde
a un complejo de 71.014 kDa, lo cual coincide con la masa molecular predicha
para el complejo WT: 72.82 kDa, esto nos indica que la estequiometria del
complejo en solucién es 1:1:1 (SepL:SepD:Cesl). El pico dos no es significativo pues
representa solo el 3 % de la muestra. Para el caso del complejo A30, también se

identificaron dos poblaciones, la mayoritaria tiene una masa molecular de 67.406
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kDa, que coincide con la estimada para el complejo Sepl A30/SepD/CesL: 69.5
kDa, nuevamente observamos una estequiometria 1:1:1. El segundo pico
observado es de 33.094 kDa, en este caso representa el 12.8 % de la muestra total.
Probablemente se trate de una subpoblacidon del complejo que se disocid, la
masa molecular de Sepl A30 es de 36.66 kDa, mientras que la del heterodimero
SepD/Cesl es de 32.8 kDa. El complejo A30 parece ser menos estable que el WT.
Cuando se cristalizé el complejo YopN/YscB/SycN en Yersinia se observd que la
regién amino de YopN (aminodcidos 32 al 76) unen a las chaperonas SycN/YscB
(Schubot et al., 2005). Probablemente la delecion de los primeros 30 aminodcidos

de Sepl desestabiliza un poco el sitio de unidn a sus chaperonas.

A) SepL WT/SepD/CesL B) SepL A30/SepD/CesL
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Figura 36. Distribucién de los coeficientes de sedimentacion del complejo SeplL WT/SepD/CesL (A) y
Sepl A30/SepD/Cesl (B).
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En 2015 se publicd el trabajo “Structural analysis of Sepl, an enteropathogenic
Escherichia coli type |l secretion-system gatekeeper protein” en donde se
determind la estructura de Sepl cuando se encuentra en complejo con SepD

(Figura 37 (Burkinshaw, Souza et al., 2015)).

El modelo de Sepl abarca los aminodcidos 80 a 348. La estructura consta de tres

dominios similares en forma de X formados por 5 a-hélices, conectados por un asa.

Gatekeeper schematic Central hali
Chaperone- /
binding region
AR Aol I
Secretion signal _ Protein-protein
Sepl (EPEC) interaction domains

Figura 37. Representacion plana y modelo tridimensional de la estructura terciara de SeplL. Tomada
de (Burkinshaw et al., 2015).
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DISCUSION

El SST3 es un dispositivo multi-proteico complejo, su correcto ensamblaje vy
funcionamiento depende de la secrecidn ordenada de sustratos. Para que los
efectores sean translocados directamente a la célula hospedera, primero se
deben secretar y ensambilar las proteinas que forman el filamento y el poro de
translocacion (franslocadores). Dado que todas las proteinas codificadas en el
LEE, que son secretadas via SST3 (Escl, EscF, EspA, EspB, EspD, EspG, EspZ, EspH,
Map, Tir y EspF), se expresan al mismo tiempo (Yerushalmi et al., 2014), debe existir
un mecanismo post-franscripcional que dicte el orden en que estas son
secretadas. En EPEC, el complejo proteico Sepl/SepD/CesL promueve la
secrecion de translocadores, y al mismo tiempo, evita la secrecidén prematura de
efectores (Deng et al., 2005, Deng et al., 2004, Gaytan et al., 2016, Portaliou et al.,
2017, Wang et al., 2008, Younis et al., 2010). Adicionalmente, se ha propuesto que
la secrecion de efectores en EPEC se activa en respuesta a cambios en la
concentracién de calcio (Deng et al., 2005, Shaulov et al., 2017). Sin embargo, se
desconoce tanto el mecanismo molecular a través del cual el complejo
SeplL/SepD/Cesl regula la secrecidon de sustratos como la participacion del calcio
en dicho proceso. Por lo anterior, en este frabajo evaluamos la conexion entre el

calcio y la regulacién de la secrecion por el complejo SeplL/SepD/CesL.

En trabajos anteriores se demostré que la eliminaciéon de calcio del medio de
cultivo reduce la secrecion de franslocadores e incrementa la secrecidn de

efectores a través del SST3 de patdégenos A/E (Deng et al., 2005, Ide et al., 2003,
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Shaulov et al., 2017). En este frabajo observamos que la ausencia de calcio en el
medio de crecimiento de EPEC incrementa la secrecion de efectores codificados
dentro y fuera del LEE, sin embargo, aunque la secrecion de translocadores
tiende a reducirse en ausencia de calcio, este cambio no es estadisticamente
significativo (Figura 14). Esta discrepancia en el efecto del calcio sobre la
secrecion de translocadores podria afribuirse a diferencias en las condiciones
experimentales o bien, al uso de agentes quelantes, como EGTA y BAPTA para
eliminar el calcio (Deng et al., 2005, Ide et al., 2003), ya que estos se unen a otros
cationes multivalentes como el hierro y el magnesio, lo cuales también influencian
la secrecion de sustratos dependiente del SST3 (Gode-Potratz, Chodur et al., 2010,
Kenny et al., 1997a, Sarty, Baker et al., 2012). Los resultados que obtuvimos son
consistentes con un frabajo previo en donde se reportd que los niveles de calcio
afectan la secrecidn de efectores pero no la de translocadores a través del SST3
de P. aeruginosa (Cisz, Lee et al., 2008), de hecho, recientemente se propuso que
la secrecion de translocadores y efectores podria estar regulada por distintas
senales ambientales (Roehrich et al., 2017). Adicionalmente, demostramos por
primera vez, que la secrecidon del sustrato temprano Escl no es regulada por
calcio (Figuras 14y 15), por lo que podemos concluir que el calcio solo afecta la

secrecion de sustratos tardios.

Se ha propuesto que el ensamblaje del poro de translocacion en la membrana
de la célula hospedera permite la deteccidon de las senales ambientales que
activan la translocacion de efectores (Deng et al., 2005, Lee, Mazmanian et al.,

2001). Ante este escenario, era légico pensar que los componentes del poro de
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translocacion, expuestos directamente a los cambios en la concentracion de
calcio, estarian involucrados en la deteccidén de la senal que induce la secrecion
de efectores, mientras que las estructuras que conectan el poro de translocacioén
con la base del SST3 (filamento, aguja y eje) podrian estar involucradas en la
transmision de dicha senal. Sin embargo, contrario a lo esperado, en este trabajo
demostramos que las proteinas que forman el poro de franslocacion vy el flamento
(EspB, EspD y EspA) no estén implicadas en la deteccidn o fransmision del estimulo
de bajo calcio (Figura 16). Lo anterior también se ha observado en S. enterica y P.
aeruginosa, donde se demostré que cambios en senales quimicas como el pH y la
concentracion de calcio, respectivamente, inducen la secrecion de efectores
aun en ausencia de los franslocadores (Cisz et al., 2008, Yu et al., 2010). El hecho
de que los translocadores sean esenciales para la translocacion de efectores tras
el contacto celular in vivo  (Armentrout & Rietsch, 2016, Cisz et al., 2008,
Urbanowski, Brutinel et al., 2007), pero dispensables para la activacion de la
secrecion de efectores en respuesta a cambios en la concentracion de calcio in
vitro (Cisz et al., 2008, Lee, Stopford et al., 2010) nos hace cuestionar la
participacion del calcio en la activacion de la secrecion in vivo y suponer que el
efecto que observamos in vitro probablemente se dé por la deteccidon del calcio
a fravés de la aguja o el eje, como se ha demostrado en S. flexneri y Y. pestis
(Deane, Roversi et al., 2006, El Hajjomi, Moussa et al., 2017, Kenjale, Wilson et al.,
2005, Torruellas, Jackson et al.,, 2005). Sin embargo, no se pudo andlizar la
participacion de estos dos componentes en la fransmisidon de la senal de bajo
calcio ya que la eliminacion de Escl o EscF resulta en la pérdida total de la

secrecion (Figura 17). Una alternativa que se ha propuesto en fechas recientes es
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que las senales quimicas podrian difundir a través del canal de secrecion,
modificando asi de manera directa a las proteinas del SST3 involucradas en la
regulacion de la secrecidon (Notti & Stebbins, 2016, Portaliou et al., 2016, Shaulov et

al., 2017, Yu et al., 2010).

El efecto que tiene la eliminacidon de calcio sobre la secrecidon de sustratos es
similar al fenotipo de secrecién de las mutantes nulas en los genes sepl, sepD y
cesL (Figuras 11 y 14, (Deng et al., 2005)). El complejo formado por las proteinas
SeplL, SepD y Cesl es homdlogo al complejo Ssal/SpiC/SsaM de S. enterica (Younis
et al., 2010). S. enterica es un patdégeno intracelular que se replica en vacuolas
dcidas, bajo estas condiciones (pH 5), el complejo Ssal/SpiC/SsaM se asocia a la
membrana y evita la secrecion de efectores mienfras promueve la salida de
translocadores. Las proteinas translocadoras forman un poro en la membrana de
la vacuola que permite la deteccidn de un cambio en el pH (de 5 en el lumen de
la vacuola a 7.2 en el citosol), este cambio promueve la disociacion vy
degradaciéon del complejo Ssal/SpiC/SsaM lo cual resulta en la secrecion de
efectores (Yu et al., 2010). Sepl y SsaL comparten mds del 40 % de similitud de
secuencia y ninguna de estas dos proteinas es secretada través del sistema,
adicionalmente, Sepl es capaz de complementar parcialmente el fenotipo de
una mutante nula en el gen ssal (Coombes, Brown et al., 2004, Younis et al., 2010).
Lo anterior nos llevd a pensar que el complejo Sepl/SepD/CesL podria regular la
secrecion de sustratos en respuesta a cambios en la concentracidon de calcio
empleando un mecanismo similar al del complejo Ssal/SpiC/SsaM. Sin embargo,

nuestros resultados arrojaron que el calcio no tiene un efecto sobre la formacion
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del complejo Sepl/SepD/CesL o el perfil de estabilidad y distribucion celular de
sus componentes (Figura 21, 23, 24 y 25), indicando que el complejo regulatorio

Sepl/SepD/CesL no es blanco de regulacion por calcio.

El efecto del calcio sobre la secrecion de efectores parece ser un tema general,
ya gue se ha observado en bacterias flogenéticamente distantes como Yersinia,
Pseudomonas, Chlamydia, Vibrio y patégenos A/E (Cisz et al., 2008, Deng et al.,
2005, Gode-Potratz et al., 2010, Ide et al., 2003, Jamison & Hackstadt, 2008, Kim,
Ahn et al., 2005, Michiels, Wattiau et al., 1990, Sarty et al., 2012, Shaulov et al.,
2017). Ademds, considerando que los translocadores no detectan la sefal de
calcio y que el complejo regulatorio Sepl/SepD/CeslL no estd involucrado en la
induccion de la secrecion de efectores en respuesta a bajas concentraciones de
calcio, proponemos que el mecanismo molecular que induce la secrecidon de
efectores al eliminar el calcio del medio in vifro es distinto al que promueve la
translocacion de proteinas in vivo, tras el contacto celular. Esta hipdtesis se
sustenta en el trabajo realizado por Cisz et al, donde se demuestra que el
incremento en los niveles infracelulares de calcio no afecta la translocacion de
efectores hacia la célula hospedera in vivo (Cisz et al., 2008). En conclusiéon, la
influencia del calcio sobre la secrecién de efectores solo es un efecto in vitro que
parece no tener relevancia fisioldgica, sin embargo se requieren mds estudios

para comprobar esta aseveracién en EPEC.

Durante la realizacion de este tfrabajo, se publicé un arficulo en el que se

demuestra que la proteina Sepl interacciona con EscP de manera dependiente
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de calcio (Shaulov et al., 2017). La proteina EscP funciona como una regla
molecular que regula la longitud de la aguja, sin embargo, también esta
implicada en la regulacion de la secrecion de sustratos ya que la eliminacién del
gen escP resulta en la disminucion de la secrecion de translocadores y en el
aumento en la secrecion de efectores (Monjaras Feria et al., 2012). El modelo de
regulaciéon propuesto por Shaulov et al plantea que el flujo de calcio a través del
canal de secrecién cambia la concentracién local de este ion en la base del
SST3, cuando esta se reduce, se induce la disociacion del complejo Sepl/EscP vy

esto a su vez, activa la secreciéon de efectores (Shaulov et al., 2017).

Los datos anteriores sugieren que el mecanismo molecular que induce la
secrecion de efectores in vitro ocurre de manera independiente de los
translocadores (Figura 16) e involucra al complejo Sepl/EscP (Shaulov et al., 2017),
sin embargo, los elementos y el mecanismo a traves del cual se regula la
translocacion de efectores in vivo aun son desconocidos. Como un primer
acercamiento, decidimos identificar nuevos blancos de regulacion de la
secrecion, para ello, evaluamos la interacciéon de Sepl con diversos componentes

del SST3.

Se sabe que Sepl y sus homdlogos interaccionan con varios componentes del
SST3 (Archuleta & Spiller, 2014, Botteaux et al., 2009, Cherradi et al., 2013, Day &
Plano, 1998, Kubori & Galan, 2002, Lee et al., 2014, Roehrich et al., 2017, Shen &
Blocker, 2016, Silva-Herzog et al., 2011, Stone, Johnson et al., 2008). En EPEC,

ademds de formar el complejo Sepl/SepD/CesL, Sepl se une al efector Tir, al
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dominio citopldsmico de la proteina EscD (Wang et al., 2008) y a la regla
molecular EscP (Shaulov et al., 2017). En este trabajo demostramos mediante
ensayos de copurificacion in vitro, que Sepl tiene la capacidad de interaccionar
con los componentes del complejo ATPasa: EscN, EscO y Escl, asi como con la
subunidad del eje (Escl) y con el dominio citopldsmico del componente principal

de la puerta de exportacion, EscV (Figuras 26y 27).

Sepl es una proteina de 351 aminodcidos, su estructura, al igual que la de sus
homologos, consta de tres dominios formados por 5 a-hélices ordenadas en forma
de X (Figura 38)(Archuleta & Spiller, 2014, Burkinshaw et al., 2015, Deane et al.,
2008, Nawrotek, Guimaraes et al., 2014, Schubot et al., 2005). La similitud
estructural de sus tres dominios sugiere que podrian ser el resultado de un evento
de duplicacion génica. Esta estrategia ha sido empleada a lo largo de la
evolucion para la ampliacion del drea de superficie expuesta de diversas
proteinas. Esta caracteristica es tipica de proteinas de andamiaje que participan
en el reclutamiento de multiples proteinas (Andrade, Perez-ratxeta et al., 2001,
Deane et al., 2008). Adicionalmente, Sepl tiene una estructura elongada y posee
una superficie cargada negativamente (Burkinshaw et al., 2015, Deane et al.,
2008, Roehrich, Guillossou et al., 2013). Todas estas caracteristicas sugieren que
Sepl tiene la capacidad intrinseca de unirse a multiples parejas de interaccidn,
por lo que es importante evaluar la relevancia fisioldgica de las interacciones

descritas en este trabajo.
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Porcentaje de identidad de
secuencia de los dominios de Sepl

Dominio 2 Dominio 3

Dominio 1 20.59 % 21.21 %

Figura 38. Esquema de la estructura terciaria de Sepl. El modelo de Sepl (PDB: 5C9E) estd
formado por tres dominios de 5 a-hélices ordenadas en forma de X. El dominio 1
(magenta) abarca los aminodcidos 80-172. El segundo dominio (amarillo) comprende los
aminodcidos 173 a 266, mientras que el dominio 3 (cian) va del 267 al 350. El modelo se
editdé en PyMOL. En la parte inferior se muestra una matriz de identidad de secuencia de
los dominios de Sepl generada con Clustal 2.1.

Interaccion de SeplL con la subunidad del eje Escl. La interaccion entre Sepl y la
subunidad del eje estd conservada en los SST3 de Salmonella (InvE-Prgl), Yersinia
(YopN-Yscl) y Shigella (MxiC-Mxil); en este Ultimo se demostrd que la disociacion
del complejo MxiC-Mxil promueve la salida de efectores (Cherradi et al., 2013).
Esto se corrobord en un trabajo reciente en donde se observd que una mutante
puntual en el eje (Mxil T82R/K), que pierde su capacidad de interaccionar con
MxiC, desregula la secrecion de sustratos, por lo que los autores sugieren que la
senal que activa la secrecién de sustratos se fransmite a fravés del eje hasta MxiC

(El Hajjomi et al., 2017).
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Interaccion de SeplL con los componentes del complejo ATPasa. A pesar de que
la proteina Sepl no se secretq, tiene, al igual que cualquier sustrato del SST3, una
senal de secrecion en el extremo N-terminal y ademds, se une a dos proteinas
(SepD y Cesl) que se cree funcionan como chaperonas, por lo anterior, a Sepl se
le denominé como un efector aberrante (Younis et al., 2010). Ademds de proveer
la energia para la secrecion, las ATPasas de los SST3 se encargan del
reconocimiento de sustratos, el cual estd mediado, en parte, por la senal de
secrecion (Andrade et al.,, 2007, Gauthier & Finlay, 2003, Sorg, Blaylock et al.,
2006). Por lo anterior, es posible que la ATPasa EscN esté reconociendo a Sepl
como un sustrato de secreciéon. Esto mismo ocurre en Shigella, en donde el
homologo de Sepl (MxiC) interacciona con la ATPasa Spa47 a tfravés de su senal

de secrecion (Botteaux et al., 2009, Cherradi et al., 2013).

En este trabajo identificamos por primera vez la interaccion de Sepl con los otros
dos componentes del complejo ATPasa: EscL y EscO, que fungen como
reguladores negativo y positivo de la ATPasa, respectivamente (Romo-Castillo et
al., 2014). Se ha demostrado que ambos tienen la capacidad de intferaccionar
con sustratos del SST3 (Ku, Lio et al., 2009, Lin, Sun et al.,, 2014), por lo que es
probable que Sepl también sea reconocida por estas dos proteinas como un

sustfrato de secrecion.

Interaccion de SeplL con EscV y su papel en el reconocimiento de sustratos.
Ademds de los componentes del complejo ATPasa, en ofros sistemas se ha

demostrado que los homdlogos de EscV estdn involucrados en el reconocimiento
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de sustratos (Bange et al., 2010, Hartmann & Buttner, 2013, Kinoshita et al., 2013,
Minamino, Kinoshita et al., 2012). De hecho, en el sistema flagelar se observé que
la afinidad de unidn de los complejos chaperona-sustrato por FIhA (homdlogo de
EscV) refleja el orden en que estos son secretados (Kinoshita et al., 2013). En este
trabajo demostramos que el dominio citopldsmico de EscV tiene la capacidad de
interaccionar tanto con sustratos intermedios como con sustratos tardios (Figura

32).

Por ofro lado, se sabe que los homdlogos de EscV en P. aeruginosa (PcrD) vy S.
flexneri (MxiA) interaccionan con el homdlogo de SeplL (PopN/Pcrl y MxiC,
respectivamente) (Lee et al., 2014, Shen & Blocker, 2016). A diferencia de las otras
interacciones descritas, esta es la Unica que se ha probado en presencia vy
ausencia de calcio, y al igual que nosotros, en Pseudomonas enconfraron que
esta interaccidén no es sensible a calcio (Lee et al., 2014). Interesantemente, se
observd que mutaciones en PcrD y MxiA que interfieren con su unidén a Pcrl o
MxiC, respectivamente, provocan la desregulacion de la secrecién de efectores
(Lee et al., 2014, Shen & Blocker, 2016), sugiriendo que esta interaccion es
relevante para la regulacién de la secrecion. En este trabajo demostramos que
Sepl interacciona con EscV (Figura 27), y mapeamos esta interaccion a los Ultimos
11 aminodcidos de Sepl (Figura 29). Notablemente, SepL AC11 es incapaz de
complementar el fenotipo de secrecidon de una mutante nula en el gen sepl
(Figura 31). Sin embargo, no podemos concluir que existe una correlaciéon directa
entre la incapacidad de SeplL AC11 de complementar una Asepl y su inhabilidad

de interaccionar con EscV puesto que se ha reportado que los Ultimos 11
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aminodcidos de Sepl también median su interaccién con las proteinas EscD vy Tir
(Wang et al.,, 2008). De acuerdo al modelo propuesto por Wang et al la
intferaccion de Sepl con Tir retrasa la secrecion de efectores (ya que la secrecion
de Tir es requerida la secrecion de ofros efectores (Thomas, Deng et al., 2007)),
mientras que su interaccion con EscD libera a Tir, permitiendo su secrecion (Wang

et al., 2008).

A pesar de que Sepl tiene la capacidad de interaccionar con multiples
componentes del SST3, el hecho de que al menos tres de estas proteinas
interaccionen con la misma regién de Sepl sugiere que la asociacion de Sepl
con sus parejas de interaccion podria ser dindmica. Esta compleja red de
intferacciones en la que participa Sepl podria ser el reflejo de las diferentes capas

de regulacioén requeridas para orquestar la secrecion de sustratos.

Escl
?

N Sepl
? ?
SepD EscP Escl EscO

Figura 39. Esquema lineal de las interacciones de Sepl. Por reportes previos se sabe que
Sepl interacciona con Cesl y SepD enftre los aminodcidos 30 al 75 y que la interacciones
de SepD y EscP con Sepl son excluyente (Shaulov et al., 2017), mientras que Wang ef al
reportd que el dominio C-terminal de SeplL media la interacciéon con EscD vy Tir (Wang et
al., 2008). En este tfrabajo demostramos que Sepl se une a EscN (probablemente a través
del N-terminal) y a EscV a tfravés de los Ultimos 11 aminodcidos de Sepl. Adicionalmente,
se reportd la interaccién de Sepl con Escl y EscO, sin embargo aun no se tienen indicios
de los sitios de interaccién. La interaccion entre Sepl y la subunidad del eje, Escl, estd
mediada por el aminodcido 206 de MxiC, el homdlogo de SeplL en Shigella, por lo que se
representd alrededor de la regidén cercana al aminodcido 200 de Sepl.
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Finalmente, en este frabajo identificamos la unidén directa de sustratos a las
proteinas que forman la plataforma de clasificaciéon EscQ, EscK y EsclL (Figura 33).
Datos preliminares del laboratorio indican que Sepl también tiene la capacidad
de interaccionar con EscK, agregando una capa mds de complejidad a la

regulacion de la secrecion de sustratos.

La mayoria de las parejas de interaccion de Sepl estdn involucradas en el
reconocimiento de sustratos (EscN, EscO, EsclL, EscV vy EscK) lo cual
probablemente se deba a que Sepl tiene todas las caracteristicas de los sustratos
de secrecioén. Lo anterior nos llevd a proponer que Sepl podria actuar como un
caballo de Troya que se hace pasar por sustrato para ser reconocido por foda la
maquinaria de exportacion, pero al no poder ser secretado bloquea al sistema en

los distintos puntos de regulacion de la secrecion.

La proteina SeplL lleva a cabo dos funciones: promueve la salida de
translocadores y al mismo tiempo bloguea la secrecidon de efectores, por lo que
es posible que la regulacion de la secrecion ejercida por Sepl se lleve a cabo a
través de dos mecanismos: por un lado, que al ser reconocido como efector
bloquee de manera fisica el sitio de unién de otros efectores y que a su vez, esta
unién aumente la afinidad de sus proteinas blanco (EscN, EscO, EscL, EscV y EscK)
por translocadores. En el caso particular de EscV, recientemente se publicd un
trabajo en donde reportan que su interaccion con Sepl aumenta la afinidad de

los complejos chaperona-translocador por EscV, en cambio, en ausencia de SeplL
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los complejos chaperona-efector son reconocidos con mayor afinidad que los

complejos chaperona-translocador (Portaliou et al., 2017).

Dada la complejidad de la red de interacciones que regula la secrecion de
sustratos asi como su naturaleza dindmica es importante realizar estudios in vivo
que permitan analizar, en un contexto fisioldgico, la importancia de cada una de
las interacciones descritas en el proceso de translocacién de sustratos a través del

SST3 de EPEC.
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CONCLUSIONES

La eliminacién de calcio del medio de cultivo induce Unicamente la secrecion

de sustratos tardios (efectores) a través del SST3 de EPEC.

Las proteinas translocadoras (EspA, EspB y EspD) no participan en la detecciéon

de los niveles de calcio.

El complejo regulatorio Sepl/SepD/CesL es insensible a variaciones en la

concenfracion de calcio.

Sepl interacciona, de manera independiente de calcio, con EscN, EscO, EsclL,

Escl y EscV.

Los Ultimos 11 aminodcidos de SeplL median su interaccién con EscV.

El dominio C-terminal de Sepl es importante para la regulacién de la secrecion.

El componente principal de la puerta de exportacidon EscV vy los integrantes de
la plataforma de clasificacion (EscK, Escl y EscQ) sirven como sitios de unidon de

sustratos intermedios y tardios.
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PERSPECTIVAS

Determinar si cambios en la concentracion infracelular de calcio afectan la

franslocacion de efectores in vivo, a través del SST3 de EPEC.

A pesar de que la ausencia de calcio activa la secrecion de efectores in vitro,
aun se desconoce la verdadera senal fisioldgica que promueve el cambio en
la secrecidon de sustratos intermedios a tardios, por o que es de vital

importancia identificarla.

Cada dia hay mds evidencias de que el mero contacto fisico entre el SST3 y la
membrana de la célula hospedera induce cambios en el sistema. Sin embargo,
falta evaluar los cambios que sufren las proteinas formadoras del poro (EspB y
EspD) o aquellas que ensamblan los apéndices que funcionan como puente
entre la bacteria y la célula hospedera (EspA, EscF y Escl) tras el contacto

celular asi como su papel en la deteccidn o transmisidon de dicha senal.

Dado el fenotipo de las mutantes en los componentes del complejo
SeplL/SepD/Cesl es imposible descartar su participacion en la regulacion de la
secrecion, pero queda para un futuro demostrar su implicacion en los procesos
de infeccion por EPEC. Es decir, si in vivo, probablemente en respuesta al
contacto celular, el complejo sufra alguna modificaciéon que altere su funcidn

regulatoria.
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e Evaluar la relevancia fisiolégica de las interacciones descritas asi como su

naturaleza dindmica.

e Mapear el sitio de interaccion de Sepl y ofros efectores en los blancos de unidn
de Sepl implicados en el reconocimiento de sustratos (EscN, Escl, EscO y EscV)

para determinar si Sepl y los efectores compiten por el mismo sitio de unidn.

e Evaluar la afinidad de las distintas clases de sustratos (infermedios y tardios) por

EscV, EscN, EscO, EscL, EscK y EscQ solas o en complejo con Sepl.
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