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RESUMEN

Multiples bacterias patégenas utilizan un sistema de secrecion tipo Il (SST3)
para inyectar efectores de virulencia a sus células hospederas, los cuales
alteran diversas funciones celulares y eventualmente provocan diferentes
cuadros clinicos. La inyeccion de estos efectores a las células eucariontes
requiere de la actividad enzimatica de una ATPasa especializada asociada al
SST3. En este trabajo se realiz6 una caracterizacion de la proteina EscN,
ATPasa asociada al SST3 de Escherichia coli enteropatdogena (EPEC). La
funcionalidad de versiones recombinantes de EscN (fusionada a 10 histidinas y
a la proteina GST en su extremo N-terminal) se corroboré mediante ensayos de
complementacion. Nuestros resultados indican que EscN es una ATPasa
dependiente de Mg®* (kea 0.35 s™), utilizando las condiciones 6ptimas que se
obtuvieron para la reaccion de hidrdlisis. EscN presentd una actividad
dependiente de la concentracion de proteina lo que sugiere la activacion de la
enzima por oligomerizacion. La presencia de formas oligeméricas activas de
EscN se demostré por medio de cromatografia de exclusion molecular y
electroforesis en geles nativos.

Adicionalmente, se demostro6 la existencia de interaccion entre las proteinas
EscL y EscN. Se identifico que la region C-terminal de EscL reconoce la region
N-terminal de EscN y que la formacion de este complejo inhibe la actividad de
ATPasa de EscN; éste representa el primer reporte que confirma
experimentalmente que EscL es la proteina reguladora de la ATPasa del SST3
de EPEC.

Por otra parte, mediante alineamientos de secuencia multiples de ATPasas
de diferentes SST3, se identificaron residuos altamente conservados en el
dominio C-terminal de esta familia de proteinas (localizados principalmente
entre las a-hélices C1 y C2). La importancia de los residuos conservados del C-
terminal de EscN se evalué mediante mutagénesis sitio dirigida y ensayos de
complementacion. Se obtuvieron diferentes proteinas mutantes con pérdida de
funcion de secrecion, y se determind que la integridad estructural de la a-hélice
C1 es critica para la funcién de la proteina. A su vez, nuestros resultados
indican que las mutaciones del C-terminal de EscN no evitan la interaccion con

los complejos chaperona-efector, por lo que el defecto en su funcién puede



corresponder a la afectacion de la interaccion con otro componente del SST3,
por ejemplo las identificadas por primera vez en este reporte con las proteinas
SepL y Orfl5.

Finalmente, se describe un modelo del posible mecanismo de accion de la
ATPasa del SST3 y se discute la similitud de algunos componentes del SST3
con subunidades de la FoFi-ATPasa asi como un probable funcionamiento

semejante de ambos complejos multiproteicos.

ABSTRACT

Many bacterial pathogens use a type lll secretion system (T3SS) to inject
virulence effector proteins into host cells, disrupting different cellular functions
and enabling disease progression. The injection of these effectors into
eukaryotic cells is dependent on the enzymatic activity of a specialized ATPase
associated with the T3SS. In this work we report the characterization of EscN,
the enteropathogenic Escherichia coli type Il ATPase. Recombinant versions of
EscN (10XHis- or GST- N-terminally tagged) were fully functional in
complementation tests. Our results demonstrate that EscN is a Mg**-dependent
ATPase (ke 0.35 s™). We also define optimal conditions for the hydrolysis
reaction. EscN displays protein concentration-dependent activity, suggesting
that the specific activity changes with the oligomeric state of the protein. The
presence of active oligomers was revealed by size exclusion chromatography
and native gel electrophoresis.

In addition, we demonstrate an EscL-EscN interaction, and showed that EscL
C-terminal domain interacts with EscN N-terminal domain; and that the
formation of this complex inhibits the ATPase activity of EscN. This is the first
experimental report that confirms the role of EscL as the ATPase regulator
protein of the T3SS in EPEC.

A multiple sequence alignment of different T3SS ATPases was generated
and several C-terminal highly conserved residues were identified. The

conserved residues are mainly localized between o-helix Cl1 and C2.



Conserved C-terminal residues of EscN were subjected to site-directed
mutagenesis, and their functional relevance was confirmed by complementation
tests. We have isolated several loss-of-function mutants and our results show a
central role of the integrity of the a-helix C1 structure in protein function. In
contrast with previous reports, we demonstrate that C-terminal mutations in
EscN do not avoid the interaction with a chaperone-effector complex. Therefore,
their loss-of-function could be due to a failure to interact with some other T3SS
components, like the ones identified in this work: SepL and Orf15.

Finally a model describing the possible mechanism of action of the T3SS
ATPase is presented, and the similarity between T3SS components and FoF;-
ATPase subunits as well as a probable resemblance in the function of both

multiproteic complexes is discussed.



INTRODUCCION

La bacteria Gram-negativa Escherichia coli se encuentra normalmente en la
microbiota del tracto gastrointestinal humano, lo coloniza durante las primeras
horas de vida y a partir de ese momento la bacteria y su hospedero se
benefician mutuamente [1,2]. Esta bacteria ha sido durante varias décadas un
excelente modelo de estudio y actualmente es uno de los organismos
procariontes mejor caracterizados.

Las cepas comensales de E. coli habitualmente son inofensivas en el lumen
intestinal, sin embargo en algunas ocasiones pueden producir infecciones en
hospederos inmunodeprimidos o cuando son alteradas las barreras
gastrointestinales como por ejemplo en una peritonitis [1]. El nicho de las cepas
comensales de E. coli es la capa mucosa del colon de mamiferos. Este
microorganismo es un competidor altamente exitoso de dicha region intestinal y
representa el anaerobio facultativo mas abundante de la microbiota humana [3].

Sin embargo, a lo largo de la evolucién, algunas cepas de E. coli han
adquirido factores especificos de virulencia que les confieren una mayor
capacidad para adaptarse a nuevos ambientes y provocar un amplio espectro
de enfermedades. Estos atributos de virulencia frecuentemente estan
codificados en elementos genéticos que pueden ser movilizados a diferentes
cepas (revisado en [4]).

Solo las combinaciones mas exitosas de factores de virulencia han persistido
y dado lugar a los denominados “patotipos” de E. coli, capaces de provocar
enfermedades en individuos sanos [5]. Las infecciones generadas por los
diferentes patotipos de E. coli pueden desencadenar tres sindromes clinicos
generales: i) infecciones del tracto urinario, ii) sepsis/meningitis y iii)
padecimientos entéricos/diarreicos [1,6].

Entre las cepas de E. coli enteropatégenas se han descrito seis patotipos de
acuerdo con sus factores de virulencia, patrones de adherencia celular e
histopatologia: E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E.
coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli difusamente adherente (DAEC) revisado en
[1,5-7].



Escherichia coli enteropatégena

E. coli enteropatdgena (EPEC por sus siglas en inglés) fue el primer patotipo
en ser descrito en el afio de 1945, durante un importante brote de diarrea
infantil en el Reino Unido [8]. Actualmente la infeccion por EPEC es una de las
causas mas comunes de diarrea infantil en paises en vias de desarrollo [5].
Diferentes estudios realizados en México y Brasil (entre otros paises), indican
que alrededor del 40% de los casos de diarrea infantil se deben a la infeccién
por EPEC y se estima que provoca la muerte de miles de nifios por afio [1,2,9].

La infeccion ocasionada por EPEC desencadena diarrea de tipo acuoso que
puede ocurrir en diversos grados de intensidad y es comun que los nifios
infectados ademas presenten vémito y fiebre [10,11].

EPEC es un patdégeno extracelular que induce una alteracion histopatoldgica
caracteristica denominada “lesion A/E” (adherencia y esfacelamiento), la cual
puede observarse en biopsias de pacientes o animales infectados y puede
reproducirse en cultivos celulares [1,12,13]. Este destacado fenotipo A/E se
caracteriza por la eliminacion de las microvellosidades y la adherencia intima
de la bacteria a la membrana de la célula epitelial. A su vez, bajo el sitio de
adhesion de la bacteria, se observan marcados cambios del citoesqueleto del
enterocito, que incluyen principalmente la acumulacion de actina polimerizada,
originandose una estructura tipo “pedestal’ que puede extenderse hasta 10 um
fuera de la célula epitelial [14].

Las bacterias E. coli enterohemorragica (EHEC), causante de diarrea, colitis
hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico en humanos, y Citrobacter
rodentium, causante de hiperplasia colonica murina en ratones, también

pertenecen a la familia de patdgenos capaces de inducir la lesién A/E [5].
Modelo de infeccion por EPEC
Para fines practicos el modelo de patogénesis de EPEC se divide en tres

etapas: i) adherencia inicial, ii) transduccion de sefales, y iii) adherencia intima
[2,15,16].



La adherencia inicial a las células enterociticas es un proceso fundamental
en la patogénesis de EPEC; una fimbria o pili tipo IV, denominado BFP (del
inglés bundle-forming pilus), esta directamente involucrado en dicho proceso.

La biogénesis del pili BFP requiere 14 genes codificados en el plasmido de
virulencia EAF (del inglés EPEC adherence factor) [17-19]. El pili BFP permite
que las bacterias se agrupen entre ellas y formen microcolonias, de esta
manera se promueve el patron de adherencia localizada (A/L) tipico de EPEC
[18] (figura 1A).

Ademas del pili BFP otros factores como el flagelo, la adhesina intimina y el
filamento EspA se han referido durante la etapa de adherencia inicial de EPEC
[20,21]. A su vez, durante esta primer etapa también ocurre la eliminacion de
las microvellosidades de los enterocitos.

Transduccion de sefales. Después de que EPEC se adhiere al enterocito,
inyecta o transloca a la célula una serie de proteinas denominadas “efectores”
mediante un sistema de secrecion tipo Il (SST3). Estos efectores de virulencia
alteran diferentes vias de sefializacion del hospedero, afectan la integridad de
las uniones estrechas lo que reduce la resistencia transepitelial celular,
degradan la red de microtubulos, modulan la estructura del citoesqueleto de
actina, inducen la formacion de filopodios y alteran la funcion mitocondrial [22-
28] (ver el apéndice 1).

Un efector crucial en la patogénesis de EPEC es la proteina Tir (del inglés
translocated intimin receptor), pues se ha demostrado que Tir es el Unico
efector indispensable para colonizar el intestino e inducir la lesion A/E [29,30].

Después de que Tir es inyectado via SST3, se inserta en la membrana
plasmatica del enterocito donde adopta una topologia de asa en la que los
extremos N- y C-terminal se mantienen citosolicos [31], mientras que su region
central permanece extracelular y actia como un receptor para una adhesina de
membrana externa de EPEC, llamada intimina [32]. Este es el Unico ejemplo (el
de los patdgenos A/E), en el que la bacteria transloca su propio receptor para
unirse a las células eucariontes.

Adherencia intima. Una vez que ocurre la interaccion entre Tir y la intimina
de la superficie bacteriana, EPEC resulta firmemente adherida al enterocito.
Ademéas de su papel como receptor, Tir tiene funciones importantes de



sefalizacion durante la nucleacion de actina al ser fosforilado en la tirosina 474
por al menos dos cinasas del hospedero, Fyn y Abl.

La forma fosforilada de Tir genera un sitio de reclutamiento para las
proteinas adaptadoras NcK1 y Nck2 (llamadas conjuntamente Nck). EI dominio
SH3 de Nck recluta y activa a la proteina N-WASP lo que conlleva a la
subsiguiente activacion del complejo remodelador de actina, Arp2/3, y a la
acumulacion de filamentos de actina por debajo del sitio de adhesion de la
bacteria, dando lugar a la formacion del pedestal caracteristico de la lesion A/E
[33,34] (figura 1B). Otras proteinas del citoesqueleto como vinculina, cortactina,

talina y a-actinina también son reclutadas al pedestal [16].

Figura 1. Imagenes de microscopia electrénica de barrido (A) Patron de adherencia localizada
(A/L) en células HT-29 infectadas durante 3 h con EPEC WT (E2348/69), las flechas indican la
formacion de pedestales. Barra 2 um. (B) Lesion de adherencia y esfacelamiento (A/E) en
células epiteliales (HelLa) en cultivo, EPEC se ubica sobre el pedestal. Tomadas de [35] y [36]

respectivamente .

A pesar de los avances conseguidos en el entendimiento de los mecanismos
moleculares que inducen la lesion A/E y la formacion de los pedestales de
actina, todavia no se ha esclarecido el mecanismo global que genera la diarrea
producida por EPEC.



Locus de esfacelamiento enterocitico de EPEC

Todos los genes necesarios para inducir la lesion A/JE en EPEC estan
codificados en una region cromosmal llamada “locus de esfacelamiento
enterocitico” (LEE) que es una isla de patogenicidad de 35.6 kb que contiene
41 marcos de lectura abiertos, agrupados principalmente en 5 operones
policistronicos (LEE1 a LEES) [37,38] (figura 2).

En el LEE se codifican los componentes que forman el SST3, reguladores
transcripcionales, proteinas efectoras (que son translocadas a las células
hospederas), las proteinas involucradas en la adherencia intima, chaperonas y
algunas otras proteinas cuya funcion aun se desconoce [37].

Los operones LEE1, LEE2 y LEE3 contienen principalmente los genes que
codifican los componentes estructurales del SST3, el LEE4 codifica las
proteinas translocadoras (ver mas adelante) y el LEE5 codifica los genes
involucrados en la adherencia intima (figura 2).

En cuanto a la regulacion transcripcional de la isla LEE la proteina H-NS
tiene un papel crucial, ésta regula de manera negativa los operones LEE1-
LEE3 y LEE5S [39], mientras que el producto del primer gen del operon LEEL,
Ler (del inglés LEE encoded regulator), actia como un desrepresor (desplaza a
H-NS) y promueve la transcripcién de los operones LEE2-LEES5. El operdn
bicistrénico grIRA codifica para las proteinas GrlA y GrIR (del inglés global
regulator of LEE Activator y Repressor respectivamente). GrlA se requiere para
la transcripcion de ler mientras que el mecanismo de represion mediado por
GrIR aun se desconoce [40-42].

Los genes presentes en la isla LEE de EPEC son suficientes para inducir la
lesion A/E, ya que si se transfieren a una cepa comensal de E. coli, ésta es
capaz de generar dicho fenotipo [43]. HomOlogos del LEE también estan
presentes en las bacterias EHEC y C. rodentium de la familia de patégenos
A/E.

Ademas, cabe mencionar que en los diferentes patdégenos A/E se han
identificado multiples efectores codificados fuera de la isla LEE denominados
Nle's (del inglés non-LEE-encoded effectors) localizados en distintas islas de
patogenicidad a lo largo del cromosoma [15,44].



Figura 2. Organizacion de los genes de la isla de patogenicidad LEE en EPEC, modificado de
[44].



Sistemas de secrecion tipo Il (SST3)

Los SST3 o inyectisomas se encuentran ampliamente distribuidos en
bacterias Gram-negativas y son esenciales en la virulencia de patégenos tanto
de animales (Escherichia, Yersinia, Shigella, Salmonella, entre otros) como de
plantas (Erwinia, Xanthomonas, Pseudomonas, entre otros). Estos complejos
de secrecidn se caracterizan por actuar como jeringas moleculares que
permiten la “translocaciéon” de proteinas bacterianas, nhombradas efectores, al
citoplasma de células eucariontes (sin intermediarios periplasmicos) donde
afectan diversas vias de sefalizacion (revisado en [45,46]). Cabe sefalar que
los inyectisomas no soélo participan en patogenicidad bacteriana sino también
en diversas asociaciones simbioticas [47].

Adicionalmente, un SST3 participa en la biogénesis del flagelo, aparato
locomotor bacteriano cuya rotacion es energizada por el gradiente
electroquimico membranal [48]. Ambos, inyectisoma y flagelo, comparten un
grupo de ocho proteinas altamente conservadas por lo que se propone estan
relacionados evolutivamente y comparten un ancestro comun [49].

El inyectisoma y el flagelo también son semejantes en su estructura; se
componen por un cuerpo basal cilindrico, que contiene un par de anillos
embebidos en la membrana interna (MI) y un anillo en la membrana externa
(ME) bacteriana, unidos por un eje periplasmico. Ademas de un apéndice
extracelular denominado aguja o pilus Hrp en el caso de inyectisomas de
patdogenos de animales y plantas respectivamente; y gancho-filamento en el
flagelo [50,51] (figura 3).

Ademas, asociadas a la aguja o pilus Hrp en todos los inyectisomas, existe
un grupo de proteinas denominadas translocadoras, que son capaces de
establecer una conexién fisica entre la punta del apéndice y la membrana
plasmatica del hospedero formando un poro en esta ultima, necesario para la
translocacion de los efectores al interior de la célula [46].

Las subunidades que componen los SST3 son transportadas a traves de un
canal central continuo, con un didmetro de 2-3 nm, formado a lo largo de la
estructura naciente [52]. Las dimensiones de dicho canal restringen el paso de
las proteinas completamente plegadas, lo que sugiere que éstas necesitan ser

transportadas de forma desplegada o parcialmente plegada [53].



La secrecion tipo 1ll ocurre de una manera ordenada o jerarquica, es decir,
existen diferentes categorias de sustratos tipo Ill de acuerdo con la parte del
sistema que formen y por lo tanto la secrecion de los mismos es diferencial de
acuerdo con la etapa de ensamblaje en la que se encuentre el sistema (flagelo
o inyectisoma) [54,55]. Dicho orden es dictado en parte por un cambio del
aparato de exportacion en la especificidad por los sustratos del eje/gancho
hacia las subunidades del filamento en el flagelo; o de las subunidades de la
aguja hacia los translocadores y efectores en el inyectisoma [56,57] (ver mas
adelante) (figura 3).

Figura 3. Diagramas esquematicos del flagelo (izquierda) y el inyectisoma (derecha) de
Salmonella enterica serovar typhimurium, en rojo se nhombra a la ATPasa asociada a cada
sistema. Modificada de [58].

Ademas, ya que los sustratos proteicos que se secretan via SST3 (la
mayoria de los componentes estructurales y las proteinas translocadoras y
efectoras), carecen de una secuencia sefial identificable, se conoce poco
acerca de como éstos son reconocidos y categorizados para poder secretarse
de manera diferencial.

Diferentes estudios confirman que la sefial de secrecion se localiza en el
extremo amino terminal de los sustratos (en los primeros ~20 residuos) y se
propone que un caracter anfipatico o motivo estructural no ordenado en dicha

region es lo que reconoce el aparato secretor tipo Il [54,59-61].



A su vez, se ha identificado un grupo de proteinas chaperonas especificas
gue estan asociadas en el citoplasma bacteriano a la mayoria de los sustratos
proteicos tipo lll, y que previenen su degradacién y los estabilizan, ademas de
asistirlos en el direccionamiento hacia el aparato secretor y conferirles
especificidad por su respectivo SST3 [54,62-65].

Las proteinas chaperonas se caracterizan por ser pequefias (< 170 aa),
generalmente acidas (pl < 5.5) y de estructura helicoidal [63,66]. La asociacion
de estas proteinas con sus sustratos resulta en la formacion de los
denominados complejos: chaperona-translocador y chaperona-efector en el

caso del inyectisoma; y chaperona-sustrato en el caso del flagelo.

Aparato de exportacion tipo i

La mayoria de las proteinas homologas presentes en todos los SST3 (tabla
1) se ubican en la parte basal del sistema y son proteinas integrales o
asociadas a la Ml; que constituyen lo que en el flagelo se nombré como aparato
de exportacion, ya que son indispensables para la secrecion de todos los

sustratos [67].

Tabla 1. Componentes conservados en los SST3, las proteinas marcadas en negritas
adicionalmente comparten similitud a nivel de estructura primaria en los diferentes SST3.

Proteina 3 Pro_teina del inyectis_:oma
flagelar Estructura/funcion funugnalmentg rlelacmnada
Escherichia Yersinia Salmonella

FIhA Aparato de exportacion/ entrada al EscV Yscv VA
canal secretor
Aparato de exportacion/ entrada al

FIhB canal secretor y switch de secrecién de EscU YscU SpaS
sustratos

FliP Aparato de exportacion / ? EscR YscR SpaP

FIiQ Aparato de exportacion / ? EscS YscS SpaQ

FIiR Aparato de exportacion / ? EscT YscT SpaR

FliO Aparato de exportacion / ?

Flil Aparato de exportacién / ATPasa EscN YscN InvC

EliH iAparato de exportacion / regulador de Escl Yscl OrgB
a ATPasa

EliJ Aparato de exportacion / chaperona Orf15? YscO Invl
general ?

EliE Anillo MS/ localiza el aparato de Esc) Yscd Prgk
exportacion
Anillo C/ determina el sentido de

FIiN rotacion flagelar, localiza el complejo EscQ YscQ SpaO
ATPasa-regulador




A pesar de que se conoce muy poco acerca de la funcion, ubicacion precisa
y estequiometria de la mayoria de estas proteinas, se piensa que se localizan
al interior del anillo ubicado en la MI, con una proyeccion citosélica que
compone la entrada al canal secretor y que participan en el reconocimiento de
las proteinas que seran secretadas [48,51,68,69] (figura 3). Con excepcion de
la proteina FIliO, el resto de los componentes membranales del aparato de
exportacion flagelar tienen sus ort6logos en el inyectisoma (tabla 1).

Las proteinas membranales del aparato de exportacion mas estudiadas son
las de la familia FIhA/YscV y FIhB/YscU (tabla 1), ambas tienen un dominio
amino hidrofébico en el que se predicen 8 y 4 cruces transmembranales
respectivamente y un dominio carboxilo soluble [50].

El dominio soluble de FIhA tiene una masa molecular de 38 kDa y se piensa
que representa una plataforma de reconocimiento para las proteinas que seran
secretadas [70]. Se sabe que FIhA interactia con la proteina FliF del anillo MS
[71], y con diferentes componentes del aparato de exportacion [70,72-74].

Por otra parte, las proteinas de la familia FIhB/YscU participan en el cambio
de la especificidad de secrecion de sustratos. Esto lo realizan a través de la
autoproteolisis de su dominio citosolico (de 23 kDa) y de la interaccion con una
proteina involucrada en determinar la longitud del gancho en el flagelo (FliK) y
de la aguja en el inyectisoma (YscP) [75-78].

El mecanismo mediante el cual la interaccidén entre estas proteinas regula el
orden de secrecion de sustratos es poco entendido; sin embargo, se sugiere
que FIhB/YscU mediante un cambio conformacional evita la secrecién de una
clase de sustratos y promueve la secrecion de una clase distinta [76,79].
Mutaciones en el sitio de autoprotedlisis de FIhB evitan el cambio en la
especificidad por los sustratos denominados tardios (que forman el filamento)
[78], mientras que mutaciones equivalentes en YscU evitan la secrecion de las

proteinas translocadoras [76].
Componentes solubles y periféricos del aparato de exportacion
Otros dos componentes del aparato de exportaciébn, que se pueden

encontrar tanto en el citosol como asociados de forma periférica a la Ml, son la

ATPasa del SST3, cuya oligomerizacion y actividad hidrolitica se requiere para



la biogénesis eficiente del sistema y la secrecion de efectores a través de éste
[80,81], y la proteina reguladora de la ATPasa [82] (tabla 1). Ambas proteinas
forman un complejo muy estable, que ha sido estudiado principalmente en el
flagelo, en donde se compone por las proteinas Flil-FliH (ATPasa-regulador)
[82-84].

Se piensa que la formacién de dicho complejo evita la oligomerizacion de la
ATPasa ya que in vitro FliH inhibe la actividad enzimatica de Flil, por lo que se
propone que de este modo se previene el consumo de ATP hasta que el
aparato de exportacion flagelar esté capacitado para acoplar la energia de
hidrolisis con la secrecién de los sustratos [82,85]. Recientemente se describio
gue la interaccion de las proteinas ortdlogas y el mecanismo de regulacién de
la ATPasa se encuentra conservado también en el inyectisoma [86].

Sin embargo, es probable que in vivo la proteina reguladora desempefie un
papel adicional al de la inhibicibn de la ATPasa pues dicha actividad se
requiere para la exportacion proteica y, aunque a la fecha se desconoce, se
piensa que el complejo FliH-Flil se mantiene a lo largo del proceso de
secrecion [58].

De acuerdo con lo anterior, debido a que una cepa mutante en fliH, mantiene
el nado, aunque a niveles muy bajos en relacion con una cepa silvestre, y éste
puede ser incrementado sustancialmente al sobreproducir a la ATPasa o
mediante otras mutaciones en los genes flhA o flhB [87]; y ademas ya que FliH
sola 0 en complejo con la ATPasa interactia con la proteina del anillo
citosolico, FIIN [88,89]; se cree que la formacion del complejo ATPasa-
regulador también es un mecanismo que facilita o incrementa el reclutamiento
de la ATPasa a la base del sistema. La interaccién de las proteinas ortologas
de FliH y FliN también se presenta en el inyectisoma [90-92].

Adicionalmente, las proteinas Flil y FliH interaccionan con las regiones
citoplasmicas de las proteinas FIhA y FIhB [72], éstas ultimas probablemente
representan la entrada al canal de secrecion, por lo que se propone que el
complejo ATPasa-regulador asiste en la liberacion de los sustratos tipo Il al
canal secretor [58].

El componente restante del aparato de exportacion flagelar es la proteina
FliJ (tabla 1), ésta es esencial para la secrecion tipo Il y presenta

caracteristicas de una chaperona [93]. También se sabe que FliJ interactia con



la ATPasa, y que su region C-terminal participa en la interaccion con la proteina
reguladora, FliH; mientras que su region central interactia con la region
citosdlica de la proteina FIhA [72,74] sin embargo, su funciéon y la de sus
contrapartes en el inyectisoma todavia resulta poco entendida en ambos SST3.

Recientemente se propuso una funcion de la proteina FliJ en la exportacion
de las subunidades tardias del flagelo, en dicho modelo FliJ, asociada a la base
del aparato de exportacion, puede unir y reciclar las proteinas chaperonas de
las subunidades de acople del gancho y el filamento, FIgK y FIgL (denominadas
HAP’s) las cuales deben secretarse y ensamblarse antes del gran nimero de
subunidades de flagelina (figura 3). De este modo FliJ favorece la formacion de
la estructura de acoplamiento entre el gancho y el filamento [94].

De acuerdo con lo anterior, se demostré que las proteinas Invl e YscO,
ortdlogas de FliJ en los inyectisomas de Salmonella y Yersinia respectivamente
(tabla 1), interactian con las chaperonas de las proteinas translocadoras,
necesarias para la subsiguiente exportacion de efectoras al citoplasma
eucarionte; y no reconocen a las chaperonas de las proteinas efectoras [95].
Estos resultados sugieren que las proteinas de la familia FliJ/YscO facilitan la
secrecion de una determinada clase de sustratos; sin embargo, con este
modelo no es posible explicar la pérdida en la secreciéon de los sustratos
tempranos en ausencia de estas proteinas [96,97] lo que indica que muy
probablemente éstas tengan un papel adicional en la secrecion tipo Ill.

Finalmente, a pesar del gran avance obtenido en afos recientes en el
estudio de las proteinas que componen el aparato de exportacion, el
entendimiento actual de la compleja y dinamica red de interacciones que
permiten la secrecion via SST3 aun es escaso. Adicionalmente, es probable

que varias de estas proteinas realicen mas de una funcion.

Secrecion tipo lll y ATPasas asociadas alos SST3

El estudio de las ATPasas y la bioenergética de los SST3 ha tenido un gran
auge en los ultimos afos. Durante el desarrollo de este proyecto se publicaron
las primeras evidencias que esclarecen la funcion de estas ATPasas, el posible
mecanismo de acoplamiento de la energia de hidrdlisis de ATP y el proceso de

secrecion, asi como el papel de la fuerza protdbn motriz (FPM) en la secrecion



tipo 111 [98-101]. Ademas, se obtuvieron las primeras estructuras cristalograficas
de proteinas pertenecientes a esta familia de ATPasas [102,103].

La ATPasa es uno de los componentes mas conservados en todos los
SST3, presenta similitud de secuencia con el dominio central de las
subunidades o y B del sector F; de la FoF1-ATPasa. A nivel de su estructura
atbmica, estas ATPasas también muestran una destacada similitud con las

subunidades ay B a lo largo de las moléculas completas [102,103] (figura 4).

Figura 4. Alineamiento estructural de la ATPasa de SST3 y la subunidad 3 de FyF;-ATPasa,
(A) EscNA1-102 V393P (ATPasa del inyectisoma de EPEC) en azul y subunidad 8 en rojo,
tomada de [103] y (B) FlilA1-18 (ATPasa flagelar) en azul y subunidad B en magenta, tomada
de [58].

Asimismo, la union de nucleétidos al asa-P (P-loop) en las ATPasas de los
SST3, es semejante a la que se observa en las subunidades o y B, lo que
sugiere que el mecanismo catalitico es similar en ambas familias de ATPasas
[102,103].

Actualmente se sabe que las ATPasas de los SST3 se asocian
periféricamente a la membrana plasmatica por medio de su extremo amino
terminal [104,105] y que participan en multiples interacciones proteina-proteina,
como las que tienen lugar con los diferentes componentes del aparato de
exportacion (antes descritas) [54,61,72,82,92,98,99,106-109].



La activacion de estas ATPasas esta asociada con su oligomerizacion,
probablemente con la formacibn de homohexameros que asemejan al
compuesto por las subunidades o/p de F;[80,81,105]. Sin embargo, también se
ha propuesto un ensamblaje dodecamérico compuesto por dos anillos
hexameéricos asociados a través de los extremos C-terminales de las
subunidades [110,111].

La estructura cuaternaria de estas ATPasas se model6 usando como
templado las coordenadas atdmicas del heterohexamero as;f; del sector F;. Los
modelos revelaron que la estructura de las interfases entre subunidades y el
canal central electronegativo del anillo estan conservados, mientras que las
regiones que difieren entre las ATPasas del SST3 y las subunidades o/ de F;
se localizan en la superficie externa del hexamero [102,103] (figura 5).

Se especula que un canal interno altamente cargado, como el observado
para el homohexamero de estas ATPasas, podria potencialmente facilitar la
rapida difusion de polipéptidos desplegados con regiones hidrofébicas
expuestas mediante fuerzas repulsivas [112] y que el poro de la ATPasa puede
acoplarse con el canal secretor proveyendo un conducto continuo para las
proteinas a secretarse [103].

En cuanto al mecanismo de accion de estas enzimas, recientemente se
describié en el flagelo, que la ATPasa es el componente del aparato secretor
que reconoce a los complejos chaperona-sustrato, y se ha demostrado que
éstos convergen en el aparato de exportacion de manera dependiente de la
ATPasa Flil, pero independientemente de su actividad hidrolitica [54,99].
Asimismo, se observo para InvC (ATPasa del inyectisoma de Salmonella), que
el extremo C-terminal participa en el reconocimiento de los complejos
chaperona-efector, y que dicha interacciéon tampoco requiere de la actividad
hidrolitica [98].

Posterior a la etapa de reconocimiento de los complejos por la ATPasa, se
reportd que, de manera dependiente de la hidrolisis de ATP, esta enzima se
encarga de disociar a la chaperona del complejo chaperona-efector, y de
desplegar parcialmente al efector para que pueda ser conducido a través del

canal de secrecion, cuyo diametro es de solo 2 nm [98,109]. Este mecanismo



Figura 5. Modelo del homohexamero de la ATPasa de SST3. (A y B) Vista superior del
hexamero de EscNA1-102 V393P, en (A) cada subunidad sefialada en diferente color y la
molécula de ATP marcada en naranja en (B) representacion electrostatica que denota el poro
central electronegativo (en rojo las cargas negativas y en azul las positivas), las flechas
sefialan los sitios de union de nucle6tido. Ambas imagenes tomadas de [103]; (C) Vista lateral
del hexadmero de FlilA1-18; y (D) vista de las interfaces en dos subunidades opuestas en el
modelo del hexadmero de FlilA1-18, se destacan las areas de superficies de contacto entre
subunidades adyacentes. Los residuos conservados con las subunidades a, 3, y ambas se

sefialan en color amarillo, azul y verde respectivamente. (D y C) Tomadas de [113] .

asemeja el descrito en la familia de ATPasas AAA+ (ATPasas asociadas a
multiples actividades celulares), enzimas que acoplan la hidrdlisis de ATP con
movimientos mecénicos que les permiten desplegar diferentes proteinas [114].
Una vez que el efector es incorporado al aparato secretor, las chaperonas se
mantienen en el citosol bacteriano. Se piensa que los sustratos tipo lll,

conforme son parcialmente desplegados, son también internalizados al poro



central del homohexamero de la ATPasa y posteriormente liberados en la
entrada del canal secretor [100,102].

Dado que mutantes nulas en el gen que codifica para estas ATPasas o
incluso mutaciones puntuales que abaten su actividad hidrolitica, evitan la
secrecion tipo Ill, se consideré que la ATPasa aportaba la energia para el
proceso de internalizacibn de las proteinas al canal de secrecion y su
direccionamiento a través del mismo hasta el medio extracelular [115,116]. No
obstante, recientemente se demostré que el flagelo, aunque a una frecuencia
muy baja, puede ensamblarse aun en ausencia de las proteinas Flil y FliH
(ATPasa y regulador), lo que indica que la ATPasa flagelar no es
absolutamente esencial para el proceso de secrecion [100,101].

En este sentido, se ha demostrado que la secrecion via SST3 se inhibe por
el tratamiento con desacoplantes, por lo que se sugiere que estos sistemas son
energizados principalmente por la fuerza protdn motriz y que la ATPasa solo
participa en la etapa inicial del proceso de exportaciéon disociando los
complejos chaperona-sustrato y facilitando la incorporacién de los sustratos al
canal secretor [100,101,117,118]. Es probable que movimientos Brownianos
unidimensionales participen en el sucesivo desplegamiento y la rapida
conduccion de los polipéptidos desplegados a través del canal central del SST3
[58].

Sin embargo, en el caso del inyectisoma, no existen evidencias de que la
secrecion pueda ocurrir en ausencia de la ATPasa, incluso en un fondo
genético doble mutante de los genes hrcN y hrcL (correspondientes a la

ATPasa y su reguladora) [109].

El SST3 de EPEC

Como se menciond previamente, la patogénesis de EPEC se encuentra
estrechamente relacionada con un SST3 o inyectisoma codificado en la isla de
patogenicidad LEE [119].

El inyectisoma de EPEC ha sido purificado y caracterizado mediante
microscopia electrénica de transmisién [120,121], siendo su arquitectura
general semejante a la reportada para otros inyectisomas [52,122,123]. Estos

sistemas, también llamados complejos aguja, se componen por dos regiones;



(i) un cuerpo basal cilindrico (semejante al cuerpo basal flagelar) y (ii) una
aguja que extrude a partir de la ME bacteriana [46] (figura 3).

El cuerpo basal les permite a estos sistemas atravesar ambas membranas
bacterianas asi como el espacio periplasmico, se compone por un anillo
ubicado en la ME, un anillo en la Ml ademas de un eje central que conecta
ambos anillos originando un canal continuo [122]. En EPEC la proteina EscC
(perteneciente a la familia de las secretinas) forma el anillo en la ME [124], y la
lipoproteina EscJ forma un anillo asociado a la MI con una proyeccion
periplasmica; este anillo puede representar el sitio de anclaje de las proteinas
membranales del aparato de exportacién, EscR, EscS, EscT, EscU y EscV
[125] (figura 6A).

Adicionalmente, la proteina EscD (esencial para la secrecion tipo Ill) se
asocia a la Ml sin embargo se desconoce si se ensambla como otro anillo
[121,126]. En el inyectisoma de Chlamydophila pneumoniae se ha demostrado
que la proteina CdsD (proteina ortdloga de EscD) interactia con CdsQ,
proteina de la familia YscQ [92]. Al parecer las proteinas de la familia YscQ
forman un anillo citosdlico asociado periféricamente a la MI, que recluta al
complejo ATPasa-reguladora [92,127]. En EPEC, la proteina EscQ es el
componente correspondiente que ensamblaria dicho anillo y localizaria al
complejo EscN-EscL en la base del sistema [128] (figura 6A).

Por otro parte, es probable que la proteina Escl conforme el eje periplasmico
gue comunica los anillos de Ml y ME, de manera similar a su ortologo Yscl en
Yersinia [129].

En cuanto a la porcion extracelular del inyectisoma, la proteina EscF
polimeriza para dar lugar a la aguja, estructura rigida y hueca de una longitud
aproximada de 50 nm [130]. Una caracteristica especifica del SST3 de EPEC, y
del resto de los patdégenos A/E, es la polimerizacibn de la proteina
translocadora EspA, en la punta o region distal de la aguja [131]. EspA forma
un filamento que se extiende como un puente fisico, de hasta 800 nm, que
posibilita el contacto entre la bacteria y la membrana de la célula [132] (figura
6). Se piensa que hasta que EPEC hace contacto con la célula hospedera las
proteinas translocadoras EspB y EspD son secretadas a través del sistema,
ambas proteinas se ubican en la punta del flamento EspA y se insertan en la

membrana plasmatica del hospedero para formar un poro que permitira la



translocacion de las proteinas efectoras al citoplasma de la célula eucarionte
[133,134] (figura 6A).

Figura 6. (A) Esquema del inyectisoma de EPEC. (B) Imagen de microscopia electronica de
barrido de EPEC infectando células HEL, las flechas sefialan el filamento EspA. Barra 0.25 um,
tomada de [135]. (C) Imagen de microscopia electronica de transmision del inyectisoma de
EPEC purificado, el filamento EspA fue marcado con anticuerpos anti-EspA acoplados a

particulas de oro, la flecha sefiala la aguja. Barra 0.1 um, tomada de [120].

Otras dos proteinas del SST3 de EPEC son las proteinas SepD y SepL, que
actuan regulando el cambio en la especificidad de sustratos. Mutantes en los
genes sepD y sepL incrementan la secrecion de efectores y abaten la
exportacion de las proteinas translocadoras [40,136]; sin embargo, el
mecanismo mediante el cual estas proteinas operan auln es poco entendido. Se
sabe que SepD y SepL interactian entre si y se propone que SeplL evita la
salida de proteinas efectoras al secuestrar a Tir (primer efector en secretarse)



hasta el momento en que se detecte la sefial que permite la secrecion de los
efectores [137-139] .

Cabe mencionar que los componentes estructurales del SST3 de los
patégenos A/E adicionalmente podrian incluir uno o0 mas de los marcos de
lectura abiertos codificados en LEE cuya funcion se desconoce y que resultan

esenciales para la secrecion tipo Il [40].

La ATPasa EscN del SST3 de EPEC

La identificacion de la proteina EscN como la ATPasa asociada al SST3 de
EPEC y el resto de patdgenos A/E, se realiz6 con base en la similitud de
secuencias con otras ATPasas del SST3 y las subunidades o/f de la FoF;-
ATPasa [128]. Adicionalmente se observé que una cepa mutante del gen escN
evita la secrecion via SST3 [124]; sin embargo la actividad enzimatica no se
habia demostrado experimentalmente.

Por otra parte, el analisis de los marcos de lectura abiertos de la isla LEE de
EPEC nos permitié sugerir que el producto del gen orf5 pudiera corresponder a
la proteina reguladora de la ATPasa en EPEC, posteriormente un analisis
bioinformatico de la isla LEE de EHEC llegd a la misma hipoétesis renombrando
al orf5 como escL [128].

Con base en estos antecedentes, en este trabajo nos planteamos confirmar
ambas hipétesis y desarrollar una caracterizacion detallada de la actividad de
ATPasa de EscN, asi como estudiar la oligomerizacion de la enzima.

Asimismo, considerando algunos resultados publicados recientemente para
otras ATPasas del SST3 [54,61,98,103] y a través de alineamientos multiples
de diferentes enzimas pertenecientes a esta familia de proteinas, se llevé a
cabo un andlisis mutacional del extremo C-terminal de EscN con el propésito
de conocer la funcién de este dominio y evaluar su posible papel en la
interaccién con los diferentes sustratos que son secretados, con el objetivo de
obtener un mejor entendimiento del proceso de reconocimiento y selectividad

de las proteinas exportadas via SST3.



JUSTIFICACION

A pesar del conocimiento acumulado y la gran importancia de la ATPasa
asociada a los SST3 en el proceso de transporte de proteinas, su papel
especifico apenas comienza a dilucidarse. Aun resulta poco entendido el
mecanismo de accion de esta enzima, el proceso de reconocimiento selectivo
de las proteinas que seran exportadas, asi como el de acoplamiento entre la
energia quimica derivada de la hidrolisis de ATP y el proceso de secrecion. Sin
embargo, estos eventos son fundamentales para el funcionamiento del SST3 y
por lo tanto para la patogénesis de EPEC y la de diversos patdégenos
bacterianos.

Otro aspecto poco entendido de los SST3 es el papel de la proteina
reguladora de la ATPasa en el proceso de secrecion, para comenzar abordar el
estudio de dicha proteina en EPEC se decidio corroborar experimentalmente
que la proteina codificada por el orf5 puede interactuar e inhibir la actividad de
la ATPasa EscN.

Y por otra parte el dominio C-terminal de la ATPasa asociada al SST3 es el
menos caracterizado sin embargo éste se considera fundamental para el
proceso de reconocimiento de las proteinas a secretarse por lo que se decidio
caracterizar dicho dominio por medio de la generacion de mutaciones
puntuales.

Consideramos, que el entendimiento detallado del funcionamiento de la
proteina EscN podra contribuir a una mejor comprensiéon del mecanismo
mediante el que EPEC origina el cuadro clinico; ademas de que los resultados
que se obtengan pueden ser aplicables a los SST3 de diferentes
microorganismos. Se espera que a largo plazo, el conocimiento acumulado del
estudio de estos sistemas, conlleve al desarrollo de farmacos que prevengan y

eviten la patogénesis de diversas bacterias.



HIPOTESIS

La proteina EscN del SST3 de EPEC es la ATPasa asociada al mismo y la
proteina EscL actla como la proteina reguladora de la actividad hidrolitica de
EscN.

Los residuos conservados del extremo C-terminal de EscN no participan en
la catalisis de la enzima, sin embargo, son importantes para la funcion de la
ATPasa y muy probablemente estan involucrados en el reconocimiento de los

complejos chaperona-translocador/efector.



OBJETIVO

Realizar una caracterizacion enzimatica de la proteina EscN del SST3 de
EPEC y un estudio molecular de su dominio C-terminal, ademéas de determinar
que la proteina EscL es la reguladora de la ATPasa del SST3 de EPEC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demostrar que la proteina EscN es una ATPasa y caracterizar su actividad
enzimatica.

Evaluar el estado oligomérico de la proteina EscN.

Determinar si la proteina EscL (Orf5) interactia con EscN y si regula
negativamente la actividad catalitica.

Aislar y caracterizar mutantes del C-terminal de EscN con pérdida de funcién
de secrecion.

Evaluar la interaccion de las mutantes del C-terminal de EscN con diferentes
proteinas del SST3 de EPEC.



MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas

Las cepas utilizadas en este estudio se describen en la tabla 2. Las bacterias

se cultivaron a 37 °C en medio Luria Bertani (LB, 10 g peptona, 5 g extracto de

levadura, 10 g de NaCl) o en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,

de Gibco). Cuando se requirio, el medio se suplementd con ampicilina (100 pg

mi™"), kanamicina (50 pg mI™"), estreptomicina (50 pg mi™), cloranfenicol (25 pg

mi™") y/o tetraciclina (25 ug mi™").

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio

Cepa Descripcion Fuente/referencia
Cepas de E.coli
Cepa derivada de K12. Mutante en la
NovaBlue endonucleasa |, permite obtener una alta Novagen
eficiencia de transformantes. Resistente a
tetraciclina.
Cepa con una eliminacion parcial del gen lacZ
Top-10 que permite la a-complementacion. Tiene una alta Invitrogen
eficiencia de transformacién. Resistente a
estreptomicina.
XL1-Blue Cepa derivada de K1.2. Mutante en -Ia' Stratagene
endonucleasa |. Resistente a tetraciclina.
Cepa que posee el gen de la T7 RNA polimerasa
bajo el control del promotor /acUV5, el plasmido
pLysS que codifica para la lisozima T7 (que
BL21(ADE3) pLysS reduce la capacidad de transcripcion en células Novagen
no inducidas), y tiene deficiencia en los genes de
las proteasas ompT y lon. Resistente a
cloranfenicol.
Cepa derivada de K12, carece de una copia
cromosomal del gen /acl’. Posee el plasmido .
M15 [PREP4] pREP4 que constitutivamente expresa el gen del Qiagen
represor /ac /. Resistente a kanamicina.
Cepas de EPEC
E2348/69 EPEC silv9§tre 0127:H26. Resistente a (8]
estreptomicina. '
AescN E2348/69 ponteniendo una elimjnacic’m en fase de | [124] Donada por
escN. Resistente a estreptomicina. el Dr. J. L. Puente
Cepas de
Salmonella
Cepa no movil, mutante en los genes reguiadores
SJW1368 flagelares cheWy flhDC. [140]
JR501 Cepa mutante del gen galE que permite la [141]

incorporacion de DNA plasmidico metilado.
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Manipulacion de DNA

Los genes escN y escL (orf5) se amplificaron mediante PCR a partir de DNA
cromosomal de la cepa silvestre EPEC E2348/69 0:127 H:6, utilizando las DNA
polimerasas Pfu Turbo (Stratagene) o Taq (Invitrogene). Los oligonuclettidos
utilizados se describen en el apéndice 2. Todas las enzimas de restriccion y la
enzima T4 DNA ligasa (New England Biolabs) se utilizaron de acuerdo a las
recomendaciones de los fabricantes.

La visualizacion de las moléculas de DNA se realizo mediante electroforesis
en geles de agarosa (Sigma). Los diferentes productos de PCR'y de restriccion
enzimatica se purificaron utilizando un estuche comercial de extraccion de DNA
del gel (Qiagen), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

Las cepas de E. coli NovaBlue y Top-10 se utilizaron como hospederas para
transformar las diversas reacciones de ligacion. Todas las construcciones se
secuenciaron en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia
Celular y se compararon con las secuencias reportadas para los genes
correspondientes [119].

En la tabla 3 se describen los plasmidos utilizados y las construcciones
realizadas en este estudio.

La construccion pAUescN se gener6 clonando el amplificado del gen escN
con los oligonucleotidos escNFw y escNRv como un fragmento Ndel/BamHl en
el plasmido pUC18. A partir de esta construccion se subclono el gen escN en
los vectores pTrc99AFF4 y pET19b utilizando las enzimas Ndel/BamHI.

La construccién pATHescN se realiz6 subclonando el inserto generado de la
doble digestion de pAEescN con las enzimas Ncol y BamHl en el vector
pTrc99A digerido con las mismas enzimas.

La construccion pAGescN se gener6 clonando el amplificado del gen escN
utilizando los oligonucledtidos escNGSTF y escNGSTR como un fragmento
BamHl/Xhol en el plasmido pGEX4T-2.

La construccion pARescLBS se realizo clonando directamente el amplificado
del gen escL (orf5) con los oligonucleétidos orfSBamF y orf5SalR en el vector
pCR-Blunt II-TOPO. La construccion pAQesclL se realizd subclonando el inserto
generado de la doble digestion de pARescLBS con las enzimas BamHI/Pstl en
el plasmido pQE30.
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La construccion pAQA50escL se gener6 clonando el amplificado de los
oligonucledtidos L51escL y escLPst. como un fragmento BamHl/Pstl en el
plasmido pQE30. Y para la construccion pAQA89escL se utilizaron los
oligonucledtidos R90escL y escLPst, el producto también se cloné como un
fragmento BamHI/Pstl en el plasmido pQE30.

La construccion pATeNass2 se realizé clonando el amplificado de los
oligonucleotidos escNGLY42 y escNRv como un fragmento Ndel/BamHI en el
plasmido pTrc99AFF4. Y para la construccion pATeNpszaa46 Se utilizaron los
oligonucledtidos escNFw y escNEND372, el producto se cloné como un

fragmento Ndel/BamHI en el plasmido pTrc99AFF4.
Mutagénesis sitio-dirgida

La mutagénesis dirigida de escN se realizé siguiendo la metodologia del
estuche QuickChange (Stratagene). Se utilizaron oligonucleétidos antisentido
de 32 bases que contienen la mutacion deseada en la parte media de la
secuencia (apéndice 2), y como templado para las reacciones de PCR, se
utilizaron las construcciones pAEescN y pATHescN. Los productos de las
reacciones se digirieron con la enzima Dpnl durante 3 h a 37 °C para eliminar
el DNA templado metilado, y posteriormente se transformaron en la cepa XL1-
Blue. EI DNA plasmidico se extrajo de las transformantes y las mutaciones de
interés se corroboraron mediante la secuenciacion del DNA. Las
construcciones generadas con las diferentes mutaciones puntuales en escN se

describen en la tabla 3.

Tabla 3. Plasmidos y construcciones utilizadas en este estudio

Plasmidos Descripcion Fuente/referencia

Vector que permite la clonacién directa de
productos de PCR con extremos romos como los
pCR-Blunt Il- ampliﬂgados con la DNA polimerasa Pfu; con sitio )
TOPO de multiclonacién en el gen letal ccdB; evita el ) Invitrogen
crecimiento de colonias portadoras del ptasmido sin
inserto. Confiere resistencia a kanamicina y
zeocina.

Vector que permite la clonacion directa de
productos de PCR amplificados con la DNA
pGEM-T Easy polimerasa Taq ; sitio de multiclonacion en el gen Promega
lacZ, permite el escrutinio por a-complementacion.
Confiere resistencia a ampicilina.
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Vector de clonacion de tamafio pequefio y de alto

uc1s numero de copia. Sitio de multiclonacion en el gen New Englahd
P lacZ, permite el escrutinio por a-complementacion. Biolabs
Confiere resistencia a ampicilina.
Vector de expresién que fusiona una etiqueta de 6
histidinas en la region 5’ del gen clonado, el que .
PQES0 queda bajo el control del promotor T5. Confiere Quiagen
resistencia a ampicilina.
pTrc99A Permite la expresion del gen ba!o el contyq! del Pharmacia
promotor trc. Confiere resistencia a ampicilina.
Vector pTrc99A con su Unico sitio Ndet eliminado y
con el sitio Ncol de la region de multiclonacion
PTrcO9AFF4 modificado a Ndel. Confiere resistencia a [142]
ampicilina.
Vector de expresion que fusiona una etiqueta de 10
histidinas en la region 5’ del gen clonado, el que
PET19b queda bajo el control del promotor T7. Confiere Novagen
resistencia a ampicilina.
Vector de expresion que fusiona la secuencia de la

GEX4T-2 glutation S-transferasa (GST) en la region 5’ del gen Amersham
P clonado, el que queda bajo el control dei promotor Biosciences

tac. Confiere resistencia a ampicilina.

Construcciones Descripcién Fuente/referencia
pAUescN Gen escN en el plasmido pUC18 Este estudio
pAEescN Gen escN en el plasmido pET19b Este estudio
pATescN Gen escN en el plasmido pTrc99AFF4 Este estudio
pATHescN Gen escN en el plasmido pTrc99A Este estudio _
pAGescN Gen escN en el plasmido pGEX4T-2 Este estudio

Eliminacion de los primeros 42 codones del gen .
PATENa1s2 escN en el plasmido pTrc99AFF4 Este estudio
Eliminacion de los Gitimos 73 codones del gen escN .
PATEN 73446 en el plasmido pTrc99AFF4 Este estudio
pARescLBS Gen escl en el plasmido pCR-Blunt I-TOPO Este estudio
pAQesclL Gen escL en el plasmido pQE30 Este estudio
Eliminacion de los primeros 50 codones del gen .
pAQAS50escL escl en el piasmido pQE30 Este estudio
Eliminacion de los primeros 89 codones del gen .
pAQA89escL escl en el plasmido pQE30 Este estudio
Gen escN con la incorporacion de la mutacién .
PAEENK183E puntual K183E a partir del plasmido pAEescN Este estudio
Gen escN con la incorporacion de fa mutacion .
PATHENV3I3A puntual V393A a partir del ptasmido pATHescN Este estudio
Gen escN con la incorporacién de fa mutacion .
PATHeNV393N puntual V393N a partir del plasmido pATHescN Este estudio
Gen escN con la incorporacion de la mutacion .
PATHeNV393P puntual V393P a partir del plasmido pATHescN Este estudio
Gen escN con la incorporacion de la mutacion .
PATHeNL395D puntual L395D a partir del plasmido pATHescN Este estudio
Gen escN con la incorporacion de la mutacion .
PATHENGA00A puntual G400A a partir del plasmido pATHescN Este esludio
Gen escN con la incorporacion de la mutacion .
PATHENE401A puntual E401A a partir del plasmido pATHescN Este estudio
Gen escN con la incorporacion de la mutacion .
PATHeNY402A puntual Y402A a partir del plasmido pATHescN Este estudio
PATHeNT403A Gen escN con la incorporacién de fa mutacion

puntual T403A a partir del plasmido pATHescN

Este estudio
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Gen escN con la incorporacion de la mutacion .
PATHeNM404A puntual M404A a partir del piasmido pATHescN Este estudio

Gen escN con la incorporacién de la mutacion .
PATHeNDA411A puntual D411A a partir del plasmido pATHescN Este estudio

Gen escN con la incorporacion de la mutacion .
PATHeNI414A puntual 1414A a partir del plasmido pATHescN Este estudio

Gen escN con la incorporacion de Ta mutacion .
PATHeNI414P puntual 1414P a partir del plasmido pATHescN Este estudio

Gen escN con la incorporacion de la mutacion .
PATHeNQA426A puntual Q426A a partir del plasmido pATHescN Este estudio
pMTcT Gen cesT en el plasmido pTrc99AFF4 1143]

i Gaytan, M.

pMTpL Gen sepl en el plasmido pTrc99AFF4 No publicado

Purificacion de His-EscN y las mutantes puntuales

Las versiones recombinantes de EscN se sobreprodujeron transformando la
cepa de E. coli BL21 (ADES3) pLysS (BDP) con los plasmidos pAEescN,
pAEeNK183E, pATHeNV393P, pATHeNL395D, pATHeNE401A,
pATHeNY402A y pATHeND411A. El cultivo de células se creci6 en medio LB
con ampicilina a 30 °C, en agitacion constante. Al alcanzar una DOgoo de 0.7 se
afiadio IPTG a una concentracion final de 0.1 mM, y después de 4 h mas de
incubacion, las células se cosecharon por centrifugacion y se conservaron a -
20 °C. La pastilla se resuspendio en amortiguador de unién (BB) (20 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 1 M NaCl) adicionado con 20 mM de imidazol. Las células se
rompieron utilizando la prensa de French (10 000 psi) y el lisado se centrifugo
(38,000 x g 20 min) para desechar las membranas y las células intactas. El
sobrenadante se centrifugd nuevamente (145,000 x g 60 min), y se descarto la
pastilla. El sobrenadante se sometio6 a una cromatografia de afinidad por
niquel, en una columna con 2 ml de la resina Ni-NTA-agarosa (Qiagen)
preequilibrada con amortiguador BB. La columna se lavo exhaustivamente con
80 ml de amortiguador BB conteniendo 50 mM de imidazol y con 70 m! de BB
con 70 mM de imidazol, y la mayor cantidad de proteina recombinante se eluyo
a una concentracion de 400 mM de imidazol (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.5 M
NaCl). La proteina purificada se dializo en el amortiguador TNED (50 mM Tris-
Cl pH 7.6, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA y 1 mM DTT) para su uso en los
ensayos posteriores.

En todos los casos la pureza de las proteinas recombinantes se verificoO por

electroforesis en geles de poliacrilamida al 15 % en presencia de SDS (SDS-
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PAGE) y su concentracion se determiné con el método de Bio-Rad protein

assay dye-binding reagent (Bio-Rad).

Purificacion de His-A50EscL y His-A89EscL

La cepa de E. coli M-15 [pREP4] se transformd con las construcciones
pAQAS50escL y pAQA89escL. La sobreproduccion de las recombinantes His-
A50EscL y His-A89EscL se realizé como se describié para His-EscN pero a una
temperatura de induccion de 25 °C. Las pastillas se resuspendieron en
amortiguador de unioén BB* (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.5 M NaCl), las células
se rompieron por presion (10 000 psi) y el lisado se centrifugé (38,000 xg 30
min) para desechar las membranas y las células intactas. El sobrenadante se
sometié a una cromatografia de afinidad por niquel como se describié para His-
EscN. La columna se lavo con 60 y 15 mi de BB* adicionado con 40 y 60 mM
de imidazol respectivamente, y las proteinas se eluyeron en BB* con 200 mM

de imidazol. La proteina purificada se dializé en el amortiguador TNED.
Inmunoreconocimiento

Los ensayos de inmunoreconocimiento (Western Blot) se realizaron
utilizando los anticuerpos policlonales anti-EspB, anti-EspA, anti-EspF, anti-Tir,
anti-CesT, anti-SepL y anti-Orf15 generados en nuestro laboratorio (datos no
publicados), mediante la inmunizacién de conejos. Ademas se utilizo también el
anticuerpo monoclonal anti-histidinas (India-His-Probe-HRP; Pierce). Las
muestras se sometieron a SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon durante 1 h con amortiguador
TBS (20 mM Tris-Cl pH 7.5, 150 mM NacCl) adicionado con 0.1 % Tween-20
(Sigma) y 5 % de leche libre de grasas y posteriormente se incubaron con los
anticuerpos primarios durante 1 h con amortiguador TBS. Se utilizd6 como
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo generado en cabra conjugado a la
peroxidasa de rabano (Sigma) y se incubé durante 1 h con amortiguador TBS.
La inmunodeteccion se realizd utilizando los reactivos de deteccion por

quimioluminiscencia del estuche ECL™ (Amersham Biosciences).
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Obtencion de suero policlonal de conejo anti-EscN

Los anticuerpos policlonales contra EscN se obtuvieron después de
inmunizar un conejo en tres ocasiones diferentes con preparaciones frescas de
His-EscN purificada y dializada (~200-400 pg). La inmunodeteccion se realizd
con 1.2 pg de proteina purificada y transferida a una membrana de
nitrocelulosa mediante un ensayo tipo Western Blot, utilizando los reactivos de

deteccion por quimioluminiscencia de ECL™ (Amersham Biosciences).
Actividad enzimatica de ATPasa

La actividad de ATPasa de His-EscN y las mutantes puntuales V393P,
L395D, E401A, Y402A y D411A se cuantificd mediante una modificacion del
método de verde de malaquita [144]. El fosfato inorganico (Pi) liberado al medio
acoplado a molibdato, se determiné colorimétricamente.

La actividad especifica se calculd en todas las condiciones analizadas a
partir de las pendientes de cursos temporales independientes y considerando la
concentracion de proteina en la reaccién. Los resultados se obtuvieron a partir
de ensayos realizados por triplicado utilizando diferentes preparaciones de
EscN.

La mezcla de reaccion contiene 0.25 pM de EscN, 3 mM de ATP (Sigma), 4
mM de MgCl, y 100 mM de Tris-Cl pH 8.0 a 37 °C. A los diferentes intervalos
de tiempo se sustrajeron 100 pl de reaccién y se analizé el contenido de Pi al
anadir 800 pl del reactivo de color (0.034% verde malaquita (Sigma), 1 N HCI,
1.05% molibdato de amonio y 0.1% Triton X-100). Después de 2 min, se
anadieron 100 pi de 34% de acido citrico y la mezcla se incubd por 25 min a
T.A. La absorbancia se determindé a 650 nm y el P; total en cada reaccién se
calcul6 al comparar los valores de densidad o6ptica con una curva estandar de
Pi.

Para los estudios de caracterizacion enzimatica se modificaron las siguientes
condiciones: cation metélico divalente (4 mM de CaCly, MnCly, ZnCl, y CuCly),
concentracion de EscN (0.02-0.45 uM), concentracion de ATP y MgCl; (0.3-4.5
mM), pH al modificar la composicién del amortiguador (100 mM MES [pH 6.0 y
6.5}, HEPES [pH 7.0 y 7.5] y Tris [pH 8.0 a 9.0}), y temperatura (16-55 °C).

-32 .



Para determinar la inhibicion por ADP EscN (0.25 uM) se incubé con diferentes

concentraciones de ATP y MgCl, (0.28-1.5 mM) a una concentracion fija de
ADP y MgCl; (0.4, 0.7, 1.0 6 2.0 mM).

Para evaluar la inhibicién de la actividad de ATPasa de EscN por la proteina
EscL, se combinaron en la mezcla de reaccidon las proteinas recombinantes
His-EscN (0.3 uM) con HisA89-EscL (0.6 uM) o con HisA50-EscL (0.6 uM) y se
incubaron durante 15 min a temperatura ambiente, la reaccidén se inici6 al
afiadir el ATP (3 mM).

Cromatografia de exclusién molecular

La proteina His-EscN purificada y dializada se cargd en una columna
Superdex 200 HR 10/30 (Amersham Pharmacia) equilibrada con amortiguador
TNED y se corrié a un flujo de 0.4 ml min™ en un sistema FPLC (Amersham
Pharmacia). Como marcadores de peso molecular se utilizaron las proteinas de
i0s estuches de calibracion para filtracion en gel de alto y bajo peso molecular
(Amersham Pharmacia); conteniendo las proteinas: tiroglobulina (669 kDa),
ferritina (440 kDa), catalasa (232 kDa), aldolasa (158 kDa), albumina sérica de
bovino (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa) y quimiotripsinoégeno (25 kDa).

Electroforesis nativa en geles de acrilamida y actividad de ATPasa in situ

Para evaluar el estado oligomérico de EscN se realizé una modificacion de la
técnica de electroforesis en geles azules nativos (BN-PAGE) [145]. La proteina
His-EscN se separé mediante BN-PAGE en geles de poliacrilamida en
gradiente lineal (4-15%) con 100 mM Tris—HCI, pH 7.5. Se utiliz6 como
amortiguador de catodo 30 mM Tris, 100 mM glicina y 0.002% Serva blue G
(Coomassie blue G-250, de Serva) y de anodo 100 mM Tris-HCI, pH 7.5. Los
ensayos de actividad de ATPasa en el gel se realizaron como se describe en
[146]. El desarrollo de la reaccion de ATPasa sobre los geles azules requirio
previamente la eliminacion del exceso de colorante mediante una transferencia
semi-seca a 10 V durante 20 min en 20 mM Tris, 150 mM glicina y 20%
metanol. Posteriormente los geles se preincubaron por 2 h en 270 mM glicina y

35 mM Tris—HCI, pH 8.0, y la reaccion de ATPasa se realizd en 270 mM glicina,
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35 mM Tris—HCI, pH 8.0, 5 mM ATP, 10 mM MgSO, y 0.15% Pb(NO3), a 30 °C.
Los precipitados de fosfato de plomo se comenzaron a observar después de 12
h de incubacion.

La determinacién de masa molecular y el analisis densitométrico se realizo
utilizando el software AlphaEase StandAlone (Alpha Innotech). Como
referencia de masa molecular se utilizaron los mismos marcadores que en los

ensayos de exclusién molecular.

Ensayo de secrecion de proteinas

El ensayo se llevd a cabo como se describe en [103]. Se inocularon 4 ml de
medio DMEM con el antibiético apropiado con 80 pl de un cultivo de toda la
noche en LB de las cepas indicadas, y los cultivos se incubaron a 37 °C en una
atmosfera al 5% de CO; sin agitacion hasta una D.O.sgonm ~ 1.0. Las bacterias
se colectaron por centrifugaciéon a 17900 x g por 5 minutos. Para evaluar las
proteinas secretadas al medio, los sobrenadantes se precipitaron con 10% de
acido tricloroacético (TCA) a 4 °C durante toda la noche. Las muestras se
concentraron por centrifugacion a 17900 x g por 30 minutos a 4 °C, y las
proteinas precipitadas se resuspendieron en amortiguador de carga
conteniendo 2% de SDS y 10 % de glicerol y un décimo de Tris saturado para
neutralizar el TCA. Para evaluar las proteinas presentes en las células, las
pastillas celulares se resuspendieron, en un volumen de amortiguador de carga
conteniendo 2 % de SDS y 10 % de glicerol, normalizando de acuerdo con la
DOesoo que alcanzé el cultivo celular. Las fracciones resultantes se separaron
por SDS-PAGE y se analizaron mediante ensayos tipo Western Blot con los

anticuerpos indicados para cada ensayo.
Analisis estructural de EscN y Flil

El alineamiento de las estructuras atémicas de EscN (PDB: 20BM) y Filil
(PDB: 2DPY) se realiz6 utilizando la paqueteria PyMOL [147]. El modelo

homohexameérico de EscN se realizé alineando la estructura de EscN (PDB:

20BM) sobre las coordenadas de las subunidades ay B de la FoF,-ATPasa
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mitocondrial de corazén de bovino (PDB: 1BMF) utilizando la paqueteria
PyMOL [147].

Ensayos de interaccion proteina-proteina

Copurificaciéon de HisEscL y EscN por cromatografia de afinidad (pull-
down)

La proteina recombinante HisA89EscL se ‘produjo como se describid
anteriormente (450 ml de cultivo) en células M-15[pREP4]. La proteina EscN
completa (50 ml de cultivo) y las versiones truncas EscNA1-42 y EscNA373-
446 (200 mi de cultivo), se produjeron en la cepa de Salmonella SJIW1368. La
sobreproduccion de EscN se realizé de igual manera que para His-EscN, y la
induccion de EscNA1-42 y EscNA373-446 se realizd a 16 °C. Todas las
pastillas se resuspendieron en amortiguador TN (20 mM Tris-Cl pH 8.0, 150
mM NaCl) adicionado con 1 mM de PMSF. Las células se rompieron por
sonicacion, los lisados celulares se centrifugaron (38,000 x g 30 min) y los
sobrenadantes se recuperaron. El lisado de HisA89EscL se mezclé en partes
iguales con los lisados de EscN, EscNA1-42 y EscNA373-446. A las mezclas
de lisados se les afiadio 120 pl de resina Ni-NTA-agarosa (Qiagen) y se
incubaron durante 4 h en agitacion constante a 4 °C. Las mezclas de lisados se
empacaron en una columna y la resina se lavé con 35 ml de TN adicionado con
40 mM de imidazol. HisA89EscL vy las proteinas unidas se eluyeron con 250 ¥]]
de TN adicionado con 200 mM de imidazol. Como control negativo, el lisado
celular de la cepa Salmonella SJW1368 conteniendo a EscN (50 mi de cultivo),
se incub6 con 120 pl de resina Ni-NTA-agarosa y se realizo el mismo protocolo
que se describié para el pulldown con HisA89EscL. Las muestras se separaron
por SDS-PAGE vy las interacciones se evaluaron mediante ensayos tipo

Western Blot con anticuerpos contra la proteina EscN.

-35-



Copurificacion de HisEscN y CesT o SepL por cromatografia de afinidad
(pull-down)

La proteina recombinante His-EscN silvestre y con las mutaciones puntuales
V393P, E401A se sobreprodujeron como se describié anteriormente (50 ml de
cultivo) en células BDP. La proteina CesT se produjo en la cepa de Salmonella
SJW1368 conteniendo el plasmido pMTcT (100 mi de cultivo, inducido con 0.1
mM de IPTG a 30 °C). Todas las pastillas se resuspendieron en amortiguador
TN adicionado con 1 mM de PMSF. Las células se rompieron por sonicacion,
los lisados se centrifugaron (38,000 x g 30 min) y los sobrenadantes se
recuperaron. El lisado de CesT se mezclé con el lisado de His EscN o las
mutantes V393P o E401A. A las mezclas de lisados se les aiadié 120 pl de
resina Ni-NTA-agarosa (Qiagen) y se incubaron durante toda la noche en
agitacion constante a 4 °C. Las mezclas de lisados se empacaron en una
columna y la resina se lavéo con 40 ml de TN adicionado con 40 mM de
imidazol. HisEscN y las proteinas unidas se eluyeron con 250 pyl de TN
adicionado con 400 mM de imidazol. Como control negativo el lisado celular de
la cepa Salmonella SJIW1368 conteniendo a CesT (100 mi de cultivo) se incubd
con 120 pl de resina Ni-NTA-agarosa y se realizé el mismo protocolo que se
describié para el pulldown con HisEscN.

Para evaluar la interaccion de His-EscN y la mutante D411A con la proteina
SepL se sigui6 el mismo protocolo descrito para el pulldown con la chaperona
CesT. Las diferencias consistieron en los cultivos celulares, en este caso
conteniendo a His-EscN silvestre o con la mutacion D411A (50 mi de cultivo) en
células BDP; y la proteina SepL se produjo en la cepa de Salmonella SJW1368
conteniendo el plasmido pMTpL (100 ml de cultivo, inducido con 0.1 mM de
IPTG a 30 °C). Las interacciones se evaluaron mediante ensayos tipo Western

Blot con anticuerpos contra la proteina SeplL.
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RESULTADOS

PARTE |. CARACTERIZACION CINETICA Y OLIGOMERIZACION DE EscN

Amplificacién y clonacién de escN

Como se menciond previamente, debido a la alta similitud de secuencia
primaria entre las ATPasas de los SST3, se propuso que el producto del gen
escN es la ATPasa asociada al inyectisoma de EPEC. Para confirmar esta
hipotesis se disefiaron oligonucleotidos para amplificar el gen escN a partir de
la isla de patogenicidad LEE. Debido a que el locus LEE de EPEC E2348/69
se encuentra totalmente secuenciado [119], se utiliz6 dicha informacion en el
disefio de los oligonucleétidos para los diferentes genes de interés. Mas
recientemente también se encuentra disponible la secuencia completa del
cromosoma de EPEC [148].

El gen escN se amplific6 mediante PCR utilizando como templado DNA
cromosomal purificado de la cepa de EPEC silvestre E2348/69 vy utilizando los
oligonucleotidos escNFw y escNRv. El producto de la reaccion se visualizd
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (figura 7A), y se observo un
solo fragmento de 1.3 kb correspondiente al tamafio esperado de acuerdo a la
secuencia reportada para escN. La banda del producto amplificado se purificé y
digiri6 con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI. Paralelamente los
vectores pUC18, pTrc99aFF4 y pET19b se digirieron con las mismas enzimas
de restriccion.

La clonacion del gen escN se realiz6 en el vector pUC18 (figura 7B) y la
correcta amplificacion se corrobor6 mediante secuenciacion nucleotidica.
Posteriormente, escN se subclond en los vectores de expresion pTrc99AFF4
(que permite sobreproducir a EscN sin ninguna etiqueta bajo el control del
promotor trc) y en pET19b (que permite sobreproducir una version de EscN con
una etiqueta de 10 histidinas en el extremo N-terminal bajo el control del
promotor T7). Los vectores resultantes se nombraron pATescN y pAEescN

respectivamente, (figura 7C y D).



Figura 7. Clonacion de escN. Electroforesis en geles de agarosa al 1% (A) Amplificacion por
PCR del gen escN tamafio esperado 1.34 kb. (B), (C) y (D) Dobles digestiones Ndel/BamHI
para confirmar la clonacién de escN en los vectores pUC18 (2.6 kb), pTrc99AFF4 (4.1 kb) y
pET19b (5.7 kb) respectivamente. En todos los casos se utiliz6é como marcador de peso
molecular (MPM) 1 kb DNA Ladder (Sigma).

Purificacion de His-EscN

El plasmido pAEescN se transformé en la cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS
(BDP) y se realizaron ensayos de sobreproduccion de la proteina recombinante
(figura 8A). Al separar las diferentes fracciones celulares se observo que His-
EscN permanece casi en su totalidad en la fraccion insoluble (probablemente
formando parte de cuerpos de inclusién), figura 8B. Sin embargo, a partir de la
cantidad que permanece en la fraccion soluble, se consigui6 purificar a His-
EscN en condiciones nativas mediante una cromatografia de afinidad por
niquel, figura 9A, con un rendimiento de ~1 mg de His-EscN por cada 300 ml
de cultivo.

La masa molecular estimada para His-EscN a partir de su secuencia
primaria es de 51.8 kDa, sin embargo la proteina recombinante presenté un
patrén de migracion andmalo en SDS-PAGE a una masa molecular aparente
de 45 kDa. No obstante, la identidad de His-EscN se confirmé mediante
inmunoreconocimiento utilizando un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas,
(figura 9B).



Figura 8. Sobreproduccion de His-EscN. (A) El vector pAEescN se expresé en células BDP a
30 °C, después de inducir con 0.1 mM de IPTG se tomaron muestras celulares a diferentes
tiempos (de 0 a 5 h). (B) Las células de un cultivo inducido durante 4h con 0.1 mM de IPTG a
30 °C se rompieron por sonicacion y se separaron en fraccion insoluble (Fl) y soluble (FS). En
(A) y (B) las muestras se separaron por SDS-PAGE al 15% y se visualizaron por tincion con

azul de Coomassie. (MW) marcador de masa molecular (New England Biolabs).
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Figura 9. (A) Purificacidon de His-EscN mediante cromatografia de afinidad por niquel a partir
de la fraccion soluble (lisado) de un cultivo de BDP/pAEescN inducido como se describio antes,
después de lavar con concentraciones bajas de imidazol (50 y 70 mM) la proteina
recombinante se eluyo, la mayor cantidad de His-EscN se recuperé con 400 mM de imidazol.

(B) Inmunodeteccién de His-EscN purificada con anticuerpos anti-Histidinas 1:10,000 (Pierce).



Funcionalidad de His-EscN

Para corroborar que la etigueta de histidinas no afectase la funcion de EscN
se realizaron ensayos de complementacion en la secrecién de proteinas de una
cepa de EPEC mutante nula en el gen de escN (la cual se gener6 mediante
intercambio alélico) cuyo fenotipo es secrecion e infeccion nula [124].

Se comparé el perfil de secrecién de proteinas translocadoras en medio de
cultivo DMEM de las cepas de EPEC silvestre y EPEC AescN sola o con el
plasmido pAEescN, (figura 10). La cepa mutante en escN pierde por completo
la capacidad de secretar proteinas al medio de cultivo via SST3, mientras que
la introduccién de his-escN a ésta, es capaz de restablecer la secreciéon de
proteinas a niveles comparables a la cepa silvestre. Lo anterior se observé
mediante la tinciébn con azul de Coomassie y la inmunodeteccion de las
proteinas translocadoras EspB y EspA (figura 10, panel inferior). Como control
se introdujo el plasmido pET19b vacio en la cepa AescN. De esta manera se

demostré que la proteina recombinante His-EscN es funcional.
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Figura 10. Complementacion de la cepa EPEC AescN. Panel superior, perfil de secrecién de
proteinas translocadoras de la cepa EPEC silvestre (WT) y EPEC AescN, portadora de pET19b
y PpAEescN (his-escN), tincion con azul de Coomassie. Paneles inferiores,
inmunoreconocimiento con anticuerpos especificos contra las proteinas EspB (1:30,000) y
EspA (1:50.000) en los sobrenadantes (S) y en las células completas (P). EspC es una proteina

gue no se secreta via SST3 y funciona como un control interno.



Adicionalmente, para verificar que la expresion de estos genes no estuviese
siendo afectada en ninguna de las condiciones, se realizé la inmunodeteccién
de EspB en las células completas, donde se observaron niveles semejantes en
todos los casos (figura 10, panel inferior); en acuerdo con datos previos
descritos para la cepa EPEC AescN [124].

Caracterizacion de la actividad de ATPasa de EscN

La proteina purificada His-EscN se utilizd para determinar su capacidad de
hidrolizar ATP mediante el método colorimétrico de verde malaquita. Este
ensayo permite cuantificar el fosfato liberado durante la reaccion ya que forma
un complejo con el molibdato y el verde malaquita [149].

En primer lugar se determind la hidrdlisis de ATP por His-EscN a lo largo del
tiempo, esta actividad se mantuvo lineal hasta por 30 minutos (figura 11A) y se
calculé una actividad especifica de 0.36 + 0.02 umolas de Pi hidrolizado min™
mg™ de proteina, similar a la actividad reportada para otras ATPasas de SST3
[115,116]. Por otra parte se observé que el cofactor Mg?* es indispensable para
la actividad enzimatica de EscN (figura 11A).

Para estudiar la especificidad por cationes divalentes en la reaccion de
ATPasa se afiadieron diferentes cofactores a la mezcla de reaccion. Se
observé que de los cationes analizados el Mg®* sélo puede ser sustituido
parcialmente por el Mn?* (50 % de la actividad especifica), y la hidrélisis de
ATP se abatié casi por completo en presencia de zZn**, Ca®* o Cu?** (figura
11B). Estos resultados indican que el sustrato de EscN es preferentemente
ATP-Mg?".

Posteriormente se determinaron las condiciones 6ptimas para la reaccion de
ATPasa de EscN, la mayor actividad se observo a un pH de 7.5, y variaciones
de éste en 0.5 unidades de pH tuvieron un efecto negativo en la actividad de
ATPasa, figura 11C. La temperatura Optima para la reaccion se determiné entre
30y 37 °C, y la actividad disminuy6 considerablemente a 42 °C, (figura 11D); lo
que podria explicarse por una baja estabilidad térmica de la enzima o por la

disociacion oligomérica (ver mas adelante).
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Figura 11. Caracterizacion cinética de EscN. (A) Curso temporal de la hidrélisis de ATP
utilizando 3 mM de ATP, en presencia de 4 mM de MgClI, (circulos abiertos), o en ausencia de
MgCl, (circulos rellenos). (B) Especificidad por cationes divalentes en la actividad de ATPasa.
(C) Influencia del pH en la actividad de ATPasa. (D) Dependencia de la actividad de ATPasa
por temperatura (E) Efecto de la concentracion de sustrato en la actividad de ATPasa. La
actividad especifica se determiné con 0.25 uM de His-EscN en 100 mM de Tris-Cl (pH 8.0) e
incrementando la concentracién de ATP-Mg®* (0-4.5 mM) con un exceso de 1 mM de MgCl,. El
grafico de la forma logaritmica de la ecuacion de Hill se muestra como recuadro. (F) Inhibicién
por ADP-Mg**. His-EscN se incubé con diferentes concentraciones de ATP-Mg”* (0.28-1.5 mM)
y concentraciones fijas de ADP-Mg2+ (0.4,0.7,1.0 0 2.0 mM).

Adicionalmente se analiz6 la actividad enzimatica de EscN en funcion de la
concentracion de sustrato (figura 11E), la reaccidn present6 una cinética de tipo
sigmoide (indicativa de cooperatividad), y los datos se ajustaron utilizando la
ecuacion de Hill, (figura 11E, interior). Se determind un valor de Vpyax de
0.41+0.01 umol min™ mg™ y una Ko de 0.90+0.05 mM por ATP-Mg®*. El valor
del coeficiente de Hill calculado (1.59+0.13) indica cooperatividad positiva
durante la hidrdlisis de ATP y sugiere que la oligomerizacion estimula la
actividad de EscN.

Para evaluar el efecto del ADP-Mg** se determind la actividad especifica de

EscN en una concentracion constante de sustrato (3 mM) y bajo 4 diferentes



concentraciones de ADP-Mg®* (0.4, 0.7, 1 y 2 mM). Se observé un efecto
negativo en la actividad hidrdlitica de la enzima; los datos se ajustaron de
acuerdo a una inhibicién de tipo competitiva y se calculé una K; de 2.06 + 24
mM por ADP-Mg** (figura 11 F).

Oligomerizacion de EscN

Estudios previos de otras ATPasas del SST3 indican que estas proteinas
pueden autoasociarse y formar oligdmeros (principalmente hexameros) con
actividades enziméaticas superiores a la de la forma monomérica [80,110].

De igual modo, nuestros resultados cinéticos sugieren la activacion de EscN
en relacion con un proceso de oligomerizacion. Para establecer cémo la
concentracion de EscN influencia su actividad especifica se examind la
hidrolisis de ATP a diferentes concentraciones de enzima bajo una condicion
saturante de sustrato (3 mM ATP-Mg®"). Los resultados obtenidos mostraron un
comportamiento no lineal indicando que la actividad es dependiente de la
concentracion, lo cual es consistente con la multimerizacion de la enzima. Se
observo la mayor actividad especifica a una concentracion de 0.3 uM de EscN
(figura 12A).

Para evaluar el estado oligomérico de EscN la proteina recombinante
purificada se someti6 a una cromatografia de filtracion en gel, donde se
observ6 una forma predominante con una masa molecular de 47.3 kDa y que
por lo tanto debe corresponder a la forma monomeérica de His-EscN (51.8 kDa).
A pesar de que no se observo un pico al volumen de elucion estimado para la
forma hexamérica, se observd un pequefio pico en un volumen de elucién
equivalente a una masa molecular de 646.9 kDa cercana a la estimada para un
dodecamero (622 kDa), figura 12B.

En trabajos previos tampoco se consiguio detectar mediante filtracion en gel
la forma hexamérica de las ATPasas YscN y Flil ademas de reportarse la
tendencia de estas proteinas a formar agregados de alta masa molecular

[80,82,86], como lo observamos en este estudio.
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Figura 12. (A) Efecto de la concentracion de His-EscN (0.02-0.45 uM) en la actividad
especifica bajo concentraciones de sustrato cercanas a las saturantes, 3 mM ATP y 4 mM de
MgCl,. (B) Perfil de elucion de His-EscN en cromatografia de exclusion molecular (Superdex
200 HR 10/30), las puntas de flecha indican la posicion de elucién de los marcadores de masa
molecular utilizados; tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalasa (232 kDa), albimina

sérica de bovino (67 kDa) y quimiotripsindgeno (25 kDa).

Por otra parte, para la ATPasa HrcN del inyectisoma de Pseudomonas
syringae se ha reportado la formaciéon tanto de hexameros como de
dodecameros, éstos Ultimos con una mayor actividad enzimatica [110]. Los
oligoméros de HrcN se visualizaron mediante crio-microscopia electrénica y se
propuso que la forma dodecamérica consiste de dos anillos hexaméricos
apilados y asociados por el extremo C-terminal de las subunidades [111].

Para continuar evaluando la oligomerizacion de EscN se sometid a la
proteina recombinante purificada a una electroforesis en geles en gradiente (4-
15%) de poliacrilamida azules nativos, BN-PAGE. Esta técnica permitié
observar siete diferentes poblaciones de EscN, siendo la forma monomérica la
mas abundante (figura 13A).

La curva de calibracion de masas moleculares presentdé una buena
correlacion (R? = 0.9752); sin embargo, la forma monomérica presenté una
migracion andmala a una masa de 62 kDa, figura 13A (en comparacion con la
masa predicha para His-EscN de 51.8 kDa). Es muy probable que esto sea
consecuencia de la baja resolucion de esta metodologia para masas
moleculares menores a los 100 kDa [145]. No obstante, para las masas
moleculares de mayor tamafo se obtuvo una buena correlacion de acuerdo con
la masa predicha para His-EscN, incluyendo la forma hexamérica (327 kDa) y

dodecamérica (622 kDa). Ademas, se observaron diferentes formas



oligoméricas intermedias, que sugieren la existencia de un equilibrio
monomero-oligémero altamente dinamico (figura 13A). Las masas moleculares
calculadas para el resto de las diferentes formas indican que corresponden al
dimero, trimero, tetrAmero y octamero de His-EscN.

De acuerdo a nuestros resultados, las formas de menor masa molecular
representan la mayor poblacién de EscN en solucién, por lo que es probable
gue la estabilizacién del oligémero requiera de algun componente adicional del
aparato de exportacion tipo Ill, por ejemplo las proteinas del aparato de

exportacion EscV y/o EscU.
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Figura 13. Separacién de His-EscN mediante electroforesis en geles nativos y actividad de
ATPasa en gel. (A) Patrén de migracion de albimina sérica de bovino (BSA, 67 kDa) y His-
EscN en un gel azul nativo (BN-PAGE 4-15%), tincion con Coomassie, a la izquierda se indican
los marcadores de masa molecular; Tir (tiroglobulina, 669 kDa), Fer (ferritina, 440 kDa), Cat
(catalasa, 232 kDa), Ald (aldolasa, 158 kDa). (B) Hidrdlisis de ATP en el gel de las mismas
muestras que en (A) separadas por BN-PAGE. Las puntas de flecha indican las formas

monomeérica (M), hexamérica (H) y dodecamérica (D).

Por otra parte, se realizé un ensayo de actividad de ATPasa in situ sobre el
gel nativo y se observé la acumulacién de precipitados de fosfato de plomo
(correspondiente con la zona de hidrolisis de ATP), en las siete formas

previamente visualizadas por tincion con Coomassie (figura 13B). A su vez,



mediante densitometria se analizo la relacion: actividad de ATPasa/tincion con
Coomassie, de las bandas correspondientes en el BN-PAGE. Los resultados
mostraron una relacion 12 veces mayor para la forma hexamérica en
comparacion con el monoémero (figura 14), lo que sugiere una actividad
especifica mas alta relacionada con la forma hexamérica. No obstante, en este
experimento no podemos descartar la posibilidad de oligomerizacion en el gel
durante la reaccion de hidrdlisis de ATP en las poblaciones de menor masa

molecular.
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Figura 14. Relacion densitométrica de la actividad de ATPasa en el gel y la tincion con
Coomassie (en la figura 13 A y B) de las siete diferentes poblaciones de His-EscN separadas

mediante BN-PAGE (4-15%) de izquierda a derecha de menor a mayor masa molecular.

Estos resultados en conjunto representan la primera determinacion y
caracterizacion de la actividad de ATPasa de la proteina EscN del SST3 de
EPEC, asi como de su activacion catalitica mediada por la autoasociacion de
subunidades [150]. Aunque el estado oligomérico de EscN in vivo aun resulta
desconocido, con base en su similitud con las subunidades a y B de la FoF;-
ATPasa, en los resultados obtenidos para ATPasas ortélogas [80,81] y en los

obtenidos en este trabajo, se sugiere que es un hexamero.



PARTE Il. LA PROTEINA EscL INTERACTUA CON EscN E INHIBE SU
ACTIVIDAD DE ATPasa

EscL como posible reguladora de la ATPasa en el SST3 de EPEC

La proteina reguladora de la ATPasa es uno de los elementos menos
conservados de los SST3 [151], por tal raz6n la identificacion de esta proteina
en muchos de estos sistemas no resulta sencilla. Con el fin de encontrar un
componente en el SST3 de EPEC que pudiese cubrir la funcion de dicha
proteina, en nuestro laboratorio se realizé un analisis de secuencia de todos los
marcos de lectura abiertos de funcién desconocida (orf 's) de la isla LEE de
EPEC, y mediante un andlisis utilizando el programa BLAST (NCBI), se
identifico a la proteina Orf5 como el mejor candidato, presentando un 17 % de
identidad con la proteina FliH (reguladora de la ATPasa flagelar) de
Thermotoga maritima.

En la figura 15 se muestra un alineamineto de secuencia de las proteinas
Orf5, FliH y YscL (proteina reguladora del SST3 de Yersinia [86]), a pesar de
que se encuentran pocos residuos conservados en las tres secuencias es

probable que éstos tengan un papel importante en la funcién de este grupo de

proteinas.

F1iH_Tm 1l -MLLREKDEVFYIDLPREIEKEEEKVEKEEEKTKENAAEERQRIEKMREKILSEAQEEARKIME
YscL 1 --MSQTCQTGYAYMQPFVQ----IIPSNLSLACGLRELRAEDYQSSLT------ TEELES
Orf5 1 MIYFLTDLIKFYCLMELYE----FENIEIDLVLTEDEIPEDKLQEIIQ------ SDDIEK

F1liH Tm 60 REDAEEI SSEAEALK-LEAKKVLEEAKTMEKNDFQEKYILALKEKIQKQVNQRIEE
YscL 49 A KQDAEKI QEVYEQORQLGWQAGMDEARTLQ--~----- ATLIHETQLRQCQQFYRH
Orf5 51 LABRKKTYEH RRESKELEKIESRKKIARKMIAMRERIRENNEIKLDEKEVNRSIKWVED
F1iH Tm 119 I------- LPELLDILRILFEKEKIBEKEMDESTV--ERKLRSALSKVVGIEKENVEIRINPED
¥YscL 102 V------- EQOMSEVVLLAVREIBNDYDQVDVT - -LQVVREALALVSNQEQVVVRVNPDQ
Orf5s 111 IQAIELVLMOQDIMNEKVHLSLTNABHSLDTSSRINWDDLLNEVVRETLSNNNIVGAIKITK
F1iH Tm 170 AKKL--------- VEKETLIPRBPNVERGGV TDFGILDKTFSH@WELVEDIFEE
YscL 153 AGAIREQIAKVHK ISYLEVTABARLDQGGC TEVGIIDASIDG@IEALSRAIST
Orf5s 171 NPDIK------- ANNIQLINBANTPHNKI NEYIRITLDPLEQISILLNSFEKD
F1iH Tm 221 VVGFEGHPERAEKEVE

¥YscL 213 TLGQMKVIEEE-----

Orfs 224 NY--LSIIQE------

Figura 15. Alineamiento de secuencia primaria de las proteinas FliH_Tm (T. maritima), YscL
(Y. pestis) y Orf5 (EscL) de EPEC. Los cuadros obscuros denotan identidad y los grises
sustituciones conservativas.

Un estudio bioinformatico de la isla LEE de EHEC, en el que se utilizd6 PSI-
BLAST, también propusé la misma hipotesis y renombrd el orf5 como escL
[128].



Clonacion y purificacion de EscL

Con base en lo anterior se amplifico por PCR el gen escL (orf5) de EPEC
utilizando los oligonucledétidos orf5SBamF y orf5SalR. El producto de PCR se
clono en el vector pCR-Blunt 1I-TOPO vy la correcta amplificacion se corroboré
mediante la secuenciacion del gen. Posteriormente escL se subcloné al vector
pPQE30 (que permite sobreproducir una versién recombinante con una etiqueta
de 6 histidinas en el extremo N-terminal bajo el control del promotor T5), como
un fragmento BamHI/Pstl (dato no mostrado). Los vectores resultantes se
nombraron pARescLBS y pAQescL, respectivamente.

La proteina recombinante His-EscL se sobreprodujo a partir del plasmido
pAQescL y se observd la induccion de una banda correspondiente a la masa
molecular esperada para His-EscL de 27 kDa (figura 16A). Sin embargo,
después de separar las fracciones celulares se observé que ésta se mantiene
preferentemente insoluble (figura 16B), y no se consiguio purificar a la proteina
His-EscL de forma nativa mediante cromatografia de afinidad por niquel (dato
no mostrado).

Figura 16. Sobreproduccion de His-EscL. (A) La proteina His-EscL se expresé en células de E.
coli M-15 [pREP4] a partir del plasmido pAQescL a 25 °C, después de inducir con 0.1 mM de
IPTG se tomaron muestras celulares a diferentes tiempos (de 0 a 4 h). (B) Las células de un
cultivo inducido durante 4h con 0.1 mM de IPTG a 25 °C se rompieron por sonicacion y se
separaron en fraccion insoluble (FI) y soluble (FS). En (A) y (B) las muestras se separaron por
SDS-PAGE al 15% y se visualizaron por tinciéon con azul de Coomassie. A la izquierda se

indican las masas moleculares correspondientes.



Con el fin de obtener una proteina EscL soluble se decidié generar un par de
versiones carentes del N-terminal de EscL (de los primeros 50 y 89 residuos
respectivamente). Esto se realiz6 considerando reportes previos de la proteina
flagelar FliH (posible ort6loga de EscL), que indican que de esta forma la
proteina pudiera ser mas soluble en comparacion con la proteina completa,
ademas de que dichas versiones no deben afectar la interaccion e inhibicion de
la actividad de ATPasa de EscN [84,152] .

Para generar la version carente de los primeros 89 codones, el producto del
amplificado con los oligonucledtidos R90escL y escLPst se clon6 como un
fragmento BamHI/Pstl en el vector pQE30 (figura 17A y B). Mientras que para
la version carente de los primeros 50 codones el producto del amplificado con
los oligonucleétidos L5lescL y escLPst se cloné como un fragmento
BamHI/Pstl en el vector pQE30 (figura 17A y C). Las construcciones
resultantes se nombraron pAQAS50escL y pAQA89escL y su correcta

amplificacion se verific6 mediante la secuenciacién del DNA.

Figura 17. Clonacién de recortes del 5° de escL. Electroforesis en geles de agarosa al 1.2% (A)
Amplificacién por PCR del gen escL (A89 y A50), con un tamafio esperado de 420 y 445 pb
respectivamente. (B) y (C) Dobles digestiones BamHI/Pstl para confirmar la clonacion de
AB9escL y A50escL en el vector pQE30 (3.4 kb). Se utilizaron como marcadores de peso
molecular (MPM) y (M100) 1 kb DNA Ladder y 100 pb DNA Ladder respectivamente (ambos de
Sigma).

La cepa de E. coli M-15 [pREP4] se transformd con las construcciones

PAQAS0EscL y pAQA8B9EscL y se realizaron ensayos de sobreproduccion y



solubilidad de las versiones recombinantes (dato no mostrado). A pesar de que
la mayor cantidad de proteina recombinante se observd en la fraccion
insoluble, se consiguid purificar ambas proteinas a partir de la fraccién soluble
en condiciones nativas mediante cromatografia de afinidad por niquel (figura
18). Las proteinas migran de acuerdo con su masa estimada en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida, HisAS0EscL a 22 kDa y HisA89EscL a 17.7
kDa (figura 18). La proteina carente de los primeros 50 residuos resultdé mas
insoluble en comparacién con la carente de los primeros 89 residuos, por lo
que se purificd una menor cantidad de HisA50EscL (figura 18B).
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Figura 18. Purificacién de las versiones truncas de la proteina EscL (A) His-A50EscL y (B) His-
A89EscL, mediante cromatografia de afinidad por niquel a partir de la fraccién soluble (lisado)
de un cultivo de M15 [pREP4]/pAQA50escL o pAQA89escL, inducido con 0.1 mM de IPTG a 25
°C durante 4h. Después de lavar con concentraciones bajas de imidazol (40 y 60 mM) la
proteina recombinante se eluyd con 200 mM de imidazol. Las muestras se separaron mediante
SDS-PAGE al 12.5% en (A) y al 15% en (B). A la derecha se indican las masas moleculares

correspondientes.



Interaccion EscN-EscL e inhibicién de la actividad de ATPasa

Para determinar que EscL interactia con la ATPasa EscN se realizaron
ensayos de interaccién proteina-proteina tipo pulldown mediante cromatografia
de afinidad por niquel. Los lisados celulares conteniendo a las proteinas His-
A89EscL y EscN sin ninguna etiqueta (a partir de la construcciéon pATescN,
figura 7C), se incubaron junto con la resina de Ni-NTA durante 4 h a 4°C.
Después de lavar la resina con concentraciones bajas de imidazol se observé
la retencion especifica de EscN por el complejo Ni-NTA-His-A89EscL (figura
19A y B). Se utilizd la resina de Ni-NTA sola como control negativo (figura
19C). Estos resultados indican que existe interaccion entre las proteinas EscL y
EscN.

Figura 19. Interaccion del dominio carboxilo de EscL y EscN. (A) Ensayo tipo pulldown de His-
A89EscL y EscN. Se incubaron los lisados de las células M15 [pREP4])/pAQA89escL y
SJW1368/pATescN mas la resina de Ni-NTA a 4 °C durante 4h, posteriormente se recuperoé el
primer volumen de lavado con 40 mM de imidazol (carril 3) y después de lavar con 40 y 60 mM
de imidazol (carril 4 y 5, respectivamente) se eluyeron las proteinas con 200 mM de imidazol
(carriles 6-8), las muestras se separaron por SDS-PAGE (15%) y se visualizaron por tincién con
Coomassie. (B) Inmunoreconocimiento de la proteina EscN de las mismas muestras que en

(A), transferidas a una membrana de nitrocelulosa, con suero policlonal de conejo contra EScN.



(C) Como control negativo se incubd el lisado de SIW1368/pATescN con la resina Ni-NTA sola.
El suero contra EscN se utilizé en (B) y (C) a una dilucién de 1:8,000. A la derecha de cada

panel se indican las masas moleculares correspondientes.

La identificacion de EscN en este ensayo de interaccion se realizé6 mediante
inmunodeteccion con anticuerpos policlonales contra esta proteina (figura 19B
y C) generados en conejo (ver metodologia).

Estos resultados indican que EscL interactla con la ATPasa EscN y ademas
sugieren que los primeros 89 residuos (de los 231 totales) de EscL no son
requeridos en dicha interaccion, es decir que muy probablemente el dominio
carboxilo de EscL es la region de la proteina que reconoce a la ATPasa, como
se ha determinado para el sistema flagelar [84].

Para evaluar el efecto de EscL sobre la actividad de ATPasa de EscN se
purificaron las proteinas recombinantes His-EscN, His-A89EscL y His-A50EscL
mediante cromatografia de afinidad por niquel (figura 20A). Las proteinas
purificadas se dializaron y se utilizaron para evaluar la actividad de ATPasa de
EscN por el método de verde malaquita.

En primer lugar, se combinaron las proteinas recombinantes en la mezcla de
reaccion y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min,
posteriormente se inicid la reaccion enzimatica al afadir el ATP (3 mM). De
acuerdo con nuestros resultados anteriores (figura 12A), la concentracién de
His-EscN utilizada en estos ensayos (0.3 uM) correspondié a la requerida para
la formacién del oligdbmero. Adicionalmente, ya que se ha reportado que la
proteina reguladora interactia en un relacion de 2:1 con la ATPasa [82], se
decidio utilizar el doble de concentracion (0.6 uM) de ambos recortes de EscL.

La actividad enzimatica de His-EscN disminuyé drasticamente en las
reacciones que contenian tanto la recombinante HisA89-EscL como a HisA50-
EscL. La hidrolisis de ATP en presencia de HisA89EscL y HisAS0EscL se
estimo en 16.6 y 13.3 % respectivamente, de la actividad observada para His-
EscN sola (figura 20B). Adicionalmente como un control negativo, se evaluo la
actividad enzimatica de EscN en presencia de BSA, no se observaron cambios

en la hidrolisis de ATP (dato no mostrado).
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Figura 20. Regulacion negativa de EscN por EscL. (A) Tincién con Coomassie de las proteinas
recombinantes (His-EscN, HisA89EscL y HisAS0EscL) separadas mediante SDS-PAGE al
16%. A la derecha se indican las masas moleculares correspondientes. (B) Actividad de
ATPasa de His-EscN (0.3 uM) sola o en presencia de HisA89EscL o HisA50EscL (0.6 uM) a 37
°C y 3 mM de ATP. La actividad especifica se determin6 a partir de la pendiente de los cursos
temporales independientes.

En conjunto estos resultados preliminares demuestran que la proteina EscL
interactia con la ATPasa EscN, e inhibe su actividad enzimatica. Es decir que
actia como una proteina reguladora que probablemente evite la
oligomerizaciébn de EscN, como se sugiere que ocurre con las proteinas

ortélogas en el sistema flagelar [82].

Regién de EscN que participa en la interaccion con EscL

Por otra parte, se decidio evaluar la region de EscN que reconoce a la
proteina EscL, por tal motivo se generaron dos recortes de EscN, el primero
carente de la regién N-terminal (los primeros 42 residuos), y el segundo de la
region C-terminal (los ultimos 64 residuos), figura 21A. Los recortes de escN
Al1-42 y A373-446 se generaron mediante PCR utlizando los pares de
oligonucléotidos escNGLY42 y escNRv; y escNFw y escNEND372,
respectivamente.

Los productos de PCR (figura 21B) se digirieron y se clonaron como

fragmentos Ndel/BamHI en el vector de expresion pTrc99AFF4; los plasmidos



resultantes se nombraron pATeNai-42 Y PATeNas73-446, respectivamente (figura

21C). Su correcta amplificacidon se verific6 mediante la secuenciacion del DNA.
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Figura 21. Clonacion de diferentes regiones de escN. (A) Esquema de la proteina EscN que
sefiala en gris los residuos que se eliminaron, en la region N-terminal (del 1 al 42) y en la
region C-terminal (del 373 al 446). (B) Amplificacion por PCR de los recortes del gen escN Al-
42 y A373-446, tamafio esperado de 1.2 y 1.1 kb respectivamente. (C) Dobles digestiones
Ndel/BamHI para confirmar la clonaciéon de escNAl1-42 y escNA373-446 en el vector

pTrc99AFF4 (4.1 kb). Como marcador de peso molecular (MPM) se utilizé6 1 kb DNA Ladder
(Sigma).

Para la sobreproduccién de estas versiones de EscN, los plasmidos
PATeNa1-a2 Y PATeNas7sza46 S€ transformaron en la cepa de Salmonella
SJW1368. Se observdé una banda abundante en las masas moleculares
estimadas (44.1 y 40.3 kDa, respectivamente); sin embargo, s6lo una pequefia
proporcién se mantiene en la fraccion soluble (figura 22). No obstante, la
cantidad de proteina presente en la fraccion soluble resultd suficiente para
realizar los ensayos de interaccion con EscL.
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Figura 22. Sobreproduccion y solubilidad de ESCNai4 Y ESCNpsz7za46 (A) Los plasmidos
PATeNa1.42 ¥ PATENas73.446 S€ EXpresaron en células de Salmonella SJW1368 a 25 °C.
Después de inducir con 0.1 mM de IPTG durante 4 h, se cosecharon las células y se rompieron
por sonicacion. Las fracciones celulares se separaron en insoluble (FI) y soluble (FS), las
muestras se separaron por SDS-PAGE al 15% y se visualizaron por tincién con azul de
Coomassie. Los asteriscos indican la posicion de EscNai4 (superior) y de EScNasz7z.a46
(inferior). (B) Inmunoreconocimiento de EScNa1.42 Y ESCNas73.446 de las mismas muestras que en
(A) transferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubadas con suero contra EscN (1:10

000). A la derecha se indican las masas moleculares correspondientes.

Los ensayos de interaccion tipo pulldown utilizando los recortes de EscN se
llevaron a cabo siguiendo la metodologia descrita previamente para la proteina
completa, aunque debido a la menor solubilidad de las proteinas ESCNai-42 Y
EScNas73.446 S€ utilizd un volumen 4 veces mayor de lisado celular. Esta
relacion permitio tener cantidades similares de cada una de las proteinas
(figura 23A, carril 2).

La mezcla de lisados celulares conteniendo a His-A89EscL con EscN
completa 0 ESCNa1-42 0 ESCNa373.446 ¥ la resina de Ni-NTA, se incub6 durante
4 h a 4 °C. Después de lavar la resina se observé la elucion de la proteina
EscN completa, y del recorte ESCNas73.a46 junto con la recombinante His-
A89EscL (figura 23A, panel superior e inferior, respectivamente). De modo
interesante la version carente del la region N-terminal, ESCNai-42, No fue
retenida por His-A89EscL (figura 23A, panel central). Esto indica que el N-
terminal de EscN interactia con la proteina reguladora.



La presencia de His-A89EscL en estos ensayos se confirmé mediante su
inmunoreconocimiento con un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas (figura
23B).
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Figura 23. Regién de EscN que interactia con EscL. (A) Inmunodeteccion de EscN en los
ensayos de interaccion con la proteina His-A89EscL. Los lisados celulares conteniendo a EscN
(carril 2) completa (WT, panel superior) o los recortes EScNp;.4> (panel medio) 0 ESCNa373.446
(panel inferior) se incubaron con un lisado celular conteniendo a la recombinante His-A89EscL
(carril 1) mas la resina de Ni-NTA a 4 °C durante 4h. Posteriormente se recuper6 la fraccién no
unida (FNU) y después de lavar la resina con 40 mM de imidazol (carriles 4 y 5) las proteinas
se eluyeron con 400 mM de imidazol (carriles 6). Las muestras se separaron por SDS-PAGE
(15%), se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se probaron con el suero contra la
proteina EscN (1:10 000). (B) Inmunodeteccion de His-A89EscL de las mismas muestras que
en (A) con el anticuerpo contra la etiqueta de histidinas (1:10 000), para corroborar la presencia
de His-A89EscL en todos los casos. Las masas moleculares se indican a la derecha de cada

panel.

Los resultados descritos en esta seccion demuestran la interaccion de las
proteinas EscN y EscL del SST3 de EPEC e indican que EscL es la proteina
reguladora de este sistema. Ademas, se determiné que el C-terminal de EscL y
el N-terminal de EscN son las regiones involucradas en dicha interaccion, lo
que sugiere fuertemente que la formaciéon del complejo ATPasa-regulador y los
mecanismos de inhibicion enzimética son semejantes en el sistema flagelar y

en los inyectisomas.



PARTE Ill. ANALISIS MOLECULAR DEL DOMINIO C-TERMINAL DE EscN

Andlisis de la estructura primaria de EscN

Debido a la similitud de secuencia primaria de las ATPasas de los SST3
flagelar y de virulencia, y de éstas con las subunidades o y B de la Fo-F1 ATP-
asa (figura 24); asi como a la similitud de sus estructuras tridimensionales de
EscN y Flil monoméricas, se considera que el mecanismo de hidrdlisis de ATP

en ambas familias debe ser semejante [102,103,113].
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Figura 24. Alineamiento de secuencia primaria de las ATPasas de SST3, EscN (inyectisoma
EPEC), flagelar Flil (Salmonella) y las subunidades B (1SKYE) y o (1SKYB) de Bacillus PS3
terméfila. Se indican los residuos que conforman las cajas de Walker A y B. Los cuadros

obscuros denotan identidad y los grises sustituciones conservativas.



Por otra parte, como se menciono, se considera que la ATPasa del SST3 se
compone de tres dominios: (i) el N-terminal involucrado en su oligomerizacién y
en la interaccion con la proteina reguladora; (ii) el central o catalitico y; (iii) el
C-terminal, aunque muy poco caracterizado, se relaciona con la regién que
reconoce los complejos chaperona-efector [98,102,103].

La importancia del C-terminal en el reconocimiento de los complejos
chaperona-efector se determiné a partir de la caracterizacion de la mutacion
puntual L376P en la proteina InvC (ATPasa del inyectisoma de Salmonella)
pues dicha mutacion evita la interaccion de InvC con la chaperona SicP (sola o
en complejo con su efector, SptP) a diferencia de la enzima silvestre [98,105];
sin embargo, se conoce muy poco aun acerca de los mecanismos moleculares
involucrados en dicha funcién de la ATPasa. Para comenzar a estudiar las
propiedades del dominio C-terminal de esta familia de proteinas en este trabajo
se realizd un alineamiento multiple de diferentes ATPasas, tanto de
inyectisomas como flagelares.

Cuando se analizé la posicién correspondiente a la Leu376 de InvC, el
alineamiento mdltiple revel6 que este residuo (figura 25, renglén del asterisco
negro) solo se encuentra conservado en las ATPasas de inyectisomas, como
un residuo hidrofébico, generalmente valina. En EscN dicha posicion
corresponde a la Val393. Sin embargo, en las ATPasas flagelares esta posicion
esta por lo general representada por un residuo polar sin carga (asparagina
principalmente), aunque también en algunos casos por el aminoacido polar
alanina (figura 25, renglén del asterisco negro).

Adicionalmente, el alineamiento de secuencias nos permitié identificar cinco
residuos en este dominio, cercanos a la L376/V393 de InvC/EscN, que estan
altamente conservados en las diferentes ATPasas tanto de inyectisomas como
flagelares (figura 25, asteriscos azules). Estos comprenden los residuos
Gly400, Tyr402, Gly405, Asp41l y GIn426 en la proteina EscN; de aqui en
adelante la notacion de los residuos de las ATPasas se describira con base en
la secuencia de EscN, (figura 25 primer renglon). Debido a que son
aminodcidos idénticos de la region carboxilo y al antecedente mencionado para
InvC [98], se considerd que estos cinco residuos también podrian participar en
el reconocimiento de los complejos chaperona-sustrato o bien, tener un papel

critico en la funcién de la enzima.



Figura 25. Alineamiento multiple de secuencias del C-terminal de ATPasas del SST3, de
inyectisomas vy flagelares (la linea rosa divide ambos grupos). Los residuos marcados en azul
denotan identidad y los marcados en amarillo sustituciones conservativas. El asterisco negro
indica la posicion equivalente a la L376 de InvC, que en EscN es la V393. Los asteriscos rojos
y verdes indican los residuos conservados de acuerdo al grupo de ATPasas, de inyectisomas o
flagelares, respectivamente. Las proteinas de inyectisomas alineadas son, del primer al Ultimo

renglén: EscN (EPEC), InvC (Salmonella enterica serovar Typhimurium), EsaN (Edwardsiella



tarda), ShscN (Shewanella baltica), ChscN (Chromobacterium violaceum), LascN (Lawsonia
intracellularis), VscN (Vibrio campbellii y parahaemolyticus), AscN (Aeromonas hydrophila),
LscN (Photorhabdus luminescens), YscN (Yersinia enterocolitica y pestis), BscN (Bordetella
bronchiseptica), SscN (Stappia aggregata), HrcN (Xanthomonas axonopodis, Ralstonia
solanacearum y Pseudomonas syringae), RhcN (Bradyrhizobium japonicum), SctN (Lysobacter
enzymogenes), BscN (Burkholderia cenocepacia), Spa47 (Shigella flexneri). Las ATPasas
flagelares (Flil) de: E. coli, S. flexneri, S. thypi, S. enterica serovar Typhimurium, Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis, Pectobacterium atrosepticum, V. cholerae, P. aeuroginosa, Rhodobacter
sphaeroides, Nitrobacter  winogradskyi, = Caulobacter crescentus, = Magnetospirillum
gryphiswaldense, Gluconobacter oxydans, Clostridium novyi, Desulfotomaculum reducens,
Candidatus desulforudis, Thermosinus carboxydivorans, Geobacter uraniireducens,

Caldicellulosiruptor saccharolyticus y Thermotoga maritima.

Por ultimo, se identificaron otros dos residuos conservados que distinguen a
los dos grupos de ATPasas flagelares o de inyectisomas, el primero representa
la L395 de EscN, que en las ATPasas de inyectisomas es por lo general un
residuo no polar (principalmente leucina) (figura 25, asteriscos rojos); mientras
que en las ATPasas flagelares es un residuo cargado negativamente
(principalmente aspartato) (figura 25 asteriscos verdes). El segundo residuo
corresponde al E401 de EscN, que en las ATPasas de inyectisomas siempre es
un residuo con carga negativa; pero en las flagelares se encuentra un residuo
pequefio (alanina generalmente). De acuerdo con estas diferencias y con su
posicién cercana a la V393, se considerd que los residuos correspondientes a
la L395 y E401 de EscN podrian, ademés de participar en el reconocimiento de
las proteinas a ser secretadas, tener un papel en la selectividad de la ATPasa
por sus sustratos de acuerdo con el correspondiente SST3 (inyectisoma o

flagelo).

Andlisis de la estructura terciaria de EscN

Para conocer mas a detalle la localizacion y conformacion de los residuos
conservados del C-terminal de las ATPasas que previamente identificamos,
éstos se ubicaron en las estructuras atomicas de EscN y Flil [102,103].
Asimismo, para comparar la region C-terminal de las proteinas se realizé un
alineamiento estructural de estas ATPasas (utilizando la paqueteria PyMOL)
(figura 26).



Es importante sefialar que la estructura de EscN (ademas de carecer de los
primeros 102 residuos) se resolvié con la mutacion puntual V393P. Al comparar
la region C-terminal de EscN con el cambio V393P, con la estructura atomica
de FIlil (en la que dicha posicion la ocupa el residuo Asn400), notamos que
estos residuos son parte de una a-hélice (denominada C1 en [58]). Sin
embargo, en EscN la introduccién del residuo de prolina afecta la estructura de
esta a-hélice C1, rompiéndola y generando una pequefia asa o loop (figura 26).
Ademas también afecta algunos residuos consecutivos que se encuentran en el
asa que separa las a-hélices C1 y C2, (figura 26B). De aqui en adelante nos

referiremos a dicha region como asa A.

Figura 26. Alineamiento estructural de EscNA1-102 V393P (PDB; 20BM) y Flil (PDB; 20PY).
En cian y naranja se marcan los residuos del dominio carboxilo terminal de EscN y Flil,
respectivamente. (A) Vista lateral de las estructuras completas, se indica la posicion de la
mutacion V393P en EscN que afecta la a-hélice C1 (C1). En esferas amarillas se marca la
molécula de ADP. (B) Amplificacién del alineamiento estructural del C-terminal. Se muestran
las cadenas laterales de los residuos correspondientes a las posiciones marcadas con

asteriscos en el alineamiento de la figura 24; V393P en negro (mutacion equivalente a la L376P



de InvC), G400, Y402, G404, D411y Q426 en azul (residuos conservados), L395 y E401 en
rojo (residuos conservados diferencialmente) y sus correspondientes en Flil en verde (D* y A*).
Las a-hélices C2 y C3 se marcan como C2 y C3, respectivamente. El alineamiento estructural y

las figuras se realizaron con la paqueteria PyMOL [147].

En cuanto a los 5 residuos idénticos del dominio C-terminal identificados en
el alineamiento de la figura 24, observamos que tres: G400, Y402 y G405 se
ubican en el asa A que conecta las hélices C1 y C2; el residuo D411 en la
a-hélice C2 y por ultimo, el residuo Q426 en el asa B, (figura 26). Mientras que
los residuos conservados diferencialmente, L395 y E401, se ubican en la
a-hélice C1y en el asa A, respectivamente (figura 26).

Para contar con una aproximacion de la region C-terminal en el contexto
oligomérico de la ATPasa, se model6 un homohexamero de EsScNA1-102
V393P utilizando como templado las coordenadas de las subunidades o y B del
sector F; (utilizando la paqueteria PyMOL) (figura 27); de forma similar a como
se ha reportado previamente [103].

El modelo del homohexamero de EscN reveld que la mayoria de los residuos
del C-terminal se encuentran expuestos en el oligdbmero, principalmente los
ultimos residuos de la a-hélice C1, todos los del asa A y la mayoria de la a-
hélice C2. Debido a esto, podrian representar un sitio blanco para la interaccion
de los complejos chaperona-efector o de alguna otra proteina (figura 27). En
cuanto a los residuos de la a-hélice C1, debido a la mutacion V393P presente
en la estructura de EscN, consideramos probable que en la enzima silvestre su
orientacion sea diferente, muy semejante a la de los residuos correspondientes
en Flil (figura 26).

La orientacion de la ATPasa del SST3 que mas se ajusta a las evidencias
experimentales predice la localizacion de la region N-terminal asociada a la
membrana interna bacteriana, mientras que el C-terminal se encontraria
orientado hacia el citoplasma [81,87,105,110]. Esto sugiere que el N-terminal
de EscN puede asociarse, ademas de con la proteina reguladora FIliH
(resultados descritos en la parte IlI), con los componentes del aparato de
exportacion, por ejemplo, con los dominios solubles de las proteinas FIhA y
FIhB; mientras que el C-terminal estaria reconociendo a los complejos

chaperona translocador/efector.



Figura 27. Modelo del homohexamero de EscNA1-102 V393P. Se colorean los residuos de
cada monémero de EscN que se encuentran alineados en la figura 24, en color cian los de
cinco mondmeros y por claridad los del sexto monémero en color naranja claro. (A) Vista lateral
y (B) vista inferior del homohexamero. (C) Amplificacion del C-terminal del modelo. En todos los
casos se indican las o-hélices C1, C2 y C3 (C1-C3). En (B) y (C) se representan en esferas y
bastones, respectivamente, las cadenas laterales de los residuos: G400, Y402 y G405 (en
azul), V393 (en negro), L395 y E401 (en rojo) y T403, M404 e 1414 (en verde). Para la
construccion del homohexamero de EscN se utilizaron como templado las coordenadas de las
subunidades o y B del sector F; (PDB; 1BMF). El alineamiento estructural y las figuras se

realizaron con la paqueteria PyMOL [147].

Para la subunidad B de la FoF;-ATPasa se ha descrito que la unién e
hidrolisis del ATP generan cambios conformacionales importantes en su
estructura, siendo el C-terminal una de las regiones mas flexibles, en particular

los residuos correspondientes a los de las a-hélices C1 y C2 en las ATPasas



de SST3 [153]. La similitud estructural que comparten estas enzimas hace
suponer que también en las ATPasas de los SST3 ocurren estos cambios
conformacionales y podrian constituir uno de los mecanismos de acoplamiento
de la energia de hidrdlisis con la energia cinética que permita la secrecién de
proteinas via SST3.

Con base en lo anterior se decidié generar una serie de mutantes puntuales
en el C-terminal de EscN y caracterizar su efecto en la complementacion de

una mutante nula de EPEC en el gen escN.

Generacién de mutantes puntuales del C-terminal de EscN

Tomando en cuenta nuestros alineamientos de secuencia primaria (figura
25), los antecedentes de la literatura y la ubicacion de los residuos del C-
terminal de EscN en el modelo hexamerico (figura 27), se generaron las
siguientes mutantes puntuales en la ATPasa. En la a-hélice C1: la mutacion
V393P, y en esta misma posicién los cambios V393A y V393N (el cambio por el
residuo correspondiente en la ATPasa flagelar); mutaciones que nos permitirian
confirmar o descartar que el residuo V393 represente un sitio critico para el
reconocimiento de los complejos chaperona-efector y para la funcion de la
enzima [98]. En cuanto a los residuos idénticos se realizaron las mutaciones
G400A y Y402A, en el asa A; D411A de la a-hélice C2 y Q426A en el asa B.
Para el caso de los residuos conservados diferencialmente se realizaron los
cambios por los correspondientes residuos flagelares: L395D (de la a-hélice
C1l) y E401A (del asa A).

Ademas, se realizaron las mutaciones de los residuos del asa A; T403A y
M404A, los cuales no estan conservados, sin embargo se predice que se
encuentran expuestos en el oligdmero (figura 27) por lo que se consider6é que
también podrian tener un papel importante.

En la a-hélice C2 se realizaron los cambios 1414A e 1414P con el fin de
analizar también la importancia estructural de esta otra a-hélice.

Para generar las diferentes mutantes de escN, se subcloné el gen escN a
partir del plasmido pAEescN como un fragmento Ncol/BamHI (fragmento que

ademas del gen escN completo incluye la secuencia de 10 histidinas del vector



PET19b y el sitio de union a ribosoma) en el vector de expresion pTrc99A, vy el
plasmido resultante se nombré pATHescN (figura 28). La mutagénesis sitio
dirigida se realiz6 mediante la metodologia QuickChange (Stratagene). Se
disefiaron todos los pares de oligonucléotidos antisentido necesarios (tabla 2),
los cuales contienen la mutacion deseada en la parte media de su secuencia, y
como templado para las reacciones de PCR se utilizé el plasmido pATHescN.
La correcta incorporacion de todas las mutaciones realizadas se confirmo
mediante la secuenciacién del DNA. Los plasmidos resultantes se hombraron
PATHeNv3z03p, PATHENy393a, €tCétera (tabla 1).
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Figura 28. Subclonacién de his-escN. Electroforesis en geles de agarosa al 1% (A) Dobles
digestiones Ncol/BamHI de los plasmidos pAEescN y pTrc99A. El inserto liberado (his-escN/
Ncol/BamH]I) y el vector pTr99A/Ncol/BamHI se purificaron para realizar la subclonacién en
este Ultimo. (B) Doble digestiéon Ncol/BamHI de pATHescN para confirmar la subclonacién. Las
bandas de mayor tamafio pueden corresponder a los vectores no digeridos eficientemente. Se

utiliz6 como marcador de peso molecular (MPM) 1 kb DNA Ladder (Sigma).

Efecto de las mutaciones puntuales del C-terminal de EscN en la

complementacion de una cepa EPECAescN

Los pladsmidos con el gen escN silvestre y con éste mutagenizado se
transformaron en la cepa de EPECAescN y se analizd la capacidad de las
diferentes versiones de escN de complementar la secrecion de proteinas
translocadoras y efectoras (figura 29).



Los sobrenadantes precipitados se separaron por medio de una
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) y las proteinas secretadas via
SST3 se visualizaron mediante la tincion con azul de Coomassie (figura 29A) o
mediante inmunodeteccién utilizando anticuerpos policlonales especificos
contra las proteinas EspA y EspB (figura 29B).

Como ha sido reportado para la ATPasa InvC [98], se observé que la
sustituciéon V393P en EscN provoca la pérdida de funcién de la proteina y se
evita la complementacion de la secrecion de la cepa EPECAescN (figura 29,
carril 5), de modo consistente también con [103]. No obstante, este mismo
residuo (V393) tolera los cambios por alanina y asparagina (figura 29, carril 3 'y
4), lo que sugiere que la pérdida de funcion en EscN V393P y en InvC L376P
es consecuencia de la pérdida de estructura de la a-hélice C1 (figura 29,
carriles 3-5).

De las cuatro sustituciones por alanina realizadas en los residuos
conservados, los cambios Y402A y D411A afectaron la funcion de la ATPasa,
siendo mas drastico el efecto para el cambio en el residuo D411 (figura 29,
carriles 9 y 12). Estos resultados indican por primera vez el importante papel
tanto del asa A como de la a-hélice C2 (en adicion a la a-hélice C1), en la
funcion de EscN y posiblemente de todas las ATPasas de SST3. Por otra parte,
contrario a lo que se esperaba, no se observd un efecto en los otros dos
cambios en los residuos G400A y Q426A (figura 29, carriles 7 y 15). Sin
embargo, ya que la sustitucion G400A se puede considerar conservativa, no
descartamos la posibilidad de que algun otro cambio afecte la funcion de EscN.
Por su parte, a pesar del cambio no conservativo Q426A realizado en el asa B,
nuestros resultados indican que este residuo no tiene un papel critico en la
funcién de EscN (figura 29, carril 15).

En relacion con las sustituciones en los residuos conservados
diferencialmente; de manera interesante observamos que ambas mutaciones
L395D y E401A, presentaron un efecto negativo en la secrecion de proteinas,
siendo el cambio mas severo el de E401A (con un fenotipo muy semejante al
cambio V393P, figura 29, carriles 5, 6 y 8). Estos resultados indican que las
posiciones conservadas diferencialmente entre las ATPasas de inyectisomas y

flagelares, tienen un papel importante en su funcionamiento, quiza en el



reconocimiento de sus sustratos o de otros componentes ya que no se pueden

reemplazar por el residuo correspondiente entre ambos sistemas de secrecion.
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Figura 29. Complementacién de la cepa EPECAescN. (A) Perfil de secrecion de proteinas de
EPECAescN (en medio DMEM a 37 °C), portadora del plasmido pTrc99A o del plasmido
pATHescN con el gen escN o las diferentes mutantes puntuales del C-terminal indicadas.
Tincién con azul de Coomassie. (B) Inmunoreconocimiento con anticuerpos especificos contra
las proteinas EspB (1:30,000) y EspA (1:50,000) en los sobrenadantes (S) y contra las
proteinas EspA (1:25 000) y EscN (1:8 000) en las células completas (P). EspC es una proteina
gue no se secreta via SST3 y se puede considerar como un control interno. A la izquierda de

cada panel se indican las masas moleculares correspondientes.

Las otras dos posiciones mutagenizadas en el asa A; T403A y M404A, no
tuvieron ningun efecto en la secrecion de proteinas (figura 29, carriles 10 y 11),

a pesar de ser residuos expuestos y de encontrarse en la misma asa que las



posiciones E401 y Y402 (figura 27), es probable que los cambios realizados no
alteren la conformacion del asa A o que estos residuos no contribuyan en la
interaccion con los componentes del SST3.

Por ultimo, en cuanto a los cambios generados en la posicion 1414 (a-hélice
C2); la sustitucion por alanina no tuvo ningun efecto sobre la secrecién (figura
29, carril 14) aunque este cambio también se considera conservativo; sin
embargo, para la mutacion 1414P se observé un efecto negativo en la secrecion
(figura 29, carril 13), lo que nos indica que la estructura o flexibilidad de la a-
hélice C2 es necesaria para la funcién de secrecion de EscN, aunque resultd
ser mas tolerante a la introduccion de un residuo de prolina en comparacion
con la a-hélice C1.

La presencia de todas las mutantes puntuales se confirmé mediante la
inmunodeteccion de EscN en las pastillas celulares (figura 29B, panel inferior).

Cabe seiialar que, a diferencia de lo esperado, el cambio E401A presento el
fenotipo mas severo, incluso méas drastico que la mutacion del residuo
contiguo; Y402A (altamente conservado en todas las ATPasas de SST3, (figura
24)). Es probable que la carga negativa en dicha posicion tenga una funcion en
la secrecion de proteinas, no obstante la misma posicion en las ATPasas
flagelares funciona de manera adecuada con un residuo de alanina.

Un fenotipo semejante se observd con la sustitucion L395D, al parecer la
presencia de la carga negativa en dicha posicion afecta notablemente la
funcidn de EscN; sin embargo, en los alineamientos observamos que esto no

sucede para las ATPasas flagelares.

Caracterizacion de las mutantes puntuales de EscN con pérdida de

funcioén

Se analiz6 con mayor detalle la secrecibn de proteinas en la cepa
EPECAescN con las seis mutantes puntuales de EscN que afectan la
exportacion via SST3. Se realizaron ensayos de secrecién de proteinas y se
analizd mediante inmunodeteccion la salida de proteinas translocadoras y

efectoras al medio.



De acuerdo con nuestros resultados anteriores, se observo que las
mutaciones en EscN V393P, L395D y E401A presentan un comportamineto
muy similar en el que la secrecidon se abate y no son capaces de complementar
a la cepa de EPECAescN, en comparacion con la proteina EscN silvestre
(figura 30). Incluso mediante inmunodeteccidn no se detectan las proteinas
translocadoras EspA y EspB ni las efectoras Tir y EspF (figura 30B). Con
excepcion de la mutacion L395D, que presentd una ligera sefial con el suero
contra EspF.

Estos resultados indican que los cambios en EscN por los residuos
flagelares (L395D y E401A) presentan los fenotipos mas drasticos evitando que
la ATPasa realice su funcidon adecuadamente, a pesar de que en las ATPasas
flagelares se utilicen dichos residuos.

Por otra parte, para las mutaciones en EscN Y402A e 1414P, la secrecién no
se pierde por completo y se puede observar una baja cantidad de proteinas
translocadoras en la tincion con azul de Coomassie (figura 30A). El andlisis por
inmunoreconocimiento confirmd que, aunque a niveles muy bajos en relacién
con la ATPasa silvestre, con las mutantes Y402A e 1414P se restaura la

secrecion de proteinas translocadoras y efectoras (figura 30B).
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Figura 30. Caracterizacion de la actividad secretora de las mutaciones en EscN que afectan la

exportacién de proteinas. (A) Perfil de secrecién de proteinas de EPECAescN (en medio



DMEM a 37 °C) portadora del plasmido pTrc99A, el plasmido pATHescN con el gen silvestre y
las diferentes mutantes puntuales indicadas. Tincion con azul de Coomassie. (B)
Inmunoreconocimiento con anticuerpos especificos contra las proteinas EspB (1:30,000), EspA
(1:50.000), Tir (1:4 000) y EspF (1:5 000) en los sobrenadantes (S) y contra las proteinas EspA
(1:25 000) y EspF (1:4 000) y contra la etiqueta de histidinas (1:10 000) para corroborar la
presencia de EscN en las células completas (P). A la izquierda de cada panel se indican las

masas moleculares correspondientes.

Por ultimo, en la complementacion con la mutante EscN D411A se observo
una secrecion diferencial de proteinas translocadoras y efectoras; pues la
secrecion de EspB y EspA (figura 30B) se abate casi por completo mientras
que la secrecion de Tir y EspF se observd ligeramente disminuida en
comparacion con la ATPasa silvestre (figura 30B). Los resultados descritos se
obtuvieron en una condicion en la que se secretan al medio principalmente las
proteinas translocadoras.

La presencia de EGTA en el medio incrementa la secrecion de proteinas
efectoras y disminuye la de translocadoras in vitro [136]. Se observd que la
secrecion diferencial con la mutante de EscN D411A se mantiene en medio
DMEM con EGTA (dato no mostrado).

Los resultados obtenidos con la mutante D411A podrian indicar un defecto
de la ATPasa en el reconocimiento de las proteinas translocadoras, ya sea
directo o mediado a través de sus chaperonas. Adicionalmente se consideré
que en la mutante EscN D411A la interaccion con la proteina SepL también
pudiese encontrarse afectada (ver adelante) pues el perfil de secrecién con
dicha mutante (D411A) es en cierto grado semejante al descrito para las
mutantes de EPEC en los genes sepD y sepL [136], ademas de que se ha
reportado la interaccion de las proteinas ortélogas a SepL y EscN en otros
inyectisomas [108,154,155].

La produccién de las proteinas EspA y EspF, asi como de His-EscN vy las
diferentes mutantes se confirmé mediante la inmunodeteccion con suero contra
las proteinas EspA y EspF y con un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas
en las pastillas celulares (figura 30B).



Purificacion y actividad de ATPasa de las mutantes de EscN

A pesar de que las diferentes mutaciones generadas en el dominio C-
terminal de EscN se localizan lejanas al sitio activo de la enzima, se analizé la
actividad de ATPasa para descartar que el defecto en la secrecion estuviese
relacionado con la catdlisis. Las proteinas recombinantes His-EscN y las
mutantes puntuales V393P, L395D, E401A, Y402A, D411A, ademés de la
mutante catalitica K183E (utilizada como control negativo), se purificaron
mediante cromatografia de afinidad por niquel (figura 30A). La actividad de

ATPasa se determiné mediante el ensayo de verde malaquita (figura 30B).
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Figura 30. (A) Purificacion de His-EscN y las mutantes puntuales indicadas mediante
cromatografia de afinidad por niquel, en las mismas condiciones antes descritas para la enzima
silvestre. Tincion con Coomassie. La masa molecular de referencia se indica a la izquierda. (B)
Actividad de ATPasa de His-EscN y las mutantes puntuales (0.3 uM) a 37 °C y 3 mM de ATP.
La actividad especifica se determind a partir de la pendiente de los cursos temporales

independientes.



A excepcion de la mutante V393P cuya actividad se disminuye a un 67%
respecto a la de la enzima silvestre, el resto de las mutantes del C-terminal
presentaron una actividad semejante a la de la enzima silvestre (figura 30B).
Estos resultados indican que la pérdida de funcién no se encuentra relacionada
con un defecto en la actividad enzimatica de la ATPasa. Adicionalmente, a
pesar de que se ha reportado que la mutante L376P en InvC (correspondiente
a la V393P de EscN) mantiene una actividad de ATPasa como la enzima
silvestre, nuestros resultados indican que en EscN la mutacion equivalente si

tiene un efecto en la catalisis (figura 30B).

Interaccién del complejo chaperona-efector con EscN

Debido a que nuestra hipétesis considera que el defecto en la secrecion de
las mutantes del C-terminal de EscN esta relacionado con el reconocimiento de
los complejos chaperona-efector, se evalué la interaccion de la proteina
chaperona CesT con EscN y con las mutantes puntuales V393P y E401A; que
presentan el fenotipo de pérdida de secrecién mas severo. A su vez, el cambio
V393P es el correspondiente a la L376P de InvC, mutante que no reconoce el
complejo chaperona-efector [98]. Cabe mencionar también que las
interacciones de la ATPasa EscN con el efector Tir y su proteina chaperona,
CesT, ya se han reportado previamente [107].

Los ensayos de interaccion tipo pulldown utilizando la proteina His-EscN y
las mutantes puntuales V393P y E401A se realizaron siguiendo la metodologia
descrita previamente en este trabajo para la interaccién EscN-EscL.

Para la sobreproduccion de CesT se utilizo el plasmido pMTcT (que contiene
el gen cesT sin ninguna etiqueta en el vector pTrc99AFF4). El lisado celular de
la cepa de Salmonella SJW1368 expresando el plasmido pMTcT, se mezclo
con el lisado celular de SJW1368 portadora del plasmido pATHescN o
pATHescNV393P o pATHescNE401A més la resina de Ni-NTA. Los lisados se
incubaron durante toda la noche a 4 °C en agitacion. Después de lavar la
resina se observo la elucién de la proteina CesT junto con la recombinante His-
EscN (figura 31A) y no asi para la resina de Ni-NTA sola utilizada como control
negativo (figura 31C).



Nuestros resultados indican que la recombinante His-EscN V393P es capaz
de interactuar con la chaperona CesT (figura 31A). Por su parte, la interaccion
con la mutante E401A también resulté positiva (figura 31A). Estos datos
sugieren que el defecto en la secrecion de las mutantes de EscN V393P y

E401A no se debe a la pérdida de reconocimiento de los complejos chaperona-

efector.
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Figura 31. Reconocimiento de la chaperona CesT por EscN. (A) Inmunodeteccion de CesT en
los ensayos de interaccion con la proteina His-EscN. Los lisados celulares conteniendo a His-
EscN (carril 2), panel superior, o las mutantes puntuales V393P, panel medio o E401A, panel
inferior, se incubaron con un lisado celular conteniendo a la proteina CesT (carril 1) mas la
resina de Ni-NTA a 4 °C durante toda la noche. Posteriormente se recupero la fraccién no unida
(FNU, carril 3) y después de lavar la resina con 40 mM de imidazol (carril 4) las proteinas se
eluyeron con 400 mM de imidazol (carriles 5). Las muestras se separaron por SDS-PAGE
(15%), se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se probaron con el suero contra la
proteina CesT (1:8 000). (B) Inmunodeteccién de His-EscN de las mismas muestras que en (A)
con el anticuerpo contra la etiqueta de histidinas (1:10 000), para corroborar la presencia de
His-EscN en todos los lisados y eluciones. (C) Como control negativo se incub0 el lisado celular
conteniendo a CesT con la resina Ni-NTA sola. Las masas moleculares correspondientes se

indican a la derecha de cada panel.



La presencia de His-EscN, y las mutantes V393P y E401A en los lisados
celulares y en las eluciones correspondientes se determind mediante la
inmunodeteccion de las proteinas recombinantes con un anticuerpo contra la
etiqueta de histidinas (figura 31B).

Adicionalmente a estos ensayos, en nuestro laboratorio también se
evaluaron las interacciones de fusiones de EscN y las mutantes V393P, E401A,
Y402A y D411A a la proteina glutation S-transferasa (GST), con el complejo
His-CesT-Tir.

Para generar las fusiones GST-EscN, se amplifico por PCR el gen escN con
los oligonucléotidos escNGSTF y escNGSTR y el producto de PCR se clon6 en
el vector de expresion pGEX4-T2 (que incorpora la secuencia de gst en la
region 5 del gen clonado), como un fragmento BamHI/Pstl (figura 32A). El
plasmido resultante se nombré pAGescN (figura 32B) y la amplificacién
correcta del gen se corroboré mediante la secuenciacion del DNA.

A través de ensayos de secrecion se demostré que la fusion GST-EscN es
funcional pues complementa la secrecidn de proteinas de la cepa EPECAescN
(figura 32C). Esto indica que el N-terminal de la ATPasa tolera cambios
estéricos importantes como la incorporacion de una proteina globular de 25
kDa (GST).
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Figura 32. (A) Amplificaciéon por PCR del gen escN, tamafio esperado de 1340 pb (B) Doble
digestion BamHI/Pstl para confirmar la clonacion de escN en el vector pGEx4T-2 (4.9 kb). Se
utilizé como marcador de peso molecular (MPM) 1 kb DNA Ladder (Sigma). (C) Perfil de
secrecion de proteinas de EPECAescN (en medio DMEM a 37 °C) portadora del plasmido

pATHescN (con el gen silvestre) o pAGescN. Tincién con azul de Coomassie.



La incorporacion de las mutaciones V393P, E401A y Y402A sobre la fusion
gst-escN, se realizé en nuestro laboratorio mediante la subclonacién a partir de
los plasmidos pATHeNV393P, pATHeNE401A o pATHeNY402A en el pladsmido
pAGescN [143]. Utilizando las proteinas purificadas GST-EscN o V393P o
E401A o Y402A o D411A y el complejo His-CesT-Tir se evalud la interaccion
mediante la copurificacion de las proteinas de una resina de sefarosa acoplada
a glutation. Los resultados obtenidos en el laboratorio por Diaz-Guerrero, M.
[143] sefialan que el complejo His-CesT-Tir interactda con la ATPasa silvestre y
también con las cuatro mutantes puntuales analizadas, mas no con la proteina
GST sola.

Estos resultados en conjunto indican que el defecto en la secrecion
observado con las mutantes del C-terminal de EscN, contrario a lo reportado
para la mutante de InvC L376P, no se debe a la pérdida de reconocimiento de
los complejos chaperona-efector. Por lo que el fenotipo observado podria estar
relacionado con un defecto en la interaccion de la ATPasa con otro
componente del SST3 de EPEC como la proteina Orfl5 o la proteina SepL (ver

discusion).

Interaccién de la proteina SepL con EscN

Debido al fenotipo observado en la complementacion de la cepa
EPECAescN con la mutante EscN D414A (secrecion diferencial de proteinas
translocadoras y efectoras, figura 29B) y con base en los antecedentes
[108,136,154,155], se evalud la interaccién de la ATPasa EscN con la proteina
SepL siguiendo la metodologia descrita previamente para la interaccion His-
EscN-CesT.

Para la sobreproduccion de SeplL se utilizo el plasmido pMTpL (que contiene
el gen sepL sin ninguna etiqueta en el vector pTrc99AFF4). El lisado celular de
la cepa de Salmonella SJW1368 conteniendo el pldsmido pMTpL se mezclo
con el lisado celular de SJW1368 portadora del plasmido pATHeNWT o
pATHeND411A o pATHeNE401A mas la resina de Ni-NTA. Los lisados se
incubaron durante toda la noche a 4 °C en agitacion. Después de lavar la
resina se observo la elucién de la proteina SepL junto con la recombinante His-

EscN (figura 33A) y no asi para la resina de Ni-NTA sola (figura 33C). Cabe



sefalar que este es el primer reporte que describe la interaccion entre EscN y
SepL.

Sin embargo, contrario a lo esperado, la interaccion de SepL con la proteina
His-EscN D414A también resulté positiva (figura 33A), lo que indica que la
pérdida de secrecion de las proteinas translocadoras no es consecuencia de un
defecto en la interaccion con SeplL, y probablemente esté asociado al

reconocimiento per se de los complejos chaperona-translocador.

A B
a-Sepl a-His
lisados W lisadeos W
] .bﬂp .\5‘3 2 N
EseN S°PLYWFNU v elucion yp, sepL WOENU 3 elucion  1pg
= — 475
WT > - - - o
—-325
—325
— 475 -
DA11A (S Ll £
—32.5 .
— 325
1 2 3 4 & 1 2 3 4 5
C ._;,e?\’
25° o
% FNU & elucién KkDa
- 475
Ni-NTA a-SeplL
==
sola | - 325
1 2 3 4

Figura 33. Reconocimiento de la proteina SepL por EscN. (A) Inmunodeteccion de SeplL en los
ensayos de interaccion con la proteina His-EscN. Los lisados celulares conteniendo a His-EscN
(carril 2), panel superior, o la mutante puntual D411A, panel inferior se incubaron con un lisado
celular conteniendo a la proteina SepL (carril 1) més la resina de Ni-NTA a 4 °C durante toda la
noche. Posteriormente se recuperé la fraccion no unida (FNU, carril 3) y después de lavar la
resina con 40 mM de imidazol (carril 4) las proteinas se eluyeron con 400 mM de imidazol
(carriles 5). Las muestras se separaron por SDS-PAGE (15%), se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa y se probaron con el suero contra la proteina SepL (1:3 000). (B)
Inmunodeteccion de His-EscN de las mismas muestras que en (A) con el anticuerpo contra la
etiqueta de histidinas (1:10 000), para corroborar la presencia de His-EscN en ambos lisados y
eluciones. (C) Como control negativo se incubé el lisado celular conteniendo a SepL con la
resina Ni-NTA sola. Las masas moleculares correspondientes se indican a la derecha de cada

panel.



La presencia de His-EscN y D411A en los lisados celulares y en las
eluciones correspondientes se determind mediante la inmunodeteccién de las
proteinas recombinantes con un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas
(figura 33B).

Los resultados presentados en esta seccion representan el primer analisis
de la regién C-terminal de una ATPasa asociada al SST3 y demuestran la
importancia funcional de cinco nuevas posiciones identificadas en las a-hélices
Cl y C2, asi como en el asa A que comunica ambas a-hélices. También
demuestran que el residuo V393 de EscN no es critico para su funcion, y
sugieren que la estructura y/o flexibilidad de la a-hélice C1 (que contiene la
V393) si lo es. Ademas, contrario a lo reportado, el cambio V393P no evita el
reconocimiento de las proteinas chaperonas. Por Uultimo identificamos la
interaccién entre las proteinas EscN y SepL del SST3 de EPEC. Los resultados
obtenidos en esta seccion se resumen en la Tabla 4.

Actualmente continuamos evaluando en el laboratorio diferentes
interacciones de la ATPasa EscN y las mutantes puntuales aisladas en este
trabajo con el fin de determinar las razones por las que afectan la secrecién de

proteinas via SST3.

Tabla 4. Resumen de resultados obtenidos para las mutaciones puntuales en EscN

Mutacién Ubicacién Secrecion en Actividad Interaccién Interaccién
EPECAescN de ATPasa con CesT con SeplL
V393P a-helice C1 NO disminuida Positiva N.D.
L395D o-helice C1 NO WT Positiva (DG) N.D
E401A asa A NO WT Positiva N.D
Y402A asa A +/- WT Positiva (DG) N.D.
D411A a-helice C2 | s.t. NO ; s.e.+/- WT N.D. Positiva
1414P a-helice C2 +/- N.D. N.D. N.D.

En negritas se indican los cambios por el residuo flagelar correspondiente. s.t. secrecion de
translocadores; s.e. secreciéon de efectores; WT silvestre; N.D. no determinado; DG resultado
obtenido en [143] por Diaz-Guerrero.




DISCUSION

PARTE |. CARACTERIZACION CINETICA Y OLIGOMERIZACION DE EscN

La ATPasa asociada a los SST3 o inyectisomas es un componente esencial
para el funcionamiento de estos complejos macromoleculares de secrecidon. Su
actividad enzimatica se requiere para la formacién del sistema, la translocacién
de proteinas y el desarrollo de la infeccién bacteriana [109,110,116]. A su vez,
la biogénesis eficiente del SST3 flagelar también requiere de la ATPasa
asociada al mismo [100,115].

La ATPasa es uno de los componentes mas conservados de los SST3
(inyectisomas y flagelares), con una alta similitud a nivel de secuencia primaria
Ademas, a nivel atbmico presenta también una destacada similitud con las
subunidades a y  de la FoF1-ATPasa [102,103].

La activacion catalitica de la ATPasa de secrecion tipo Ill se encuentra
relacionada con su oligomerizacion, mas probablemente con su
homohexamerizacién [80,110]. El dominio N-terminal de la enzima permite la
hexamerizacion y es también el sitio de union de la proteina reguladora, la que
se propone actua evitando la oligomerizacion [81,82,85]. EI dominio central
contiene el sitio activo de la ATPasa, las denominadas cajas de Walker A y B,
ademas del asa P [115,116]; y el dominio C-terminal (aunque es el menos
estudiado) se ha relacionado con el reconocimiento de las proteinas que seran
secretadas [98].

A pesar de los grandes esfuerzos realizados para entender el
funcionamiento del SST3 y el papel especifico de la ATPasa asociada a éstos,
aun resulta poco entendido el mecanismo molecular que permite el
acoplamiento de la energia de hidrdlisis de ATP con el proceso de exportacion
de proteinas.

En EPEC vy el resto de los patégenos A/E, con base en la similitud de
secuencia, se identificd al producto del gen escN, tercer gen del operon LEE3,
como la ATPasa asociada a sus respectivos SST3 [128]. En este trabajo se
realizd una caracterizacion de la proteina EscN.

A partir de una proteina recombinante de EscN con 10 histidinas en su

region N-terminal (His-EscN), la cual se purifico en condiciones nativas (figura



9), se determind la actividad de ATPasa de esta proteina y se realizd una
caracterizacion cinética de la enzima.

La funcionalidad de la proteina recombinante His-EscN se corroboré
mediante ensayos de complementacion en la secrecion de proteinas de una
cepa EPEC AescN, en la cual restauré los niveles de secrecion equivalentes a
los de la cepa silvestre (figura 10). De la misma forma, se demostrd también la
funcionalidad de una fusion GST-EscN (figura 33). Estos resultados son
consistentes con reportes previos que sefalan que versiones de ATPasas
recombinantes (de inyectisomas y flagelares) son funcionales con diversas
etiquetas, inclusive con una fusibn a la proteina GST en el N-terminal
[86,105,115]. Los resultados indican que el extremo N-terminal de las ATPasas
de SST3 tolera modificaciones importantes, como la incorporacion de la
proteina globular GST de 25 kDa.

En relacion a la catélisis de EscN, calculada a partir de la pendiente de
cursos temporales independientes, se determind una actividad especifica de
0.36 + 0.02 umolas de Pi hidrolizado min® mg™ de proteina, similar a la
actividad reportada para otras ATPasas de SST3 [80,115,116].

La actividad fue completamente dependiente del cofactor Mg®* y a pesar de
que el Mn** puede ser utilizado eficientemente por ATPasas Mg?*-dependientes
[156], para EscN se observO que la eficiencia catalitica disminuye
considerablemente al utilizar Mn** (50 % de la actividad especifica, figura 11B).

Las condiciones 6ptimas para la reaccion de ATPasa de EscN determinadas
en este trabajo resultaron en un pH de 7.5 y una temperatura de 30-37 °C
(figura 11C y D), consistente con el rango en el que se mantiene el pH
citoplasmico y la temperatura éptima de crecimiento de E. coli [157]. A su vez,
debido a que la actividad de ATPasa de EscN disminuyd considerablemente a
42 °C (figura 11D) es probable que la enzima tenga una baja estabilidad
térmica o bien, que a dicha temperatura se disocie o desestabilice el oligdbmero
en solucion.

A partir de la evaluacion de las velocidades iniciales de EscN en funcion de
la concentracion del sustrato ATP-Mg?* (figura 11E), se determiné una cinética
de tipo sigmoide con una Vmax de 0.41+0.01 pmol min™ mg™* y una Kgs de

0.90+0.05 mM por ATP-Mg®*. Cabe mencionar que la Vmax estimada para la



ATPasa flagelar Flil es de 0.2 umol min™ mg™, y con este valor los autores
concluyeron que dicha actividad de ATPasa puede sustentar la secrecion
proteica durante el ensamblaje del flagelo [115]; no obstante, recientemente se
considera que la conduccion de las proteinas a través del canal central flagelar
depende principalmente de la fuerza protén motriz [100,101].

Por otra parte, el valor del coeficiente de Hill calculado para EscN
(1.59+0.13) sugiere que la oligomerizacion estimula la actividad de ATPasa
(figura 11E). De forma consistente con este resultado, la catélisis en funcién de
la concentracién de enzima (figura 12A) apoya que la multimerizacion de EscN
resulta en formas mas activas; lo que ademas esta de acuerdo con resultados
observados en otras ATPasas [80,110].

Adicionalmente se calculé para EscN una K; de 2.06 £ 0.24 mM por ADP-
Mg®* (figura 11F), lo que indica que el producto de la reaccién actiia como un
inhibidor de la enzima, sin embargo el orden de concentracion en el que se
encuentra dicha K; demuestra que el ADP-Mg®" no representa un inhibidor
potente y que el sustrato (ATP- Mg®*) se puede unir con mayor afinidad a la
enzima.

En cuanto a la evaluacion del estado oligomérico de EscN, se observd que
cuando se somete a la proteina purificada a una cromatografia de exclusion
molecular, ésta se mantiene predominantemente en un estado monomerico; no
obstante, también se observo una pequefia poblacién correspondiente a una
forma dodecamérica (figura 12B). De acuerdo con este resultado, la ATPasa
HrcN de Ps. syringae, ademas de formar hexameros, también puede
autoasociarse en dodecameros con una actividad de ATPasa incrementada, los
gue aparentemente estan constituidos por dos anillos hexaméricos apilados y
asociados entre si por el extremo C-terminal de sus subunidades [111] [110].
Cabe sefalar que el estado hexamérico en otras ATPasas de SST3 tampoco
se ha conseguido observar mediante cromatografia de filtracion en gel
[80,82,86].

Con el objetivo de determinar la existencia de otras formas oligoméricas de
EscN, se decidio separar a la proteina mediante electroforesis en condiciones
nativas. La separacion de EscN en geles azules nativos (BN-PAGE) revel6 la
presencia de siete diferentes formas activas (figura 13), lo que sugiere la

existencia de un equilibrio dinamico entre el mondémero y el multimero.



Asimismo, ya que las poblaciones mas abundantes corresponden a las de
menor masa molecular, es probable que la estabilizacion de la forma
oligomérica requiera de la asociaciébn con algun componente adicional del
SST3, como se ha sugerido para la ATPasa flagelar [81].

Nuestros resultados también indicaron que la poblacion correspondiente al
hexamero de EscN presento la mayor actividad de ATPasa en el gel (figura 14),
a diferencia de lo reportado para la proteina HrcN, en donde el dodecamero
presenta la actividad mas alta [110]. Aunque no es posible descartar cambios
en el estado oligomérico durante la reaccidon de ATPasa en el gel, nuestros
resultados estan de acuerdo con el modelo mas aceptado que describe un
homohexamero como el estado funcional de la ATPasa [58,102,103]. La
consistencia de la forma dodecamérica en EscN que se observd por filtracion
molecular y electroforesis nativa sugiere la asociacion de un complejo estable
que pudiera estar constituido por dos anillos hexaméricos, aunque con una
actividad reducida (figura 14).

A pesar de que aun se requieren estudios que determinen fehacientemente
el estado funcional oligomérico de estas proteinas in vivo, la similitud
estructural que guardan con las subunidades del sector F;, hace suponer que
la forma hexamérica es la que se ubica en la base del aparato de exportacion y

permite la secrecién de proteinas via SST3.

PARTE Il. LA PROTEINA EscL INTERACTUA CON EscN E INHIBE LA
ACTIVIDAD DE ATPasa

Como se menciono previamente la proteina reguladora de la ATPasa es uno
de los componentes menos conservados del aparato de exportacién de los
SST3 [158], lo anterior a pesar de su importante papel en la secrecion como lo
demuestra el fenotipo de una mutante nula en el gen que la codifica
[40,82,109].

En nuestro laboratorio mediante un analisis utilizando el programa BLAST
(NCBI), se identifico que la proteina Orf5 presenta un 17 % de identidad con la
proteina FliH (reguladora de la ATPasa flagelar) de Thermotoga maritima.

Ademas, al alinear multiples secuencias de proteinas FliH s con Orf5 de EPEC



se identificaron residuos conservados apoyando la hipotesis de Orf5 como
posible ortélogo de FliH. Un estudio bioinformético de la isla LEE de EHEC
lleg6 a la misma hipétesis, renombrando el orf5 como escL [128].

En el presente trabajo se evalu6 esta hipétesis de forma experimental, pues
se desconocia si el mecanismo de inhibicion de la ATPasa reportado para el
SST3 flagelar también se mantenia en los inyectisomas. Sin embargo, cabe
mencionar que durante el desarrollo de este trabajo, se confirmé la presencia
de una proteina reguladora de la actividad de ATPasa en el inyectisoma de
Yersinia, pues la proteina YscL inhibe la actividad de ATPasa de YscN [86].

Nuestros primeros resultados trabajando con la proteina completa fueron
infructuosos ya que la proteina recombinante EscL con seis histidinas en el N-
terminal, a pesar de sobreproducirse adecuadamente (figura 16), resulté ser
sumamente insoluble. Debido a esto no se consiguioé purificarla en condiciones
nativas. Sin embargo, el analisis de hidrofobicidad a partir de la estructura
primaria de EscL (utilizando la paqueteria ProtScale, dato no mostrado) indica
que la proteina deberia mantenerse citoplasmica, por lo que probablemente se
encuentre formando cuerpos de inclusién.

En este sentido, la eliminacion de los primeros 50 y 89 residuos de EscL nos
permitié incrementar la solubilidad de la proteina y llevar a cabo la purificacion
de las versiones recombinantes de la misma, HisA50-EscL y HisSA89EscL
(figura 18). Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado para la proteina
FliH de Helicobacter pylori [152].

Posteriormente, se determind mediante un ensayo de tipo pulldown la
interaccion de EscL y la ATPasa EscN. La retencion especifica de la proteina
EscN (sin ninguna etiqueta) por HisA89-EscL (figura 19) confirmé la formacion
de este complejo; y ademas se demostro que la regién C-terminal de EscL es
la region de la proteina requerida para la interaccion con la ATPasa. Estos
resultados son consistentes con lo reportado para la proteina reguladora
flagelar FliH [84,152]. También, mediante ensayos de tipo pulldown,
identificamos que la regién N-terminal de EscN es el dominio de la proteina que
reconoce a EsclL (figura 23).

Finalmente, para evaluar la hipétesis de que EscL actia inhibiendo la
actividad de ATPasa de EscN, se utlizaron las proteinas recombinantes

purificadas en una relacion 2:1 de EscL:EscN (relacion estimada para el



complejo FliH:Flil en solucién [82]). Se evaluo la actividad de hidrdlisis de ATP
en las mezclas HisA89-EscL:His-EscN y HisA50-EscL:His-EscN (figura 20), y
los resultados revelaron que EscL tiene un efecto negativo sobre la catalisis de
EscN, inhibiendo hasta en un 86% la actividad de ATPasa. Esto sugiere
fuertemente que la proteina EscL corresponde a la reguladora de la ATPasa en
el SST3 de EPEC y que los mecanismos de inhibicion de la ATPasa se
encuentran conservados en los diferentes SST3.

Por otra parte, ya que los primeros 89 residuos de EscL no se requieren para
inhibir a EscN, estos resultados y los obtenidos previamente [84] sugieren
fuertemente una funcion distinta del N-terminal de EscL en el funcionamiento
del SST3. Es muy probable que la proteina reguladora esté relacionada con
eventos adicionales a los de la inhibicion de la ATPasa.

En relacion con lo anterior, por ejemplo, se sabe que el extremo N-terminal
de la proteina reguladora interactia con el anillo citosélico del SST3 y se
propone que de esta forma se recluta a la ATPasa, incrementando su
concentracion en la base del sistema [88]. Esta localizacion le permitiria a la
ATPasa reconocer a las proteinas a ser secretadas y dirigirlas a la base del
canal de exportacion de forma mas eficiente para su secrecion [58].

Recientemente se identificoO la existencia de cierta similitud de secuencia
entre la region N-y C-terminal de la proteina reguladora con las subunidades b
y dde la FoF;-ATPasa, respectivamente [151]. Las subunidades b y &
componen el cuello lateral de la ATP sintasa, que conecta el sector F; con el
Fo, funcionando como un estator que evita la rotacién de F; durante la sintesis
o hidrélisis de ATP [159,160]. Tanto la subunidad b como las proteinas
reguladoras tienen una estructura elongada y forman homodimeros
[83,161,162], mientras que la subunidad 6 se asocia con la regién N-terminal de
las subunidades a y B [162]. De modo semejante, el C-terminal de la proteina
reguladora de los SST3 interactia con el N-terminal de la ATPasa (nuestros
resultados) y los publicados para el SST3 flagelar [84,152], y también se ha
reportado que la ATPasa no puede asociarse eficientemente al aparato
secretor en ausencia de la proteina reguladora [87]. Todas estas evidencias en
conjunto sugieren que la proteina reguladora también pudiera funcionar como

un cuello que ancla a la ATPasa a la base del canal secretor; aunque debido a



que se desconoce si el hexamero de la ATPasa de SST3 genera torque
durante la catalisis, la funcion de la proteina reguladora como estator resulta
todavia especulativa.

Evidencias adicionales que sugieren una participacion directa de la proteina
reguladora en la secrecion proteica son: el fenotipo de la mutante nula en el
gen que las codifica [40], la asociacién de ésta con el dominio soluble de la
proteina que compone la entrada al canal secretor (FIhA/YscV) [70]; y por otra
parte, la identificaciébn de la proteina reguladora asociada a los complejos
ATPasa-chaperona-sustrato [54,163].

En nuestro laboratorio se pretende evaluar la actividad de ATPasa del
complejo EscN-EscL en presencia de otros componentes del SST3
(principalmente con Orfl5, ver mas adelante), para tratar de entender mejor el
mecanismo que permite la activacion de EscN en presencia de EsclL.

PARTE Ill. ANALISIS MOLECULAR DEL DOMINIO C-TERMINAL DE EscN

El dominio C-terminal de la ATPasa del SST3 es el menos estudiado y su
funcién aun es poco entendida. Sin embargo, es en este dominio en donde se
ha descrito un sitio potencial para la union de las proteinas chaperonas en las
ATPasas InvC y EscN [98,103]. En este trabajo, con el fin de entender mejor la
funcidn del C-terminal de estas ATPasas, se decidio caracterizar dicha region
en la proteina EscN.

La elaboracién de alineamientos de secuencia multiples de diferentes
ATPasas del SST3 de bacterias pertenecientes a diferentes grupos
taxonomicos (alfa-, beta-, gama- y delta-proteobacteria), nos permitio identificar
una serie de residuos conservados entre ATPasas flagelares y de
inyectisomas, asi como otros residuos conservados diferencialmente entre
estos dos grupos de proteinas (figura 25). Las posiciones conservadas se
localizan principalmente en las a-hélices C1 y C2, asi como en el asa que
comunica dichas a-hélices, denominada asa A en este trabajo. De acuerdo con
la ubicacion que guardan estos residuos en el modelo del homohexdmero de

EscN (figura 27) y lo reportado para InvC [98], esta region podria representar



un probable sitio de reconocimiento de las proteinas chaperonas (solas o en
complejo con sus sustratos).

Para confirmar la importancia del dominio C-terminal en la funcién de la
ATPasa, especificamente de las posiciones conservadas identificadas en este
estudio, se generaron una serie de mutaciones puntuales en este dominio de
EscN y se evalué la funcionalidad de las mismas en un ensayo de
complementacion de una cepa de EPECAescN.

El andlisis de los perfiles de secrecion de las proteinas mutantes de EscN
(en el fondo genético EPECAescN) nos permitié determinar que los cambios en
EscN: L395D (de la a-hélice C1); E401A y Y402A (del asa A); y D411A e 1414P
(de la a-hélice C2), tienen un efecto negativo sobre la secrecion de proteinas
via SST3 (figura 29 y 30).

Ademas, de forma consistente con lo reportado [98,103], la mutante de EscN
V393P es incapaz de complementar la secrecién de proteinas. Sin embargo,
nuestros resultados sugieren que la pérdida de funcion de EscN V393P es
consecuencia de la alteracion estructural de la a-hélice C1 y los residuos
consecutivos (asa A), debida a la introduccion del residuo de prolina, como se
logro verificar al realizar un alineamiento estructural de las ATPasas EscN vy Flil
(figura 26). Incluso, en este trabajo se demostré que dicho residuo per se no es
critico para la funcién de la proteina pues tolera un cambio no conservativo
como es V393N, asi como la sustitucion V393A (figura 29).

Debido a que nuestros resultados indican que la estructura de la region de la
a-hélice C1 es importante para la funcion de complementacion de EscN, se
introdujo también un residuo de prolina en la a-hélice C2 (1414P). Esta
mutacion también present6 un efecto negativo sobre la secrecién de proteinas,
sin embargo, no abate totalmente la secrecién (figura 29 y 30), lo que indica
que la estructura y/o flexibilidad de la a-hélice C1 tiene una mayor importancia
para el funcionamiento de la ATPasa en comparacion con la a-hélice C2.

Interesantemente, las a-hélices del C-terminal de las subunidades  que
corresponden a la a-hélice C1 y C2 de las ATPasas del SST3, tienen
importantes cambios conformacionales que estan acoplados con la rotaciéon de
la subunidad y [159]. Con base en lo anterior, se sugiere que la hidrdlisis de

ATP podria inducir cambios conformacionales en la a-hélice C1 de la ATPasa



del SST3, facilitando la disociacion de ésta de los sustratos a secretarse y
permitiendo la entrada de los sustratos al canal secretor [58]. Esta hipétesis,
gue es consistente con nuestros resultados, explicaria la pérdida de secrecién
que determinamos por la afectacion estructural de dicha regién.

Por otra parte, consideramos también la hip6tesis de que las a-hélices C1 y
C2, y principalmente el asa A de las ATPasas del SST3, funcionen de manera
semejante al mecanismo que se ha propuesto para la familia de ATPasas
hexaméricas AAA+, como las proteinas HslU y ClpX. En dicho modelo cada
monomero posee un asa flanqueada por dos residuos de glicina ademas de
una tirosina central conservada y expuesta (la busqueda de un motivo
semejante en la ATPasa del SST3 nos permitio identificar el asa A, figura 25).
En las ATPasas AAA+, dicha asa contacta y transporta los polipétidos por
medio de movimientos hacia arriba y abajo, al interior del poro central del
homohexamero [114,164,165]. Asimismo, un modelo muy semejante (que
involucra dos a-hélices conectadas por una asa con un residuo aromatico
conservado) se ha propuesto para la translocasa SecA, proteina que acopla la
hidrolisis de ATP con el movimiento de polipéptidos a través de un conducto
membranal constituido por el complejo SecYEG [166].

Cabe senalar que en las AAA+ ATPasas y en SecA, de modo semejante con
nuestros resultados en EscN, el residuo aromatico del asa no puede ser
intercambiado por un aminoacido pequefio [164,166-168]. Lo que sugiere un
probable mecanismo general conservado para el movimiento de polipéptidos
en estos tres grupos de ATPasas.

Por otro lado, nuestros resultados indican que los cambios en EscN: V393A
y V393N (de la a-hélice C1); G400A, T403A y M404A (del asa A); I1414A (de la
a-hélice C2); y Q426A (del asa B) no tienen un efecto sobre la funcion de EscN
en la secrecion de proteinas y se puede considerar que dichas mutantes
puntuales se comportan como la enzima silvestre (figura 29). Sin embargo,
dentro de este grupo de proteinas mutantes sin fenotipo, los cambios V393A,
G400A e 1414A pueden considerarse conservativos (residuos hidrofdbicos), y
probablemente por tal razén, no presenten un efecto negativo. En el caso de
los residuos T403 y M404, es probable que al sustituirlos por alanina no hayan

tenido un efecto (a pesar de estar expuestos en la molécula de EscN), porque



dichas posiciones no se encuentran conservadas entre las ATPasas de SST3y
puedan tolerar diferentes cambios (figura 25, 27 y 29).

Asimismo, la mutacién no conservativa Q426A no tuvo un efecto negativo en
la secrecion de proteinas, a pesar de que este residuo se encuentra
conservado en todas las ATPasas de SST3 y de que se considera que el
oxigeno del grupo carbonilo de esta glutamina puede formar un puente de
hidrégeno con el nitrégeno 6 del anillo de adenosina del ATP [103].

Finalmente, el fenotipo determinado para la sustituciéon V393N (como ya se
menciond) indica que dicha posicion, contrario a lo reportado para InvC [98], no
es critica para la funcion de la ATPasa y muy probablemente tampoco
represente el sitio de reconocimiento en la ATPasa para los complejos
chaperona-sustrato (ver mas adelante).

En cuanto a las mutaciones en EscN que presentan residuos conservados
diferencialmente en las ATPasas de inyectisomas y flagelares (L395D vy
E401A), interesantemente se observd que estos cambios tuvieron los efectos
mas severos sobre la funcion de la proteina (figura 30); a pesar de que las
ATPasas flagelares funcionan con los residuos que se incorporaron en EscN,
es decir el Asp en lugar de la Leu395 y la Ala en lugar del Glu401. Es probable
que dichos residuos participen en la interaccién con componentes especificos
de cada tipo de SST3 y por tal motivo su reemplazo provoca la pérdida de
funcion en la ATPasa ortdloga. En este sentido, se sabe que la ATPasa flagelar
no puede funcionar en el inyectisoma y viceversa (Andrade, A. datos no
publicados) [101], por lo que podemos especular que una de las razones que lo
evita puede involucrar las posiciones divergentes del C-terminal identificadas
en este trabajo; aunque el dominio N-terminal muy probablemente también
tenga un papel importante en el reconocimiento especifico de la ATPasa por su
SST3 correspondiente [87,88].

Para la mutante EscN D411A se observé una secrecion diferencial de
proteinas translocadoras y efectoras (figura 30B), siendo la secrecion de las
primeras la mas afectada. Este resultado sugiere un papel de la a-hélice C2 en
el reconocimiento de las proteinas translocadoras, solas o en complejo con sus
respectiva chaperonas. Debido a esto, una posible interaccion que podria
encontrarse afectada en esta mutante seria con la proteina SepL (componente

del SST3 que patrticipa en la regulacion de la secrecion diferencial de proteinas



translocadoras y efectoras, [136]); siendo ademas que la interaccion entre
estas proteinas (SepL-EscN), ya ha sido reportada para las proteinas ortélogas
de otros inyectisomas [108,154,155]. Adicionalmente, aunque no se habia
descrito previamente para el SST3 de patégenos A/E, nuestros resultados
confirmaron que la ATPasa EscN interactia con la proteina SepL (figura 34).
Sin embargo, cuando se evalud la interaccion de SepL con la mutante EscN
D411A, se observl que ésta no se encuentra afectada en comparacion con la
enzima silvestre (figura 34). Posteriormente seria interesante evaluar la
interaccion de EscN D411A con la chaperona de una proteina translocadora
(sola 0 en complejo con su sustrato).

Un aspecto que es importante mencionar es el hecho de que todas las
mutantes puntuales de EscN se produjeron en cantidades similares a la enzima
His-EscN silvestre y resultaron ser proteinas estables (figura 29 y 30), por lo
que su defecto en la secrecion no se puede atribuir a inestabilidad o a su falta
de expresion.

Adicionalmente, las mutantes puntuales se purificaron (figura 31A) y se
determind su actividad de ATPasa para también poder descartar un defecto en
la catalisis. De acuerdo con nuestros resultados, la mayoria de las mutantes
puntuales del C-terminal tienen una actividad hidrdlitica semejante a la de la
enzima silvestre, lo que indica ademas la existencia de oligomerizacion. La
excepcion fue la mutacién EscN V393P que presentd una actividad disminuida
(67% de la silvestre), contrario a lo reportado para la mutacién equivalente en
InvC [105]. La diferencia entre estos resultados puede indicar propiedades
particulares de cada enzima o0 quizd sea consecuencia de los diferentes
métodos de determinacion de la actividad enzimatica.

A su vez, es posible que la disminucion en la actividad de ATPasa de la
mutacion V393P en EscN sea consecuencia de su mayor susceptibilidad a
protedlisis y menor estabilidad térmica (como ha sido reportado), a pesar de
presentar un patron de dicroismo circular muy semejante al de la enzima
silvestre [103].

Por altimo, se evalud la interaccion de la ATPasa silvestre y de las mutantes
puntuales del C-terminal con la proteina chaperona CesT, pues de acuerdo a la
localizacion de los residuos mutagenizados en EscN (figura 27) y a lo reportado

para InvC [98], se considerd la hipotesis de que el efecto negativo en la



secrecion de proteinas que observamos con las mutantes generadas,
corresponde a la pérdida de interaccion de la ATPasa con los complejos
chaperona-sustrato. Sin embargo, contrario a lo esperado se observd que las
mutantes His-EscN V393P y E401A mantienen la interaccion con la chaperona
CesT (figura 32), lo que indica que el reconocimiento de las proteinas
chaperonas no se encuentra afectado en dichas mutantes.

Ademas, en nuestro laboratorio se confirmé la interaccion de las proteinas
GST-EscN y las correspondientes mutantes GST- V393P, E401A, Y402A y
D411A con la proteina His-CesT sola o en complejo con el efector Tir, por
medio de ensayos tipo pulldown utilizando a las proteinas purificadas [143].

Nuestros resultados en conjunto sugieren que la region de interaccion con
las proteinas chaperonas en las mutantes del C-terminal de EscN no se afecto,
y que la pérdida de secrecidn se debe probablemente al defecto de interaccion
con alguna o algunas otras proteinas del SST3. Por ejemplo, la interaccién con
la proteina Orfl5, componente esencial del SST3 de EPEC (aunque de funcion
desconocida) (Romo, M, datos no publicados) [40], y posible ortdloga de FliJ
(tabla 1).

En relacion con lo anterior en el flagelo se ha reportado la interaccion de la
ATPasa Flil con la proteina FliJ e incluso la formacion de un complejo Flil-FliH-
FliJ, que se piensa asiste en el direccionamiento de los sustratos flagelares
hacia el aparato de exportacion [58,72]. Ademas, recientemente se reportd
para el inyectisoma de Chlamydophila pneumoniae que la proteina Cpn0706
(correspondiente a Orfl5) interactia con la region C-terminal de la ATPasa,
CdsN [108].

En este sentido, resultados preliminares evaluando las interacciones de las
recombinantes His-EscN o V393P, producidas en conjunto con las proteinas
del SST3 en una cepa de EPECAescN, indican que His-EscN interactia con
Orfl5, y no asi la mutante puntual His-EscN V393P (dato no mostrado). Se
considera probable (debido a su localizacion), que las mutantes de EscN
L395D, E401A y Y402A tampoco interactien con Orfl5, y que por tal motivo
dichas mutantes no sean funcionales y no complementan a una cepa
EPECAescN. Para la conclusion de este proyecto se continuara estandarizando

dicho ensayo y se evaluara la interaccion de la proteina Orfl5 con todas las



mutantes de la ATPasa generadas en este estudio que no complementan la
secrecion.

De acuerdo con estos resultados, en el sistema flagelar se piensa que la
proteina FliJ pudiera tener un papel semejante al de la subunidad y de la FoF1-
ATPasa [169,170] (subunidad que acopla el gradiente electroquimico con la
rotacion de las subunidades o y B durante la sintesis de ATP [159,160]).
Ademéas también en este sistema, la interaccion de FliJ con la ATPasa Flil se
ha relacionado con la a-hélice C1 de Flil (Minamino, T., comunicacién
personal). Sin embargo, para que FliJ pudiese tener una funcion semejante a la
subunidad v, la orientacion del homohexamero de la ATPasa del SST3 deberia
ser equivalente a la de las subunidades o y B, es decir, con el C-terminal hacia
la membrana plasmatica y el N-terminal hacia el citosol [171], lo cual es
diferente de como se visualiza actualmente.

En cuanto a las mutantes puntuales de la a-hélice C2 (D411A e 1414P)
debido a su localizacién podemos especular que el defecto en su funcionalidad
pudiese encontrarse relacionado con otra interaccion. Por ejemplo, se ha
descrito la interaccion de la ATPasa Flil con las regiones solubles de las
proteinas ortélogas de EscU (FIhB) y EscV (FIhA) [72,73,109] asi como la
interaccion de la ATPasa Spa47, del inyectisoma de Shigella, con la proteina
Spa33 (correspondiente a EscQ de EPEC), proteina que se predice forma un
anillo citosolico en la base del inyectisoma [127]; ademdas resultados
preeliminares en nuestro laboratorio indican la interaccion de las proteinas
EscN y EscQ. Otra interaccidn que seria interesante evaluar es con la proteina
EscD, pues para el inyectisoma de C. pneumoniae se reporto la interaccion de
la proteina correspondiente, CdsD con la ATPasa CdsN [108].

Finalmente, los antecedentes publicados y los resultados obtenidos en este
trabajo todavia no son suficientes para discriminar entre dos posibles modelos
que explicarian el mecanismo de acoplamiento de la energia quimica de
hidrélisis del ATP y la secrecion de proteinas.

En el primero de éstos, el homohexadmero de la ATPasa del SST3 se orienta
con su C-terminal hacia el aparato de exportacion y el N-terminal hacia el
citosol bacteriano (de modo semejante a las subunidades o y  de F;). En este

caso, es probable que la interaccidbn con la proteina reguladora pudiera



estabilizar la localizacién de la ATPasa; y por otra parte, la proteina FliJ/Orf15
(flagelo/inyectisoma) se ubicaria en el interior del homohexamero y quiza
podria acoplar la energia de la FPM con la catalisis de la ATPasa (de modo
semejante a como actia la subunidad y en F;), provocando cambios
importantes en su region C-terminal que inducirian la disociacion del complejo
chaperona-sustrato y la incorporacion inicial de este uUltimo a la entrada del
canal secretor. La FPM energizaria el resto del desplegamiento y conduccion
de los sustratos a través del SST3.

A pesar de que las similitudes estructurales de las ATPasas de los SST3 con
las subunidades a y  [102,103]; de la proteina FliJ con la subunidad y [169]; y
la similitud de secuencia de la proteina reguladora con las subunidades by &
[151] representan un argumento que favorece un mecanismo de accion en el
que estas tres proteinas asociadas a los SST3 operan de modo similar a la Fo-
F,1 ATPasa, no se han identificado proteinas del SST3 que pudiesen acoplar el
flujo de protones con la rotacibn de FliJ/Orfl5, es decir las proteinas
correspondientes a las subunidades ¢, ay c de la Fo-F; ATPasa.

En cuanto al segundo modelo, el homohexamero de la ATPasa se orientaria
con su N-terminal hacia el aparato de exportacién y el C-terminal hacia el
citosol bacteriano. En este caso se puede suponer que una vez que la ATPasa
reconoce a las proteinas a secretarse las disocia de sus chaperonas e inicia la
incorporacion de las mismas al canal interior del homohexamero de la ATPasa
mediante movimientos del C-terminal, principalmente del asa A (semejante al
mecanismo propuesto para las AAA+ ATPasas), siendo el canal del
homohexamero de la ATPasa un pasaje continuo hacia el canal secretor del
sistema. Esto significaria que la proteina FliJ/Orf15 no se localiza al interior del
homohexamero de la ATPasa y que su funcion podria entonces estar
relacionada con la activacion de la ATPasa, quizd liberando la represion
catalitica mediada por la proteina reguladora. Un argumento que favorece este
modelo es la localizacion membranal de la ATPasa relacionada con su region
N-terminal [105].

Por ultimo, ciertos aspectos necesarios para validar o descartar alguno de
estos modelos son determinar el estado oligomérico y la orientacion espacial

de la ATPasa en la base del sistema, ademas de la estequiometria del



complejo multiproteico ATPasa-proteina reguladora-FliJ/Orfl5, asi como
evaluar la actividad de ATPasa de dicho complejo. Por otra parte, conocer las
funciones de las otras proteinas que conforman el aparato de exportacion
representa otro de los grandes retos a futuro para entender el funcionamiento
de los SST3.



CONCLUSIONES

EscN es la ATPasa asociada al SST3 de EPEC, y los valores cataliticos
determinados en este trabajo indican que es una enzima semejante a la
descrita en otros SST3.

La actividad de ATPasa de EscN es dependiente de su concentracion, lo
que indica que su activacién se relaciona a la formacién de oligdbmeros. De
hecho, EscN puede autoasociarse en diferentes formas oligoméricas, siendo la
forma hexamérica la de mayor actividad hidrolitica, Debido a esto, y a su
similitud con las subunidades o y B del sector F; de la ATPasa, proponemos
que la forma funcional de EscN es el homohexamero.

La proteina EscL interactia a través de su region C-terminal con el dominio
N-terminal de EscN, y es la proteina reguladora negativa de EscN en el SST3
de EPEC ya que inhibe la actividad de ATPasa.

La mayoria de los residuos de la region C-terminal de EscN que estan
altamente conservados, se ubican en las a-hélices C1, C2 y el asa A del C-
terminal de las ATPasas de SST3, se encuentran expuestos en el modelo del
homohexédmero y son importantes para la funcion de la proteina.

En EscN los cambios V393P, L395D, E401A, Y402A, D411A e 1414P tienen
un efecto negativo sobre la secrecidn de proteinas via SST3, a pesar de no
afectar la estabilidad de la proteina y de mantener una actividad hidrolitica
semejante a la de la enzima silvestre.

Contrario a lo planteado en la hipétesis y a los antecedentes de la literatura,
el defecto de las mutaciones en el C-terminal de EscN no esta relacionado con
el reconocimiento de los complejos chaperona-efector.

Como se ha descrito en diferentes SST3 la ATPasa asociada a €stos es una
proteina que participa en mdltiples interacciones, en este trabajo se
identificaron tres nuevas interacciones para la proteina EscN con las proteinas
EscL, SepL y Orfl5.



PERSPECTIVAS

Para entender mejor el papel de la proteina EscL en el funcionamiento del
SST3 se plantea realizar una mutante nula del gen escL, evaluar su fenotipo y
la complementacion de la misma con el gen silvestre y los recortes generados
en este estudio. Ademas de evaluar el efecto dominante negativo de EscL y de
los recortes generados sobre la cepa EPEC silvestre.

Para estudiar el estado oligomérico del complejo EscL-EscN se plantea
correr muestras de las proteinas formando el complejo en una columna de
filtracion en gel o mediante electroforesis nativa y en segunda dimension. El
uso de entrecruzadores podria incrementar la estabilidad del complejo, y ser
una herramienta util.

Evaluar la actividad de ATPasa de EscN en complejo con EscL al adicionar
alguna proteina del SST3 la cual pudiese desreprimir la actividad enzimatica de
EscN, por ejemplo con alguna proteina chaperona o la proteina Orfl5.

Con la finalidad de conocer el defecto en la funcion de las diferentes
mutantes puntuales del C-terminal de EscN se continuara evaluando las
interacciones de la ATPasa con diferentes componentes del SST3, por ejemplo
con las proteinas Orfl5, SepL y EscQ ademas de una chaperona de una
proteina translocadora. Se plantea la construccién de plasmidos bicistronicos
que coeexpresen el gen escN junto con el gen orfl5 o sepL que faciliten la
evaluacion de las interacciones.

Para determinar la orirentaciéon de la ATPasa en la base del aparato de
exportacion se propone evaluar la interaccion de los recortes de EscN
generados en este estudio con las regiones solubles de las proteinas EscU y
EscV.



Apéndice 1. Repertorio de efectores de EPEC E2348/69 y sus caracteristicas
funcionales conocidas, adaptada de [172].

Efector Funcién celular/fisiolégica
Tir Polimerizacion de actina, disrupcion de uniones estrechas, eliminacion de
microvellosidades, inactivacion de SGLT-1
Map Disfuncion mitocondrial , disrupcion de uniones estrechas
EspB Formacion de poro, disrupcién de actina , anti-fagocitosis
Apoptosis, Disrupcion de uniones estrechas, eliminacién de microvellosidades,
EspF inactivacion de SGLT-1, disfuncion mitocondrial, maduracion del pedestal,
redistribucion de acuaporinas, remodelacion membranal, activaciéon de N-
WASP
EspH Disrupcién del citoesqueleto, modulador de la dinamica de actina
EspG, EspG2 Disrupcién de uniones estrechas y microtibulos, redistribucion de acuaporinas,
formacion de fibras de estrés, afecta la permeabilidad celular
NleH1, NleH2 Pro-inflamatoria
EspJ Anti- fagocitosis
NleA (Espl) Inhibicién en la secrecion de proteinas, afecta el aparato de Golgi
EspZ, NleB1, NleB2,
NleC, NleD, NleG, Desconocida
NleF, EspL2
NleE1, NleE2 Migracion transepitelial de polimorfonucleares

*En negritas se marcan los efectores codificados dentro de laisla LEE.




Apéndice 2. Lista de oligonucleodtidos utilizados en este estudio

secuencia de

nombre secuencia Lo
restriccion
escNFw 5" AGGAACGGCATATGATTTCAGAGC 3’ Ndel
escNRv 5" ACTGTCCAGGATCCTCAGGCAACC 3 BamHI
escNGSTF 5 GAAGGATCCATGATTTCAGAGCATG 3 BamHI
escNGSTR 5 CTGCTCGAGATACTCAGGCAACCAC 3 Xhol
orf5sBamF 5" CCAACTCGGATCCATGATTTAT 3’ BamHI
orf5SalR 5" GTCATTAATGTCGACATATCATCA 3’ Sall
L51escL 5 CTGATGATATTGGATCCCTGGCTCG 3 BamHI
R90escL 5 CAATGAGAGAAAGGATCCCGAAAA 3 BamHI
escLPst 5 CATTAATTGCTGCAGATCATCATTC 3 Pstl
escNGLY42 5 CAAGATTATCCATATGGGCGGGAC 3’ Ndel
escNEND372 5" CGCAAAGGATCCGATCAAACAACG 3 BamHI
. mutacién que
nombre secuencia .
incorporan
FENK183E 5 GGTTCAGGCGTTGGTGAAAGTACGCTTTTGG 3 Lys183Glu
RENK183E 5 CCAAAAGCGTACTTITCACCAACGCCTGAACC 3’
FENV393P 5" GCAACTTATAAAAATCCTGAGCTGCTTATTCG 3’
Val393Pro
RENV393P 5" CGAATAAGCAGCTCAGGATTTTTATAAGTTGC 3’
NV393NFW 5 GCAACTTATAAAAATAATGAGCTGCTTATTCG 3
Val393Asn
NV393NRV 5 CGAATAAGCAGCTCATTATTTTTATAAGTTGC 3
NV393AFW 5" GCAACTTATAAAAATGCTGAGCTGCTTATTCG 3
Val393Ala
NV393ARV 5 CGAATAAGCAGCTCAGCATTTTTATAAGTTGC 3’
NL395DFW 5 TATAAAAATGTTGAGGATCTTATTCGTATTGGT 3
Leu395Asp
NL395DRV 5 ACCAATACGAATAAGATCCCTATTATTTTTATA 3
NG400AFW 5 CTGCTTATTCGTA TTGCTGAGTA CACGATGGG 3
Gly400Ala
NG400ARV 5" CCCATCGTG TACTCAGCAA TACGAATAAGCAG 3’
NE401AFW 5 CTTATTCGTATTGGTGCGTACACGATGGGGC 3’
Glu401Ala
NE401ARV 5 GCCCCATCGTGTACGCACCAATACGAATAAG 3
NY402AFW 5 ATTCGTATTGGTGAGGCCACGATGGGGCAAGA 3’
Tyr402Ala
NY402ARV 5 TCTTGCCCCATCGTGGCCTCACCAATACGAAT 3’
NT403AFW 5 CGTATTGGTGAGTACGCGATGGGGCAAGATCC 3
Tre403Ala
NT403ARV 5 GGATCTTGCCCCATCGCGTACTCACCAATACG 3’




NM404AFW

5 ATTGGTGAGTACACGGCGGGGCAAGATCCTGA 3

Met404Ala
NM404ARV 5 TCAGGATCTTGCCCCGCCGTGTACTCACCAAT 3’
ND411AFW 5" GATCCTGAAGCAGCTAAGGCAATAAAAAATAG 3’
Asp4l1Ala
ND411ARV 5 CTATTTTTTATTGCCTTAGCTGCTTCAGGATC 3’
NI414AFW 5 GAAGCAGATAAGGCAGCAAAAAATAGGAAATT 3’
lle414Ala
NI414ARV 5 AATTTCCTATTTTTIGCTGCCTTATCTGCTTC 3’
NI414PrFW 5 GAAGCAGATAAGGCACCAAAAAATAGGAAATT 3’
lle414Pro
NI414PrRV 5 AATTTCCTATTTTTIGGTGCCTTATCTGCTTC 3’
NQ426AFW 5 CAGAACTTTATACAAGCAAGCACCAAAGATATC 3’
GIn426Ala

NQ426ARV

5 GATATCTTTGGTGCTIGCTTGTATAAAGTTCTG 3
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Abstract

Type III secretion is a transport mechanism by which bacteria secrete proteins across their cell envelope. This protein export pathway
is used by two different bacterial nanomachines: the flagellum and the injectisome. An indispensable component of these secretion sys-
tems is an ATPase similar to the F;-ATPase § subunit. Here we characterize EscN, an enteropathogenic Escherichia coli type 111 ATPase.
A recombinant version of EscN, which was fully functional in complementation tests, was purified to homogeneity. Our results demon-
strate that EscN is a Mg®*-dependent ATPase (key 0.35 s7'). We also define optimal conditions for the hydrolysis reaction. EscN dis-
plays protein concentration-dependent activity, suggesting that the specific activity changes with the oligomeric state of the protein. The

presence of active oligomers was. revealed by size exclusion chromatography and native gel electrophoresis.

© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC)' is a bacterial
pathogen which colonizes the human intestine causing
severe diarrhea, especially among children in the develop-
ing world [1]. Upon infection, EPEC leads to the formation
of attaching and effacing (A/E) lesions, which are charac-
terized by disruption of epithelial microvilli, and the forma-
tion of actin-rich pedestal-like structures beneath the
adherent bacteria [2,3]. EPEC virulence and A/E lesion
development are conferred by a pathogenicity island within
its genome, termed the locus of enterocyte effacement
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Y Abbreviations used: EPEC, enteropathogenic Escherichia coli (EPEC);
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type III secretion system; LB, Luria—Bertani broth; DMEM, Dulbecco’s
modified Eagle’s medium; Pi, inorganic phosphate.
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(LEE) [4,5], that contains genes encoding a type III secre-
tion system (T3SS) [6,7].

T3SSs are used by many Gram-negative pathogenic
bacteria to deliver effector proteins into eukaryotic host
cells and to assemble flagella required for motility [8,9].
These protein export pathways assemble into complex
macromolecular structures composed of more than 20
proteins that transverse the bacterial cell envelope [10].
The virulence-associated T3SS or injectisome is composed
of a multiring base that spans both membranes, and
extends a needle-like projection that protrudes out of
the cell from the bacterial surface [11}. EPEC posses a
unique T3SS that attaches a filamentous extension to
the needle complex called the EspA filament [12,13]. A
central channel within this structure appears to function
as a conduit for the translocation of effector proteins
directly into enterocyte cells [14].
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The injectisome is evolutionarily related to the flagellum
[15], sharing a similar basal structure with a core of 8 pro-
teins that are extensively conserved [11] (Fig. 1). Among
these, an essential component of all T3SSs is a highly con-
served ATPase that is thought to energize the secretion
process. Flagellar and virulence-associated ATPases share
significant amino acid sequence similarity with the catalytic
B subunit of the FyF{-ATPases and are able to hydrolyze
ATP [16-19]. It has been shown that type 1II ATPases
behave as peripheral membrane proteins that are activated
by oligomerization [20,21]. Furthermore, it is known that
these enzymes are engaged in multiple protein—protein
interactions [22-28]. In Salmonella enterica serovar
Typhimurium docking of a chaperone-substrate complex
at the flagellar ATPase of the membrane export apparatus
has been demonstrated [29]. Additionally, it has been
shown that the virulence ATPase InvC induces chaperone
release and unfolding of the secreted protein in an ATP-
dependent manner [30].

Recently, the first high resolution structural data were
obtained for the flagellar ATPase FIlil [31] and for EscN,
the ATPase associated with the T3SS encoded by EPEC

EscR,S, T =
EscQ

ADP + Pi
ATP

chaperone-effector
complex

Fig. 1. Cartoon illustrating the basal structure of the EPEC type III
secretion apparatus. Proteins are represented according to what is known
for their orthologues in the flagellar system [9]. There are five inner
membrane components of which EscV and EscU are predicted to have
large soluble domains, although their stoichiometry and exact location are
not known [11]. The cight proteins that share significant similarity with
components of the flagellum are shown in bold. The EscJ lipoprotein
forms a periplasmic ring that is anchored to the inner membrane [44]. We
have established the existence of interactions between EscN-EscL and
EsecN-EscQ (unpublished results). EscN monomeric and hexameric forms
observed in this study are indicated by hatching. The dynamic equilibrium
between monomeric and multimeric forms of EscN is indicated by double-
headed arrow. The other proteins were not a part of this study, and no
conclusions should be drawn from the way they are depicted. OM, outer
membrane; CW, cell wall; IM, inner membrane.

[32]. EscN is essential for the virulence of this bacterial
pathogen, and despite many recent advances in the study
of this important enzyme family, little is known about
the mechanism by which ATPase activity is linked to the
transport of effectors. In order to have a better understand-
ing of how ATPase activity is regulated during multiple
dynamic protein interactions, we performed a thorough
enzymatic characterization of EscN.

Materials and methods

Bacterial strains and media

Escherichia coli NovaBlue (Novagen) was used as the recipient in
cloning experiments, and BL21 (DE3) pLysS (Novagen) was used for
overproduction of proteins from pET-based plasmids. Streptomycin
resistant wild-type EPEC strain E2348/69 [33] was used to prepare chro-
mosomal DNA for PCR amplification and to test for secreted proteins,
and an escN deletion mutant [34] was used for complementation assays.
Luria—Bertani broth (LB) contained 10 g 1"! Bacto-Tryptone, 5 g 17! yeast
extract and 5 g1~' NaCl. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
was from Gibco. Ampicillin, streptomycin and chloramphenicol were
added to the media to a final concentration of 100 pg ml~", 50 pg ml~' and
25 ugml™' respectively.

DNA manipulations

Synthetic primers containing restriction sites Ndel and BamHI were
from IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A). PCR was
carried out using Pfu Turbo DNA polymerase (Stratagene). PCR products
were purified using a Qiaquick gel extraction kit (Qiagen). Restriction
enzymes and T4 DNA ligase (New England Biolabs) were used according
to thé manufacturers’ recommendations. DNA sequencing was performed
by the Unidad de Biologia Molecular, Instituto de Fisiologia Celular,
UNAM. Plasmid vector expressing polyhistidine-tagged escN (pAEescN)
was constructed by cloning PCR-amplified escN into Ndel/BamHI-
digested pET19b vector (Novagen). Recombinant plasmids were purified
using a QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).

Purification of recombinant EscN

Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS cells carrying plasmid pAEescN
were grown in LB containing ampicillin and incubated at 30 °C with
shaking until the cell density reached an ODygpy of 0.7. IPTG was added to
a final concentration of 0.1 mM and incubation was continued for another
4 h. Bacterial cells were collected by centrifugation and stored at —20 °C.
The cells were thawed, suspended in binding buffer (20 mM Tris—HCl, pH
8.0, 1 M NaCl and 20 mM imidazole), and lysed using a French press
(10,000 psi). Cell lysates were centrifuged (24,000g, 15 min), to pellet
undisrupted cells and inclusion bodies. Cleared lysates, which constituted
the soluble fraction of EscN, were obtained after further centrifugation
(145,000g, 1 h), and loaded onto a Ni-NTA agarose column pre-equili-
brated with binding buffer. After extensive washing with binding buffer

~ containing 50 mM and 70 mM of imidazole, the protein was eluted with a

buffer containing 20 mM Tris—HCI, pH 8.0, 500 mM NaCl and increasing
concentrations of imidazole (150 mM and 400 mM). Purified recombinant
protein was dialyzed overnight against 2.5 1 of TNED buffer (50 mM Tris—
HCI, pH 8.0, 100 mM NacCl, 0.1 mM EDTA and | mM DTT) with three
changes. Protein concentration was determined by using the Bio-Rad
protein assay dye-binding reagent (Bio-Rad).

Secretion assays

EPEC protein secretion assays were performed as described [32] with
minor modifications. Briefly, 80 pl of an overnight EPEC culture (grown




A. Andrade et al. | Archives of Biochemistry and Biophysics 468 (2007) 121-127 123

in LB with shaking) was inoculated into 4 ml prewarmed DMEM. Growth
was continued as standing cultures in an incubator at 37 °C until ODygg0
reached 0.7-0.9. After which, 3 ml of culture was harvested by centrifu-
gation at 16,100g for 5 min, and the resulting pellet was resuspended in
200 pl of Ix SDS-PAGE sample buffer. The supernatant (3 ml) was
transferred to new tubes and trichloroacetic acid was added to a final
concentration of 10% (vol/vol). Tubes were incubated at 4 °C for 12 h and
then centrifuged for 25 min. The pellet was air-dried and resuspended in
20 pl of 2x SDS-PAGE sample buffer containing 10% (vol/vol) of satu-
rated Tris base. The protein concentration of different cultures was nor-
malized to the ODygq value.

Immunoblotting

Immunoblotting was carried out with poltyclonal anti-EspB, anti-EspA
and monoclonal anti-His (India-His-Probe-HRP; Pierce) antibodies.
Samples subjected to SDS-PAGE were transferred onto a nitrocellulose
membrane. The membrane was then blocked for 1 h with Tris-buffered
saline plus 0.1% Tween 20 and 5% nonfat dry milk, and incubated with
primary antibodies. Secondary antibody was a horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit antibody (Sigma). Immunodetection was
performed with an ECL chemiluminescence detection kit (Amersham).

ATPase activity measurements

A modification of the malachite green ATPase assay as described in [35]
was used to measure ATP hydrolysis. For all experiments, specific activity
was calculated from the slopes obtained in time course analyses. A typical
reaction mixture containing 0.25 pM EscN, 3 mM ATP and 4 mM MgCl,
was incubated at 37 °C in 100 mM Tris—-HCI, pH 8.0. At various time
points, 100 pl of the reaction mixture was withdrawn and the reaction was
stopped by adding 800 pl of color reagent (0.034% malachite green
hydrochloride, 1 N HCI, 1.05% ammonium molybdate and 0.1% Triton X-
100). After 2 min 100 pl of 34% citric acid was added and the reaction
mixtures were incubated for 25 min. The release of inorganic phosphate ( Pi)
was determined by comparing the absorbance at 650 nm with a Pi standard
curve. The following conditions were modified for enzymatic character-
ization: divalent metal ion specificity (4 mM of CaCl,, MnCl,, ZnCl,, CuCl,
and MgCl,), EscN concentration (0.02-0.45 uM), ATP concentration (0.3—
4.5 mM), ADP concentration (0-2 mM), temperature (16-55 °C) and pH
dependence (100 mM MES, pH 6.0-6.5; Hepes, pH 7.0-7.5 and Tris, pH
8.0-9.0). All assays were done in triplicate using different EscN samples.

Native electrophoresis

A modification of the blue native electrophoresis technique (BN—
PAGE) [36] was carried out to analyze oligomeric forms of EscN. Purified
recombinant EscN was subjected to BN-PAGE (linear polyacrylamide
gradient gels 4-15%), in 100 mM Tris—HCI, pH 7.5. Gels were run at 50 V
for 12h at 4°C, in cathode buffer 30 mM Tris, 100 mM glycine and
0.002% Serva blue G (Coomassie blue G-250, from Serva) and anode
buffer 100 mM Tris-HCI, pH 7.5. In gel ATPase assay was performed as
described previously [37]. After removal of excess dye by semidry elec-
troblotting at 10 V for 20 min, in 20 mM Tris, 150 mM glycine and 20%
methanol; gels were pre-incubated for 2 h in 270 mM glycine and 35 mM
Tris—HCI, pH 8.0. ATP hydrolysis was assayed in 270 mM glycine, 35 mM
Tris-HC], pH §.0, 5SmM ATP, 10 mM MgSQO, and 0.15% Pb(NQOs), at
30 °C. The lead—phosphate precipitates appeared after a 12 h incubation.
Protein standards thyroglobulin (669 kDa), ferritin (440 kDa), catalase
(232 kDa), aldolase (158 kDa}) and bovine serum albumin (67 kDa) were
used for molecular mass calibration. Densitometric analysis was carried
out using the AlphaEase StandAlone Software (Alpha Innotech).

Size exclusion chromatography

Purified recombinant EscN was subjected to gel filtration chroma-
tography on a Superdex 200 HR 10/30 column (Amersham Pharmacia),

equilibrated with TNED buffer (alone or supplemented with 2 mM ADP,
ATP or AMP-PNP), and run at a flow rate of 0.4 ml min~—'. The protein
standards described previously plus ovalbumin (43 kDa) and chymo-
trypsinogen A (25 kDa), were used as size markers.

Results and discussion
Purification of a functional His-EscN

N-terminally histidine-tagged EscN was overproduced
under the control of the T7 promoter using pAEescN
and E. coli BL21 (DE3) pLysS. Following induction by
IPTG, the amount of His-EscN increased greatly although
most of it formed inclusion bodies (data not shown). After
high speed centrifugation, about 10% of the overproduced
protein remained in the soluble fraction (Fig. 2a, lysate),
which was purified to homogeneity on a nickel-affinity col-
umn (Fig. 2a, eluate), yielding 1 mg of pure protein from
300 ml of culture. His-EscN behaved anomalously in
SDS-PAGE, ie. it runs at an apparent molecular mass
of 45 kDa whereas the deduced molecular mass for the
recombinant protein is 51.8 kDa. Nevertheless, the identity
of the protein was confirmed by immunoblotting using
anti-His antibody (data not shown).

In order to assess the functionality of His-tagged EscN
we performed in vivo complementation assays. Type III-
dependent secretion of the translocator proteins EspA,
EspB and EspD was evaluated in wild-type and AescN
EPEC strains (Fig. 2b). The results show that the AescN
mutant strain, which completely lost secretion competence
(Fig. 2b, lane 2), was complemented by plasmid producing
His-EscN (Fig. 2b, lane 4). As shown by Coomassie stain-
ing and immunoblotting, the introduction of his-escN into
a AescN strain restored secretion comparable to wild-type
strain (Fig. 2b, lanes 1 and 4), establishing that the recom-
binant EscN protein was fully functional. We also demon-
strated functionality of a GST-tagged EscN protein (data
not shown). This is consistent with previous reports show-
ing that an N-terminally His-tagged FLil complements a
nonflagellate f7if null mutant [18], interacts with its regula-
tor FliH which inhibits ATPase activity [24], and is able to
oligomerize [38]. Similar results of functional versions of
recombinant proteins have been obtained for virulence
type III ATPases GST-YscN [39] and His-InvC [28].

Thus, we were able to purify EscN in sufficient amounts
for detailed enzymatic analysis under native conditions,
avoiding the previously observed refolding problems which
rendered inactive protein [16].

ATPase activity of EscN

His-tagged EscN was shown to have ATPase activity.
His-EscN hydrolyzes ATP in a linear time-dependent man-
ner, with a Mg’ -dependent ATPase activity of
0.36 + 0.02 pmol min~' mg™" (Fig. 3a). This rate of ATP
hydrolysis is similar to the rates observed for other type
IIT secretion family members, including InvC and Flil
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imidazole. Proteins were analyzed by SDS-PAGE and stained by Coomassie brilliant blue. (b) Complementation analysis of AescN mutant strain with
plasmid-expressed His-EscN (pAEescN). Secreted protein profile of wild-type EPEC (WT) and Aesc/ strains grown in DMEM at 37 °C. The secreted
proteins were visualized by CBB staining (upper panel), or immunodetected (lower panels) with anti-EspA and anti-EspB antibodies in the culture
supernatant (S) and anti-EspB antibody in whole-cell extracts (P). The EspC protein is not secreted through the T3SS.
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Fig. 3. ATPase activity of EscN under various conditions determined by measuring phosphate release. (a) Time course of EscN ATP hydrolysis using
3 mM ATP, in the presence of 4 mM MgCl; (open symbols), or in the absence of MgCl, (closed symbols). (b) Divalent metal ion specificity to support
ATPase activity. (c) Influence of pH on ATPase activity. (d) Temperature dependence of the ATPase activity. (e) Effect of substrate concentration on the
ATPase activity. Specific activity was measured with 0.25 pM of EscN in 100 mM Tris—-HCI (pH 8.0) and increasing amounts of ATP-Mg?t (0-4.5 mM),
with 1 mM of MgCl, in excess. The plot of the logarithmic form of the Hill equation is shown inset. (f) Competitive inhibition by ADP-Mg>*. The enzyme
{0.25 pM EscN) was incubated with varying ATP-Mg®" concentrations (0.28-1.5 mM) at fixed ADP-Mg?" concentrations (0.4, 0.7, 1.0 or 2.0 mM).

[17,18]. The substrate ATP-Mg”" could be substituted by ~ 50%. Other divalent cations such as Zn’', Ca®* and
ATP-Mn”", although the reaction rate was reduced by ~ Cu®" could not substitute for Mg>" (Fig. 3b).
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Next, the conditions for optimal ATPase activity were
determined. The hydrolytic reaction showed a maximal
peak around pH 7.5 and the ATPase activity drops at
pH values below 6.5 and above 8.5 (Fig. 3¢). The optimal
enzymatic activity was observed at a temperature between
30 and 37°C (Fig. 3d). Activity decreased abruptly at
42 °C, suggesting protein denaturation or oligomer dissoci-
ation (see below).

Subsequently, initial velocities of ATP hydrolysis by
EscN were measured as a function of the ATP-Mg?" con-
centration. The reaction followed sigmoid kinetics (sug-
gesting cooperativity) and data were adjusted to Hill
equation (Fig. 3e). The resulting V,,.x was found to be
0.41 + 0.01 pmol min~' mg ! and the Kys for ATP was
0.90 & 0.05 mM. The Hill coefficient calculated from the
Hill plot (Fig. 3e, inset) was 1.59 + 0.13 indicating positive
cooperativity and suggesting that oligomerization stimu-
lates enzymatic activity. Furthermore, we showed that
ADP behaved as a competitive inhibitor, with a K, of
2.06 £ 0.24 mM (Fig. 3f).

This study represents the first characterization of ATP-
ase activity for EscN. ATP hydrolysis by EscN is coupled
to the secretion process through dynamic physical interac-
tions with multiple proteins (e.g. EscL and EscQ, Andrade
et al., unpublished results), the effector Tir and its chaper-
one CesT [25], and most likely with membrane components
of the secretion apparatus as has been demonstrated for the
flagellar ATPase [27,40]. The enzymatic data obtained in
this work will help to further understand how ATPase
activity is regulated by protein interactions occurring dur-
ing its recruitment to the secretion apparatus or the ones
required to aid in effector recognition and transport. Cur-
rent efforts are being directed towards analyzing how
kinetic constants are modified in the presence of other com-
ponents and if a given protein—protein interaction could
promote or restrain cooperativity (ie. by measuring a
change in Hill coefficient).

EscN oligomerization

To examine EscN multimerization and its effect on
ATPase activity, we measured EscN specific activity at dif-
ferent protein concentrations under near saturating sub-
strate conditions (3mM ATP-Mg?") (Fig. 4a). The
results showed a nonlinear increase in the ATPase activity,
consistent with protein oligomerization. Previous studies
have shown that T3SS ATPases can form oligomers and
that  oligomerization  stimulates ATPase  activity
[21,38,41]. . Moreover, it has been proposed by electron
microscopic analysis that these enzymes function as homo-
hexamers [41]. Therefore, we sought to identify the oligo-
meric state of EscN.

Purified recombinant EscN was subjected to gel filtra-
tion chromatography and the elution profile revealed the
main form to be a monomer, eluting at an estimated molec-
ular mass of 47.3 kDa (Fig. 4b). Even though a hexameric
form was not detected, a peak eluting at 646.9 kDa which

a

o o
N [
I i

ATPase activity
(umol min™ mg™)
o
T

. ! . 1 . 1 2 ] 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

EscN [uM]

T

669 440 232 67 43 25
v v v v v v

2.0

1.5

0D,,, (MAU)

1.0 ¢

4 6 8 10 12 14 16
Elution volume (ml)

Fig. 4. (a) Protein concentration-dependent specific activity of EscN
(0.02-0.45 pM) under near saturating substrate conditions (3 mM ATP
and 4 mM MgCl,). (b} Size exclusion chromatography. Elution profile of
EscN from Superdex 200 HR 10/30. Arrowheads show the elution
positions of molecular mass markers; thyroglobulin (669 kDa), ferritin
(440 kDa), catalase (232 kDa), bovine serum albumin (67 kDa), ovalbu-
min (43 kDa) and chymotrypsinogen A (25 kDa).

corresponds closely to a dodecamer was identified
(Fig. 4b, arrow). Repeated chromatography after addition
of magnesium and ATP, ADP or AMP-PNP did not reveal
any other peak, although all these nucleotides promoted
the formation of higher order aggregates (data not shown).
These results are in agreement with those obtained previ-
ously for FIil [24,41] and more recently for YscN of Yer-
sinia enterocolitica [39], where the putative hexameric
functional form could not be detected by size exclusion
chromatography. Interestingly, consistent with our results,
a highly active dodecameric form was identified for HrcN
of Pseudomonas syringae, which has been proposed by
cryo-electron microscopy to be comprised of two stacked
hexameric rings associated by their C-terminal domains
[21,42]. The presence of hexamers and dodecamers have
also been observed in ATPases of other secretion systems
[35,43].

To gain further insight into EscN oligomerization we
used blue native electrophoresis. BN-PAGE showed that
the majority of purified EscN is monomeric, however the
presence of a population of active oligomers was revealed
(Fig. 5). Molecular weight determinations were done using
a BN-PAGE protein standard calibration curve




126 A. Andrade et al. | Archives of Biochemistry and Biophysics 468 (2007) 121-127
a > b > the extensive structural similarity between these T3 ATPas-
v S 2 - < es and the o and B subunits of the FoF-ATPsynthase, in
06" Q'x\g 06" sb\g silico homohexameric models have been constructed using

Thy

Fer =

Cat

Ald

BSA-

Fig. 5. EscN oligomeric forms and in gel ATPase activity. (a) Bovine

serum albumin (BSA) and purified EscN were subjected to gradient BN-

PAGE (4-15%) and stained with Coomassie. Molecular mass markers
thyroglobulin (Thy), ferritin (Fer), catalase (Cat), aldolase (Ald, 158 kDa)
and BSA are shown to the left. (b) In gel ATP hydrolysis of the same
samples in (a). Arrowheads show the monomeric (M), hexameric (H) and
dodecameric (D) forms.

(R®> = 0.9752) (protein markers are shown in Fig. 5a). The
monomeric form migrated anomalously at 62 kDa proba-
bly due to the significantly lower resolution of this electro-
phoretic method for masses below 100kDa [36].
Nevertheless, at higher molecular masses we identified dif-
ferent oligomeric forms with a good correlation to the pre-
dicted molecular mass (51.8 kDa), including a hexamer
(327 kDa) and a dodecamer (622 kDa). The existence of
different intermediate oligomers suggests a highly dynamic
monomer—multimer equilibrium. In accordance with this,
previous cross-linking experiments with Flil in the presence
of phospholipids showed the formation of a dimer, trimer,
tetramer and a higher order multimer above 230 kDa [41].
Also, a trimeric form of HrcN has been observed [21]. It
could be that the transition between oligomeric states in
these ATPases represents a regulatory checkpoint in the
secretion process. Given that in our experiments most of
the purified protein is found in a monomeric form, it is pos-
sible that EscN requires the presence of other components
of the secretion apparatus for efficient oligomerization.

Densitometric analysis of the equivalent band in both
gels (Fig. 5), showed that the activity/protein ratio is
12-fold higher for the hexamer than for the monomer (data
not shown), suggesting a higher specific activity associated
with the hexameric form. However, we cannot disregard
the possibility of in gel oligomerization during the ATP
hydrolysis reaction within the monomeric band.

The crystal structures recently obtained for Flil and
EscN do not contain the N-terminal region {31,32] which
1s essential for oligomerization [38]. Nonetheless, given

the heterohexameric osf; structure of the F;-ATPase
[31,32]. However, the functional form of EscN in wvivo
remains to be elucidated, although our results together
with the ones obtained for ortholog enzymes suggest it is
most likely oligomeric. Still, many questions regarding
the mechanism of action of the oligomeric form of type
11T ATPases remain to be answered. Further experimental
data will be required to understand how the coupling of
ATP binding/hydrolysis to secretion is achieved.
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