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RESUMEN

Escherichia coli enteropatdégena (EPEC) causa diarrea aguda en ninos
de paises en vias de desarrollo. Durante el proceso de infeccidon EPEC
utiliza un sistema de secrecion fipo Il (SST3 o inyectisoma) para
translocar proteinas efectoras directamente al citoplasma de la célula
hospedero, en donde alteran las vias de senalizacion celular. Los genes
necesarios para la formacion del SST3 y la virulencia de EPEC se agrupan
en la isla de patogenicidad cromosomal denominada locus de
esfacelamiento enterocitico (LEE). Para su ensamblaje el SST3 requiere
afravesar la envoltura celular, para lo que es necesaria la apertura de la
capa de peptidoglicano. Este proceso se lleva a cabo por enzimas
denominadas transglicosilasas liticas (TLs) especializadas. En la isla LEE se
localiza el gen etgA, que codifica una proteina con similitud a TLs de
distintos sistemas de secrecion. Previaomente se determind que EfgA
posee una secuencia senal en su extremo amino y en el presente
estudio comprobamos el transporte de EtgA al periplasma y que éste es
independiente del SST3. También se observd que la sobreproduccion de
EtgA produce una inhibicidn en el crecimiento bacteriano v lisis celular,
para lo cual son indispensables el tfransporte al periplasma y el residuo
glutamato catalitico. Para evaluar la participacion de EtgA en la
biogénesis del SST3 se generd una mutante nula en (etgA:kanr), que
presentd una reduccidn en la secrecidn de proteinas por el SST3 y en su
capacidad de hemdlisis, lo que estd relacionado con una reduccidén en
el nuUmero de inyectisomas ensamblados. Al determinarse que la
proteina BfpH, codificada en el pldsmido EAF de EPEC no sustituye
funcionalmente a EtgA se propuso que la atenuacién de estos fenotipos
no se debe a redundancia enfre TLs. En conjunto los resultados
obtenidos indican que la actividad de muramidasa de EfgA no es
indispensable para el ensamblaje del SST3, sin embargo si hace que este

proceso sea mas eficiente.



ABSTRACT

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) causes acute infantile diarrhea
in developing countries. During its infection EPEC utilizes a type |llI
secretfion system (T3SS or injectisome) to translocate effector proteins
directly into the host cells, subverting different signaling transduction
pathways. All of the proteins required for T3SS formation and EPEC
virulence are encoded within a chromosomal pathogenicity island
called the locus of enterocyte effacement (LEE). During its biosynthesis,
the T3SS has to fraverse the physical barrier imposed by the
pepftidoglycan layer. To accomplish this task dedicated enzymes named
specialized lytic transglycosylases (LTs) are employed. A LEE encoded
profein called EtgA shares similarity with LTs associated to secretion
systems. Previously, the existence of a signal sequence was predicted in
EtgA. In this study, the periplasmic localization of EtgA was determined,
and it was shown that this transport is independent of the T3SS.
Overproduction of EfgA causes a growth rate inhibition and lysis of EPEC
cultures. To observe these effects, the transport of EtgA to the periplasm
and the catalytic glutamate residue were indispensable. Additionally, an
etgA null mutant strain (AetgA::kanr) was generated to evaluate the role
of EtgA in T3SS assembly. We observed that secretion of proteins through
the T3SS and the hemolytic capacity were reduced in the AetgA:.kanr
mutant. This atfenuation was related with a reduction in the amount of
fully assembled injectisomes. Furthermore, the attenuated phenotypes in
the AetgA:kanr mutant were not attributed to functional redundancy
among LTs, since BfpH, a LT homologue encoded in the EAF plasmid, was
not able to functionally replace EtgA. Overall, these results indicate that
EtgA is not indispensable for T3SS assembly in EPEC, but it is required to

make the process efficient.



INTRODUCCION

Entre las especies predominantes de la microbiota del ser humano,
Escherichia coli desempena un papel importante en el mantenimiento
de la fisiologia intestinal. Sin embargo, existen patovares implicados en
infecciones del fracto urinario, sepsis, meningitis e infecciones gastro-
intestinales. Entre éstos se encuentra E. coli enteropatdégena (EPEC por

sus siglas en inglés) (Chen y Frankel 2005).

EPEC es causante de diarrea potencialmente fatal en ninos menores de
dos anos en paises en vias de desarrollo. La diarrea producida por EPEC
es aguda y a menudo se acompana de ofros sinfomas como vomito y

fiebre (Nataro y Kaper 1998; Kaper et al. 2004).

EPEC pertenece a una familia de patdgenos que producen una
histopatologia denominada lesion de adherencia y esfacelamiento
(A/E) en células del epitelio intestinal (Moon et al. 1983). La lesion A/E se
caracteriza por la eliminacion de las microvellosidades y la adherencia
infima entre la bacteria y la membrana del enterocito (Figura 1q)

(Nataro y Kaper 1998).

En células epiteliales infectadas, EPEC produce profundas alteraciones
del citoesqueleto y la acumulaciéon de filamentos de actina por debajo
del sitio en el que se adhiere la bacteria, lo que conduce a la formacion
de estructuras tipo pedestal ricas en actina (Figura 1b) (Rosenshine et al.
1996).



Figura 1. Lesién A/E producida por EPEC. (a). Fotografia de microscopia electrénica

que muestra mucosa duodenal infectada por EPEC. Barra: 0.5 uym. En el recuadro se
muestra un acercamiento en el que se observan algunas bacterias adheridas al
epitelio y la eliminacién de las microvellosidades (barra: 0.2 pm). Tomada de (Shaw et
al. 2005). (b) Fotografia de microscopia electronica que muestra la formacion de
pedestales en células HEL infectadas por EPEC. El pedestal se forma debajo del sitio de
unidn de la bacteria a la célula epitelial. Barra: 0.25 pm. Tomada de (Knutton et al.
1998).

Los ofros patdégenos que producen la lesion A/E son E. coli
enterohemorrdgica (EHEC), el patdgeno de ratones Citrobacter
rodentium y la recientemente identificada Escherichia alberti (antes
Hafnia alvei), bacteria asociada con diarrea en humanos (Croxen vy
Finlay 2010).

Todos los factores necesarios para la formacion de la lesion A/E se
encuentran codificados en una isla de patogenicidad cromosomal
denominada locus de esfacelamiento enterocitico (LEE) (McDaniel et al.
1995). El locus LEE codifica los componentes de un sistema de secrecion
tipo Il (SST3), reguladores transcripcionales, reguladores de secrecion,
chaperonas y proteinas efectoras (fambién llamadas efectores) (Jarvis
et al. 1995; Elliott et al. 1998).



Infeccion por EPEC

Adherencia inicial. Un paso critico para la colonizacidon del intestino
durante las infecciones diarreicas es la adhesién del microorganismo a
la superficie del hospedero (Torres et al. 2005). La adherencia inicial de
EPEC a los enterocitos del intestino delgado se produce por una fimbria
o pilus fipo IV denominado Bundle-forming pilus (BFP), por su tendencia
a formar frenzas o cordones (Figura 2). BFP permite a su vez la
interaccién de una bacteria con ofra para formar microcolonias en un
patron definido denominado adherencia localizada (LA, por sus siglas
en inglés) (Scaletsky et al. 1984; Giron et al. 1991). La fimbria BFP
inferactua con receptores que contienen N-acetil-lactosamina sobre la

superficie de la célula hospedero (Hyland et al. 2008).

Figura 2. Pilus BFP de EPEC. Fotografia de microscopia electréonica mostrando la fimbria
BFP producida por EPEC E2348/69. Barra: 0.35 pum. Tomada de (Giron et al. 1995).

Los componentes del pilus BFP estdn codificados en un pldsmido de
virulencia de 95 kDa denominado EAF (por sus siglas en inglés, EPEC
adherence factor) (Donnenberg et al. 1992). Un grupo de 14 genes de
este pldsmido, agrupados en el operdn bfp, son suficientes para la
biogénesis del pilus y para la exhibicién del fenotipo LA. Entre estos
genes se encuentra bfpA que codifica la subunidad principal de la

porcidon extracelular del pilus. BfpA, también llamada pilina, que al



polimerizarse da lugar a los filamentos delgados mediante los que la

bacteria se adhiere (Stone et al. 1996; Anantha et al. 2000).

La formacion del pilus BFP se regula a nivel franscripcional en respuesta
a las condiciones ambientales, fuentes de carbono y fase de
crecimiento. La expresion de los genes bfp ocurre eficientemente a 37°
C durante la fase exponencial de crecimiento, en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, utlizado comUnmente para
cultivos de células eucariontes) y en presencia de glucosa, mientras que
se reprime en presencia de amonio (Puente et al. 1996; Mellies et al.
2007). En el plasmido EAF se localiza también el operdon perABC
(plasmid-encoded regulator) que codifica activadores transcripcionales
de los genes bfp; entre éstos PerA se une directamente a las secuencias
regulatorias que se encuentran rio arriba de bfpA (Puente et al. 1996;
Tobe et al. 1996).

En general, las cepas de EPEC se clasifican en: cepas tipicas, cuando
poseen el pldsmido EAF y presentan el fenotipo LA; y cepas atipicas
cuando no lo poseen. Sin embargo, se ha reportado que ademds de
BFP, otras estructuras fimbriales, adhesinas e incluso el flagelo podrian

participar en la adhesion de EPEC al hospedero (Chen y Frankel 2005).

Secreciéon de efectores y transduccion de senales. Una vez que EPEC
entra en contacto con el enterocito se produce la secrecidn de
proteinas a través del SST3 de virulencia o inyectisoma. El SST3 es una via
de secrecioén (ver descripcidon en seccién Sistema de secrecion fipo i)
que se utiliza para la translocacién o inyeccion de proteinas efectoras
directamente al citoplasma de la célula hospedero, en donde alteran
diversas vias de senalizacion celular (Hueck 1998). Los efectores de EPEC
tienen mdas de una funcion, e incluso éstas se sobrelapan, lo que se

conoce como redundancia funcional (Dean y Kenny 2009).



En total, EPEC E2348/69 codifica 21 efectores, de los cuales 7 son
codificados en la isla LEE. Los efectores codificados en LEE son EspB
(EPEC secreted protein B), EspF, EspG, EspH, EspZ, Map (Mitochondrial
associated protein) y Tir (Translocated intimin receptor); mientras que
efectores como EsplJ, EspG2, NleA (non-LEE encoded effector), NleB,
NleC, NleD, NleE y NleH se encuentran codificados en profagos y
elementos de integracion en ofras islas cromosomales (Iguchi et al.
2009).

Los procesos celulares afectados por los efectores inducen Ila
reorganizacion de proteinas del citoesqueleto, lo que conduce a la
retraccion y pérdida de las microvellosidades del epitelio intestinal, la
formacion del pedestal, la modulacion de la respuesta inmune vy la

produccion de diarrea (Croxen y Finlay 2010).

La reorganizacion del citoesqueleto involucra tanto la despolimerizacion
como la polimerizacion de sus componentes. En la etapa inicial de la
infeccion por EPEC se forman extensiones ftipo filopodio en el sitio de
adhesion bacteriana de manera dependiente de Map, que actia
como factor de intercambio de guanina de la proteina de unidon a GTP
Cdc42. En cambio, la retraccion y desaparicion de los filopodios
depende de Tir y EspH, que posiblemente inhiben a Cdc42 a través de
la activacion de GTPasas. En el caso de EspH la inhibicion de Cdc42
también modula la cinética de ensamblaje y morfologia de los
pedestales (Tu et al. 2003; Berger et al. 2009).

Por otro lado, Tir, EspF, EspH y Map provocan el esfacelamiento de las
microvellosidades al inducir la disgregacion y relocalizacion de sus
componentes (Shaw et al. 2005; Dean et al. 2006). EspG y EspG2
(homodlogo de EspG codificado fuera del LEE), también participan en la
eliminacién de las microvellosidades al inducir la destruccion de las

redes de microtUbulos localizados debajo del sitio de adhesidon de la



bacteria, lo que conduce a la liberacidon del factor de intercambio de
guanina GEF-H1, que a su vez activa la via de senalizacion RhoA-ROCK
que desencadena la formacién de fibras tensas de actina (Matsuzawa
et al. 2004; Shaw et al. 20095).

También se ha demostrado una alteraciéon en la arquitectura de la red
de filamentos intermedios, incluso algunas de las proteinas que los
forman, citoqueratina 8 y citoqueratina 18, se reclutan en los pedestales,
en este proceso participan EspF y Tir (Batchelor et al. 2004; Viswanathan
et al. 2004).

EspB también participa en la reorganizacion del citoesqueleto, al
desestabilizar el complejo E-cadherinaf-cateninca-catenina que
conforma las uniones adherentes (involucradas en el contacto célula-
célula y en la morfologia del citoesqueleto). Esta desestabilizacion se
lleva a cabo a fravés de la interaccion de EspB con a-catening, la que
a su vez se relocaliza al interactuar con los filamentos de actina que se
acumulan debajo del sitio de adhesion bacteriana (Hamada et al.
2010).

El evento mds importante de la alteracién del citoesqueleto es la
acumulacién masiva de la actina del hospedero, lo que da lugar a la
formacion de los pedestales, proceso en el que participa Tir iniciando
una cascada de eventos de senalizaciéon a través de su fosforilacion en
un residuo de tirosina (Garmendia et al. 2005). Este proceso se describird
con mayor detalle en la seccion Adherencia intima y formacién de

pedestal.

La mitocondria también se ve afectada por la actividad de los
efectores Map y EspF. Map altera el potencial de membrana vy la
estructura mitocondrial induciendo malformaciones y estallamiento de

este organelo (Ma et al. 2006; Papatheodorou et al. 2006), mientras que



EspF activa la via de muerte mitocondrial via la liberacion de citocromo
c (Nougayrede y Donnenberg 2004; Nagai et al. 2005). Otro organelo
afectado es el reticulo endoplasmdtico, a través de la actividad de
NleA, que afecta el trafico de proteinas hacia el aparato de Golgi (Kim
et al. 2007).

La diarrea inducida por EPEC es un proceso multifactorial en el que
participa la pérdida de superficie de absorcion epitelial, alteraciones en
el fransporte de iones, un incremento en la permeabilidad paracelular,
disminucion de la resistencia transepitelial e inflamacion intestinal (Kaper
et al. 2004; Viswanathan et al. 2009).

En general, la diarrea es resultado de un desbalance entre la absorcion
y la secrecion de iones a fravés del epitelio, seguido por la salida de
agua (Viswanathan et al. 2009). EPEC reduce los niveles del
intercambiador de CI-/OH- (DRA, downregulated in adenoma) en la
superficie celular, inhibiendo la absorcion de iones CI-. La internalizacion
de DRA se ha afribuido a la degradacion de los microtUbulos por la
accion de EspG y EspG2 (Gill et al. 2007). Adicionalmente, EspF inhibe Ia
absorcidon de Na*, por medio de la inactivacion de los intercambiadores
de Na*/H* (NHE, Na*/H* exchanger) (Hodges et al. 2008). Otra ruta de
absorcidbn de Na* que se altera es la del cotransportador de
Nat/glucosa SGLT1 (sodium-D-glucose cotransporter), debido a la
disminucién que ocurre de la superficie epitelial como resultado de la
eliminacion de las microvellosidades y a la internalizacién en vesiculas
de dicho cofransportador. Esta alteracion es dependiente de los
efectores Tir, EspF y Map (Dean et al. 2006). Por otfro lado, se ha hecho
una correlacion entre la internalizacion de las acuaporinas (canales de
agua) AQP2 y AQP3 y la produccién de diarreq, lo que posiblemente
cause una reducciéon en la absorcidon de agua; esta relocalizacion en el

citoplasma eucarionte es parcialmente dependiente de EspF y EspG, sin



embargo, no se han identificado otros efectores que podrian también

estar involucrados (Guttman et al. 2007).

EPEC, como otros patdgenos, induce una respuesta inflamatoria en el
hospedero a través de los patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs). Esto induce la activacion de NFkB (factor nuclear kB), que se
transloca al ndcleo donde activa la transcripcion del gen que codifica
la interleucina 8 (IL-8). IL-8 es un quimioatrayente que estimula el
reclutamiento y la transmigracion de células polimorfonucleares
(neutrdfilos y leucocitos) en el lumen intestinal, donde liberan 5'AMP
(Adenosin-5'-monofosfato), el cual es convertido en adenosing, Ia que
inferactua con receptores A2b, induciendo la producciéon AMP ciclico.
El AMPc activa el canal CFIR (cystic fibrosis fransmembrane
conductance regulator), induciendo la secrecion de CI- (Savkovic et al.
1997; Goosney et al. 2000; Viswanathan et al. 2009).

La alteracidon de la funcidn de barrera del epitelio intestinal, que se
requiere para mantener los gradientes electroquimicos en el transporte
transcelular, es ofro mecanismo relacionado con la diarrea. La funcidon
de barrera es proporcionada por las uniones estrechas a través de su
interaccién con anillos contrdctiles de miosina. EPEC estimula la
apertura de las uniones estrechas y la salida de agua, por medio de la
fosforilacion de las cadenas ligeras de miosina (MLC), la cual a su vez es
resultado de la activacion de la cinasa MLCK a través de un incremento
en los niveles de Ca?* infracelular ocasionado por los efectores
translocados (Viswanathan et al. 2009). La alteracion de la funcion de
barrera de las uniones estrechas también involucra la redistribucion de
las proteinas que las conforman. Durante la infeccion por EPEC, por
medio de la participacion de EspF, la ocludina y ZO1 (zonula occludens)
se desfosforilan, cambiando su localizacion de las uniones estrechas al
citoplasma, provocando la salida de iones al lumen intestinal

(McNamara et al. 2001; Dean y Kenny 2004; Viswanathan et al. 2009;
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Zhang et al. 2009). Otros efectores involucrados en la alteracién de la
estructura de las uniones estrechas son Map y NleA (Dean y Kenny 2004;

Thanabalasuriar et al. 2010).

Adherencia intima y formaciéon de pedestal. Tir, uno de los efectores
translocados al citoplasma del enterocito por el SST3, se considera como
el Unico absolutamente esencial para la formacion del pedestal de
actina (Rottner et al. 2005).

Una vez que es translocado, Tir se ancla en la membrana del hospedero
a fravés de dos dominios transmembranales. Los extremos amino vy
carboxilo de Tir se localizan en el citoplasma eucarionte, mientras que su
dominio central permanece extracelular. Este dominio interactia con
una adhesina de la membrana externa de EPEC denominada infimina
(Figura 3). La interaccion Tir-intimina permite que la bacteria se ancle
firmemente al enterocito, lo que se conoce como adherencia intima.
De esta manera, la bacteria inyecta a la célula eucarionte lo que serd
su propio receptor (Kenny et al. 1997; de Grado et al. 1999; Hartland et
al. 1999). La unién de Tir con intimina promueve el reclutamiento de Tir
debagjo de la bacteria adherida, formando una estructura reticular que
se propone proporciona el soporte fisico necesario para la acumulacién
de actina y permite desencadenar los eventos de senalizacién celular

(Campellone et al. 2004; Touze et al. 2004).

Tir se fosforila en el residuo Y474, localizado en su region carboxilo (Kenny
1999), por las cinasas de tirosina del hospedero c-Fyn, Abl, Arg y Etk
(Phillips et al. 2004; Swimm et al. 2004, Bommarius et al. 2007). La
forforilacion de Tir en este residuo es un evento critico para la
acumulacion de actina, ya que induce el reclutamiento directo de la
proteina adaptadora del hospedero Nck, que estimula a la proteina N-
WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein), la que a su vez activa al

complejo heptamérico de nucleacion de actina Arp2/3 (Actin-related

11



protein 2/3), que induce la polimerizacion y ramificaciéon de filamentos
de actina y en consecuencia la formacion del pedestal (Figura 3)
(Kalman et al. 1999; Gruenheid et al. 2001).

Ademds de fosforilarse en el residuo Y474, Tir también se fosforila en los
residuos S434 y S463, lo que induce cambios conformacionales en la
estructura de Tir y se ha sugerido que éstos podrian proveer la energia
necesaria para la insercion de Tir en la membrana plasmatica del
hospedero (Warawa y Kenny 2001). Sin embargo, se ha visto que Tir es
capaz de insertarse en la membrana de eritrocitos aldn sin sufrir
fosforilacion (Shaw et al. 2002). Por ofra parte, en un experimento ex vivo
(en cultivos de érganos in vitro) se demostré que EPEC con un cambio
Y474F en Tir, y por tanto deficiente en el reclutamiento de Nck, es capaz
de producir lesiones A/E. Esto se atribuye a una probable capacidad de
EPEC de formar pedestales de manera independiente de Nck, pero con
la participacion de N-WASP (Schuller et al. 2007).

Tir interactla a través de su extremo amino con ofros componentes del
citoesqueleto como a-actinina, talina y vinculina. También se ha
encontrado que los pedestales confienen ezrina, CD44, calpactina
cortactina, gelsolina, tropomiosina, vinculina y cadenas ligeras de
miosina, aungue el reclutamiento de estas proteinas es independiente
de Tir y no es esencial para la formacion del pedestal (Garmendia et al.
2005; Bhavsar et al. 2007).

12



Polimerizacién
de actina

Figura 3: Adherencia intima y formacion de pedestal. (a) Interaccién Tir-intimina. EPEC
a fravés del SST3 transloca el efector Tir al citoplasma del enterocito. Tir se inserta en la
membrana del hospedero y funciona como receptor para la adhesina infimina, dando
lugar a la adherencia intima entre la bacteria y el enterocito. Por otra parte, Tir se
fosforila por cinasas del hospedero, se recluta la proteina adaptadora del hospedero
Nck, ésta activa a N-WASP, que a su vez activa al complejo Arp2/3. La actina se
polimeriza debajo del sitio de adherencia de la bacteria, originando una estructura en
forma de pedestal. Ver detalles en el texto. ME: membrana externa de EPEC, MH:
membrana del hospedero. Tomada de (Pizarro-Cerda y Cossart 2006). (b) Pedestal de
actina. Fotografia de microscopia de fluorescencia que presenta un pedestal formado
por EPEC en células eucariontes. La fincidn con inmunofluorescencia muestra a la
bacteria en azul, a Tir en verde y a la F-actina de la célula hospedero en rojo. Tomada
de (Hayward et al. 2006)

Locus de esfacelamiento enterocitico

El locus de esfacelamiento enterocitico (LEE) es una isla de
patogenicidad cromosomal de 35.6 kb responsable de la produccion
del fenotipo A/E. Al ser clonada y fransferida a una cepa no patégena
de E. coli, ésta es capaz de producir la histopatologia mencionada.

Probablemente el LEE de EPEC se adquirid6 mediante transferencia
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horizontal, ya que su contenido de G+C es mds bajo que el del

cromosoma de E. coli (McDaniel et al. 1995; McDaniel y Kaper 1997) .

El LEE de EPEC (cepa E2348/69, serotipo O127:H6) contiene 41 genes,
organizados en 5 operones policistronicos (LEE1 a LEE5), dos operones
bicistronicos (rorfl-espG y griR-grlA) y 4 unidades transcripcionales (etgA,
map, cesF y escD) (Figura 4) (Elliott et al. 1998; Barba et al. 2005). Como
se menciond, en este locus se encuentran codificados los componentes
del SST3, efectores, chaperonas, la adhesina intimina, reguladores
transcripcionales y reguladores de secrecion. Asimismo, existen genes

que codifican proteinas cuya funcidn aun se desconoce.
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del SST3 7 de insercién

Reguladores de Reguladores Funcidn
secrecidn transcripcionales desconocida

Figura 4. Representacion del LEE de EPEC. Se muestran los genes organizados
principalmente en 5 operones policistronicos (LEE1 a LEES), y se clasifican en distintos
colores de acuerdo a la funcién de la proteina codificada por cada uno. Elaborada

por Romo-Castillo M.

La expresion de los genes del LEE requiere de la proteina Ler (LEE-
endoded regulator), codificada por el primer gen del operdn LEE1. Ler
tiene similitud con el regulador global H-NS (histone-like nucleoid
structuring protein; 36% de identidad, 55% de similitud), una proteina de

union a ADN involucrada en la regulacion negativa de multiples genes y
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que funciona induciendo plegamientos en el ADN que evitan el
reconocimiento de promotores por la ARN polimerasa. Ler se requiere
para contrarrestar la represidon inducida por H-NS sobre los promotores
de los operones LEE2 a LEES, lo que logra al unirse a las regiones
regulatorias de estos operones y alterar los complejos nucleoproteicos
qgue forma H-NS. Esta activacion se produce a 37°C en medio DMEM,
durante la fase exponencial de crecimiento bacteriano (Mellies et al.
1999; Elliott et al. 2000; Sperandio et al. 2000; Bustamante et al. 2001;
Sanchez-SanMartin et al. 2001; Haack et al. 2003; Barba et al. 2005).
Ademds de regular la expresion de los genes del LEE, Ler se requiere
para la expresion de genes localizados en otras islas de patogenicidad,
como espC, que codifica una serin-proteasa autotransportadora con
efectos enterotdxicos en células epiteliales (Elliott et al. 2000; Navarro-
Garcia et al. 2010).

A su vez, ler se regula positivamente por GrlA (Global regulator of Ler
Activator), proteina codificada en LEE que posee un dominio de unién a
ADN hélice-vuelta-hélice (HTH) y funciona como un antagonista de H-NS
en el promotor de ler. Ler y GrlA forman un circuito de regulacion
positiva en el que Ler activa al operdn griRA, que también es reprimido
por H-NS; y GrlA a su vez activa a ler, lo cual asegura el mantenimiento
de una respuesta transcripcional apropiada de manera espacial y
temporal (Barba et al. 2005; Jimenez et al. 2010). Otro de los reguladores
positivos de ler es PerC, codificado por el operdn per del pldsmido EAF y
que se une ad la regién reguladora de ler, siendo capaz de contrarrestar
la represion ejercida por H-NS (Mellies et al. 1999; Bustamante et al. 2001;

Bustamante et al. No publicado).

Respecto a las condiciones de activacion de ler a través de PerC y GrlA,
se ha observado que la activacion de ler cuando EPEC se cultiva en
condiciones estaticas bajo una atmaodsfera de CO2 5% se da a través de

PerC, por lo que una cepa de EPEC curada del pldsmido EAF (EAF-) no
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es capaz de producir proteinas del SST3 en estas condiciones; por el
contrario, en condiciones de agitacién la activacion de ler ocurre a
través de GrlA, por lo que una cepa EAF- cultivada en agitacién puede

producir y secretar proteinas del SST3 (Bustamante et al. No publicado).

Ofro regulador positivo de ler es el regulador global IHF (infegration host
factor), una proteina de union a ADN que favorece la formacion de
complejos nucleoproteicos con la ARN polimerasa. IHF se une
directamente a la regidon promotora de LEE1 y actua en una forma
coordinada con GrlA o con PerC, dependiendo de la condicidon en que
se cultive EPEC (Friedberg et al. 1999; Bustamante et al. No publicado).
Ademds de IHF, otros factores que regulan positivamente a ler son Fis
(factor for inversion stimulation), la GTPasa BipA, asi como la proteina

QseA (Quorum-Sensing E. coli regulator A) (Mellies et al. 2007).

ler se regula negativamente por GriR (Global regulator of Ler Repressor),
que posiblemente actia reprimiendo la expresion al interactuar con
GrlA y prevenir su unidn con el promotor de ler (Deng et al. 2004; Lio y
Syu 2004; Jobichen et al. 2007). Por otro lado, Ler también funciona
como autorepresor, al inhibir la expresion de LEET en una manera
dependiente de su concentraciéon, uniéndose a su regidn promotora
(Berdichevsky et al. 2005).

Sistema de secrecion tipo Il

El sistema de secrecion fipo Il (SST3) es una estructura macromolecular
que atfraviesa las dos membranas bacterianas y el espacio
peripldsmico. El inyectisoma es utilizado por las bacterias Gram
negativas para franslocar proteinas desde su citoplasma directamente
hasta el citoplasma de las células hospederas (Hueck 1998). Se

encuentra tanto en bacterias patdgenas de plantas y animales como
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en bacterias simbiontes, estando presente en organismos como:
Bordetella bronchiseptica, Chlamydia trachomatis, Pseudomonas
aeruginosa, P. syringae, Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp.,
Erwinia spp., Photorhabdus luminescens, Sodalis glossinidius, Ralstonia
solanacearum, Rhizobium spp. y Xhantomonas spp. (Hueck 1998;
Tampakaki et al. 2004).

La estructura del inyectisoma consiste de dos partes principales: una
base cilindrica o cuerpo basal compuesto de varios anillos que
afraviesan las membranas interna y externa bacterianas, conectados
por medio de un eje, y una estructura extracelular rigida, alargada vy
hueca denominada aguja (Figura 5a). A través de estas estructuras se
forma un canal continuo por el cual se transportan los efectores desde
el patégeno hasta el hospedero (Tampakaki et al. 2004). Un grupo de
tres proteinas (dos hidrofébicas y una hidrofilica) llamadas
translocadores, se secretan a través del SST3 y se encargan de la
formacion de un poro en la membrana de la célula eucarionte,

necesario para la franslocacion de efectores (Mueller et al. 2008).

El SST3 también se utiliza para la biogénesis del flagelo. El flagelo es un
complejo macromolecular utilizado por las bacterias para desplazarse.
Estd integrado principalmente por fres componentes que son el cuerpo
basal, el gancho vy el filamento. El cuerpo basal estd formado por un
anilo de membrana interna, un anillo asociado con la capa de
peptidoglicano, un anillo de membrana externa, un eje peripldsmico y
un aparato de exportaciéon (Chevance y Hughes 2008). Ocho proteinas
que componen el SST3 de virulencia presentan una alta similitud con los
componentes del cuerpo basal flagelar (Figura 5b) (Tampakaki et al.
2004). Este grupo de proteinas conservadas infegran el aparato de
secrecion (equivalente al aparato de exportacion flagelar), cuyos
componentes se inserfan o asocian a la membrana interna y son

necesarios para el reconocimiento y secrecion de los sustratos (Galan y
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Wolf-Watz 2006). Entre estas proteinas se encuentra una ATPasa, cuya
actividad es necesaria para la secrecion de proteinas a través del SST3
(Cornelis 2006).

(a) (b)
Unién
gancho-filamento Filamento

MH | l

Poro de / «—Aguja Gancho—», - Ca{
translocacion

Anillo de ME .
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ME ; ; ME _
PG Eje PG Eje

Anillo P

Anillos de MI
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Ml | ] Mi
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Anillo C exportacion Anillo C exportacion

Figura 5. Sistema de secrecidn tipo lll. Se muestra una representacion esquemdatica del
SST3 y se indican sus principales componentes. (a) SST3 de virulencia o inyectisoma. Se
muestran las estructuras del cuerpo basal, la aguja y el poro de translocacién. (b) SST3
flagelar. Se muestran las estructuras del cuerpo basal, gancho y filamento. Los
recuadros en cada inciso corresponden a una reconstruccion a partir de fotografias
de microscopia electrénica de cuerpos basales de inyectisoma vy flagelo purificados
de Salmonella enterica. ME: membrana externa, MI: membrana interna, PG:
peptidoglicano y MH: membrana de célula hospedero. Tomada de (Erhardt et al.
2010).

El ensamblaje del inyectisoma es un proceso secuencial. Primero se
ensamblan los componentes membranales, algunos de los cuales
poseen una secuencia senal o péptido lider dependiente de la
translocasa Sec (Galan y Wolf-Watz 2006). Sec, conocida también como
via general de secrecidon, es una via para el transporte de proteinas a
través de la membrana citopldsmica y en algunos casos para su
insercién en dicha membrana (Driessen y Nouwen 2008). En el siguiente

paso se ensamblan el eje y la aguja, proceso que es independiente de
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Sec y ocurre a fravés del aparato de secrecidn del SST3. Cuando la
aguja alcanza un tamano definido se produce un cambio en la
especificidad de secrecidn de sustratos, y el sistema se torna
competente para la secrecidén de efectores (Galan y Wolf-Watz 2006).
Existen dos propuestas de la biogénesis del SST3, en una de ellas se
sugiere que el ensamblaje de los componentes de la base conduce al
reclutamiento de las proteinas del aparato de secrecion (Diepold et al.
2010); sin embargo, en la segunda se demostrdé que el aparato de
secrecion puede ensamblarse antes que los componentes de los anillos

membranales (Wagner et al. 2010).

Por ofro lado, existen componentes auxiliares involucrados en la
biogénesis del sistema y en la secrecidon de efectores, como las
chaperonas, que desempenan su papel desde el citoplasma
bacteriano. Entre algunas de las funciones de estas chaperonas del SST3
estdn: mantener a las proteinas en un estado desplegado competente
para la secrecion, estabilizar los efectores para evitar su degradacién y

dirigirlos hacia el aparato de secreciéon (Ghosh 2004; Cornelis 2006).

En cuanto a la secrecion fipo lll, ésta ocurre en una forma Sec-
independiente, es decir, no se reconoce una secuencia senal N-terminal
o péptido lider en los sustratos (eje, aguja, translocadores y efectores),
por lo que las proteinas se secretan en un solo paso a través de un canal
central en el sistemma secretor, sin que existan infermediarios
peripldsmicos. Se ha propuesto que las proteinas contienen una senal
de secrecidén que podria estar codificada en el extremo N-terminal o en
el ARN mensajero. Existen reportes que apoyan la teoria de que una
secuencia peptidica de naturaleza anfipdtica en la region amino es la
senal de secrecion fipo lll. De manera adicional, se ha observado que la
composicion de los primeros 20 a 50 residuos de los efectores es poco

comun, ya que es rica en serinas y contiene una baja proporcion de
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aspartato, lo cual también podria estar asociado al reconocimiento por
el SST3 (He et al. 2004; Galan y Wolf-Watz 2006; Arnold et al. 2010).

Como se menciond en secciones anteriores, el ensamblaje vy
funcionamiento del SST3 se regulan a distintos niveles, uno de ellos es el
transcripcional, mediante el cual algunos reguladores responden a
distintos estimulos ambientales, controlando la transcripcion de los genes
que codifican los componentes del sistema. A su vez, la secrecion a
través del inyectisoma sdélo ocurre en respuesta a senales especificas
como el contacto con la célula hospedero (Mota et al. 2005; Deane et
al. 2010).

Sistema de secrecion tipo lll de EPEC

En el SST3 de EPEC (Figura 6) la proteina que conforma el anillo de
membrana externa es EscC. EscC corresponde a la familia de proteinas
conocidas como secretinas, que forman un canal o poro por medio del
cual las proteinas bacterianas salen a través de la membrana externa
(Gauthier et al. 2003; Spreter et al. 2009). Los anillos de membrana
interna estdn formados por las proteinas EscJ y EscD. EscJ forma un anillo
a fravés de la asociacidon de 24 subunidades en la cara peripldsmica de
la membrana interna, ancldndose a ésta por medio de un dominio de
lipidacion N-terminal, mientras que su extremo C-terminal se extiende
hacia el periplasma. Se propone que EscJ funciona como una
plataforma molecular para el ensamblaje del SST3. Por otfro lado, EscD
posee un dominio citopldsmico N-terminal y un dominio peripldsmico C-
terminal. En este caso se asocian 18-24 subunidades de EscD para
formar el segundo anillo de la membrana interna. (Crepin et al. 2005; Yip
et al. 2005; Ogino et al. 2006; Spreter et al. 2009).
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De las proteinas que integran el aparato de secrecién, EscU es una
proteina con un dominio N-terminal de 4 cruces fransmemlbranales y un
dominio citopldsmico C-terminal, asociados a través de un conector
flexible. El dominio C-terminal se auto-profeoliza y se propone que el
cambio conformacional inducido por este corte permitiria la interaccion
de EscU con ofras proteinas del aparato de exportacion (Zarivach et al.
2008). Por homologia con su correspondiente en Shigella flexneri, EscU
probablemente participe en el cambio de especificidad de secrecion
de las subunidades de la aguja a los translocadores (Botteaux et al.
2010). EscV es una proteina con multiples dominios fransmembranales,
necesaria para el correcto ensamblaje de ofros componentes del
sistema. El dominio citopldsmico de la proteina correspondiente en el
inyectisoma de S. enterica funciona como plataforma de anclaje para
los componentes solubles del aparato de secrecion (Gauthier et al.
2003; Worrall et al. 2010). Por ofro lado, se predice que EscQ forma una
estructura equivalente al anillo C flagelar que se ha demostrado es
importante para el reclutamiento y exportacion de sustratos (Gonzdlez-
Pedrajo, 2006), lo cual también se ha reportado para el ortélogo de
EscQ en el inyectisoma de S. flexneri (Pallen et al. 2005; Morita-Ishihara et
al. 2006; Erhardt et al. 2010). De acuerdo a la funcién sugerida para las
proteinas ortélogas de EscR, EscS y EscT en S. enterica, éstas podrian
promover el ensamblaje de la base del inyectisoma, al ser los primeros
componentes del sistema en insertarse en la membrana (Wagner et al.
2010). Todas las proteinas que constituyen el aparato secretor son

esenciales para que se lleve a cabo la secrecion tipo lll.

La ATPasa EscN es una proteina citopldsmica asociada a la membrana
intferna, cuya actividad se requiere para la secrecion de proteinas a
través del inyectisoma (Gauthier y Finlay 2003; Andrade et al. 2007). De
acuerdo al andlisis de su secuencia y estructura cristalogrdfica, EscN
comparte similitud con las subunidades ay B del sector F; de la ATPasa

(Zarivach et al. 2007) y con la ATPasa flagelar Flil (Minamino et al. 2008).
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A su vez, se ha propuesto que EscN participa en el reconocimiento de
los complejos efector-chaperona en una forma independiente de su
actividad hidrolitica. Ademds, se propone que EscN facilita la
disociacion de los complejos efector-chaperona y el desplegamiento
parcial de los efectores de manera dependiente a la hidrdlisis de ATP
(Akeda y Galan 2005). Finalmente, se ha sugerido que EscN pudiera
formar una estructura hexamérica y que la carga electronegativa en el
interior del hexdmero facilitaria la secrecion de polipéptidos
desplegados a través del SST3 por medio de fuerzas repulsivas (Zarivach
et al. 2007).

El eje interno se predice que estd constituido por la proteina Escl (Pallen
et al. 2005). En S. enterica, la proteina correspondiente es necesaria
para el correcto anclaje de la aguja al cuerpo basal del inyectisoma
(Marlovits et al. 2006). La aguja a su vez, estd formada por unidades
polimerizadas de la proteina EscF, y se requiere para la secrecidon de
proteinas y para el ensamblaje del filamento EspA (Sekiya et al. 2001;
Wilson et al. 2001). El flamento EspA es una estructura asociada a la
aguja, que resulta de la polimerizacidon de la proteina translocadora
EspA y que funciona como un conducto para la translocacién de
proteinas (Knutton et al. 1998; Daniell et al. 2001; Sekiya et al. 2001). Ya
que EPEC es un patdgeno extracelular, se sugiere que el filamento EspA
permite al inyectisoma penetrar la barrera mucosa del epitelio y el
glicocdlix para alcanzar a los enterocitos (Daniell et al. 2001). Este
flamento también se ha involucrado en la adherencia de EPEC a la
célula hospedero, sin embargo esta adhesidon es mds débil que la

generada por el pilus BFP (Cleary et al. 2004).

Las proteinas translocadoras EspB y EspD se secretan via el SST3 y se
insertan en la membrana de la célula hospedera a través de sus

dominios transmembranales (uno en EspB y dos en EspD) para formar un
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poro, permitiendo asi la translocacidén de efectores al hospedero
(Wachter et al. 1999; Ide et al. 2001). Recientemente se demostrd la
interaccidén directa de EspB con EspD y de EspD con EspA, y se propone
que estas interacciones favorecen la correcta insercidon de EspD y EspB
en la membrana del hospedero (Mueller et al. 2008; Luo y Donnenberg
2011).

Be——EspA
{filamento)

;;;;;;;;;;;;;;;

EscU,R,5 TV
EscN

Complejo
chaperona-efector

Figura 6. Representacion esquemadatica del SST3 de EPEC. Se indican los nombres de los
principales componentes del inyectisoma y su localizacién. MH: membrana del
hospedero; ME: membrana externa; PG: capa de peptidoglicano; Ml: membrana

interna. Elaborada por Garcia-Gémez E. y Diaz-Guerrero M. A.

La secrecion de efectores a través del SST3 y la formacién de la lesidn
A/E por EPEC se dan en respuesta a la temperatura y a la fase de
crecimiento, produciéndose de forma dptima en medio DMEM a pH 7.4,

a 37° C, cuando los cultivos estdn en la fase exponencial de crecimiento
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y en osmolaridad fisioldgica. También se ha determinado que se
requiere la presencia de calcio, bicarbonato de sodio y nitrato de
hierro, y que la secrecion se inhibe en presencia de amonio (Kenny y
Finlay 1995; Rosenshine et al. 1996; Kenny et al. 1997).

Penetracion de la pared celular durante el ensamblaje del sistema de

secrecion tipo Il

Para su ensamblaje, el SST3 requiere atravesar las membranas y el
periplasma bacterianos, para 1o que es necesaria la apertura de la
pared celular (compuesta de peptidoglicano o mureina). Este proceso
se lleva a cabo por enzimas denominadas transglicosilasas liticas (TLs)
especializadas, que degradan la pared celular facilitando la biogénesis

del sistema de secrecion (Koraimann 2003).

Pared celular. La pared celular de las bacterias Gram negativas,
también llamada capa de peptidoglicano o mureina, es una de las fres
capas principales de la envoltura celular y se localiza en el periplasma,
enfre la membrana interna y la membrana externa bacterianas (Silhavy
et al. 2010). Forma una estructura en forma de red cuyas principales
funciones son mantener una forma celular definida y preservar la
integridad de la célula ante la presidon osmotica interna, siendo capaz
de expandirse reversiblemente hasta tres veces sin sufrir ruptura. Incluso
sive como plataforma de anclaje de otros componentes de la

envoltura celular como proteinas y lipoproteinas (Vollmer et al. 2008).

La capa de peptidoglicano es un polimero de unidades repetidas de
disacdridos formados por los residuos N-acetilglucosamina (GIcNAcC) vy
dcido N-acefilmurdmico (MurNAc), unidos por enlaces glicosidicos
B-1.4. Las cadenas de disacdridos se entrecruzan por medio de

péptidos cortos que estdn unidos covalentemente al grupo lactilo del

24



MurNAc. ComUnmente la composicidon de los péptidos en E. coli es: L-
Ala, D-Glu, m-Aypm (dcido meso-diaminopimélico), D-Ala y D-Ala. El
enlace entrecruzado se produce entre un residuo de D-Ala y ofro de m-
Aopm de distintas cadenas (Figura 7), este Ultimo es un aminodcido
dibdsico y dicarboxilico, intermediario en la via de biosintesis de la lisina
(Holtje 1998; Vollmer et al. 2008).

a b
( ) ( ) D-Ala
GlcNAc MurNAc |
m-A,pm
CH,0H _o CHROH g ™~~~ [
0 P D-Glu
e .~ NHAC . Lhia
CHy-C-H |
::=0 = = = GIcNAc—MurNAc—GIcNAc—VIurNAc—GIcNAc—VIurNAc- - -
..+.....
N L-Ala
L-Ala HC-CH, |
t-o D-Glu o
.......... | h 3
Ht‘coo” NH NH cojHe D-Ala
D-Glu IEHZ m-Apm HC-(CH,);-CH-COOH ||\1H
H, c=0 A
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..... o D-Ala |
NH NH, I D-Glu
m-A,pm  HE(CHy),-cH-LOOH D-Ala I
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[
- = = GIcNAc—MurNAc—GIcNAc—VIurNAc—GIcNAc- - -
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o L-Ala
..... L.H I
D-Ala H:c-coou D-(Islu
CH, -

Figura 7. Composicion de la pared celular o capa de peptidoglicano en E. coli. (q)
Molécula de peptidoglicano (muropéptido), integrada por un disacdrido de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) y dcido N-acetimurdmico (MurNAc), y un péptido
asociado al MurNAc. (b) Enlace de entrecruzamiento que se forma entre los péptidos
de dos cadenas de peptidoglicano. El entrecruzamiento se produce entre los
aminodcidos D-Ala y m-Azpm (indicado con un recuadro). Modificada de (Holtje
1998).

Debido a que las cadenas de disacdridos tienen una conformacion
helicoidal, no todos los péptidos asociados a una cadena se
entfrecruzan con los péptidos de una cadena vecing, lo que resulta en
la formacion de poros y le da a la pared celular una apariencia de
panal (Meroueh et al. 2006). Los poros que se forman en la capa de
peptidoglicano tienen un didmetro promedio de 2.06 nm, y se ha

calculado que a fravés de ellos pueden pasar libremente proteinas
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globulares con masas moleculares de 22-24 kDa, sin embargo cuando la
capa de peptidoglicano estd extendida pueden atravesar moléculas
de hasta 50 kDa (Demchick y Koch 1996).

Las cadenas de disacdridos estdn integradas por 1 a 30 unidades, con
un promedio de 9 unidades. Las evidencias experimentales sugieren que
se orientan de forma paralela a la membrana citopldsmica, lo que
concuerda con el grosor calculado para la capa de peptidoglicano. La
pared celular tiene un grosor de 2.5 nm en el 75-80 % de su superficie,
mientras que en el 20-25 % restante tiene un grosor maximo de 7 nm

(Vollmer y Holtje 2004; Vollmer y Seligman 2010).

Metabolismo de la pared celular. La pared celular no es una estructura
estatica, ya que se agranda y se degrada constantemente durante el
ciclo de vida bacteriano, ademds estd en recambio y reciclaje

contfinuos (Holtje 1998).

El crecimiento de la pared celular ocurre por medio de la incorporacion
de nuevas moléculas a la capa existente a fravés de dos reacciones:
transglicosilacion y transpeptidacion, realizadas a menudo por enzimas
bifuncionales conocidas como proteinas de unidn a penicilina (PBP, por
su afinidad a antibidticos B-lactdmicos). Las cadenas de disacdridos se
forman a través de las reacciones de transglicosilacion, mediante Ias
cuales se forma un enlace glicosidico entre el carbono 1 de un residuo
de MurNAc de la cadena creciente y el carbono 4 del residuo GIcNAC
de un muropéptido precursor (denominado lipido ll). Los
entrecruzamientos se forman por reacciones de franspeptidacion, en las
que se forma un enlace entre el grupo carboxilo de un residuo D-Ala en
la cuarta posicidn de un péptido y el grupo amino € del m-Apm en la

tercera posicion de otro péptido (Holtje 1998; Vollmer y Bertsche 2008).
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Durante el metabolismo de la pared celular no sélo se requiere la sintesis
e incorporacion de nuevo material, sino la ruptura de los enlaces
covalentes para originar espacios de insercion de moléculas
precursoras, para la degradacién del tabique transversal que se forma
mediante una invaginacion de la envoltura bacteriana durante la
division celular y para la liberaciéon de muropéptidos en el reciclaje del
pepftidoglicano. Esta ruptura de enlaces generalmente se lleva a cabo
por enzimas hidroliticas, también llamadas autolisinas, por su capacidad
de digerir el peptidoglicano hasta reducirlo a pequenos fragmentos
solubles. La actividad de estas enzimas liticas debe estar acoplada con
la actividad de las enzimas de sintesis, posiblemente por medio de la
formacion de complejos multiproteicos, para evitar la lisis celular (Holtje
1998; Vollmer et al. 2008).

Existe al menos una enzima litica para cada enlace covalente presente
en el peptidoglicano (Figura 8). Entre éstas se encuentran peptidasas,
glucosaminidasas, amidasas y fransglicosilasas liticas  (TLs). Las
peptidasas hidrolizan los enlaces peptidicos, dependiendo del sitio de
corte en el péptido se clasifican en carboxipeptidasas vy
endopeptidasas. Las amidasas hidrolizan el enlace covalente entre la L-
Ala del péptido y el MurNAc. Por otro lado, las glucosaminidasas o
glicosidasas hidrolizan el enlace glicosidico entre el GIcNAc y el MurNAc,
mientras que las TLs rompen el enlace glicosidico entre el MurNAc v el
GIcNAc (Vollmer et al. 2008).
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Figura 8. Enzimas liticas que participan en el metabolismo del peptidoglicano. Se
indica con flechas el sitio de corte de cada tipo de enzima. Modificada de (Vollmer et
al. 2008).

En el LEE de EPEC, se localiza el gen etgA (antes rorf3) que codifica una
proteina con similitud a TLs. etgA es una unidad transcripcional ubicada
entre el gen escU del operdn LEET y el operdn griRA. En este trabajo se
determiné que EtgA se transporta al periplasma, tiene actividad de
degradacion de peptidoglicano, es capaz de provocar lisis celular por
medio de su actividad de muramidasa y es importante para el

ensamblaje eficiente del SST3.
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ANTECEDENTES

Transglicosilasas liticas

Las transglicosilasas liticas (TLs) son muramidasas que rompen el enlace
glicosidico B-1,4 enfre los residuos MurNAc y GIcNAc, enlace que
también es reconocido por la lisozima. Sin embargo, a diferencia de la
lisozima, las TLs no hidrolizan el sustrato, sino que catalizan una reaccion
de fransglicosilaciéon intramolecular en el residuo MurNAc que lleva a la
formacion de un residuo 1,6-anhidromurdmico (1,6-anhidroMurNAC)

(Figura 9) (Scheurwater et al. 2008).

TL
GIcNAc MurNAc l
CH,0H _o CH,0H _o CH,0H _o
0 o o”
HO NHAS /° NHAC Ho NHAC
Oﬂs-f-*' Enlace
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m-A,pm

oai l
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HO 0 NHAC Ho 0’
HO NHACY CH3-C-H HO NHAC

I
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m-A,pm
|
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Figura 9. Reaccidén catalizada por las transglicosilasas liticas (TL). Se indica el enlace
gue se rompe durante la actividad de las TLs y se muestra el producto formado en la
reaccioéon (1,6-anhidroMurNAc). Tomada de (Holtje 1995).
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El mecanismo de reacciéon propuesto para las TLs involucra un residuo
de glutamato, que funciona como el Unico aminodcido catalitico. Este
residuo actla inicialmente como un dcido, donando su protén al
oxigeno del enlace glicosidico B-1,4, lo que induce su ruptura y la
formacion de un intermediario oxocarbanion, el cual es estabilizado por
el grupo N-acefilo del carbono 2 del residuo MurNAc. El residuo
catalitico desprotonado actua entonces como una base, abstrayendo
un proton del OH del carbono é del MurNAc. A continuacion se produce
un ataque nucleofilico inframolecular del carbono 6 al carbono 1 del
MurNAc, lo que promueve el colapso del producto intermediario y la
consecuente formacion del producto caracteristico de estas enzimas, el
1,6-anhidroMurNAc (Thunnissen et al. 1994; Reid et al. 2004; Scheurwater
et al. 2008). Este mecanismo de reaccion estd determinado con base
en andlisis mutacionales, estructurales y bioquimicos, que incluyen el uso
de inhibidores especificos para las TLs como bulgecina A, hexa-N-
acetilguitohexosa y N-acetilglucosamin-tiazolina, los cuales son
andlogos del residuo de N-acetilglucosamina del peptidoglicano

(Scheurwater et al. 2008).

Las TLs se agrupan en cuatro familias de acuerdo a sus secuencias de
aminodcidos y a la conservacion de fres motivos consenso: ES-GMLQ-
AYNAG, en los que estd incluido el glutamato catalitico. Estos motivos
estan contenidos a su vez en un dominio denominado SLT. En la familia 1
se agrupan principalmente las TLs solubles (Slt), que presentan la mayor
conservacion de los motivos consenso. En las familias 2 y 3 se agrupan
generalmente las TLs asociadas a membrana (MIt). Mientras que en la
famila 4 se encuentran las TLs de bacteriéfagos (Blackburn y Clarke
2001).
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Transglicosilasas liticas asociadas a sistemas de secreciéon, adhesion y

bacteriéfagos

Para su biogénesis los complejos macromoleculares bacterianos como
pili, flagelos y sistemas de secrecién requieren atravesar la pared celular.
Debido a que estos sistemas son demasiado grandes para pasar a
través de los poros que se forman naturalmente en el peptidoglicano,
requieren de la actividad de enzimas liticas que degraden localmente
la capa de peptidoglicano y formen un hueco lo suficientemente
grande para permitir su ensamblaje (Dijkstra y Keck 1996; Koraimann
2003). De acuerdo con lo anterior, se han encontrado TLs asociadas a
diversos sistemas de secrecidn, cuya actividad muralitica estd acoplada
con el ensamblaje de estos complejos. Se ha encontrado al menos una
proteina con similitud a TLs asociada a los sistemas de secrecion tipo |l
(SST3, flagelar y de virulencia) y tipo IV (SST4); también se han
enconfrado TLs asociadas al pilus tipo IV y a bacteridofagos. Estas TLs se
denominaron TLs especializadas, para distinguirlas de aquellas que estdn
asociadas al metabolismo del peptidoglicano durante el crecimiento y

la division celuar (Koraimann 2003).

Transglicosilasas liticas asociadas al sistema de secrecion tipo Il de
virulencia. El inyectisoma, cuyo didmetro es de 10 nm en su parte
peripldsmica, claramente requiere de una degradacion localizada de
la pared celular para su ensamblaje. Como ya se menciond, esta
degradacion se lleva a cabo por enzimas especializadas que facilitan la

biogénesis del complejo en la envoltura celular (Koraimann 2003).

Entre las TLs especializadas que se han identificado para el SST3 se
encuentra lpgF de Shigella sonnei, que presenta actividad de
degradacion de peptidoglicano in vitro. Adicionalmente, se demostrd
que una mutacion puntual en el glutamato catalitico ya no presenta

actividad enzimdatica (Zahrl et al. 2005). Sin embargo, se reportd que una
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mutante en ipgF no tiene un efecto aparente en la capacidad de

invasiéon ni en la patogenicidad de S. flexneri (Allaoui et al. 1993).

Para la TL lagB codificada en la isla de patogenicidad SPI-1 de S.
enterica también se determind su actividad muralitica in vitro (Zahrl et al.
2005), aunque una cepa mutante en iagB no presentd alteraciones

notables en el ensamblaje del inyectisoma (Sukhan et al. 2001).

En el patdgeno de roedores C. rodentium, una mutante en rorf3 del LEE
(correspondiente a etgA de EPEC) presenta una reduccidon en la
secrecion de proteinas y en la virulencia (Deng et al. 2004). De igual
forma, una cepa mutante en el gen 10045 del LEE de EHEC presenta un
fenotipo de secrecion similar (Yu et al. 2010). Sin embargo, para ninguno

de estos dos casos se demostrd la actividad de TL.

En el caso de la proteina HpaH, codificada en la isla de patogenicidad
hrp del patdégeno de plantas Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
se determind que esta proteina contribuye al crecimiento bacteriano y
la induccidén de la respuesta inmune en el hospedero (Noel et al. 2002)
asi como a la secrecidon de efectores (Buttner et al. 2007). Sin embargo,
aun no se ha demostrado su actividad muralitica y la forma en que ésta
contribuiria al funcionamiento del sistema. En cambio, para la TL Hpa?2
de X. oryzae si se ha determinado su capacidad de degradacién de
peptidoglicano asi como su participacion en la proliferacion bacteriana
y en la activacion de respuesta inmune en plantas; y se ha sugerido que
podria actuar durante el ensamblaje del SST3 generando huecos en la

pared celular (Zhang et al. 2008).

En P. syringae, otra bacteria patdgena de plantas, se identificaron tres
TLs asociadas con el SST3: HrpH, HopP1 y HopAJl1. La sobreproduccion
de HrpH produce la inhibicion del crecimiento de cultivos bacterianos,

lo que no sucede cuando se infroduce una mutacion puntual en el
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residuo glutamato catalitico. Mutaciones simples o combinadas en los
genes que codifican estas proteinas presentan una reduccién en la
translocacion de efectores y en la virulencia. Por ofro lado, HrpH vy
HopP1 se translocan a células vegetales por medio del SST3,
provocando la activacion del sistema inmune del hospedero y muerte
celular, lo que indica que fienen funciones adicionales a la actividad de
muramidasa. Estas observaciones permitieron concluir que HrpH, HopP1
y HopAlJ1 participan de forma coordinada en el funcionamiento del

SST3 durante el proceso de infeccion (Oh et al. 2007).

Muramidasas del sistema de secreciéon tipo lll flagelar. Durante la
biogénesis flagelar se requiere que el eje afraviese el espacio
peripldsmico, lo que involucra la apertura o degradacion localizada de
la capa de peptidoglicano. En este proceso estd involucrada la
proteina FlgJ de S. enterica, que presenta actividad de muramidasa en
su extremo C-terminal y se exporta al periplasma por medio del SST3.
Mutantes cataliticas de FlgJ presentan una reduccion en su capacidad
de nado, por lo que se concluye que la actividad de muramidasa de
Flg) es importante para la biogénesis flagelar, pues permite el
ensamblaje del eje en el periplasma, para que puedan formarse
posteriormente el gancho y el flamento (Nambu et al. 1999). Sin
embargo, se observé que la actividad de muramidasa de FigJ no es
esencial para este proceso, ya que la mutante AflgJ no recupera su
capacidad de nado al introducir sélo la regién C-terminal o catalitica
de FlgJ; ademds, el nado se recupera parcialmente después de tiempos
de incubacion prolongados al complementar con la proteina

conteniendo sélo la regidon N-terminal (Hirano et al. 2001).

En la bacteria acudtica Caulobacter crescentus una mutacion puntual
en el residuo catalitico de la TL PleA impide la formacion de flagelo, lo
que indica la importancia de esta muramidasa en el ensamblaje de

esta estructura. Ademas, PleA estd presente en la bacteria sdlo durante
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la biogénesis flagelar, sugiriendo su participacion en este proceso en

una forma temporalmente contfrolada (Viollier y Shapiro 2003).

Otfro caso en el que se ha demostrado la importancia de una
muramidasa en el ensamblaje del flagelo es el de SItF de la bacteria
fotosintética Rhodobacter sphaeroides. Esta proteina, en contraste con
FigJ de S. enterica, se exporta al periplasma a través de la translocasa
Sec, en donde degrada la pared celular para permitir la penetracion de

la estructura flagelar en formacion (de la Mora et al. 2007).

Transglicosilasas liticas asociadas al sistema de secrecion tipo IV. El SST4
es un complejo utilizado tanto por bacterias Gram positivas como por
Gram negativas y algunas arqueas para la transferencia de ADN,
proteinas y complejos nucleoproteicos al medio exfracelular o a células
hospedero. Por lo tanto, es un sistema responsable tanto de la
conjugacion plasmidica como de la tfranslocacién de proteinas a
células eucariontes durante procesos de virulencia. Las subestructuras
que caracterizan a este sistema son un canal en la envoltura celular
bacteriana para conducir los sustratos desde el citoplasma bacteriano y
una adhesina de superficie celular o pilus que participa en el contacto
entre células y la translocacidén de sustratos. Este sistema se encuentra
en organismos como Agrobacterium tumefaciens, Helicobacter pylori,
Bordetella pertussis, Brucella suis y Legionella pneumophila (Hayes et al.
2010; Wallden et al. 2010).

El modelo de SST4 mejor estudiado es el sistema VirB/VirD4 del patdégeno
de plantas A. tumefaciens, que se utiliza para la transferencia del
complejo nucleoproteico oncogénico denominado ADN-T (ADN
tumoral) (Beeckman y Vanrompay 2010; Hayes et al. 2010). La TL
asociada a este sistema es VirB1, cuya actividad de muramidasa se ha
demostrado in vitro (Zahrl et al. 2005). La inactivacion de esta proteina

por medio de una mutacién puntual en el glutamato catalitico resulta
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en una reducciéon en la capacidad de formaciéon de tumores y por lo
tanto de la virulencia (Mushegian et al. 1996). Por ofro lado, VirB1 se
procesa para dar lugar a un fragmento N-terminal que tiene la
actividad de muramidasa y un fragmento C-terminal (VirB1*). Ambos
dominios se requieren para la formacion del pilus y la virulencia; sin
embargo, sélo VirB1* participa directamente en la formacion del pilus
(Llosa et al. 2000; Zupan et al. 2007).

Ofro ejemplo de TL del SST4 es AflA de Neisseria gonorrhoeae. Se ha
demostrado la capacidad de esta proteina para degradar
pepftidoglicano y producir residuos 1,6-anhidroMurNAcC. En el mismo
estudio, se evalud la participacion de AtlA en el SST4 y se determind que
se requiere para la secrecion de ADN, probablemente facilitando el

ensamblaje del sistema de secrecion (Kohler et al. 2007).

Para el pilus de conjugacion codificado por el pldsmido Ré4 Incl de S.
enterica y E. coli, se identificé a pillT como uno de los 14 genes
esenciales para la formacion del pilus y para el proceso de
conjugacion. PilT se detecta principalmente en la fraccidon peripldsmica
de E. coli y posee un dominio SLT, lo que sugiere su participacion en la
biogénesis del pilus (Yoshida et al. 1999; Sakai y Komano 2002). Otra TL
asociada a pilus de conjugacion es P19, para la que se ha demostrado
tanto su localizacion peripldsmica y su actividad de muramidasa in vivo,
como su importancia en el ensamblaje de este sistema (Bayer et al.
2000; Bayer et al. 2001).

Transglicosilasas liticas asociadas con el pilus tipo IV. Los pili tipo IV son
estructuras poliméricas adhesivas que se ensamblan en la superficie de
diversas bacterias Gram negativas, incluyendo patdégenos como EPEC,
EHEC, S. enterica, P. aeruginosa, L. pneumophila, N. gonorrhoeae, N.
meningiditis y Vibrio cholerae. Estos pili tienen la capacidad de retraerse

mientras su extremo distal permanece firmemente adherido a una
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superficie o a un receptor de la célula hospedero, lo que permite el
desplazamiento bacteriano a través de superficies semisdlidas como la
mucosa epitelial; a este tipo de movimiento se le denomina “twitching”.
El pilus tipo IV también estd implicado en la formacién de microcolonias,
en la formaciéon de biopeliculas y en la adquisicion de ADN durante el
proceso de transformacion natural (Pizarro-Cerda y Cossart 2006; Craig y
Li 2008).

Entre los genes que codifican los componentes del pilus BFP en el
pladsmido EAF de EPEC se localiza bfpH, cuyo producto tiene similitud
con TLs; sin embargo, no se ha demostrado que tenga dicha actividad.
Se ha sugerido la participacion de BfpH en el ensamblaje de BFP debido
a que una cepa mutante en bfpH presenta una reduccién importante
en su capacidad de autoagregacion, aunque aparentemente no
presenta alteracion en el ensamblaje del pilus ni en la formacién de

microcolonias (Anantha et al. 2000).

Otro ejemplo es el de PleA, que ademds de estar involucrada en la
biogénesis flagelar, participa en la formacién del pilus tipo IV de C.
crescentus, facilitando su penetfracién a través de la capa de
pepftidoglicano de forma temporal y espacialmente controlada (Viollier
y Shapiro 2003).

Transglicosilasas liticas de bacteriéfagos. Los bacteridfagos son virus que
infectan bacterias y que, en el caso de los de virus de ftipo litico,
después de la replicacion de las particulas virales, inducen la muerte del
hospedero. En general los bacteriéfagos estdn formados por dos
estructuras principales: la cdpside que estd compuesta de una o mds
proteinas diferentes y contiene el dcido nucleico del virus (ADN o ARN),
y la cola que estd unida a la cdapside y funciona como un conducto a
través del cual el dcido nucleico pasa a la célula hospedero durante la

infeccion (Rossmann et al. 2004).
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En algunos bacteriéfagos se ha encontrado una TL asociada que se ha
propuesto estd involucrada en la generacion de huecos localizados en
la pared celular bacteriana al inicio de su ciclo infeccioso, con el fin de
permitir la inyeccion del genoma del virus en la célula hospedero
(Lehnherr et al. 1998; Koraimann 2003). Entre estas TLs estd la proteina
Gplé del fago T7 de E. coli, que contiene el motivo SLT en su extremo N-
terminal y estd involucrada en el proceso de infeccion. Probablemente
es una extension de la cola del fago que forma un canal en la envoltura
celular bacteriana a través del cual el ADN puede ser franslocado
(Moak y Molineux 2000).

De forma similar, el fago PRD1 contiene una proteina con el dominio SLT
denominada P7 que presenta actividad muralitica. En ausencia de esta
enzima el virus presenta refraso tanto en la replicacion de ADN como en
la lisis del hospedero, indicando que ésta participa en el ciclo de vida

del fago al inicio del proceso de infeccion (Rydman y Bamford 2000).

Para la proteina Gpl144 del fago ¢KZ de P. aeruginosa también se
determiné actividad de lisis de peptidoglicano, predominantemente en
paredes celulares de bacterias Gram negativas. Asimismo, se determind
su localizacion peripldsmica y su capacidad de lisis celular en cultivos de
E. coli. Se propone que Gpl44 podria estar participando en la lisis del
hospedero para permitir la liberacion de la progenie del virus (Paradis-
Bleau et al. 2007), a diferencia de las TLs Gpl16 y P7 que participan al

inicio de la infeccidn.
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ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

Previamente, como parte de los resultados de mi tesis de maestria,
determinamos que EfgA presenta similitud de secuencia con TLs
especializadas de distintos sistemas de secrecidon y con SIt70, TL
involucrada en el crecimiento y la division celular, compartiendo con
éstas los motivos conservados ES-GLMQ-AYNAG, enfre los que se

encuentra el glutamato catalitico (Figura 10).

20 * 60
EtgA : MRERIILSIILISNYCNAS-—————————— AW RKCES-GUESKT : 53
IagB : MHYFFIIVIWLLSINTAWA-————————— AQ AMEPGEENIGHNR 55
IpgF : MSRFVFILLCFIPHLGRA-—————————— AE GFNESEYNVNN : 54
PilT : LISLILLFSLIPPARASYVAPKQIWTNEW SA SLRPGEENININEK : 66
P15 : MEEWMLAICLMFINEICHAT-———————— SW RYRVNERIGINP : 56
VirBl : MLEATGPLSIILLASTCPSSGRAPLSFAE AQ RFDPLEYHDNT : 65
S1t70 : NNQWWDLSVQATIAGELWDHLEERFPLAYNS AR AWNPEVESPVG : 66
ES
120
EtghA : NENGTY SSHLDLLSKFNISEDDLLNNA-—-——{&T : 54
Iage : DGST-———————"——"—"—"""—"——————— G e SFHMERLEEMGISERQLLQD————jsie T : S4
IpgF : NGSR-—————————"""""-——————— G e DFHSKRLREMGYSEEMLISH-——— 93
PilT : DRRTGEASST G e STHIPRKLINMGVIKKSEDLITR- 113
P15 : VIGYGS [Ensless SOHFNELARYGINPEHLTTD——— 95
VirBl : TGETLHWQNQAQATQVVMDRLEARHSLE [Endless) SENFSVL-——GLTPDGALR———— 123
sit70 : ~—————————————————— ASendesMPGTATHTVEMFSIPGYSSPGQLLOIRET : 105
GLMQ
140 160
Etgd : AG ASNIEKYRENT-—————— YFNTPNAVELRR IYRTYNKLENNEQIID- : 152
IagB : GA SDMMEIY[EFS—————— ErAUer N e TSPKRSDIRKR— INENYRELEEMSAEER- : 150
IpgF : RA NEFMMMY[ERG—————— Erauer Nt e T SPKKRKERKERLE— IYRRYLRIARESKQNN- : 149
PilT : GS ARHFQICEVS—————— e FRKDRHETREQ— IWNRIYRDME---GICL- : 166
p1s : GAYYWATAFRKEWEIT-————— EFRETERQONQRRL YRIYTGIKSSKEGIRI- : 153
VirBl : RA GSRYAGGNTADDEQLSLR e DFTHGFANGYVREVETAAQQLVPPLTARPRDDR- : 188

51t70 : GTS QYVYQQFCNNRIFSS——— ; PGRVRTWLGNSAGRIDAEAFVESIPFSETRGYVK : 1ée5

Figura 10. Similitud de EtgA con TLs especializadas y SIt70. Se muestra un alineamiento
multiple realizado con el programa ClustalW 2.0 (Thompson et al. 1994) entre EtgA del
SST3 de EPEC (nUmero de acceso Swiss-Prot Q9AJ25) vy las TLs especializadas lagB del
SST3 de S. enterica ser. Typhi (P43018), IpgF del SST3 de S. flexneri (Q07568), PilT del pilus
tipo IV de E. coli (007378), P19 del pilus de conjugacién R1-16 de E. coli (P17738), VirB1
del SST4 de A. tumefaciens (P17791) y SIt70 de E. coli (POAGC3). Se indican los motivos
conservados ES-GLMQ-AYNAG. Se resaltan los residuos similares en gris y los residuos

idénticos en negro. Se senala el glutamato catalitico con un asterisco.

Por medio de un andlisis bioinformdtico con el programa SignalP 3.0

(Bendtsen et al. 2004) se determind la presencia de una secuencia senal
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dependiente de la franslocasa Sec en EtgA, con un sitio de corte

probable entre los aminodcidos A17 y S18 (dato no mostrado).

Se demostrd, por medio de zimogramas, la actividad de muramidasa de
una version recombinante de EtgA a la que se le elimind la secuencia
senal predicha (His-EtgAns), y que para esta actividad es indispensable
el glutamato identificado como el residuo catalitico (Figura 11).
Adicionalmente, la proteina His-EtgAns se utilizd para la generacion de

anticuerpos policlonales en conejo (Garcia-Gomez 2007).
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Figura 11. Actividad de muramidasa de EtgA en zimogramas. Se determind la

actividad de degradacién de peptidoglicano de la proteina recombinante His-EtgAns
en geles de acrilamida-SDS copolimerizados con un extracto de la bacteria
Micrococcus lysodeikticus como sustrato (panel derecho). Después de la electroforesis,
los geles se tineron con azul de metileno. Se incluyeron como controles negativos las
proteinas FliC (flagelina) y BSA (albUmina sérica bovina). En el panel izquierdo se
muestran las proteinas utilizadas en el ensayo en un gel de acrilamida-SDS tenido con

azul de Coomassie.
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JUSTIFICACION

Los sistemas de secrecidon, en particular los SST3, son utilizados por una
gran variedad de bacterias patdégenas durante el proceso de infeccion,
siendo esenciales para su virulencia al permitir la manipulacion vy
explotacion de las vias de senalizacion del hospedero. El estudio de los
principales componentes del inyectisoma permitird la comprension de
su funcionamiento  durante  dichos procesos  patogénicos.
Especificamente, el estudio funcional de la muramidasa EfgA permitird
determinar la importancia de esta enzima para la biogénesis y actividad
del inyectisoma de EPEC. Esta informacion en un futuro podria ser la
base para el desarrollo de fdrmacos que mediante la inactivacion de
las muramidasas pudieran afectar el ensamblaje de los sistemas de
secrecion y posiblemente atenuar al patdégeno, que seria eliminado por
el sistema inmune. El uso de estos fGrmacos no tendria consecuencias
negativas para el hospedero, como el dano a la microbiota o el
surgimiento de bacterias resistentes que se promueve con el uso de

antibidticos convencionales.

HIPOTESIS

La proteina EtgA pertenece al grupo de fransglicosilasas liticas
especializadas; se transporta al periplasma de EPEC en donde degrada
la pared celular, facilitando la biogénesis del inyectisoma durante el

proceso de infeccidn.
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OBIJETIVOS

Objetivo general

Determinar el papel que desempena EfgA en el funcionamiento del
SST3 de EPEC.

Objetivos especificos

Determinar la localizacion subcelular de EtgA en EPEC.

* Evaluar el efecto de la actividad de muramidasa de EtgA en
cultivos de EPEC.

 Determinar el efecto de mutaciones puntuales en el residuo
catalitico y en otros residuos altamente conservados de EtgA

sobre su actividad de muramidasa.

« Generar una cepa mutante de etgA para evaluar su fenotipo y

determinar la importancia de EtgA en el SST3 de EPEC.

« Determinar si alguna ofra transglicosilasa litica es capaz de sustituir

funcionalmente a EtgA en la formacién del SST3.

41



MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Las cepas de EPEC, C. rodentium y E. coli utilizadas en este trabajo se
enlistan en la Tabla 1. Las cepas bacterianas se cultivaron a 37°C en
agitacion (250 rom) en medio Luria-Bertani (LB; triptona 1%, extracto de
levadura 0.5%, NaCl 0.5%), adicionado con los antibidticos apropiados
cuando asi se requirio: ampicilina 100 pg/ml, cloranfenicol 25 pg/ml,
estreptomicina 25 ug/ml, kanamicina 50 pug/ml o tetraciclina 25 pg/ml.
EPEC y C. rodentium se cultivaron en medio DMEM (Gibco) adicionado

con 1% de LB a 37°C en condiciones estdticas (CO2 5%), o en agitacion

en el caso de EPEC curada del pladsmido EAF (JPEP30).

Tabla 1. Cepas utilizadas en este estudio.

Cepa

Descripcion*

Fuente o
referencia

Cepas de EPEC

E2348/69 EPEC silvestre O127:Hé, StR (Levine et al.
1978)

JPEP30 E2348/69 sin plasmido EAF, StR Bustamante V.
H., et al, no
publicado.

JPEP24 E2348/69 con una eliminacién en fase de Bustamante V.

ler, StRy KmR H., et al, no
publicado

AescN E2348/69 con una eliminacion en fase de (Gauthier et

escN, StR al. 2003)

AetgA:kan E2348/69 con una eliminacion en fase de  Este estudio

AetfgA::kanEAF-
AetgA:kanr
AetgA:kanrEAF-
Cepas de

C. rodentium
DBS100

los codones 41 a 131 de etgA, StR y KmR
JPEP30 con una eliminacion en fase de
los codones 41 a 131 de etgA, StRy KmR
E2348/69 con una eliminacion en fase de
los codones 41 a 131 de etgA, StR y KmR
JPEP30 con una eliminacién en fase de
los codones 41 a 131 de etgA, StRy KmR

C. rodentium silvestre

Este estudio
Este estudio

Este estudio

(Deng et al.
2004)
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Arorf3

Cepas de E. coli
BL21 DE3 pLysS

Top10

XL1-Blue

DBS100 con una eliminacién en fase de
rorf3

F- ompT gal dcm lon hsdSs(rs~ me-) A(DE3)
[pLysS CmR], cepa de expresion

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
P80lacZAMI1S  AlacX74 nupG  recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galKl1é6
rosL (StrR) endAl A, cepa de clonacion
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac [F" proAB laclda ZAM15 Tn10 (TcR)]

(Deng et al.
2004)

Novagen

Invifrogen

Stratagene

*CmR,

resistente a cloranfenicol;

KmR,

estreptomicina; TcR, resistente a tefraciclina.

Generacion de construcciones plasmidicas

resistente a Kanamicina; SiR,

resistente a

Los vectores de clonacion utilizados y los plasmidos generados en este

estudio estdn enlistados en la Tabla 2. Los oligonucledtidos usados para

las reacciones de PCR se enlistan en la Tabla 3.

Tabla 2. Plasmidos utilizados en este estudio.

Plasmido Descripcion* Fuente o
referencia
PET3a Vector de expresion, promotor T7, ApR Novagen
PET1%b Vector de expresion, promotor T7lac, Novagen
ApR, produccion de proteinas
recombinantes con una etfiqueta de
Histidinas N-terminal
pKD4 Pldsmido molde para amplificar el (Datsenko vy
casete de resistencia a Km; ApRy KmR Wanner 2000)
pKD13 Pldsmido molde para amplificar el (Datsenko vy
casete de resistencia a Km; ApRy KmR Wanner 2000)
pKD46 Pldsmido de expresion de la (Datsenko vy
recombinasa Red, promotor pBAD, ApR Wanner 2000)
PMALc2Xa Vector de expresion, promotor tac, ApR, New England
produccion de proteinas recombinantes Biolalbs
fusionadas a la proteina de unidn a
maltosa (MBP en el extremo) N-terminal
PTrc?9A Vector de expresion, promotor trc, ApR Amersham-
Pharmacia
PTrc99AFF4 Vector de expresion pTrc99A modificado, (Ohnishi et al.
promotor trc, ApR 1997)
pEEetgA etgA clonado en pET19b (Garcio-
Gobmez 2007)
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pEEetgANs
PEEetgAE42A
PEEetgAQ65A
PEEetgAY116A

pPEE3aetgA
PEE3aetgAns

PEE3aetgAE42A
pPNLetgANnsB

PNTetgA
pNTetgAns

PNTetgAQbE5A
PNTetgAY116A

pETHetgA

efgA sin secuencia senal clonado en
PET19b

efgA con la mutacién E42A clonado en
PET19b

efgA con la mutacion Q65A clonado en
PET19b

etgA con la mutaciéon Y116A clonado en
PET19b

etgA clonado en pET3a

etgA sin secuencia senal clonado en
PET3a

eftgA con la mutacién E42A clonado en
PET3a

etgA sin secuencia senal clonado en
PMALc2X

etgA clonado en pTrc99AFF4

efgA sin secuencia senal clonado en
PTrc?9AFF4

efgA con la mutacion Q65A clonado en
PTrc99AFF4

etgA con la mutaciéon Y116A clonado en
PTrc?9AFF4

efgA con etiqueta de Histidinas clonado
en pTrc99A

(Garcia-
Gomez 2007)
Este estudio
Este estudio

Este estudio

Este estudio
Este estudio

Este estudio
Este estudio

Este estudio
Este estudio

Este estudio
Este estudio

Este estudio

*ApR, resistente a Ampicilina; KmR, resistente a Kanamicina.

Tabla 3. Lista de oligonucleédtidos utilizados en este estudio.

Oligonucleétido Secuencia (5'-3')*

Fuente o
referencia

etgAnsBFw
etgAHRv
etgAGIUAFwW
etgAGIUARYV
etgAGINnAFw
etgAGINARV
etgATyrAFw
etgATyrARv
deletgA4Fw

deletgA4Rv

ACTGTAATGGATCCGATTGTTTTG
CGATAGACCAAGCTTATTAATGCA
CAATTGCAT GGAATGCATCAAAAT GCAAAAGC
GCTTTTGCATTTTGATGCATTCCATGCAATTG
TATAGGTATAATGGCAATTAATTCATCTCATT
AATGAGATGAATTAATTGCCATTATACCTATA
GATGCAGTTGGTGOGGCTAATGCAGGTTAC
GTAACCTGCATTAGCCGCACCAACTGCATC

TCATTATTCTTTAATTTATTATATGTTTTATATAT
TTTCATTGCGTATTGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
CAGGAAAAGCATATAACATAGATCCACTAATATTA
AAAGTCAATGATGCGATGAATATCCTCCTTAGITC

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio

Este estudio
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deletgA13Rv CAGGAAAAGCATATAACATAGATCCACTAATATTA  Este estudio
AAAGCAATTGCATGGATTCCGGGEGATCCGT CGACC

escUFw TAAACTGCCTGAACTCTATG Este estudio
griRRv TATCCATAAGCAATATCAAG Este estudio
K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT (Datsenko y
Wanner 2000)
K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC (Datsenko y
Wanner 2000)
KT CGGCCACAGTCGATGAATCC (Datsenko vy
Wanner 2000)

*Los sitios de restriccidn se indican con letras cursivas; el coddn modificado para
generar mutantes puntuales estd subrayado; las secuencias homaologas a los pldsmidos
pKD4 o pKD13 se indican en negrifas.

etgA y etgA sin secuencia senal (etgAns) se subclonaron a partir de los
pldsmidos pEEetgA y pEEetgAns en los sitios Ndel y BamHI| del vector
PTrc?99AFF4, para generar las construcciones pNTetgA y pNTetgAns,
respectivamente. La construccion pETHetgA se generd por medio de la
subclonaciéon de His-etgA desde pEEetgA en los sitios Ncol y BamHI del
vector pTrc9?A. A su vez, etgA y etgAns se subclonaron en |os sitios Ndel
y BamHI| del vector pET3a, para originar los pldsmidos pEE3aetgA vy
pEEetgAns. Las enzimas de restriccion se obfuvieron de New England
Biolabs. Para la purificacion de insertos y productos de PCR se utilizd el
estuche Qiaquick Gel Extraction (Qiagen). Para las reacciones de

ligacioén se utilizé la enzima ADN ligasa T4 (New England Biolabs).

Por otro lado, para la produccién de una version recombinante de EtgA
fusionada con la proteina de unidon a maltosa (MBP) en su exiremo N-
terminal, etgAns se amplificé a partir de ADN cromosomal de EPEC
silvestre usando los oligonucledtidos etgAnsBFw y etgAHRV. La reaccion
se realizd con la ADN polimerasa Tag (Qiagen). El producto de PCR se
digirié con las enzimas BamHI y Hindlll y se clond en el vector pMALc2Xa,

generando asi la construcciéon pNLetgAnsB.
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Para la transformacion de ligaciones y pldsmidos se utilizaron las cepas
de E. coli Top10 y XL1-Blue. Los pldsmidos se purificaron usando el
estuche Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen). La secuenciacién de los
pldsmidos se realizd en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM.

Mutagénesis sitio-dirigida de residuos conservados

Para la generacidon de mutantes puntuales en etgA se utilizd el sistema
QuikChange de mutagénesis sitio-dirigida (Stratagene). Las mutaciones
se infrodujeron por medio de reacciones de PCR utilizando
oligonucledtidos que portan el cambio deseado. De esta manera, los
codones que codifican los residuos E42 (oligonucledtidos etgAGIUAFwW y
etgAGIUARY), Q65 (etgAGINAFw y etgAGINARYV) v Y116 (etgATyrAFw y
etgATyrARv) se modificaron dando lugar a un coddn de alanina. La
amplificacion se realizé con la ADN polimerasa PfuTurbo (Stratagene)
usando como molde la construccion pEEetgA. Los productos de PCR se
trataron con la enzima Dpnl y se fransformaron en la cepa XL1-Blue. Una
vez confirmadas las mutaciones esperadas por medio de
secuenciacion, las construcciones modificadas se denominaron
PEEetgAE42A, pEEetgAQOL5A y pEEETgAY T16A.

Para originar los pldsmidos pNTetgAE42A y pEE3aetgAE42A, el gen
modificado etgAE42A se subclond en los sitios Ndel y BamHI de los
vectores pTrc99AFF4 y pET3a, respectivamente. A su vez, efgAQb65A y
etgAY116A se subclonaron en los sitios Ndel y BamHI del vector
PTrc?9AFF4 para generar los plasmidos pNTetgAQ65A y pNTetgAY116A.
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Generacion de mutantes nulas en eftgA

Para la eliminaciéon en fase de los codones 41 al 131 de etgA se utilizé el
sistema de la recombinasa Red del fago A,que por medio de
recombinacion permite el reemplazo del gen de interés con un casete
de resistencia a un antibidtico (Daftsenko y Wanner 2000). Para la
amplificacion del casete de resistencia a kanamicina funcionaron como
moldes los pldsmidos pKD4 y pKD13 (los casetes de 1.6 y 1.4 kb,
respectivamente, se denominaron kan y kanr, en este Ultimo el gen de
resistencia estd codificado en la cadena complementaria del pldsmido)
(Tabla 1). Para generar la mutante AetgA:kan la amplificacion del
casete se realizd con los oligonucledtidos deletgA4Fw y deletgA4Ry,
mientras que para generar la cepa AetgA:kanr se utilizaron los
oligonucledtidos deletgA4Fw y deletgA13Rv. Los productos de PCR se
infrodujeron por electroporacion en EPEC E2348/69 o JPEP30
conteniendo el pldsmido pKD46. Las mutantes se seleccionaron en LB
sélido adicionado con kanamicina (100 pg/ml). La infroduccion del
casete de resistencia en el sitio esperado se confimd por PCR usando

combinaciones de los oligonucledtidos K1, K2, KT, escUFw y griRRv.

Purificacion de MBP-EtgAns

La cepa BL21 BDP pLysS con el pladsmido pNLetgAnsB se cultivd en 200 mll
de medio LB adicionado con glucosa 0.2 % y ampicilina, a 30°C en
agitacion. Cuando el cultivo alcanzd una DOgoo de 0.6 se agregd IPTG
0.1 mM y se continud la incubacidén por 4 h mds. Las bacterias se
colectaron por centrifugaciéon a 8,000 x g durante 10 min y se almacend
la pastila a -20°C. Posteriormente, la pastilla se descongeld y se
resuspendid con amortiguador de union (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5
M) adicionado con PMSF TmM; las células se lisaron por sonicacion (2

ciclos de 1 min cada uno a 60 Khz, con 1 min de reposo entre ambos).
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Las fracciones soluble e insoluble del lisado celular se separaron por
centrifugacion a 27,000 x g. El lisado soluble se sometié a un paso de
ultracentrifugacion a 145,000 x g durante 1h y se cargd en una columna
de resina de amilosa (New England Biolabs). Se hicieron lavados con
amortiguador de unidon conteniendo maltosa 0.5 mM. La proteina
recombinante MBP-EtgAns se eluyd con maltosa 10 mM y se dializd con
amortiguador TNED (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 0.5 M, EDTA 0.1 mM pH
7.5 y DIT 0.2 mM) con dglicerol 20%. La concentracion de proteina se

determind con reactivo de Bradford (Bio-Rad).

Andlisis de actividad de muramidasa por zimogramas

La bacteria liofilizada Micrococcus lysodeikticus (Sigma) se incorpord
como sustrato en geles de acrilamida-SDS al 15%, a una concentracion
final de 0.5%. En estos geles se separaron por electroforesis muestras de
MBP-EtgAns y de los confroles negativos BSA (Sigma) y FIC (purificada
de S. enterica). Los geles se incubaron durante 48 h en amortiguador de
renaturalizacion (citrato de sodio 10 mM pH 4.0, Tritdn X-100 0.1%) a 4°C
y se tineron con azul de metileno 0.1%-KOH 0.01%, lo que permitié
observar las zonas claras que indicaron la degradacion del sustrato
(Bernadsky et al. 1994; Zahrl et al. 2005).

Inmunodeteccién de proteinas

Las muestras con las proteinas de interés se separaron por electroforesis
en geles de acrilamida-SDS al 15% (Laemmli 1970) y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Whatman). Las membranas se bloquearon
con una soluciéon de leche libre de grasa al 5% en amortiguador salino
de Tris (TBS; Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) adicionado con Tween-20

al 0.1 % (TBS-T) durante 12 horas a 4°C. Las membranas se lavaron con
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amortiguador TBS-T, se incubaron con el anticuerpo primario dirigido
contra la proteina de interés (diluido con TBS-T). Los anticuerpos
primarios se emplearon en las siguientes diluciones: anti-CesT 1:5,000,
anti-CesD2 1:5,000 anti-DnaK (Assay Designs) 1:5,000, anti-EspA 1:30,000,
anti-EspB 1:20,000, anti-EspF 1:5,000, anti-EfgA 1:20,000, anti-MBP (New
England Biolabs) 1:5,000, anti-SepL 1:5,000, anti-Tir 1:2,500. Posteriormente
las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios GAR (goat
anti-rabit; dilucion 1:10,000) o GAM (goat anti-mouse; dilucién 1:5,000)
acoplados a peroxidasa de rdbano (ambos de Santa Cruz
Biotechnology). La deteccion se realizd con las soluciones del estuche
SuperSignal West Pico (Pierce), de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

Deteccién de EtgA en EPEC

Para llevar a cabo la deteccion de las distintas variantes de EtgA en
lisados de EPEC, tanto la cepa silvestre como las cepas AescN y JPEP24
(Aler) con el pladsmido pNTetgA se cultivaron en 50 ml de medio DMEM
(dilucidon 1:50 a partir de los cultivos originales en LB). También se cultivd
EPEC silvestre con los pldsmidos pNTetgAns y pETHetgA. Los cultivos se
incubaron en las condiciones ya mencionadas y cuando alcanzaron
una DOgo de 0.6 se indujeron con IPTG 1 mM. Se tomaron muestras de
1.5 ml a distintos tiempos de incubacién, colectando las células a 16,000
X g durante 5 min. Se anadlizaron los lisados celulares por

inmunodeteccion utilizando anticuerpos policlonales anti-EtgA.

Purificacion de periplasma de EPEC

Para verificar la localizacion de EtgA en EPEC se realizd un

procedimiento de fraccionamiento celular previomente descrito
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(Gauthier et al. 2003), con algunas modificaciones. Se realizaron cultivos
de EPEC silvestre con el pldsmido pNTetgAE42A (mutante catalitica,
para evitar lisis celular por la actividad de EtgA) o pNTetgAns en 100 ml
de DMEM (en este caso la inoculacién con los cultivos iniciales en LB se
hizo a una dilucion 1:100). Los cultivos se incubaron a 37°C en CO2 5%
hasta que alcanzaron la DOy de 0.6 y se indujeron con IPTG 0.1 mM. Se
confinud incubando en las mismas condiciones durante una hora. Se
tomd una muestra de 1.5 ml de cultivo para el andlisis de los lisados
celulares. Las bacterias se cosecharon por centrifugacion, se lavaron
con amortiguador salino de fosfatos (PBS; NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM,
NaHPO4 10 mM, KH2PO4 2mM, pH 7.4) y se resuspendieron con una
solucion de choque osmodtico (Tris-HClI 50 mM pH 7.0, PMSF TmM,
sacarosa al 20%), para después agregar EDTA 2 mM e incubar 10 min a
temperatura ambiente. Esta suspension se centrifugd a 8,000 x g por 10
min a 4°C, obteniéndose del sobrenadante la fraccidn peripldsmica.
Esta fraccion se analizd por inmunodeteccidn con distintos anticuerpos

para verificar su pureza y confirmar la localizacion de EtgA.

Determinacion del efecto de la sobreproduccion de EtgA en cultivos de
EPEC

EPEC silvestre con el vector pTrc99AFF4 (control) y los pldsmidos,
en LB durante 12 h, y estos cultivos se utilizaron para inocular 30 ml de
DMEM, (dilucién 1:50). Se incubaron los cultivos en CO2 5% a 37°C hasta
que llegaron a una DOg¢oo de 0.2, en este punto se indujeron con IPTG 1
MM y se continud la incubacion durante 6 h mdas en las condiciones
mencionadas. Se tomaron muestras de los cultivos cada hora para
determinar la DO de los cultivos y el nUmero de unidades formadoras
de colonia (UFCs). Para la determinacion de las UFC/ml de los cultivos

de EPEC con pTrc99AFF4 vy pNTetgA, se tomd una muestra de 100 pl, a
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partir de la que se realizaron diluciones seriadas en 1 ml de medio LB,
desde 1:10 hasta 1:100,000 (10" a 10%). Se tomaron 100 pl de la dilucién
1:100,000 y se sembraron en medio LB sdlido adicionado con ampicilina.
Después de 12 h de incubacién a 37°C se realizd el conteo de colonias
en cada caja. Para el cdlculo de UFC/mI se utilizd la siguiente formula:

UFC/mI = nUmero de colonias x factor de dilucion/ ml sembrados.

Alternativamente, se sobreprodujeron EtgA, EtgAns y EtgAE42A en
cultivos de EPEC silvestre en 8 ml de DMEM (inoculando con una dilucion
1:50), los cuales se incubaron e indujeron en las condiciones ya
mencionadas (37°C en CO2 5%, con IPTG 1 mM cuando la DOgoo llegd a
0.2). A las 4 horas de induccion se cosecharon las células y se recuperd
el sobrenadante para su posterior andlisis (ver seccidn Secrecidén de

proteinas del SST3).

Secrecién de proteinas del sistema de secrecion tipo llI

Este ensayo se realizdé de acuerdo al procedimiento reportado (Kenny et
al. 1997) con algunas modificaciones. EPEC y C. rodentium se cultivaron
inicialmente durante 12 h a 37°C con agitacién en 3 ml de medio liquido
LB adicionado con los antibidticos apropiados, para después cultivarlas
en 8 ml de medio DMEM (dilucion 1:50). La incubacion se realizé a 37°C
en CO2 5%, o con agitaciéon para la cepa JPEP30, hasta que los cultivos
alcanzaron una DOg¢oo de 0.6. Los cultivos se cenfrifugaron a 16,100 x g
durante 5 min a 4°C para separar el sobrenadante de la pastilla celular.
Las proteinas secretadas al sobrenadante se precipitaron con dcido
tricloroacético (TCA) al 10% a 4°C durante 12 h. Las proteinas
precipitadas se recuperaron por centrifugacion a 16,100 x g durante 30
min a 4°C, el sobrenadante se elimind por succidn con vacio y la pastilla
obtenida se resuspendid en amortiguador de corrida normalizando de

acuerdo a la DO de los cultivos, y se agrego Tris saturado al 10% para
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neutralizar los residuos de TCA. Tanto las proteinas de los lisados
completos como las proteinas secretadas se analizaron en geles de

acrilamida-SDS al 15% (Laemmli 1970) y por inmunodeteccion.

Ensayo de hemolisis dependiente del sistema de secrecion tipo Il

Para la obtencion de eritrocitos se extrajeron 5 ml de sangre por puncion
venosa de voluntarios del laboratorio. La sangre se tratdé con EDTA 1% pH
7.5 (100 pl por ml de sangre) para evitar su coagulacion. Posteriormente
se centrifugd a 3,500 x g 15 min a temperatura ambiente para
concentrar los erifrocitos. Los eritrocitos se centrifugaron a 1,000 x g 10
min a temperatura ambiente y se lavaron tres veces con un volumen de
NaCl 0.9%.

Las cepas de EPEC a utilizar se cultivaron toda la noche a 37°C en
agitacion en medio liquido LB mas los antibidticos apropiados. Con los
cultivos iniciales se inocularon 4 ml de medio DMEM (dilucion 1:50), se
incubd a 37°C en CO2 5% hasta una DOgoo de 0.4. Se agregaron 0.5 ml
de cultivo a 0.5 ml de solucion de eritrocitos 4% (en DMEM). Esta mezcla
se centrifugd a 2,500 x g durante 1 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, la pastilla se incubd a 37°C en CO2 5% durante 4 horas y
se resuspendié suavemente para facilitar la liberacion de hemoglobina.
Las células se centrifugaron nuevamente (12,000 x g por 1 min) y se
analizé la liberacion de hemoglobina en el sobrenadante a DOuso.
Como control positivo se utilizd EPEC silvestre, considerando la hemdlisis
producida por esta cepa como 100%. Como controles negativos se
utilizaron la mutante AescN vy la solucion de eritrocitos sin infectar. Los

ensayos se realizaron por triplicado (Warawa et al. 1999; Ide et al. 2001) .
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Purificacion de filamentos EspA

La purificacion de filamentos EspA de la superficie de EPEC se llevd a
cabo tomando como referencia un protocolo ya descrito (Daniell et al.
2003). A partir de cultivos de EPEC en LB se inocularon 150 ml de DMEM
(1:50), se incubd a 37°C en agitacion hasta que la DO« llegd a 0.7. El
cultivo se centrifugd a 7,600 x g durante 5 min a 4°C para cosechar las
bacterias. La pastilla celular se resuspendid suavemente con 20 ml de
Tris-HCI 20 mM pH 7.5 y se incubd a 4°C durante 10 min. Esta suspension
se agitdé vigorosamente con vortex durante 4 min para desprender los
flamentos EspA de la bacteria. Para eliminar las células bacterianas se
centrifugd dos veces a 38,000 x g durante 20 min a 4°C. Posteriormente,
el sobrenadante se ultracentrifugd a 160,000 x g por 1h a 4°C y se
decantd el sobrenadante. La pastilla se resuspendid con 50 pl de Tris-HCI
20 mM pH 7.5, la concentracion de la muestra se normalizd de acuerdo
a la DO de los cultivos. Se realizd el andlisis de la cantidad de proteina
EspA ensamblada por medio de geles de acrilamida-SDS 15% (Laemmli

1970) e inmunodeteccidén con anticuerpos anti-EspA.
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RESULTADOS

Con base en los antecedentes descritos, en el presente trabagjo se
realizd el andlisis funcional de EtgA, para determinar su papel en el
ensamblaje del SST3 de EPEC. La mayor parte de los resultados descritos
a confinuacion forman parte de un articulo publicado recientemente

(Garcia-Gomez et al. 2011).

Actividad de muramidasa de la proteina recombinante MBP-EtgAns

Con el objetivo de obtener una proteina recombinante en cantidades
suficientes para realizar ensayos cuantitativos de degradacion de
peptidoglicano, etgAns se clond en el vector pMALc2Xa, que permite
producir proteinas fusionadas a la proteina MBP. La construccion
obtenida se denomind pNLetgAnsB y a partir de ésta se sobreprodujo
MBP-EtgAns (56.2 kDa), que se purificd por medio de cromatografia de
afinidad por amilosa. MBP-EtgANs se obtuvo con un rendimiento de 600
ug a partir de 200 ml de cultivo (Figura 12a). Sin embargo, esta cantidad
es equivalente a la obtenida con His-EtgAns, para la que se determind
un rendimiento de 600-900 pug a partir de 200 ml de cultivo) (Garcio-
Gbmez 2007).

Se determind que MBP-EtgAns presenta actividad de muramidasa en
ensayos de zimograma (Figura 12b), lo que indica que la actividad de
degradacion de peptidoglicano de EtgA no se altera por la presencia
de una etfiqueta de MBP. Sin embargo, MBP-EtgAns no presentd
actividad en ofro ftfipo de experimentos, como los ensayos
turbidimétricos, en los que se determina la actividad de muramidasa a
través del monitoreo la DOu4so de una solucion de M. lysodeikticus en

presencia de la enzima. Posiblemente la concentracion obtenida de
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MBP-EtgAns no resultd suficiente para degradar el sustrato bajo las

condiciones probadas en el experimento (dato no mostrado).

(@) (b)
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Figura 12. Purificacion y actividad de muramidasa de MBP-EtgAns. a) Purificacion de
MBP-EtgAns por cromatografia de afinidad por amilosa. Se muestran en un gel de
acrilamida-SDS 15% la fraccién soluble del lisado que se cargd en la columna, la
fraccion no unida (FNU) asi como los dos lavados realizados con maltosa 0.5 mM vy las
eluciones con maltosa 10 mM. b) Capacidad de degradaciéon de peptidoglicano de
MBP-EtgAns en un gel con sustrato (zimograma, panel derecho). Se utilizd como
control negativo a la proteina FliC. Las proteinas utilizadas para este ensayo se
muestran en un gel de acrilamida-SDS 15% tenido con Coomassie (panel izquierdo). El
ensayo se realizé de acuerdo al procedimiento descrito en la seccidn de Material y

métodos.

Procesamiento de la secuencia senal de EtgA

Las proteinas que se transportan por medio de la translocasa Sec, una
vez que salen al periplasma, son procesadas por peptidasas de
secuencia senal ancladas a la membrana interna, que eliminan el
péptido lider (Pugsley 1993; Natale et al. 2008). Ya que las TLs deben

localizarse en el periplasma para llevar a cabo su funcidn, la prediccion
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de una secuencia senal en el extremo amino de EtgA sugirié su

transporte a dicho compartimento celular en EPEC.

Inicialmente se determind de una forma indirecta el fransporte de EtgA
al periplasma bacteriano por medio de su sobreproducciéon en la cepa
siivestre de EPEC, a partir de la construccion pNTetgA (basada en el
vector pTrc?9AFF4). Se tomaron muestras a distintfos tiempos desde la
induccién de los cultivos, y se analizaron las pastillas celulares por
inmunodeteccidn con anticuerpos dirigidos contra EtgA (Figura 13). Se
observa que a partir de los 15 minutos de induccidn se produce una
proteina correspondiente a la version precursora de EtgA (17.1 kDa) y a
partir de las 2 horas es posible detectar ofra forma de la proteina que
por su migracion corresponde a la forma procesada o madura (EfgAns*,
15.2 kDa). Lo anterior sugiere que EtgA se reconoce por la translocasa

Sec y su secuencia senal se procesa por peptidasas.

Al analizar las pastillas celulares de cultivos de EPEC en los que se
sobreprodujo EtgAns (a partir de pNTetgAns) se observa sélo una forma
de la proteina, correspondiente a una masa molecular de 15.2 kDa, lo
que indica que la proteina es incapaz de procesarse cuando no posee
secuencia senal. La cantidad de EtgAns disminuye a partir de las 3 horas
de induccidén y ya no se detecta alas é horas, sugiriendo que esta forma

de EtgA es inestable en el citoplasma.

Asimismo, al sobreproducir a la version recombinante His-EtgA (con el
vector pETHetgA) también se observa sélo una forma de la proteina
(19.6 kDa), lo que indica que no estd siendo procesada. Al analizar la
secuencia de His-EtfgA usando el programa SignalP (Bendtsen et al.
2004) no se predice una secuencia senal (dato no mostrado), por lo que
posiblemente la etiqueta de histidinas en el extremo amino de la
proteina esté impidiendo el reconocimiento de la secuencia senal por la

tfranslocasa Sec.
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Para determinar si este procesamiento es dependiente del SST3, EtgA se
sobreprodujo en la cepa AescN, en la que estd eliminado el gen que
codifica la ATPasa del inyectisoma por lo que sélo se forman los
componentes del sistema que se ensamblan via Sec (Gauthier et al.
2003; Zarivach et al. 2007). Sin embargo, de la misma forma que en EPEC
silvestre, EtgA se procesa, lo que se determind al detectar tanto la forma
nativa como la forma madura de la proteina en los lisados celulares.
Asimismo, al sobreproducir EtgA en la cepa Aler, mutante en el
regulador positivo de la isla LEE y en la cual no se produce ninguno de
los componentes del SST3 (Ellioft et al. 2000; Bustamante et al. No
publicado), también se observa su procesamiento por medio de la
deteccidén de las dos formas de la proteina. Estos resultados indican que
el procesamiento de EtgA depende de la secuencia senal y es

independiente de los componentes del inyectisoma.
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Figura 13. Procesamiento de la secuencia sehal de EtgA independiente del SST3. Se

analizaron las pastillas celulares de cultivos de EPEC en los que se sobreprodujeron
EtgA, EtgAns y His-EtgA. Las distintas versiones de la proteina se detectaron con
anficuerpos anti-EfgA. Se observan dos formas de EfgA, correspondientes a la forma
no procesada (EtgA, 17.1 kDa) y a la forma madura de la proteina (EtgAns*, 15.2 kDa)
tanto en EPEC silvestre como en las mutantes AescN vy Aler. EtgAns y HisEtgA no se

procesan.
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Localizacion peripldsmica de EtgA

Para determinar la localizacion de EtgA se realizd el fraccionamiento
celular y purificacion de la fraccidn peripldsmica de EPEC silvestre,
como se detalla en la seccidon de Material y métodos. Se sobreprodujo
una version de EtgA con una sustitucion en el glutamato catalitico
(EtgAE42A, a partir del plasmido pNTetgAE42A) para evitar lisis celular
(ver mds adelante), también se sobreprodujo EtgAns a partir del
pladsmido pNTetgAns. La presencia de ambas versiones de EtgA en las
pastillas celulares se determind por inmunodeteccion (Figura 14, panel
derecho). En la fraccion peripldsmica se detectd sélo la forma
procesada de EtgAE42Ans* (15.2 kDa), mientras que EtgAns no se
detecta (Figura 14, panel izquierdo), como se esperaba al no ser

procesada (Figura 13).
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Figura 14. Localizacién periplasmica de EtgA. Se muestra la fraccién peripldsmica (FP)
purificada a partir de cultivos de EPEC silvestre en los que se sobreprodujeron las
proteinas EtgAE42A y EtgAns. Tanto la fraccion peripldsmica (FP) como las pastillas
celulares (P) se analizaron por inmunodeteccién con distintos anticuerpos (anti-EtgA,

anti-MBP, anti-Dnak, anti-CesT y anti-Sepl).

Para verificar la pureza de estas muestras se realizd la inmunodetecciéon

de la proteina peripldsmica MBP, asi como de las proteinas
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citopldsmicas DnakK, CesT y Sepl (Gauthier et al. 2003; Thomas et al.
2005; Wang et al. 2008). De esta manera se determind de forma directa

la localizacion peripldsmica de EtgA.

Efecto de la sobreproduccién de EtgA en EPEC

Para determinar el efecto in vivo de la actividad de muramidasa de
EtgA, se sobreprodujeron distintas versiones de la proteina a partir de las
construcciones pNTetgA, pNTetgAE42A, pNTetgAns y pETHetgA en EPEC
silvestre. Para monitorear el crecimiento de los cultivos se determind la
DOgo durante cada hora de incubacion, antes y después de la

induccidén con IPTG (Figura 15).

La sobreproduccion de EtgA dio lugar a una disminucion en el
crecimiento del cultivo con respecto al cultivo con el vector pTrc?9AFFA4.
Aungue no es evidente una lisis celular masiva, esta observacion sugirié
que EtgA es capaz de inducir algin tipo de estrés y lisis bacteriana, e
incluso la muerte celular. Se determind entonces el niUmero de unidades
formadoras de colonia (UFC) en el Ultimo tiempo de induccidn de los
cultivos, en el cultivo con pTrc99AFF4 se cuantificaron 4.4 x 102 UFC/ml,
mientras que al sobreproducir EtgA se determinaron 7.8 x 108 UFC/ml, lo
que significé una reduccion del 82% en la viabilidad de las células

bacterianas.

En cambio, al sobreproducir la proteina EtgAE42A no se observd ningun
efecto sobre el crecimiento de EPEC, que presentd un comportamiento
similar al cultivo control con pTrc99AFF4. Al sobreproducir las versiones
EtgAns y His-EfgA que no se procesan ni se transportan al periplasma
(Figuras 13, 14 y dato no mostrado) no se observd diferencia en el
crecimiento de los cultivos con respecto al control. Lo anterior

demuestra que el efecto toxico observado sobre el crecimiento de
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EPEC se debe al transporte de EtgA al periplasma y a su actividad de
muramidasa, para lo que son esenciales la secuencia senal y el

glutamato catalitico.
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Figura 15. Efecto de la sobreproduccion de distintas versiones de EtgA sobre el
crecimiento de EPEC. Se sobreprodujeron las proteinas EtgA, EtgAns, EfgAE42A vy His-
EtgA en cultivos de EPEC silvestre. Se utilizé como control EPEC con el vector
PTrc99AFF4. Se indica el tiempo de induccién con IPTG 1 mM. Se determind la DOgoo de

los cultivos durante cada hora de incubacién hasta 6 horas después de inducir.

Al analizar en un gel de acrilamida las proteinas precipitadas del
sobrenadante del cultivo de EPEC silvestre se observan a las proteinas
translocadoras  EspA, EspB y EspD, asi como a la proteina
autotransportadora EspC, que se secreta de manera independiente del
SST3 (Figura 16, panel superior). Otra proteina que corresponde al perfil
normal de secrecion de EPEC es el efector Tir, que se observa por
inmunodeteccién (Figura 16, panel intermedio). El mismo perfil de
secrecion se observa en el cultivo que contiene pTrc99AFF4 al analizarse
tanto por tincion con Coomassie como por inmunodeteccion. Al
analizar el sobrenadante del cultivo en el que se sobreprodujo a EtgA,

se observaron una serie de proteinas que no corresponden al fenoftipo
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de secrecion tipo Il de EPEC silvestre (Figura 16, panel superior). Al hacer
inmunodetecciones de éste, se encontraron las proteinas citopldsmicas
DnaK y CesT, lo que confimd que se frataba de lisis celular (Figura 16,

panel intermedio).

EPEC WT
Y.
§F o W
I NI
£ISS
kba — R & & O
ga === EspC
32 5 e w— s e | EspD/B
254 v EspA
16.5 =
6.5 -
(83 &  —|0-DnaK
16.5 - - | a-CesT

83| e emw @ T
(32,5 ~ epemw  ewe=| o-EspB
(53 s ewemewew| o-Dnak
16.5 | u— 0-CesT
P| 83-mmam S8 ~oTi

325 - wmm e  amme=| o-EspB

\16.5-[ E ) g o-EtgA

Figura 16. Andlisis de la secrecion y produccion de proteinas del SST3 al sobreproducir

EtgA. Se sobreprodujeron EtgA, EfgAns y EfgAE42A en EPEC silvestre, como controles se
utilizaron cultivos de EPEC silvestre (WT) y EPEC silvestre con pTrc99AFF4. Los cultivos se
indujeron durante 4h y se colectd el sobrenadante.. Se realizaron inmunodetecciones
con anticuerpos anti-DnakK, anti-CesT, anti-Tir, anti-EspB y anfi-EtgA. (S): sobrenadantes,

(P): lisados completos.

Al analizar el sobrenadante del cultivo en el que se sobreprodujo EtgAns
se determind que no hay diferencia con respecto al patron de
secrecion que EPEC silvestre (Figura 16, panel superior), lo que estd de
acuerdo con la incapacidad de esta proteina para procesarse y

transportarse al periplasma (Figuras 13 y 14). En el caso del cultivo con
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sobreproduccion de EtgAE42A el perfil se secrecidn es equivalente al de
EPEC silvestre, aunque se detecta una pequena cantidad de DnaK en el
sobrenadante, lo que indica que la versidon inactiva de EtgA en el
periplasma puede generar un poco de lisis. Sin embargo, los resultados
demuestran que el glutamato catalitico es esencial para la capacidad

de EtgA de inducir una considerable lisis celular.

Al hacer el andlisis de otras proteinas, ni el translocador EspB ni el efector
Tir se detectaron en los sobrenadantes del cultivo con EtgA, lo que
sugiere que en estas condiciones éstas son inestables y posiblemente se
degraden (Figura 16, panel intermedio). Cuando se analizaron las
pastillas celulares del mismo cultivo (Figura 16, panel inferior), tampoco
se detectan Tir ni EspB lo que también sugiere que estdn siendo
degradadas o bien que se estd afectando la expresion de los genes del
LEE (ver discusion). En contraste, la produccion de las chaperonas DnaK
y CesT no se afecta con respecto a su produccidon en los cultivos conftrol
0 en los cultivos con EtgAns o EtgAE42A. Se realizé la inmunodeteccién
de EtgA para confirmar que el efecto observado no se debiera a un
defecto en la produccion de las distintas versiones (Figura 16); EtgAns no
se detecta ya que se degrada a partir de las 3 h de inducciéon (ver

Figura 13) y el experimento mostrado se realizd alas 4 h de induccidn.

Para determinar de qué forma la actividad de muramidasa de EtgA
estaba afectando la produccién de proteinas se analizd la estabilidad
de Tir, EspB, CesT y CesD2 a distintos tiempos de induccion de la
produccion de EtgA (Figura 17). Se observd que las chaperonas CesT y
CesD2 se producen desde el inicio del cultivo y se mantienen estables
hasta las 4h de induccidén, mientras que la cantidad de Tir y EspB
disminuye a partir de las 2h, tiempo que coincide con el inicio de la lisis
celular, que se determind al detectar a CesT y CesD2 en los
sobrenadantes. Este resultado sugiere que el efecto observado sobre |as

proteinas del SST3 probablemente no se deba a una inhibicidn de la
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transcripcion, ya que CesT estd codificado en el mismo operdn que Tir
(LEE5) y CesD2 estd codificado en el mismo operén que EspB (LEE4).
Ademds, este resultado sugiere que las chaperonas podrian ser mads

estables que los sustratos que son secretados por el SST3 (ver discusion).
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Figura 17. Estabilidad de proteinas del SST3 al sobreproducir EtgA. Se analizd la
estabilidad de algunas proteinas del SST3 en sobrenadantes (S) y pastillas celulares (P)
a distintos tiempos de induccién de la sobreproduccién de EtgA en un cultivo de EPEC.
Las inmunodetecciones se realizaron con anticuerpos anti-CesT, anti-CesD2, anti-Tir y

anti-EspB.

Para establecer si al igual que el transporte al periplasma, la actividad
de EtgA es independiente del SST3, se analizaron los sobrenadantes de
cultivos de las cepas mutantes AescN y Aler en los que se sobreprodujo
EtgA (Figura 18). En los sobrenadantes de ambas cepas mutantes se
observa el mismo patron de lisis que en EPEC silvestre, lo cual se
confirm& con la deteccion de DnaK. Lo anterior indica que la actividad

de EtgA en estas condiciones es independiente del SST3.

Al analizar las pastillas celulares de la cepa AescN se observa que, de

manera similar a lo que sucede en EPEC silvestre, disminuye la
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estabilidad de las proteinas EspA y EspF al producirse la lisis celular. Esto

no se observa en la mutante Aler que no produce proteinas del SST3.
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Figura 18. Lisis celular de cultivos de EPEC AescN y Aler por la actividad de EtgA. Se
sobreprodujo EtgA en EPEC silvestre (WT), AescN y Aler y se anadlizaron tanto los
sobrenadantes (S) como las pastillas celulares (P). Se realizaron inmunodetecciones
con anficuerpos anfi-DnaK, anti-EspA, anti-EspF y anti-EfgA. Como controles se

utilizaron cultivos de las cepas mencionadas con vy sin pTrc99 AFF4.
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Efecto de mutaciones en residuos altamente conservados de los motivos
GLMQ y AYNAG sobre la actividad de EtgA

En los motivos conservados de las TLs ES-GLMQ-AYNAG existen
aminodcidos altamente conservados, que se observan al hacer un
alineamiento de todas las proteinas de la familia SLT reportadas en la
base de datos Pfam (PFO1464; Figura 19). En el motivo ES el aminodcido
invariable es el glutamato catalitico, mientras que en los motivos GLMQ
y AYNAG los residuos mds conservados son la glutamina y la tirosing,

respectivamente.

Figura 19. Representacion grdéfica del alineamiento de las proteinas de la familia SLT. Se

indica el grado de conservacién de los aminodcidos con distintos tamanos de letra, las
letras de mayor tamano indican mayor conservacion. Se senalan los motivos
conservados ES-GLMQ-AYNAG (HMM logo, base de datos Pfam).

Para determinar la importancia de la glutamina y la ftirosina en la
actividad de EtgA se sustituyeron estos aminodcidos en  sus
correspondientes posiciones 65y 116 por un residuo de alanina. Como
parte de los antecedentes experimentales, se analizd in vitro
(zimogramas) la actividad muralitica de versiones recombinantes con

estas sustituciones (His-EtgANsQé65A y His-EfgA Y116A) y se observd que
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éstas aun presentan actividad de degradaciéon de peptidoglicano
(Garcia-Gomez 2007).

En el presente trabajo se evalud la importancia de los residuos Q65 y
Y116 in vivo. Al sobreproducir la proteina EfgAY116A en EPEC silvestre se
observd una inhibicidon del crecimiento del cultivo, aunque el efecto es
un POCO Menos severo que al sobreproducir EtgA silvestre. Por otro lado,
la sobreproduccion de EtgAQ65A induce una reduccion mds drdstica
en el crecimiento de EPEC silvestre al compararse con la reduccion
inducida por EtgA (Figura 20), lo que sugiere que el residuo Q65 pudiera

ser importante en la regulacion de la actividad de la enzima (ver

discusion).
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Figura 20. Efecto de la sobreproduccion de las variantes EtgAQé5A y EtgAY114A en el
crecimiento de EPEC. Se sobreprodujeron en EPEC silvestre las proteinas EtgA,
EtgAE42A, EtgAQ65A vy EtgAYT116A, se utilizd como control un cultivo con pTrc99AFF4.
Se monitored la DOsoo de los cultivos durante cada hora de incubacién. Se indica con
una flecha el momento en el que se indujo la sobreproduccion de las variantes de

EtgA. El experimento se repitid 3 veces vy los resultados son reproducibles.

66



Al anadlizar los sobrenadantes de los cultivos en los que se

sobreprodujeron las versiones modificadas de EtgA (E42A, Q65A vy
Y116A) se observd que tanto EfgAQ65A como EtgAYT116A provocan lisis
celular de forma similar a EtgA, o que se determind por la deteccion de
DnaK. Ademds, como en el caso de EtgA, la actividad de lisis afecta la

estabilidad de las proteinas Tir y EspB (Figura 21).
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Figura 21. Andlisis de la secrecién y produccion de proteinas del SST3 al sobreproducir
EtgAQé65A y EtgAY116A. Se sobreprodujeron EtgA, EfgAE42A, EfgAQ65A vy EfgAYT116A
en EPEC silvestre, como control se usé un cultivo de EPEC silvestre con pTrc99AFF4. Se
realizaron inmunodetecciones con anficuerpos anti-Dnak, anti-Tir, anti-EspB y anfi-EfgA.

(S): sobrenadantes, (P): pastillas celulares .
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Generaciéon de la mutante AetgA en EPEC y caracterizaciéon de su

fenotipo de secrecién de proteinas

Para determinar la importancia de EtgA para el SST3 de EPEC se realizd
una eliminacion en fase del gen correspondiente, utilizando el sistema
de la recombinasa Red del fago A (Datsenko y Wanner 2000). Para
generar dicha mutante se elimind un segmento de 273 pb (Figura 22),
equivalente a la region eliminada en una mutante de etgA en C.
rodentium (Deng et al. 2004), y se sustituyd por un casete de resistencia
a kanamicina. Inicialmente, el casete de kanamicina mencionado se
infrodujo en el mismo sentido en el que se encuentran codificados los
genes del operdn LEE1 (representado por el Ultimo gen, escU) y del

operdn griRA; esta mutante se denomind AetgA::kan (Figura 22b).

(a) escU etgA griA
(b) escU kan EI---- griA

0.5 Kb
ORF === Regidn 0 Bases residuales
intergénica de efgA

Figura 22. Representacion esquematica de la mutante AetgA::kan generada por medio
del sistema de la recombinasa Red del fago A. a) Contexto gendmico de etgA en el
LEE de EPEC silvestre.. Se indica la orientacion de los genes, los cuales se representan a
escala. b) Mutante AetgA:kan, en la que se eliminaron las bases de efgA
correspondientes a los codones 41-131, se muestra la orientaciéon del casete de

kanamicina (kan) y las bases residuales de etgA (en amarillo).
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Al analizar el fenotipo de secrecidn de proteinas del SST3 de la mutante
AetgA:kan se observd que presenta una secrecidn de proteinas
reducida con respecto a EPEC silvestre. Aparentemente esta reduccion
no se debidé a un defecto en la produccidén de proteinas, lo que se
determind por medio de inmunodetecciones de Tir, EspB y EspA en las

pastillas celulares de los cultivos (Figura 23).
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Figura 23. Perfil de secrecion de la mutante AetgA::kan. Se analizé la secrecion de
proteinas de EPEC silvestre (WT) y de la cepa AetgA:kan en un gel de acrilamida-SDS
15% tenido con azul de Coomassie. Se andalizaron las proteinas de las pastillas celulares

(P) con anticuerpos anti-Tir, anti-EspB, anfi-EspA y anti-Dnak.

En distintos ejemplos de eliminaciones de genes en TLs, los fenotipos
parciales o débiles que se observan, se explican a través de una posible
redundancia funcional entre estas enzimas (Koraimann 2003). En este
trabajo buscamos una explicacion al fenotfipo de reduccidon en la
secrecion de la cepa AetgA:kan. Inicialmente, considerando la
hipotesis de redundancia funcional se hizo una busqueda de las TLs
codificadas en el genoma de EPEC (FM180568) con base en la

secuencia de EtgA, para lo cual se utilizd el programa BLASTP (disponible
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en http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Las TLs que se identificaron se

enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Comparacion de TLs codificadas en el genoma de EPEC con
EtgA.

Secuencia senal/corte

Proteina* % identidad** % similitud**
predicho***

BfpH (B7UTO) 30.1 49.1 Si/entre residuos 22 y 23
EmtA (B7UQ77) 21.7 32.8 Si/entre 19 y 20

MItC (B7UI10) 17.7 30.4 Si/ entre 23 y 24

MItD (B7UJA7) 11.2 19.6 Si/ entre 26y 27

St (B7UR22) 19.4 27.7 Si/ entre 27 y 28

YfhD (B7UGLZ8) 21.3 31 No se predice

*Se indica entre paréntesis el nUmero de acceso de la base Swiss-Prot; ** porcentajes al
comparar con EtgA; *** prediccién con el programa SignalP 3.0.

Debido a que de estas proteinas BfpH presentd los mayores porcentajes
de identidad vy similitud con EtgA (30.1 y 49.1%, respectivamente), se
considerd que tendria la mayor posibilidad de sustituir la funcion de EtgA
en caso de que el fenotipo de reduccidn en la secrecion de proteinas
se debiera a redundancia funcional. BfpH es una proteina de 16.4 kDa
codificada en el plasmido EAF de EPEC, plasmido que confiene los
genes necesarios para la biogénesis del pilus BFP (Giron et al. 1991;
Anantha et al. 2000). En un alineamiento con EtgA, se observa que BfpH
comparte los residuos alfamente conservados dentro de cada motivo
de las TLs, entre ellos el glutamato catalitico (Figura 24). Adicionalmente,
se predice que BfpH posee una secuencia senal con un sitio de corte
probable entre los residuos 22 y 23 [SignalP 3.0 (Bendtsen et al. 2004);
dato no mostrado]. Ofro dato que apoya la posibilidad de que BfpH
pudiera suplir la funcidén de EtgA es que el operdn bfp se expresa en Ias

mismas condiciones en que se induce la expresidon de los genes del LEE
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(Mellies et al. 2007). Asimismo, PerC, que también se codifica en el
pldsmido EAF y se produce al mismo tiempo que el activador del operdn
bfpo (PerA), activa la transcripciéon de ler, asociando asi la expresion de
los genes bfp con los genes del LEE (Mellies et al. 1999; Bustamante et al.

2001). De esta forma BfpH resultd el mejor candidato a evaluar.

20 a0 *
EtgA : MKKE;ﬁ—NYCNﬁEiFEiEGKB;E;EEAW*SKCKSiKSKTE : 54
BfpH : ——- ————GVEAeVINE SSV MTVBGGRKPGSMS——I) : 45
60 * 80 100
EtgA : [SUe s {ehatlohs —ﬁ;ﬂﬂm&s% ————— NNACINIS*-J : 102
BfpH : 8- :in:/ (eRsUlopsy T 1y { SFANGRSR SAYARME s pYe JUBReY RRS : 100

120 * 140 160
EtgA : M B JGYF NAVI LI B3 ETNE] ENNGSCOEMIE——— : 152
BfpH : NI 7l -— ——— 13 ¥ I ITYS{e SRNM : 148
Figura 24. Alineamiento de EtgA con BfpH. Se muestran los residuos idénticos en negro y
los residuos conservados en gris. Se senalan con un asterisco los residuos altamente

conservados dentro de cada motivo conservado de las TLs. El alineamiento se realizd

con el programa ClustalW 2.0 (Thompson et al. 1994).

Para determinar si BfpH podia sustituir la funcion de EtgA en el SST3 se
generd la mutante AetgA:kan en la cepa JPEP30, que es una cepa
curada del pladsmido EAF (EPEC EAF-), y por lo tanto carente de bfpH,
originando asi una doble mutante etgA bfpH denominada
AetgA::kanEAF-. Debido a que la cepa EAF- no secreta proteinas del
SST3 en condiciones estaticas (incubacion en CO2 5%) (Kenny y Finlay
1995), los cultivos para analizar el fenotipo de la mutante AetgA::kanEAF-
se hicieron en agitacioén, ya que el regulador GrlA es el que activa a ler
en estas condiciones (Bustamante et al. No publicado). De manera
similar a la mutante AetgA:kan, esta cepa sélo presentd una reduccion

en la secrecién de proteinas con respecto a la cepa EAF- (Figura 25).
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Figura 25. Perfil de secrecion de la mutante AetgA::kanEAF-. Se analizd la secrecién de
proteinas en agitacién de las cepas EPEC EAF- y AetgA:kanEAF- en un gel de
acrilamida-SDS 15% tenido con azul de Coomassie. Se analizaron las proteinas de las

pastillas celulares (P) con anticuerpos anti-Tir, anti-EspB, anti-EspA y anti-DnaK.

Sin embargo, al analizar las proteinas de los sobrenadantes de la
mutante AetgA::kanEAF- cultivada en condiciones estdaticas (CO2 5%,
37°C), condicién en la que el regulador PerC del pldsmido EAF activa a
ler y por lo tanto no debe haber secrecién (Bustamante et al. No
publicado), se observd que la mutante presentd un aumento en la
secrecion de proteinas con respecto a la cepa EPEC EAF- cultivada en
las mismas condiciones (Figura 26, panel izquierdo). Al analizar las
pastillas celulares se determind que este aumento en la secrecion se
debidé a un incremento en la producciéon de proteinas (Figura 26, panel
derecho). Este incremento en la expresion se atribuyd al sentido en el
cual estd codificado el casete de resistencia a kanamicina (Figura 22b),
ya que estd bajo el control de un promotor fuerte y no existen
terminadores franscripcionales, 1o que posiblemente indujo la expresion
del operdn adyacente griRA, en el cual estdn codificados GrlA y GriR,
los reguladores positivo y negativo de ler, respectivamente. A pesar de

gue se estén sobreproduciendo ambos reguladores, el incremento en la
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produccion de EspB, EspA vy Tir sugiere que se estd favoreciendo la
activacion de ler, ya que se ha propuesto que GrIR lleva a cabo su
funcidn de represion de acuerdo a las condiciones de crecimiento de

EPEC, principalmente en medio LB (Jiménez-Mejia 2010).
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Figura 26. Perfil de secrecion de la mutante AetgA::kanEAF- en condiciones estdticas.
Se analizd la secrecidn de proteinas de las cepas EPEC EAF- y AetgA:kanEAF-
cultivadas en CO2 5% en un gel de acrilamida-SDS 15% tenido con azul de Coomassie.
Se analizaron las proteinas de las pastillas celulares (P) con anticuerpos anti-Tir, anti-

EspB, anti-EspA y anti-DnaK.

Para evitar el efecto de la expresion del casete de resistencia sobre la
expresion de los genes del LEE se generd una nueva mutante, en la que
también se eliminaron las bases correspondientes a los codones 41-131
de etgA, sin embargo en ésta el casete de resistencia a kanamicina se
inserté en el mismo sentido que estd codificado etgA, esta mutante se

denomind AetgA::kanr (Figura 27b).
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(a) escU etgA griA
(b) escU kan I:I---- griA

0.5Kb
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intergénica de etgA

Figura 27. Representacion esquemdtica de la mutante AetgA::kanr generada por
medio del sistema de la recombinasa Red del fago A. a) Contexto gendmico de etgA
en el LEE de EPEC silvestre. Los genes se representan a escala. b) Mutante AefgA:kanr,
en la que se eliminaron las bases de efgA correspondientes a los codones 41-131, se
muestra la orientacion del casete de kanamicina (kan) vy las bases residuales de efgA

(en amairillo).

Para verificar que en la cepa AetgA::kanr no se indujera un incremento
en la produccidén de proteinas, se generd esta mutante en el fondo EAF-
(AetgA::kanrEAF-) y se cultivd en CO2 5% para analizar la secrecidon en
los sobrenadantes. En este caso no se observd un incremento en la
secrecion de proteinas con respecto a la cepa EPEC EAF-, por lo que se
considerd que en esta mutante el sentido del casete de resistencia a
kanamicina no tuvo ningun efecto en la expresion de otfros genes del
LEE (Figura 28).
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Figura 28. Perfil de secrecion de la mutante AetgAEAF- en condiciones estdticas. Se

P

analizé la secrecion de proteinas en CO2 5% de la cepa EPEC EAF- y de la mutante
AetgAikanrEAF- en un gel de acrilamida-SDS 15% tenido con azul de Coomassie. Se

analizaron las pastillas celulares (P) con anticuerpos anti-EspB y anfi-Dnak.

Una vez que se determind que el casete de resistencia no alterd la
produccion de proteinas del SST3, se procedié a analizar nuevamente el
fenotipo de la mutante AetgA:kanr. Se observd que presentd una
reduccion en la secrecion de protfeinas del SST3 con respecto a EPEC
silvestre, lo que se verificd con inmunodetecciones de los efectores Tir y
EspF. También se comprobd que esta reduccidn no se debiera a una
disminucién en la cantfidad de proteinas producida, por medio de la
deteccidn de EspF, Tir, EspA y EspB en las pastillas celulares (Figura 29).
Este resultado indica que la proteina EtgA es necesaria para la
formacioén del SST3, sin embargo no es indispensable para que ocurra

este proceso.
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Figura 29. Fenotipo de secrecién de la mutante AetgA::kanr. Secrecién de proteinas del
SST3 por las cepas EPEC silvestre (WT), AetgA:kanr (-), AetgA:kanr conteniendo el
vector pET3a y complementada con efgA en pET3a (pEE3aetgA). La mutante AescN se
utilizé como control negativo. EspC es una proteina autotransportadora que no se
secreta por el SST3. Se realizaron inmunodetecciones de proteinas del SST3 (efectores
Tir y EspF, translocadores EspB y EspA) y de DnaK. (S): sobrenadantes, (P): lisados

completos.

Para cuantificar la cantidad de proteinas secretadas por la mutante
AetgA se realizd un andlisis densitométrico de EspC (control) EspB y EspA
sobre geles de acrilamida, utilizando el sistema Alpha Digi-Doc RT (Alpha
Innotech). De esta manera se determind que la reduccidn en la
secrecion de proteinas en la mutante AetgA es de aproximadamente

50% con respecto a la cepa silvestre (Figura 30).
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Figura 30. Andlisis densitométrico de las proteinas secretadas por la mutante
AetgA::kanr. Se analizd sobre geles de acrilamida-SDS la cantidad de EspC, EspB y
EspA secretadas por las cepas EPEC silvestre (WT), AetgA:kanr, AetgA:kanr con el
vector pET3a y complementada con pEE3cetgA. Los andlisis se realizaron por
triplicado. *, P< 0.02; **, P< 0.002 en la prueba estadistica t de Student, al comparar

con la cepa silvestre.

Por otra parte, se realizé la complementacion de AetgA::kanr con etgA
clonado en un vector de bajo nUmero de copias (PET3a) (para evitar la
lisis celular) y con expresion disminuida de efgA debido a la ausencia de
la polimerasa T7 en EPEC, y de esta forma se logré la recuperacion en la
secrecion de proteinas a niveles silvestres (Figura 29). Esto se corrobord
por medio de las inmunodetecciones de Tir y EspF en los sobrenadantes,
asi como por un andlisis densitométrico (Figuras 29 y 30,
respectivamente). De esta manera se determind que en la mutante no
se produjo algun efecto polar por la eliminacion de etgA e intfroduccion
del casete de resistencia, y que la disminucidn en la secrecidon de

proteinas se debe a la ausencia de EtgA.

También se realizé la complementacion de la mutante AetgA::kanr con
etgAns y etgAE42A (ambos clonados en el vector pET3a) (Figura 31).
Como se esperaba con la version de EtgAns, al ser incapaz de

transportarse al periplasma, no permite la recuperacion de la secrecion
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de proteinas, esto tampoco sucede con la versidon inactiva EtgAE42A; o
anterior demuestra la importancia del transporte de EtgA al periplasma
de EPEC y de su actividad de muramidasa para la biogénesis del

inyectisoma.
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Figura 31. Complementacion de la mutante AetgA::kanr con distintas versiones de
etgA. Secrecién de proteinas del SST3 por las cepas EPEC silvestre, AetgA:kanr (-),
AetgA:kanr con el vector pET3a y AefgA:kanr complementada con efgA, etgAns y
etgAE42A (en pET3a). La mutante AescN se utilizé como control negativo. Se realizaron

inmunodetecciones de Tir, EspF, y DnakK. (S): sobrenadantes, (P): lisados completos.

Capacidad de hemodlisis de la mutante AetgA::kanr

Para completar la caracterizacion del fenotipo de la mutante
AetgA:kanr se analizd su capacidad de lisar eritrocitos (Warawa et al.
1999; Ide et al. 2001). Para ello se incubaron eritrocitos con EPEC silvestre
y con la mutante AetgA:kanr sin pldsmido, con pET3a, o pEE3aetgA.

Como conftrol negativo se incubaron eritrocitos con la mutante AescN.
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La hemdlisis inducida por cada cepa se determind por medio de la
deteccion de hemoglobina en los sobrenadantes. Se determiné que la
mutante AetgA::kanr provoca una hemdlisis de alrededor del 60% de la
que genera la cepa silvestre. La capacidad de lisis de eritrocitos se

recuperd al complementar con la construccion pEE3aetgA (Figura 32).
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Figura 32. Hemdlisis producida por la mutante AetgA::kanr. Se analizé la capacidad de
hemolisis de las cepas EPEC silvestre (considerada como 100%), AetgA:kanr,
AetgA:kanr conteniendo el vector pET3a y AefgA:kanr complementada con
PEE3aetgA. La mutante AescN se utilizd como control negativo. Se analizé la
hemoglobina liberada al medio a DOuso. Los ensayos se realizaron por friplicado. *, p<

0.02 en la prueba estadistica t de Student, al comparar con la cepa silvestre.

Purificacién de filamentos EspA de la mutante AetgA::kanr

Los fenotipos reducidos de secrecidén de proteinas y de hemdlisis de la
mutante AefgA:kanr sugieren que los inyectisomas son capaces de
afravesar la pared celular y ensamblarse de manera normal, aunque en
un numero reducido. Para verificar si existe un menor niumero de

inyectisomas en esta mutante, se realizé la purificacion del flamento
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EspA de su superficie. Al analizar la cantidad de la proteina EspA
purificada de la mutante AetgA::kanr en un gel de acrilamida-SDS, se
observd que estd disminuida respecto a la purificada de la cepa
sivestre, 1o que también se corrobord por inmunodeteccion. Como
control negativo se utilizé la cepa AescN, en la cual no se detectd EspA

(Figura 33).
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Figura 33. Purificaciéon de filamentos EspA de EPEC. Se observa la cantfidad de EspA
ensamblada en EPEC WT, y las mutantes AetgA::kanr y AescN. En el panel superior se
muestra un gel de acrilamida tenido con azul de Coomassie con la proteina
purificada; en el panel inferior se muestra una inmunodeteccidn con anticuerpos

dirigidos contra EspA.

Este resultado indica que, tal como se esperaba, hay menos
inyectisomas completamente ensamblados en la mutante AetgA,
aunque éstos son funcionales, pues son capaces de secretar proteinas y

de inducir hemalisis.

Fenotipo de secrecion de proteinas de la mutante AetgA::kanrEAF-

Para determinar si BfpH es capaz de sustituir a EtgA, se analizé el
fenotipo de secrecion de la mutante AetgA::kanrEAF- en agitacion. En
este caso también se observd sélo una reduccidon en la secrecidon de

proteinas con respecto a la cepa silvestre, o que se comprobd con la

80



inmunodeteccion de Tir y EspF. Ademds, es posible recuperar la
secrecidon de proteinas por medio de complementacidn con la

construcciéon pEE3aetgA (Figura 34).
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Figura 34. Fenotipo de secrecion de la mutante AetgA::kanrEAF-. Secrecién de
proteinas del SST3 por la cepa EPEC EAF-, la mutante AetgA:kanrEAF- (-), la mutante
AetgA::kanrEAF- con el vector pET3a y complementada con pEE3aetgA. Se realizaron

inmunodetecciones de Tir, EspF y DnaK. (S): sobrenadantes , (P): lisados completos.

Este resultado demuestra que BfpH no sustituye la funcion de EfgA en el
SST3, por lo tanto el fenotipo observado en la mutante AefgA::kanr no se
debe a redundancia funcional enfre estas proteinas, sino que confirma
que EtgA, como ya se menciond, no es indispensable para la formacion
del SST3.
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Complementacion heteréloga de una mutante AetgA en C. rodentium

EtgA se encuentra altamente conservada entre los patdgenos A/E, al
compararla con EtgA (LO045) de EHEC se determind que comparten
98% de identidad y 98.7% de similitud, mientras que con EtgA de C.
rodentium comparte 87.6% de identidad y 92.8% de similitud. Al hacer un
alineamiento con las fres proteinas se observa que los aminodcidos
correspondientes a los motivos conservados entre las TLs son idénticos
(Figura 35).
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Figura 35. Alineamiento de EtgA de patégenos A/E. Se muestra un alineamiento entre
EfgA de EPEC, L0045 de EHEC (Q7DB&0) y EtgA de C. rodentium (Q93FL8) (ClustalW 2.0).
Se muestran los residuos idénticos entre las tres proteinas en negro y los residuos
conservados en gris. Se indican los motivos ES-GIMQ-AYNAG. El glutamato catalitico se

senala con un asterisco.

Debido a los altos porcentajes de identidad y similitud que EtgA de EPEC
comparte con EtgA de C. rodentium se realizé la complementacion de

la cepa AetgA de C. rodentium con etgA de EPEC (Figura 36).
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Figura 36. Complementacion de C. rodentium AetgA con etgA de EPEC. Secrecion de
proteinas del SST3 por C. rodentium silvestre, la mutante AetgA (), la mutante AetgA
con el vector pET3a y complementada con efgA de EPEC en pET3a (pEE3aetgA). Se
realizaron inmunodetecciones de Tir, EspF y DnaK. (S): sobrenadantes, (P): lisados

completos.

En el perfil de secrecion de C. rodentium se observan las proteinas
translocadoras EspA, EspB y EspD, que se encuentran reducidas en 10s
sobrenadantes de la mutante AetgA con respecto a la cepa silvestre
(Deng et al. 2004). Al infroducir la construccion pEE3aetgA se logra
recuperar ligeramente la secrecion de proteinas, Io que se confirmd con
la inmunodetecciéon de los efectores Tir y EspF. Aungue la secrecidn no
se recupera a niveles silvestres este resultado muestra que EtgA de EPEC

realiza la misma funcién que EtgA de C. rodentium en el SST3.
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DISCUSION

Las TLs son un grupo importante de enzimas bacterianas que actian
sobre la capa de peptidoglicano y que participan en una gran
variedad de procesos, entre 1os que se encuentran la generacion de
espacios para la insercion de nuevas moléculas de muropéptidos en la
pared celular durante el crecimiento bacteriano, y la degradacion del
tabique durante la division celular para permitir la separacion de las
células hijas (Scheurwater et al. 2008). Estas enzimas también
contribuyen a la liberacion de muropéptidos implicados en el proceso
de infeccion de patdégenos como B. pertussis, N. gonorrhoeae, N.
meningitidis, H. pylori y Haemophilus influenzae (Cloud-Hansen et al.
2006). Asimismo, se ha demostrado la participacion de TLs durante la
formacion de complejos macromoleculares, como pili, flagelo y sistemas
de secrecion, facilitando su insercion a través de la capa de
pepftidoglicano; las enzimas que participan en estos procesos se
denominaron TLs especializadas, para distinguirlas de las que participan

en el metabolismo del peptidoglicano (Koraimann 2003).

En este frabajo proponemos que EtgA es la TL asociada al SST3 de EPEC
con base en su localizacién en el LEE y su similitud con TLs especializadas
de diferentes sistemas de secrecion, y teniendo como antecedente que
en el laboratorio demostramos por primera vez la actividad enzimdtica
in vitro de EtgA, se readlizd una caracterizacién funcional para

determinar su importancia en el ensamblaje del inyectisoma.

Para llevar a cabo la actividad de degradaciéon de peptidoglicano, las
TLs deben localizarse en el periplasma. Enfre las TLs especializadas que
se han estudiado a la fecha, existen dos formas de transporte a este
compartimento celular: utilizando el sistema al que se encuentran
asociadas, como por ejemplo la muramidasa FigJ de S. enterica que es

exportada a través del SST3 flagelar (Nambu et al. 1999) vy las TLs HrpH y
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HopP1 de P. syringae que son exportadas por el SST3 de virulencia (Oh
et al. 2007); o bien, a fravés del reconocimiento de una secuencia senal
por la franslocasa Sec, mecanismo que utiliza la proteina VirB1 del SST4
de A. tumefaciens (Llosa et al. 2000; Zupan et al. 2007) y P19 del
pldsmido conjugativo R1 de E. coli (Bayer et al. 2000), enfre ofras. Para
algunas muramidasas asociadas con el SST3 como IpgF de S. flexneri e
lagB de S. enterica también se ha predicho una secuencia senal (Allaoui
et al. 1993; Zahrl et al. 2005), aunque no se ha demostrado su

procesamiento y su tfransporte al periplasma.

En el caso de EtgA, se predijo la presencia de una secuencia senal en su
extremo amino por medio del programa bioinformdtico SignalP
(Bendtsen et al. 2004), y mediante la observacion del procesamiento de
la proteina (Figura 13) y de su deteccion en la fraccidn peripldsmica de
EPEC (Figura 14), se confirmd experimentalmente su exportacion al
periplasma en una forma Sec-dependiente. Ademds, se determind que
el transporte al periplasma es independiente del SST3, observédndose el
procesamiento de EtgA en una mutante que sélo contiene los
componentes del SST3 que se ensamblan via Sec (AescN) (Gauthier et
al. 2003; Chen y Frankel 2005; Galan y Wolf-Watz 2006; Zarivach et al.
2007), e incluso en una cepa que no produce SST3 (Aler). Esto confrasta
con lo que se ha determinado para la secretina EscC, que depende de
la presencia de ofros componentes del inyectisoma, como EscN y EscV
para localizarse correctamente en la membrana externa (Gauthier et al.
2003).

Respecto a las versiones de EtgA que demostramos que no se
transportan al periplasma (Figuras 13 y 14), resultd interesante la
observacion de la inestabilidad de la proteina madura EtgAns en el
citoplasma, en contraste con la misma proteina pero que resulta del
procesamiento periplasmico, la cual se mantiene estable aun hasta las

24 horas de induccidon (dato no mostrado). En este sentido, se ha
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sugerido que las TLs fienden a estar mal plegadas y a ser inestables en el
citoplasma bacteriano, por lo que son reconocidas por el complejo de
chaperonas GroEL/S, a menos que sean exportadas al periplasma por la
translocasa Sec (Zahrl et al. 2005). Por otro lado, lo que podria suceder
con la version recombinante His-EtgA es que la etiqueta de histidinas en
el extremo amino impida que la franslocasa Sec reconozca la
secuencia senal. Esto concuerda con el andlisis de His-EfgA con el
programa SignalP (dato no mostrado), en el que no se predice dicho
péptido lider. A su vez, se observd que la etiqueta de histidinas podria
conferirle mayor estabilidad a la proteina, detectdndose en los Ultimos
tiempos del experimento a pesar de no transportarse al periplasma

(Figura 13).

Una vez que se determind el transporte peripldsmico de EtgA, se decidio
evaluar el efecto in vivo de la actividad muralitica de esta enzima. Se
observd que al sobreproducir la proteina EtgA a partir del vector
pPTrc?9AFF4 se inhibe el crecimiento del cultivo de EPEC (Figura 15).
Aungue no es aparente que esta reduccién se deba a lisis celular, pues
la curva de crecimiento no decae completamente, si hay una
disminucién considerable en la viabilidad de las bacterias, ya que sélo el
18% de las bacterias son viables en comparacién al cultivo control con
el vector pTrc99AFF4, lo que se determind al cuantificar las UFC/ml. La
inhibicion en el crecimiento de cultivos bacterianos tambien se ha
observado por ejemplo al sobreproducir la TL GP144 del fago ¢KZ de P.
aeruginosa (Oh et al. 2007), AtIA del SST4 de N. gonorrhoeae (Kohler et
al. 2007), HrpH del SST3 de P. syringae (Oh et al. 2007) y Hpa2 del SST3 de
X. oryzae (Zhang et al. 2008). En general con este fipo de enzimas no es
evidente una lisis celular masiva en cultivos bacterianos, ya que se
propone que actian degradando la capa de peptidoglicano en una
forma localizada. En otro reporte, con la sobreproduccion de la
proteina P19 se observd una lisis localizada a través de microscopia

electronica de barrido, con la formacion de pequenas lesiones en la
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envoltura celular de E. coli, por las que se libera material infracelular
(Bayer et al. 2001). Esta degradacion localizada permitiia que la
actividad de estas enzimas se lleve a cabo principalmente en el sitio de
formacion del sistema de secrecidon correspondiente, para asi mantener

la integridad de la pared celular (Scheurwater y Burrows 2011).

Al analizar los sobrenadantes de los cultivos de EPEC en los que se
sobreprodujo EtgA se evidencidé que la disminucion en la viabilidad
bacteriana se debe a lisis celular, por medio de la deteccion
extracelular de las chaperonas DnakK, CesT y CesD2 (Figuras 16y 17). Sin
embargo, resultd inesperada la ausencia de proteinas secretadas por el
SST3, como Tir y EspB. Lo anterior podria atribuirse a la degradacién de
los sustratos del SST3 por proteasas peripldsmicas al producirse la lisis
celular. En este caso las chaperonas podrian ser mds estables, como se
ha visto para las chaperonas YscG y YscE de la proteina de la aguja
YscF en Y. pseudotuberculosis, que son resistentes a la degradacion
protedlitica, mientras que YscF se degrada rdpidamente (Sun et al. 2008;
Davis et al. 2010).

Para el ensamblaje correcto del SST3 de S. enterica se requiere de la
interaccién de las proteinas PrgK y PrgH (correspondientes a EscJ y EscD
en el SST3 de EPEC, respectivamente) con la capa de peptidoglicano
(Pucciarelli y Garcia-del Portillo 2003), que funciona como un soporte
para el anclaje correcto del sistema a la envoltura celular (Scheurwater
y Burrows 2011). Al inducir la alteracion de la pared celular por la
actividad de EtgA, se afectarian las interacciones de EscJ y EscD con el
peptidoglicano y por lo tanto no se ensamblaria correctamente el
inyectisoma. De esta forma, al no haber un SST3 funcional los sustratos
no serian secretados y podrian sufrir degradacion proteolitica. Esta
propuesta se apoya en la determinacion de que el efector NleH de C.
rodentium al no secretarse se degrada por la proteasa Lon (Garcio-

Angulo et al. 2008). Esto podria explicar porque Tir y EspB (Figura 16), e
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incluso EspA y EspF (Figura 18) no se detectan en las pastillas celulares
del pequeno porcentaje de bacterias no lisadas que permanece en el
cultivo que expresa EtgA, aln cuando existe lisis de la mayoria de las

células.

Otra manera de explicar el efecto inducido por la actividad litica de
EtgA en los sustratos del SST3, es por la inhibicidon en la expresion de los
genes del LEE. Existe un sistema de dos componentes, denominado Cpx
gue se activa en respuesta a estrés en la envoltura celular bacteriana, lo
que permite el mantenimiento de la integridad celular. En EPEC, la
activacion de esta via induce la reduccion de los niveles intracelulares
de Tir, EspA y EspB, por medio de la inhibicidon de la expresion de los
operones LEE4 y LEE5. Posiblemente esta inhibicion evite el trdfico
innecesario de proteinas a fravés de la envoltura celular hasta que la
célula bacteriana logre recuperarse del dano y se adapte a las

condiciones adversas (Macritchie et al. 2008).

Aungue la actividad de EtgA pudiera constituir una senal de estrés
capaz de inhibir la expresion del LEE a fravés de la activacién de la via
Cpx o de otro sistema de respuesta a estrés en la envoltura celular,
como of, nuestros resultados apoyan el argumento de que algunos de
los sustratos del SST3 sufren protedlisis, dado que la cantidad de las
chaperonas analizadas no se afecta aun cuando se produce la lisis
celular (Figura 17). Por otro lado, considerando que CesT y Tir estdn
codificados en el mismo operdn (LEE5), y que CesD2 y EspB también
estdn codificados en el mismo operdn (LEE4); es probable que de haber
una inhibicidn en la transcripcion se afectaria la expresion de los
operones completos y no sdélo de algunos genes. Alternativamente,
podria ocurrir que en el momento justo de producirse la lisis celular se
detenga la franscripcion de los operones del LEE y que las chaperonas
producidas hasta ese momento permanezcan estables durante mas

tiempo que las proteinas efectoras (Tir y EspF) y translocadoras (EspB y
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EspA). Tampoco se puede descartar la posibilidad de que exista algin
mecanismo post-transcripcional que afecte la estabilidad de una parte
del ARN mensajero de un operdn. En el caso del operdn LEE4 en EHEC se
ha determinado que ocurre un procesamiento post-transcripcional en el
que el fragmento que contiene al gen seplL es rdpidamente
degradado, mientras que el fragmento restante permanece estable
(Lodato y Kaper 2009).

Ya que las muramidasas se consideran autolisinas, se ha propuesto que
una forma de control de la actividad de las TLs es la interaccion con
otras proteinas, por ejemplo, en el caso de las TLs que participan en el
metabolismo del peptidoglicano se plantea que deben actuar en
conjunto con las PBPs o enzimas de sintesis, para garantizar que la lisis
esté acoplada con la actividad biosintética (Scheurwater et al. 2008). En
el caso de FigJ de S. enterica se ha determinado que su localizaciéon en
el sitio de ensamblaje del flagelo estd establecida por su secrecidon a
través de la via de exportacion flagelar, y que en este proceso estd
involucrada la interaccién del extremo amino de la proteina con el eje
flagelar (Nambu et al. 1999; Hirano et al. 2001). Para VirB1 del SST4 de B.
suis se ha demostrado que interactUa con algunos componentes
peripldsmicos del SST4 como VirB8, VirB? y VirB11, y se ha sugerido que
estas interacciones modulan la actividad de la enzima y la dirigen al sitio
de ensamblaje del sistema, previniendo asi una degradaciéon
deslocalizada de la pared celular y favoreciendo una mayor actividad
enzimdatica en el sitio correcto (Hoppner et al. 2005; Zupan et al. 2007).
Respecto a EtgA Unicamente se ha reportado su interacciéon con la
proteina Escl (rOrf8), un componente del SST3 que se propone podria
formar el eje interno del sistema, localizado en el periplasma (Creasey et
al. 2003; Pallen et al. 2005); esta interaccion le permitiria a EtgA dirigirse
al sistema en formacioén y degradar la capa de peptidoglicano en una
forma localizada. También consideramos la posibiidad de que EfgA

pudiera interactuar con ofras proteinas del inyectisoma, como la
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secretina EscC o las proteinas de membrana interna EscD y EscJ, que
poseen dominios peripldsmicos (Crepin et al. 2005; Ogino et al. 2006;
Spreter et al. 2009). No obstante, la lisis celular producida por EtgA en las
cepas AescN y Aler es comparable a la lisis que se produce en EPEC
silvestre (Figura 18), lo que sugiere que pudiera no ser necesario algin
componente del SST3 para que EtgA sea una enzima activa. Aun asi,
debe considerarse que en las condiciones experimentales probadas se
induce la sobreproduccioén de la proteina, lo cual no podria equipararse
a lo que ocurre in vivo y por lo tanto no se puede excluir que ocurran
interacciones de EtgA con algunas de las proteinas mencionadas y que
éstas modulen su actividad por medio de cambios conformacionales.
Esto aseguraria que EtgA sea mds activa en el sitio de formacion de

inyectisomas.

Para VirB1 también se propone que el control de su actividad ocurre a
través de la degradaciéon de su region de TL una vez que ha llevado a
cabo su funcién (Llosa et al. 2000; Hoppner et al. 2005). En este sentido,
se considera importante la participacion de proteasas, que a través de
la degradaciéon de las muramidasas podrian mantener un balance
entre su produccién y su nivel de actividad (Vollmer et al. 2008). En
cuanto a EtgA, es probable que se produzca en cantidades muy bajas
y por esto no se puede inmunodetectar la forma enddégena de la

proteina (Figura 16).

Por otro lado, la actividad de las TLs podria estar controlada a nivel
genético, ya que los genes que codifican TLs especializadas se expresan
al mismo tiempo que los elementos que codifican los componentes del
sistema al que estdn asociadas, lo que podria asegurar el confrol
temporal de su actividad. Tal es el caso de PleA de C. crescentus que se
produce soélo durante el momento en el que ocurre la biogénesis del
pilus y del flagelo (Viollier y Shapiro 2003), y las TLs del SST3 de P. syringae

HrpH, HopP1 y HopAlJl, cuya produccion estd corregulada con la
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expresion de la isla de patogenicidad Hrp (Oh et al. 2007). En el caso de
etgA, se determind que su expresidon es regulada por los mismos
mecanismos que controlan la expresion del resto de los genes del LEE,
ya que también se inhibe por H-NS y se activa de manera dependiente
de Ler y GrlA (Ruiz-Diaz 2006). Lo anterior determinaria la producciéon de

EtgA en el momento de formacion del inyectisoma de EPEC.

Otra forma de conftrol de la actividad de las muramidasas consiste en la
modificacion quimica del peptidoglicano, que ademds de mantener la
pared celular protegida ante las autolisinas, evita el reconocimiento vy
eliminacion de la bacteria por elementos del sistema inmune del
hospedero. En particular, la O-acetilacion del MurNAc es una alteracion
que inhibe la actividad de la lisozima y de las TLs (Vollmer 2008; Davis y
Weiser 2011). Sin embargo, en E. coli y en ofras bacterias como P.
aeruginosa, en las que no se produce esta modificacion, se han
descubierto proteinas denominadas Ivy (inhibitor vertebrate lysozymes),
capaces de inhibir la actividad estas muramidasas (Clarke et al. 2010).
Al realizar una bUsqueda en el genoma de EPEC se encontrd el genivy,
cuyo producto (nUmero de acceso Swiss-Prot B7UJB3), es similar a las
proteinas inhibidoras mencionadas, y también podria tener alguna

participaciéon en el control de la actividad de EtgA.

Como parte de los antecedentes experimentales demostramos que en
EtgA la sustitucion del glutamato catalitico por un residuo de alanina
provoca la pérdida de su actividad de muramidasa in vitro. En el
presente frabajo se determind que el glutamato catalitico es
indispensable para la actividad in vivo de EtgA, ya que su sustitucion por
alanina evita la inhibicidn en el crecimiento del cultivo vy la lisis celular
(Figuras 15 y 16). Esto a la vez confirma que los efectos observados al
sobreproducir EtgA se deben a su actividad de muramidasa. En distintos
ejemplos de TLs especializadas se ha determinado la importancia del

glutamato catalitico, tal es el caso de P19, para la que el cambio del

91



este residuo por glutamina da lugar a una forma inactiva de la proteina
(Bayer et al. 2001). De forma similar, el glutamato en la posicidén 42 de
logF de S. sonnei se reemplazd por un residuo de glutaming,
provocando la pérdida de su actividad de muramidasa in vitro (Zahrl et
al. 2005). En AtlA del SST4 de N. gonorrhoeae al sustituir el glutamato 48
por un residuo de alanina, también se pierde la actividad de
degradacion de peptidoglicano tanto in vitro como in vivo (Kohler et al.
2007). Otro ejemplo es el de la proteina HrpH del SST3 de P. syringae,
para la que se determiné que el glutamato catalitico es indispensable
para la inhibicidon del crecimiento de cultivos bacterianos (Oh et al.
2007).

Respecto a otros residuos altamente conservados entre las TLs,
observamos que al modificar el residuo Q65 del segundo motivo
conservado (GLMQ) por un residuo de alanina hay una mayor inhibicion
del crecimiento bacteriano (Figura 20), aunque su capacidad de lisis
aparentemente no difiere de la de EtgA silvestre (Figura 21). Este
resultado sugiere la participacion de este residuo en la regulacion de la
actividad de muramidasa de EtgA. Sin embargo, en el caso de MItF
(YfdH) de E. coli, la regién propuesta para modular la actividad de
muramidasa se encuentra en el exiremo amino, mientras que el dominio
SLT (que incluye el motivo GLMQ) se localiza en el extiremo carboxilo
(Scheurwater y Clarke 2008). Con base en estudios cristalograficos de
SIt70 se propone que el motivo GLMQ rodea al residuo catalitico y que
es esencial para mantener la arquitectura del sitio activo de las TLs, ya
que al contener residuos principalmente hidrofébicos mantiene el
ambiente apropiado para conservar protonado al glutamato catalitico
durante la reaccion (Dijkstra y Thunnissen 1994; van Asselt et al. 1999). Al
infercambiarse el Unico residuo polar de este motivo (Qé5) por un
residuo hidrofébico, como la alanina, posiblemente se esté
favoreciendo la actividad del residuo catalitico, lo que resultaria en una

mayor lisis y por lo tanto en un mayor efecto sobre el crecimiento
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bacteriano. Para analizar mejor la importancia del residuo Q65 en la
actividad de EtgA serd necesario realizar otro tipo de modificacion,
como por un aminodcido polar con carga, por ejemplo un residuo
glutamato. Por ofra parte, la mutacién Y116A reduce ligeramente Ia
actividad de EtgA sobre cultivos celulares (Figura 20), lo que sugiere que
aungque no es indispensable, este residuo es importante para la
actividad de TL de EtgA, ya que puede estar involucrado en la unidn de
esta enzima al sustrato, como se ha determinado para el residuo Y552
en SIt70, (Thunnissen et al. 1995).

En general, la eliminacion de TLs no produce un efecto aparente sobre
la secrecion de proteinas ni en la virulencia, por ejemplo, una mutacion
en lpgF de S. flexneri no afecta la patogenicidad de la bacteria, ya que
presenta el mismo fenotipo invasivo que una cepa silvestre (Allaoui et al.
1993). Algo similar ocurre con una mutante en iagB de S. enterica, en la
gue no se afecta la formacién del SST3 ni la secrecidon de proteinas de
virulencia (Sukhan et al. 2001). Para evaluar la importancia de la
actividad de muramidasa de EtgA para el SST3 de EPEC se generd una
cepa con una eliminacion de etgA (AetgA:kanr), que presentd una
reduccion en el fenotipo de secrecidn de proteinas (Figuras 29 y 30) y en
la capacidad de hemodlisis (Figura 32) en comparacién con EPEC
silvestre. Existen ejemplos similares en los que las eliminaciones de genes
de TLs resultan en la reduccién de la secrecion y de la virulencia, como
en una mutante en virB1 de A. tumefaciens que presenta una reduccion
en la capacidad de formacion de tumores en plantas (Mushegian et al.
1996); de manera similar una eliminacién en hrpH resulta en una
disminucidon en la secreciéon y en la virulencia de P. syringae (Oh et al.
2007). También existen casos en los que el efecto es mds drastico, como
ocurre con una mutacion en hp0523 del SST4 de H. pylori, que afecta el
ensamblaje del pilus y reduce significativamente la virulencia de la
bacteria (Fischer et al. 2001; Rohde et al. 2003); otro caso es el de una

mutacion en atlA del SST4 de N. gonorrhoeae, que abate la secrecion
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de ADN al medio por este sistema (Kohler et al. 2007). En el caso de otros
patdgenos A/E, una mutante de efgA en C. rodentium provoca unad
reduccion en la secrecion de proteinas del SST3 (Deng et al. 2004) y de
manera similar también se observd que al eliminar efgA de EHEC se
presenta una reduccién en la secrecion de proteinas (Yu et al. 2010).
Para EPEC aln no es posible determinar el efecto de la eliminacion de
EtgA in vivo, debido a que no se cuenta con un modelo animal
adecuado, aungue posiblemente tenga un efecto similar al observado
para la mutante de etgA en C. rodentium, que presenta una reduccion
en la formaciéon de pedestales y en la virulencia en roedores (Deng et
al. 2004).

La ausencia de fenotipo y los fenotipos débiles de mutantes con
eliminaciones de genes de TLs se han atribuido a que ofras enzimas
pudieran llevar a cabo la misma funcion, lo que se conoce como
redundancia funcional (Cloud y Dillard 2002; Heidrich et al. 2002;
Koraimann 2003). De presentarse redundancia, la equivalencia entre las
TLs permitiria la eliminacién de una o mds de ellas sin provocar un efecto
drastico (Scheurwater et al. 2008). Esta hipdtesis se apoya con los
resultados de complementaciones heterdlogas entre TLs especializadas,
un ejemplo de ello es que IpgF del SST3 de S. sonnei puede
complementar el defecto en la conjugacion del pldsmido R1-16 carente
de pl19 (Zahrl et al. 2005), ofro ejemplo es la complementacion de una
mutante de virBl en A. fumefaciens con VirB1 de B. suis o con TralL del
pldsmido de conjugacion pKM101, con la que se recupera la biogénesis
del pilus T y la formacion de tumores (Hoppner et al. 2004). Cabe
mencionar que las complementaciones entre diferentes sistemas de
secrecion son posibles en los casos en los que los porcentajes de
identidad y similitud son relativamente altos. Por ejemplo, entre IpgF y
P19 comparten 43% de idenfidad; mienfras que para
complementaciones entre sistemas homologos la identidad puede ser

menor, entre VirB1 de A. fumefaciens y VirB1 de B. suis la identidad es del
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27%. En este frabajo realizamos la complementaciéon de la mutante
AetgA de C. rodentium con etgA de EPEC (Figura 36), en este caso las
proteinas comparten 87.6% de identidad y 92.8% de similitud.

En general nuestros resultados indican que EtgA no se requiere
totalmente para la biosintesis del SST3 ya que en su ausencia el sistema
es funcional, aungue de manera atenuada. La reduccidon en la
secrecion de proteinas y en la capacidad de hemdlisis en la mutante
AetgA:kanr sugirid que existia una reduccidn en el numero de
inyectisomas ensamblados por célula, lo que se comprobd al observar
una menor cantidad de proteina EspA polimerizada en su superficie, en
comparaciéon con EPEC silvestre (Figura 33). AUn en un nUmero
reducido, los inyectisomas formados son funcionales ya que su
capacidad hemolitica indica que pueden formar poro de translocacion
(Figura 32). Esto demuestra que el SST3 puede ensamblarse aun sin la
asistencia de EtgA, y que eventualmente los inyectisomas son capaces
de afravesar los huecos que se crean naturalmente en la pared celular
durante su metabolismo. Es probable que esto pueda suceder ya que la
pared celular se sintetfiza y recicla constantemente a lo largo del
crecimiento bacteriano (Holtje 1998; Vollmer y Bertsche 2008). Para los
fenotipos observados con mutantes en flgJ, sltF y hrpH se ha propuesto
algo similar, ya que éstos se han asociado con una capacidad residual
del flagelo o del inyectisoma para penetrar la capa de peptidoglicano,
de forma independiente de |la actividad de TLs especializadas (Hirano et
al. 2001; de la Mora et al. 2007; Oh et al. 2007).

Para determinar si la funcidén de EtgA podia ser ejercida por otra TL, se
realizd una buUsqueda de TLs en el genoma de EPEC. Se determind que
de enfre las TLs identificadas, BfpH tenia la mayor probabilidad de suplir
la funcion de EtgA, dado que comparte con ésta los mayores
porcentajes de identidad y similitud (30% y 49%, respectivamente, ver

tabla 4), se predice que posee secuencia senal, es de masa molecular
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pequena (16.4 kDa) y se produce al mismo tiempo que los
componentes del SST3, ya que los genes bfp se expresan en las mismas
condiciones de expresion del LEE (Mellies et al. 2007). Ademds, como ya
se menciond, PerC, codificado en el pldsmido EAF, activa la
transcripcion de ler, lo que resulta en la corregulacion del operdn bfp
con los genes del LEE (Mellies et al. 1999; Bustamante et al. 2001). Sin
embargo, la ausencia simultdnea de bfpH y etgA produjo el mismo
fenotipo de reduccion en la secrecion que se observd en la mutante
AetgA::kanr (Figura 34), por lo que se concluyd que BfpH no sustituye a
EtgA en el inyectisoma. Esto indica, por un lado, que el efecto
observado con la eliminacion de etgA no se debe a redundancia entre
TLs, y por ofro, que EtgA no es indispensable para el ensamblaje del SST3.
Ademds, la complementacion de las mutantes AetgA::kanr (Figura 29) y
AetgA::kanrEAF- (doble mutante bfpH etgA) (Figura 34) con la
construccion pEE3aetgA indica que la atenuacion en la secrecion de
proteinas se debe Unicamente a la ausencia de EtgA. A su vez, la
incapacidad del pldsmido pEE3aetgAE42A para recuperar la secrecion
confirma la importancia de la actividad muralitica para una eficiente
formacion del SST3 (Figura 31). Sin embargo, aun no se puede descartar
totalmente la posibilidad que otra TL pudiera llevar a cabo la funcidn de
EtgA.

A pesar de no ser indispensables, las TLs especializadas se han
conservado en los elementos genéticos que codifican los distintos
sistemas de secreciéon (Koraimann 2003). La conservacion de algunas de
éstas podria deberse a que han adquirido funciones adicionales a la de
actividad de muramidasa, como en el caso de las TLs HopP1 y HrpH de
P. syringae que se translocan por el SST3 a células vegetales, activan la
respuesta inmune e inducen la muerte celular (Kvitko et al. 2007; Oh et
al. 2007; Oh et al. 2010); o como VirB1, cuyo exiremo carboxilo se
secreta al medio y participa en el ensamblaje del pilus del SST4,

posiblemente actuando como una chaperona (Llosa et al. 2000; Zupan
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et al. 2007). En el caso del gen etgA, ademds de su funcién como TL,
pudo haberse conservado en el LEE ya que su secuencia presenta un
siio de unidbn para el regulador Ler, que se ha determinado
experimentalmente tanto para EPEC como para C. rodentium. A su vez,
se determind que este sitio es importante para la activacion del operdn
grlRA en una forma dependiente de Ler (Barba et al. 2005; Ruiz-Diaz
2006). Sin embargo, aun no se ha determinado la secuencia exacta de

este sitio de unidn de Ler.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabagjo nos llevan a
proponer un modelo de la participacion de EtgA en la biogénesis del
SST3 de EPEC (Figura 37), segun el cual EtgA se transporta al periplasma
por medio de la translocasa Sec, una vez en el periplasma su secuencia
senal se procesa por peptidasas de secuencia senal. Posteriormente,
por medio de interacciones con los componentes peripldsmicos del SST3
(como Escl) EtgA se dirige al inyectisoma en formacién. Estas
interacciones provocan un cambio conformacional en EtgA que induce
su actividad enzimdtica. Entonces EtgA degrada en una forma
localizada la pared celular, haciendo mds eficiente el ensamblaje del

sistema de secrecion.
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Figura 37. Modelo de la participacion de EtgA en el ensamblaje del SST3 de virulencia
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de EPEC. EtgA se transporta al periplasma por la translocasa Sec, donde su péptido
lider (linea ondulada) se procesa por peptidasas de secuencia senal (SP). Por medio
de interacciones con componentes peripldsmicos del SST3, EtgA degrada la capa de
peptidoglicano de una forma localizada (evento que se representa con fijeras),
permitiendo la formacién de un espacio a través del cual puede pasar el eje (Escl)
para que continde el ensamblaje del resto del sistema. Se indican algunas de las
proteinas que conforman el cuerpo basal y el aparato de exportacién del inyectisoma.

ME: membrana externa, Ml: membrana interna.
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CONCLUSIONES

Se comprobd el transporte de EtgA al periplasma de EPEC y que dicho
transporte es dependiente de la secuencia senal N-terminal e
independiente del SST3.

Se determind que la actividad muralitica de EtgA tiene un efecto toxico
en cultivos de EPEC, produciendo una considerable reducciéon en la
viabilidad bacteriana por medio de lisis celular. Esta actividad litica es
independiente del SST3. Para producir el efecto toxico es esencial el
glutamato catalitico. Los residuos altamente conservados Q65 y Y116

son importantes para la actividad de EtgA in vivo.

EtgA no es indispensable para la biogénesis del SST3 ya que el sistema
puede formarse sin la asistencia de esta TL, lo que se apoya en que los
inyectisomas formados en la mutante AetgA:kanr son funcionales. Sin
embargo, en la mutante se ensambla un menor nimero de
inyectisomas, por lo que la actividoad de muramidasa de EtgA es
importante para facilitar la penetracion de la pared celular por el
inyectisoma y permitir su biosintesis, haciendo este proceso mds

eficiente.

BfpH no es capaz de sustituir funcionalmente a EtgA, lo que favorece la
hipdtesis de que algunos inyectisomas son capaces de penetrar la capa
de peptidoglicano sin la participaciéon de las TLs, a través de los huecos
que se forman naturalmente en la pared celular. Por lo tanto, los datos

de nuestro tfrabajo no apoyan la hipdtesis de redundancia funcional.
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PERSPECTIVAS

En el presente frabajo demostramos que EfgA tiene actividad de
muramidasa y que dicha actividad es importante para hacer eficiente
la biogénesis del SST3. Sin embargo, existen diferentes enzimas liticas
capaces de degradar la pared celular, por lo que, a pesar de su alta
similitud con TLs, serd necesario demostrar que EtgA es una
transglicosilasa litica, identificando el producto de la reaccidon que
cataliza (1,6-anhidroMurNAc) vy utilizando inhibidores especificos de TLs
como la bulgecina. En este sentido, se determinard si la proteina
codificada por el gen ivy de EPEC es capaz de inhibir la actividad de
muramidasa de EtgA. Esto resulta relevante ya que el uso de inhibidores
de los componentes enzimdaticos del inyectisoma puede ser la base
para el desarrollo de compuestos antimicrobianos, que por si solos o en
combinacion con anfibidticos fradicionales, inactiven o reduzcan el
funcionamiento de este sistema de secrecidn. Esto favoreceria que la
bacteria patdégena resulte inocua y que pudiera ser eliminada por el

sistema inmune del hospedero.

Por ofro lado, ya que la sobreproduccién de una version activa de EtgA
tiene un efecto negativo sobre la cantidad de algunos sustratos, se
propone determinar si este fendmeno se debe a un efecto sobre la
expresion de la isla LEE. En este sentido podria evaluarse si existen
cambios en la cantidad del franscrito de algunos genes del LEE a
distintos tiempos de inducir la sobreproduccion de EtgA. De manera
adicional, serd importante determinar si la via Cpx de respuesta a estrés
se induce por la actividad de EtgA vy si esta via estd relacionada con la
inhibicion de la expresidon de la isla LEE en las condiciones de los

experimentos realizados en el presente trabajo.

Por ofra parte, se ha sugerido que la interaccion de las TLs con ofras

proteinas del sistema de secrecidn al que se asocian es importante,
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tanto para dirigir a la enzima al sitio de formacién del complejo como
para la regulacion de la actividad. En el caso de EtgA seria interesante
identificar las interacciones proteina-proteina  que tiene con
componentes peripldsmicos del SST3, por medio de distintas técnicas
(doble hibrido en levadura y en bacteria, ensayos de copurificacion,
coinmunoprecipitacion etc.). También seria importante determinar la
influencia de estas interacciones en la actividad de muramidasa de

EtgA vy si éstas determinan su colocalizacion con el SST3.

Para determinar el efecto in vivo de la eliminaciéon de etgA no se
cuenta con un modelo animal adecuado, por o que deberdn realizarse
ensayos en cultivos celulares. En estos ensayos se evaluard la
translocacion de proteinas efectoras a células epiteliales y la
capacidad de formacidon de pedestales. De esta forma, la
cuantificacion de los inyectisomas ensamblados por célula en la
mutante AetgA:kanr, por medio de microscopia de fluorescencia y
microscopia electronica permitiria determinar si hay una correlacion

entfre el nUmero de inyectisomas y la virulencia de esta mutante.

Finalmente, con los resultados generados en este tfrabajo se determind
que no existe redundancia funcional entre BfpH y EtgA. No obstante, no
se descarta que pudiera existir alguna enzima capaz de sustituir la
funcion de EtgA en la formacién del inyectisoma. Una herramienta para
determinarlo serd la generaciéon de mutantes multiples de distintas TLs

codificadas en el genoma de EPEC y el andlisis de sus fenotipos.
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Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is an important cause of infectious diarrhoea. It
colonizes human intestinal epithelial cells by delivering effector proteins into the host cell
cytoplasm via a type Il secretion system (T3SS) encoded within the chromosomal locus of
enterocyte effacement (LEE). The LEE pathogenicity island also encodes a lytic transglycosylase
(LT) homologue named EtgA. In the present work we investigated the significance of EtgA
function in type lll secretion (T3S). Purified recombinant EtgA was found to have peptidoglycan
Iytic activity in vitro. Consistent with this function, signal peptide processing and bacterial cell
fractionation revealed that EtgA is a periplasmic protein. EtgA possesses the conserved glutamate

characteristic of the LT family, and we show here that it is essential for enzymic activity.
Overproduction of EtgA in EPEC inhibits bacterial growth and induces cell lysis unless the
predicted catalytic glutamate is mutated. An etgA mutant is attenuated for T3S, red blood cell
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haemolysis and EspA filamentation. BfpH, a plasmid-encoded putative LT, was not able to
functionally replace EtgA. Overall, our results indicate that the muramidase activity of EtgA is not
critical but makes a significant contribution to the efficiency of the T3S process.

INTRODUCTION

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a major cause of
infantile diarrhoea in developing countries (Chen & Frankel,
2005; Nataro & Kaper, 1998). It colonizes the small intestine,
producing a characteristic histopathology referred to as the
attaching and effacing (A/E) lesion, which is defined by the
localized effacement of host cell microvilli, intimate
attachment of the bacterium to the enterocyte plasma
membrane and the accumulation of polymerized actin,
which leads to the formation of pedestal-like structures
beneath adherent bacteria (Chen & Frankel, 2005; Knutton
et al., 1987; Moon et al., 1983; Rosenshine et al., 1996).

All the factors needed for the development of the A/E
phenotype are encoded within a chromosomal pathogenicity

Abbreviations: A/E, attaching and effacing; BDP, E. coli BL21 DE3
pLysS; BFP, bundle-forming pilus; CBB, Coomassie brilliant blue; EAF,
EPEC adherence factor; EHEC, enterohaemorrhagic Escherichia coli,
EPEC, enteropathogenic Escherichia coli; LEE, locus of enterocyte
effacement; LT, lytic transglycosylase; MBP, maltose binding protein; PG,
peptidoglycan; RBC, red blood cell; T3S, type Ill secretion; T3SS, type Il
secretion system; T4SS, type IV secretion system.

Two supplementary figures, showing the PG-degrading activity of MBP-
EtgAns on a zymogram gel and time-course analysis of the stability of
T3SS proteins in an EPEC wild-type strain overexpressing EtgA, are
available with the online version of this paper.

island called the locus of enterocyte effacement (LEE)
(McDaniel et al., 1995; McDaniel & Kaper, 1997). The locus
contains 41 genes organized in five major polycistronic
operons (LEE1-LEE5) and several smaller transcriptional
units, which are positively regulated by Ler, encoded by the
first gene of the LEE1 operon (Bustamante et al, 2001;
Mellies et al., 2007).

The LEE also encodes a type III secretion system (T3SS)
(Jarvis et al, 1995), proteins essential for intimate
adherence (Tir and intimin) (Kenny et al, 1997b),
translocated effectors that subvert host cellular processes,
and chaperones (Clarke et al., 2003; Chen & Frankel, 2005;
Dean & Kenny, 2009). Other closely related bacteria that
produce A/E lesions, including enterohaemorrhagic E. coli
(EHEC) and the mouse pathogen Citrobacter rodentium,
also carry the LEE (Deng et al., 2004; McDaniel et al,
1995).

T3SSs are used by many Gram-negative pathogens to
deliver effector proteins directly into eukaryotic cells
(Cornelis, 2006; Hueck, 1998). The virulence-associated
T3SS, also known as the ‘injectisome’, is a macromolecular
structure that traverses the bacterial membranes and
periplasmic space. More than 20 different proteins
assemble into a syringe-like structure consisting of a needle
complex and a translocon (Blocker et al., 2001; Kubori
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et al., 1998; Mueller et al., 2005, 2008). The needle complex
shares a structural resemblance with the flagellum basal
body, and a high degree of sequence similarity exists
between eight proteins of their secretion apparatuses
(Blocker et al., 2003; Cornelis, 2006).

The T3SS in EPEC is composed of proteins distributed
among all cell envelope compartments (Sekiya et al., 2001).
The cylindrical basal structure consists of two sets of
membrane ring complexes joined by a periplasmic central
rod (Ogino et al., 2006). EscC is associated with the outer
membrane and is a member of the secretin pore-forming
family of proteins (Gauthier et al., 2003; Genin & Boucher,
1994), whereas the lipoprotein EscJ oligomerizes to form a
ring predicted to be associated to the outer leaflet of the
inner membrane (Yip et al., 2005). The EscD protein is also
predicted to form a ring-like structure in the inner
membrane, and Escl is believed to form the inner rod
(Pallen et al, 2005). In addition, several integral and
associated inner-membrane proteins are predicted to form
the export apparatus essential for protein secretion
(Cornelis, 2006; Trevor et al, 2007). Among these, the
highly conserved ATPase EscN serves to energize the
secretion process and may provide a docking interface for
chaperone—effector complexes (Andrade et al, 2007;
Gauthier & Finlay, 2003; Thomas et al., 2005; Zarivach
et al., 2007).

The extracellular portion of this nanomachine is formed by
a needle structure polymerized from EscF subunits (Sekiya
et al., 2001). Furthermore, the injectisome in EPEC and
other A/E pathogens is unique in that it has a filamentous
extension, called the EspA filament, which extends from
the needle and provides a hollow conduit for protein
translocation (Daniell et al., 2001; Knutton et al., 1998;
Sekiya et al., 2001). EspB and EspD are secreted by the
T3SS and form a translocation pore in the host cell
membrane (Ide et al., 2001).

Injectisome assembly is a highly regulated process that
occurs via both Sec-dependent and Sec-independent path-
ways (Galan & Wolf-Watz, 2006; Hueck, 1998). During its
biosynthesis, the T3SS has to traverse the physical barrier
imposed by the peptidoglycan (PG). To accomplish this
task, PG-lytic enzymes are employed (Dijkstra & Keck,
1996; Koraimann, 2003). Among these, specialized lytic
transglycosylases (LTs) that specifically cleave the f-1,4
glycosidic bond between N-acetylmuramic acid and N-
acetylglucosamine residues of PG with concomitant
formation of 1,6-anhydromuramic acid residues have been
implicated in facilitating the assembly of pili, flagella and
secretion systems (Bayer et al., 2001; de la Mora et al., 2007;
Kohler et al., 2007; Koraimann, 2003; Nambu et al., 1999;
Oh et al., 2007; Viollier & Shapiro, 2003; Zahrl et al., 2005;
Zupan et al., 2007).

As a result of a bioinformatics analysis of the LEE, the
product of the rorf3 gene was predicted to be an LT and
was renamed as EtgA for E. coli transglycosylase (Pallen
et al., 2005). In this work we hypothesized that EtgA could

be required for local rearrangements in the PG, enlarging
gaps to allow the assembly of the envelope-spanning T3SS.
We show that EtgA is a PG-degrading enzyme required for
efficient type III protein secretion in EPEC.

METHODS

Bacterial strains, plasmids, oligonucleotides and growth con-
ditions. The bacterial strains, plasmids and oligonucleotides used in
this study are shown in Table 1. Bacteria were grown in either Luria—
Bertani (LB) broth (Sambrook & Russell, 2001) or Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco). EPEC strains were
grown under static conditions in prewarmed DMEM supplemented
with 1% LB at 37 °C in a 5% (v/v) CO, atmosphere, unless stated
otherwise. When required, the medium was supplemented with
100 pg ampicillin ml™", 25 pg chloramphenicol ml™', 50 pg kana-
mycin ml™", 25 pg streptomycin ml~' or 25 pg tetracycline ml ™.

DNA manipulations. Recombinant DNA techniques were performed
according to standard methods (Sambrook & Russell, 2001).
Restriction enzymes and T4 DNA ligase were from New England
Biolabs. Synthetic primers were purchased from Sigma. PCR was
carried out using either Tag DNA polymerase (Qiagen) or PfuTurbo
DNA polymerase (Stratagene). DNA sequencing was performed by
the sequencing facility of the authors’ institute [Unidad de Biologia
Molecular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM)].

Plasmid construction and site-directed mutagenesis. The efgA
gene was PCR-amplified from chromosomal DNA of wild-type EPEC
strain E2348/69, using primers etgAFw and etgARv. The PCR product
was double-digested with Ndel and BamHI and cloned into the
PET19b expression vector, which allows production of an N-
terminally polyhistidine-tagged protein, to generate plasmid
pEEetgA. A truncated version of etgA lacking its signal sequence
(etgAns) was constructed in the same manner with the primer pair
etgAnsFw and etgARv, to yield plasmid pEEetgAns. Constructs in
PET19b were used for gene subcloning into Ndel- and BamHI-
digested pTrc99AFF4, to generate plasmids pNTetgA and pNTetgAns,
and into Ncol- and BamHI-digested pTrc99A, to generate plasmid
pETHetgA. For complementation assays, etgA was subcloned as an
Ndel/BamHI fragment into vector pET3a to yield pEE3aetgA. To
produce an N-terminally maltose binding protein (MBP)-tagged
EtgA, etgA was PCR-amplified with primers etgABFw and etgAHRv
and cloned into pMALc2Xa as a BamHI/HindIII fragment, generating
plasmid pNLetgAnsB.

Site-directed mutagenesis was done using the QuikChange protocol
(Stratagene) with the mutagenic oligonucleotides etgAGluAFw and
etgAGluARv. The desired point mutation was confirmed by DNA
sequencing of plasmids pEEetgAE42A and pEEetgAnsE42A. Plasmid
pNTetgAE42A was generated by subcloning from pEEetgAE42A into
Ndel/BamHI-digested pTrc99AFF4.

Construction of etgA null mutants. An in-frame deletion of etgA
was generated using the . Red recombinase one-step inactivation
system (Datsenko & Wanner, 2000). Plasmid pKD13 was used as the
kanamycin-resistance cassette DNA template for PCR amplification
with oligonucleotides deletgA13Fw and deletgA13Rv, which generated
a non-polar deletion of etgA codons 41-131. The PCR product
containing the kanamycin-resistance cassette was introduced by
electroporation into EPEC E2348/69 or JPEP30 strains harbouring
plasmid pKD46. Mutant strains AetgA and AetgAEAF— were selected
on LB agar plates supplemented with kanamycin. The allelic
replacement of etgA was verified by PCR using different combinations
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Table 1. Strains, plasmids and oligonucleotides used in this study

Strain, plasmid or
oligonucleotide

Description or sequence (5’-3’)*

Source or reference

EPEC strains
E2348/69
JPEP30

JPEP24

AescN

AetgA

AetgAEAF—

Other E. coli strains
Top10

XL1-Blue
BL21 DE3 pLysS

Plasmids
pET3a
pET19b

PMALc2Xa
pTrc99A

pTrc99AFF4
pKD13

pKD46

pEEetgA
pEEetgAns
pEEetgAE42A
pEEetgAnsE42A
pEE3aetgA
pNLetgAnsB
pNTetgA
pNTetgAns
pNTetgAE42A
pETHetgA
Oligonucleotides
etgAFw

etgARv
etgAnsFw
etgAGIuAFw
etgAGluARv
etgABFw
etgAHRv
deletgA13Fw

deletgA13Rv

escUFw
grlRRv

Wild-type EPEC O127: H6, Sm®
E2348/69 EAF plasmid-cured, Sm®

E2348/69 carrying an in-frame deletion of ler, Km®

E2348/69 carrying an in-frame deletion of escN
E2348/69 carrying an in-frame deletion of etgA, Km®
JPEP30 carrying an in-frame deletion of etgA, Km"®

F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139
Aara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL (Str™) endAl 2~; cloning host

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB lacl? ZAM15 Tn10 (TcY)]

F~ ompT gal dcm lon hsdSp(ry my ) ABL21(DE3) [pLysS Cm"j;
expression strain

Expression vector, T7 promoter, Ap®

Expression vector, T7lac promoter, Ap®, production of recombinant proteins with an

N-terminal 10-His tag

Expression vector, tac promoter, Ap~, production of recombinant proteins with an

N-terminal MBP tag
Expression vector, trc promoter, Ap®

Modified pTrc99A expression vector, trc promoter, Ap"
Template plasmid for kanamycin-resistance cassette, Ap® Km®

Red recombinase system plasmid, Pgap promoter, Ap"

etgA cloned into pET19b

etgA lacking its signal sequence cloned into pET19b

etgA carrying an E42A mutation cloned into pET19b
etgAns carrying an E42A mutation cloned into pET19b
etgA cloned into pET3a

etgAns cloned into pMALc2X

etgA cloned into pTrc99AFF4

etgAns cloned into pTrc99AFF4

etgA carrying an E42A mutation cloned into pTrc99AFF4
His-tagged etgA cloned into pTrc99A

GAGTAACAACGTACATATGAAAAA

CGATAGACCTGGATCCTTAATCGA

ACTGTAATCATATGGATTGTTTTG

CAATTGCATGGAATGCATCAAAATGCAAAAGC

GCTTTTGCATTTTGATGCATTCCATGCAATTG

ACTGTAATGGATCCGATTGTTTTG

CGATAGACCAAGCTTATTAATGCA

TCATTATTCTTTAATTTATTATATGTTTTATATATTTTCATTGCGTATTG-
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

CAGGAAAAGCATATAACATAGATCCACTAATATTAAAAGCAATTGCATG-
GATTCCGGGGATCCGTCCACC

TAAACTGGCTGAACTCTATG

TATCCATAAGCAATATCAAG

Levine et al. (1978)

V. H. Bustamante
and others,
unpublished results

V. H. Bustamante
and others,
unpublished results

Gauthier et al. (2003)

This study

This study

Invitrogen

Stratagene
Novagen

Novagen
Novagen

New England Biolabs

Amersham-
Pharmacia

Ohnishi et al. (1997)

Datsenko & Wanner
(2000)

Datsenko & Wanner
(2000)

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study

This study

This study
This study
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Table 1. cont.

Strain, plasmid or Description or sequence (5'-3")* Source or reference

oligonucleotide

K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT Datsenko & Wanner
(2000)

K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC Datsenko & Wanner
(2000)

KT CGGCCACAGTCGATGAATCC Datsenko & Wanner
(2000)

.. R o o1 . R . . R . . R . . R
*Abbreviations: Ap~, ampicillin resistance; Cm™, chloramphenicol resistance; Km", kanamycin resistance; Sm", streptomycin resistance; Tc",

tetracycline resistance.

of the oligonucleotides K1, K2, KT, escUFw and grlRRv, and by
sequencing.

Purification of recombinant variants of EtgA. E. coli BL21 DE3
pLysS (BDP) cells carrying plasmid pEEetgAns (or pEEetgAnsE42A)
were grown in 500 ml LB containing ampicillin and incubated at
30 °C with shaking until the cell density reached ODg 0.6. IPTG was
added to a final concentration of 0.1 mM and incubation was
continued for 2 h. Bacterial cells were collected by centrifugation
(8000 g, 10 min) and stored at —20 °C. The cells were thawed,
suspended in binding buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.5 M NaCl)
with 1 mM PMSF, and lysed by sonication. Cell lysates were
centrifuged (27000 g 20 min) to pellet undisrupted cells and cellular
debris. Cleared lysates were obtained after further centrifugation
(145000 g 1 h), and loaded onto a nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-
NTA) agarose column pre-equilibrated with binding buffer. After
extensive washing with binding buffer containing 60 and 80 mM
imidazole, the protein was eluted with increasing concentrations of
imidazole (200, 300 and 600 mM). Purified recombinant protein was
dialysed against TNED buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.5 M NaCl,
0.1 mM EDTA, 0.2 mM DTT) containing 20% (v/v) glycerol.
Purification of MBP-EtgAns was carried out using the same protocol
with the following modifications. BDP cells harbouring plasmid
pNLetgAnsB were grown in LB medium containing 0.2% (w/v)
glucose and expression was induced with 1 mM IPTG. Cleared lysates
were loaded onto an amylose resin column, washed with binding
buffer containing 0.5 mM maltose and eluted with 10 mM maltose.
Purified MBP-EtgAns was dialysed against TNED buffer. Protein
concentration was determined by using the Bio-Rad protein assay
dye-binding reagent.

Immunoblotting and generation of polyclonal anti-EtgA.
Proteins were resolved by 15% SDS-PAGE and transferred onto
nitrocellulose membranes (Whatman). The blots were blocked
overnight at 4 °C with Tris-buffered saline (20 mM Tris-HCI,
pH 7.5, 150 mM NaCl) containing 0.1% (v/v) Tween 20 and 5%
(w/v) nonfat dry milk. Immunoblotting was carried out with
polyclonal anti-CesT, anti-CesD2, anti-EspA, anti-EspB, anti-EspF,
anti-Tir, anti-EtgA, anti-SepL, anti-MBP [horseradish peroxidase
(HRP) conjugated, New England Biolabs], and monoclonal anti-His
(India-His-Probe-HRP, Pierce) and anti-DnaK (Assay Designs)
primary antibodies. Secondary antibodies were HRP-conjugated goat
anti-rabbit or goat anti-mouse (Santa Cruz Biotechnology). Detection
was performed with a SuperSignal West Pico chemiluminescence
detection kit (Pierce) according to the manufacturer’s instructions. A
polyclonal antibody against EtgA was raised by subcutaneous
immunization of rabbits with His-EtgAns. Antiserum was obtained
from whole blood and antibodies were precipitated with saturated
ammonium sulfate (Harlow & Lane, 1988).

Zymogram analysis. Zymogram gels for the determination of PG-
degrading activity were performed as described elsewhere, with minor
modifications (Bernadsky et al., 1994; Zahrl et al., 2005). Lyophilized
Micrococcus lysodeikticus cells (Sigma) were incorporated to a final
concentration of 0.2% (w/v) into 15% (w/v) polyacrylamide gels
containing 0.02% (w/v) SDS. Following electrophoresis, proteins
were allowed to renature by incubating the gels with 25 mM
potassium phosphate buffer, pH 5.2, containing 0.1 % (v/v) Triton
X-100 for 48 h at 4 °C with several buffer changes. PG cleavage was
visualized after staining of gels with 0.1% (w/v) methylene blue/
0.01% (w/v) KOH for 60 min and destaining with distilled water.

Detection of EtgA in EPEC. To detect the different EtgA variants in
cell lysates of EPEC wild-type, AescN and JPEP24 (Aler) strains,
overnight cultures in LB carrying the corresponding plasmids were
subcultured 1:50 in 50 ml DMEM and grown until the cell density
reached ODg, 0.6. Cells were induced with 1 mM IPTG and 1.5 ml
samples were collected at different time points after induction.
Bacterial cells were centrifuged at 16 100 g for 5 min and EtgA was
detected in whole-cell lysates by immunoblotting using anti-EtgA
antibodies.

Isolation of EPEC periplasmic fraction. Bacterial cell fractionation
was performed according to a published procedure, with slight
modifications (Gauthier et al., 2003). Briefly, overnight cultures of
EPEC carrying plasmid pNTetgAns or pNTetgAE42A were sub-
cultured 1:50 in 100 ml DMEM and grown to ODg 0.6. Cells were
induced with 0.1 mM IPTG and growth was continued for 1 h, at
which time a 1.5 ml aliquot was taken for whole-cell lysate analysis.
The cultures were harvested, washed in PBS and resuspended in 1 ml
of an osmotic shock solution consisting of 50 mM Tris-HCI, pH 7.0,
20% (w/v) sucrose and 1 mM PMSF, followed by incubation with
2 mM EDTA for 10 min at room temperature. The periplasmic
fraction was obtained in the supernatant after centrifugation at 8000 g
for 10 min at 4 °C. Periplasmic proteins were analysed by Western
blotting with anti-EtgA and anti-MBP antibodies. The isolated
fraction was analysed with anti-DnaK, anti-CesT and anti-SepL
antibodies as purity indicators.

EtgA overproduction in EPEC. To evaluate the effect of EtgA
overexpression on bacterial growth, EPEC E2348/69 harbouring wild-
type and mutated versions of etgA expressed from pTrc99A-based
vectors was subcultured 1:50 in 30 ml DMEM and grown to ODggq
0.2. At this point, 1 mM IPTG was added and growth was continued
for 6 h. Aliquots of the culture were taken every hour to determine
ODggo and c.f.u. ml™'. Furthermore, to analyse proteins released to
the supernatant, EPEC containing different etgA variants was grown
in 8 ml DMEM until the cell density reached ODggo 0.2. Following
induction with I mM IPTG, growth was continued for 4 h. Cells were
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centrifuged and the supernatant was analysed as described below for
the type III protein secretion assay.

Type lll protein secretion assay. EPEC protein secretion assays
were performed as described by Kenny et al (1997a), with
modifications. A 160 pl volume of an overnight EPEC culture (grown
in LB with shaking) was inoculated into 8 ml DMEM. Growth was
continued as a standing culture (or with orbital shaking at 37 °C for
strain JPEP30) to ODggo 0.6. The culture was harvested by
centrifugation at 16100 g for 5 min and the resulting pellet was
resuspended in 200 pl 1 x SDS-PAGE sample buffer. The supernatant
proteins were precipitated by the addition of TCA (10 %, v/v),
incubated at 4 °C for 12 h and centrifuged at 16 100 g for 30 min.
The pellet was air-dried and resuspended in 40 pl 2 x SDS-PAGE
sample buffer containing 10 % (v/v) saturated Tris base. The protein
concentration of the different cultures was normalized to the ODg
value. Secreted proteins were analysed by SDS-PAGE and immuno-
blotting.

Haemolysis assay. Red blood cells (RBCs) were obtained from
EDTA-treated human blood and washed three times in 0.9 % (w/v)
NaCl. The quantification of haemolysis was performed as described
elsewhere, with some modifications (Ide et al., 2001; Warawa et al.,
1999). EPEC strains were grown in DMEM until the cell density
reached ODggg 0.4, and 0.5 ml culture was added to 0.5 ml of a 4 %
(v/v) RBC/DMEM solution and centrifuged at 2500 g for 1 min. After
4 h of incubation the bacteria/RBC suspension was gently resus-
pended. Cells were centrifuged at 12000 g for 1 min, and the release
of haemoglobin into the supernatant was monitored by measuring the
Ayso. Uninfected and AescN-infected RBCs were used as controls for
basal haemolysis. The lysis obtained with wild-type EPEC was
regarded as complete haemolysis. Assays were performed in triplicate.

EspA filament isolation. Total extracellular EspA protein was
prepared from EPEC strains by methods similar to those described by
Daniell et al. (2003). Overnight cultures of EPEC wild-type, AetgA
and AescN strains were subcultured 1:50 in 150 ml DMEM and
grown at 37 °C with gentle agitation to ODggy 0.7. Bacteria were
harvested by centrifugation (7600 g for 5 min) and resuspended in
20 ml of 20 mM Tris-HCI, pH 7.5. The filaments were sheared by
vigorous vortexing for 3 min. Bacterial cells were pelleted by two
centrifugation steps at 38000 g for 20 min, and the supernatant was
further centrifuged at 160000 g for 60 min. The resulting pellet was
resuspended in 50 pl of 20 mM Tris-HCl, pH 7.5. The protein
concentration of the different cultures was normalized to the ODgqq
value, and analysed by SDS-PAGE and immunoblotting with anti-
EspA antibodies.

RESULTS

EtgA is an LT homologue

The etgA gene (previously rorf3) is encoded in the LEE
pathogenicity island as a single transcriptional unit
between the LEE1 and grIRA operons (Fig. 1a) (Mellies
et al., 1999). etgA encodes a 152 aa protein with a deduced
molecular mass of 17.1 kDa. Amino acid sequence
alignment showed that EtgA is highly similar to the well-
characterized soluble LT domain of SIt70 of E. coli, as well
as to PG LTs associated with different transport systems
(Fig. 1b). Highly conserved residues are included within
the Pfam SLT domain (PF01464), which also contains a
catalytic and invariant glutamate residue (E42 in EtgA) that
is believed to be important for the architecture of the LT

active site and the reaction mechanism (Scheurwater et al.,
2008; Thunnissen et al, 1994; van Asselt et al, 2000).
According to the PG LT classification, EtgA belongs to
superfamily 1, based on the presence of three conserved
sequence motifs: ES-GLMQ-AYNAG (Fig. 1b) (Blackburn
& Clarke, 2001; Koraimann, 2003). Alignment of all
members of the SLT family (http://pfam.sanger.ac.uk)
showed the glutamate, glutamine and tyrosine to be the
most conserved residues among these consensus motifs
(data not shown). EtgA orthologues are encoded in the
LEE pathogenicity island of other members of the A/E
family of bacterial pathogens, such as EHEC and C.
rodentium; however, in no case has their enzymic function
been demonstrated. Here we pursued the functional
characterization of EtgA from EPEC.

PG-degrading activity of EtgA

Sequence analysis of EtgA predicts an N-terminal signal
sequence with a potential cleavage site between residues 17
and 18 (SignalP version 3.0) (Bendtsen et al, 2004),
suggesting that its transport to the periplasm is Sec-
dependent. For protein purification, the genes encoding
full-length EtgA and a truncated version without its signal
sequence (EtgAns) were cloned into pET19b for expression
of recombinant proteins with an N-terminal decahistidine
tag. Full-length His-EtgA formed inclusion bodies and
remained in the insoluble fraction (Fig. 2a). However,
some of the His-EtgAns produced could be recovered in
the soluble fraction of the cell lysate and was further used
for affinity purification (Fig. 2a). His-EtgAns was purified
to homogeneity under native conditions on a nickel-
affinity column, yielding 600-900 pg pure protein from
500 ml culture (Fig. 2b). The purified protein with a
predicted molecular mass of 17.8 kDa was used for
polyclonal antibody production.

In order to assess the enzymic activity of His-EtgAns we
performed zymogram analysis (Bernadsky et al, 1994;
Zahrl et al.,, 2005). The recombinant His-EtgAns protein
produced a band of clearing at the expected position,
indicating PG-degrading activity (Fig. 2c). Unrelated
proteins such as flagellin (FliC) and BSA were used as
negative controls. In addition, the His-tagged T3SS
proteins EspB and EscN were used as negative controls,
and no gel clearing was detected (data not shown). A
purified MBP-EtgA version was also found to have
muramidase activity (Supplementary Fig. S1).

EtgA is localized in the periplasm

Proteins secreted via the Sec-dependent general secretory
pathway have their signal peptides removed by peptidases
during translocation across the cytoplasmic membrane
(Pugsley, 1993). To investigate whether the predicted
transport of EtgA to the periplasm yielded a processed
form of the protein, different efgA versions were over-
expressed in an EPEC wild-type strain, and cell lysates were

http://mic.sgmjournals.org
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(a) LEE1 LEE2

escU etgA griR grlA cesD

0.5 kb

(b) 20 40
EtgA : MKKIILSIILISNYCNAS------------ iCﬁEITGKAYN 59
IagB : MHYFFIIVIWLLSINTAWA----------- iC*LQABKHFL 59
IpgF : MSRFVFILLCFIPHLGRA============ IRCUDKAGERY S8
PilT ¢+ LISLILLFSLI PPARAS‘.{VAPKDINTNKWD:CJ! CARY T6
P19 : MEKEKWMLAICLMFINEICHAT----------ROQDLAGRDY B2
VirBl : MLKATGE'LSIIL.L.ASTCE'SSGAAPLSE‘AEF‘EI&ARECAP—S a7

S1t70 : NNOWWDLSVQATIAGKLWDHLEERFPLAYNELOKRYTSGKENPOSYAMEN

100 1z0
Etgh : =--=-- o) SSHLDLLSKFNISEDDLLNNR—--;EI SVAGY] 131
IagB : ----- SPHMKRLKKMGISEKQLLQD- - - -SRI SRIVOAS - & 130
Ipge : -----g DFHSKRLREMGYSEEMLISH - - - -ECLS|HYAN : 129
PilT : ===== 1 STHIPKLINMGVIKKSEDLITK- -|JSLNIHIGSH| : 149
Pla 3 mmsseas G SQHFNELARYGINPEHLTTD-- - -|3 YTGAYY)| : 132
VirBl : ARHSLE $ 3V SRNFSVL- - - GLTEDGALQ- - - - - EeTsisVAAN] DFTHGFANGYVR : 167
S1E70 : ----- ASE R MPGTATHTVKMFS T PGYSSPGQLLD|SETNENIGTS PGRVRTWLGNSA : 143

GLM
180 200

Etga MK YKTYNKLKNNEQIID-- -~ : 152
IagB AKKMWENYRKLKEMSAEEK---- : 150
IpgF JEDMYRRYLRIAAESKQNN---- : 149
PilT RIYRDMK---GICL---- : 166
P19  : APGISDYRIYTGIKSSKGIRI---- : 153
VirBl : KVETAAQQLVPELTARPKDDR---- : 188
S1t70 : GRIDAJJAFVESIPFSETRGYVK--- : 165

Fig. 1. EtgA genomic context and LT homologues. (a) Schematic representation of the region containing etgA within the LEE.
etgA is a single transcriptional unit localized between the LEE1 and grIRA operons. Genes are represented to scale by arrows.
Bar, 0.5 kb. (b) Multiple sequence alignment of EtgA from EPEC E2348/69 (Q9AJ25) and SLT domains of different LTs
associated with secretion systems, and of the cell growth and division LT SIt70 of E. coli K-12 (POAGC3) (cLuSTAL W 2.0).
Other proteins used for the alignment are lagB (T3SS of S. enterica serovar Typhi; P43018), IpgF (T3SS of Shigella flexneri;
Q07568), PilT (type IV pilus of E. coli; 007378), P19 (conjugative F-like plasmid R1-16 of E. coli; P17738) and VirB1 (T4SS of
Agrobacterium tumefaciens; P17791). Identical residues are shown with a black background and conserved residues with a
grey background. The consensus motifs (ES-GLMQ-AYNAG) are underlined. The catalytic glutamate is indicated with an

asterisk.

analysed using anti-EtgA antibodies. Overproduction of
full-length EtgA generated two forms of the protein, the
unprocessed EtgA protein (17.1 kDa) and the cleaved
version lacking the signal sequence EtgAns (15.2 kDa) (Fig.
3a). This result suggests that EtgA is directed to the Sec
machinery and processed during its translocation across
the cytoplasmic membrane. On the other hand, as expected
for a protein that is unable to be transported to the
periplasm, EtgAns was not processed and appeared to be
unstable in the cytoplasm, since it could not be detected
after 6 h (Fig. 3a). Notably, the same form of the protein
remained stable at 6 h and for up to 24 h when processed
in the periplasm (Fig. 3a, upper panel and data not shown).
Similarly, production of His-EtgA gave rise only to the
unprocessed form (19.6 kDa), suggesting that the recom-
binant version is not recognized by the Sec translocase and
that it is not transported to the periplasm (Fig. 3a). In
agreement with this, analysis of His-EtgA using SignalP
does not predict a signal peptide. Next, to further study
EtgA transport, we used EPEC mutants that were unable to
secrete or produce T3S proteins, ie. a AescN strain

deficient in the ATPase and a Aler strain lacking the key
regulator for expression of the LEE. As seen in the lower
panels of Fig. 3(a), the processing of EtgA was not altered
in escN and ler mutants. These results further demonstrate
that transport and periplasmic processing of EtgA are
independent of the T3SS.

In addition, to directly determine the periplasmic local-
ization of EtgA, we carried out cell fractionation. An EtgA
derivative with an alanine replacing the catalytic glutamate
E42 was used for this experiment in order to avoid cell lysis
(see below). Periplasmic extracts were prepared from an
EPEC wild-type strain producing EtgAE42A, and EtgAns
without the signal peptide. The results showed that
EtgAE42A fractionates with the periplasm, while the
version lacking the signal sequence does not (Fig. 3b).
DnaK and MBP served as cytoplasmic and periplasmic
markers, respectively (Gauthier et al., 2003). As additional
controls we used the type III proteins CesT and SepL,
which have been shown to be associated with the bacterial
inner membrane (Thomas et al, 2005; Wang et al., 2008).
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Fig. 2. Inmunodetection, purification and PG-degrading activity of
His-EtgAns. (a) Analysis of soluble (S) and insoluble (1) fractions of
cell lysates of E. coli BDP induced cultures containing plasmids
pEEetgA or pEEetgAns. His-EtgA and His-EtgAns recombinant
proteins were detected with anti-His and anti-EtgA antibodies. (b)
Purification of His-EtgAns by nickel affinity chromatography.
Purified protein was obtained after elution with 300 mM imidazole.
Protein samples were resolved by 15% (w/v) SDS-PAGE and
stained with Coomassie brilliant blue (CBB). (c) Muramidase
activity of His-EtgAns on a zymogram gel. The purified proteins
were separated in an SDS-polyacrylamide gel containing M.
lysodeikticus cells that was treated as described in Methods.
Flagellin (FIiC) and BSA were used as negative controls.
Coomassie, SDS-PAGE stained with CBB; Zymogram, PG-
substrate gel stained with methylene blue; non-stained zones
indicate PG degradation. Molecular mass markers are shown to
the left.

The predicted catalytic glutamate 42 is required
for EtgA muramidase activity, growth inhibition
and cell lysis

The invariant glutamate residue of the LT family is thought
to function as the catalytic acid/base needed to cleave the
glycosidic bond (Thunnissen et al, 1994). In order to
further examine the function of EtgA as a putative PG
transglycosylase, a point mutation was made, changing
glutamic acid 42 to alanine (EtgAE42A). A cleared zone in
a zymogram gel was detected for purified His-EtgAns but
not for His-EtgAnsE42A (Fig. 4a), indicating that the
glutamate at position 42 is essential for PG-degrading
activity.

To investigate whether overproduction of EtgA affects cell
growth, EPEC cells transformed with different variant etgA
alleles were analysed for growth in liquid culture. All
constructs were found to produce stable protein, although
EtgAns was only stable for 3 h after IPTG induction (data
not shown; Fig. 3a). Growth in liquid cultures was
monitored by following the ODgg and bacterial viability
was estimated by determining c.f.u. ml™'. In agreement with
our previous results, protein not transported to the
periplasm or unable to degrade PG had no effect on EPEC
growth, whereas overproduction of native EtgA inhibited
growth (Fig. 4b). This suggests that expression of EtgA
causes periplasmic stress and bacterial cell death. In this
regard, the EPEC wild-type strain harbouring pTrc99A
reached 4.4 x 10° c.f.u. ml ™!, while the viable counts for the
strain expressing plasmid pNTetgA dropped to 7.8 x 10
c.fu. ml™". These results show a loss of cell viability of 10-
fold after 6 h of induction. Even though we did not observe
extensive lysis, as would be indicated by a decline in optical
density, when aliquots of the cell cultures were analysed for
secreted proteins, cell lysis was apparent, since multiple
proteins were released to the supernatant of the culture that
expressed EtgA (data not shown; see below). In contrast to
EtgA, no such detrimental effect on cell growth was observed
in the case of EtgAE42A, which had a growth rate identical
to that of the EPEC strain harbouring the empty vector
control (Fig. 4b). This result further indicates that the E42 is
essential for the toxicity of EtgA when expressed in EPEC.

Additionally, we evaluated type III protein secretion in a
wild-type EPEC strain expressing the pTrc99A-based ergA
variants. Type III secretion (T3S) was determined by the
presence of the translocator proteins EspA, EspB and EspD
and the effector Tir in culture supernatants (Fig. 4c, upper
panels). Likewise, protein expression was visualized by
Western blotting of whole-cell extracts (Fig. 4c, lower
panel). Consistent with our earlier observations, a secretion
profile identical to that of the wild-type strain was obtained
with the empty vector, EtgAns (unable to get to the
periplasm) and EtgAE42A (an inactive enzyme). However,
expression of EtgA induced a specific lysis phenotype, as
confirmed by the immunodetection of the cytoplasmic
proteins DnaK and CesT in the culture supernatant (Fig.
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Fig. 3. Expression, N-terminal processing and localization of different EtgA variants. (a) Periplasmic processing of EtgA in
EPEC determined by immunodetection of whole-cell extracts of wild-type (WT), AescN and Aler strains induced for
overproduction of EtgA, EtgAns or His-EtgA. The predicted molecular mass of the preprotein (EtgA) is 17.1 kDa, while that for
the mature product (EtgAns) is 15.2 kDa. Neither EtgAns nor His-EtgA (19.6 kDa) is processed. Immunoblotting of whole-cell
lysates was performed with the anti-EtgA antibody. (b) Detection of EtgAE42A in the isolated periplasmic fraction (Periplasm) of
wild-type EPEC expressing pNTetgAE42A or pNTetgAns. Immunodetection of purified periplasm and whole-cell lysates (Pellet)
was performed with anti-EtgA, anti-MBP, anti-DnakK, anti-CesT and anti-SepL antibodies.

4c, centre panel). Intriguingly, the secreted proteins Tir and
EspB were not detected in the supernatant or in whole cells
of the culture expressing EtgA. This could be due to either
proteolysis or inhibition of gene expression (see
Discussion). In this regard, the stability of Tir and EspB
and the chaperones CesT and CesD2 was evaluated at
different time points after the expression of EtgA
(Supplementary Fig. S2). The results showed that Tir and
EspB are produced and stable until the cells are lysed,
whereas the chaperones remain stable even upon cell lysis
(Supplementary Fig. S2). Some lysis could also be seen
when expressing EtgAE42A, as evidenced by the identifica-
tion of a small amount of the abundant protein DnaK in
the supernatant (Fig. 4c, centre panel). Nevertheless, the
results clearly show that the main lysis activity is due to the
peptidoglycanase activity of a functional EtgA. Cell lysis
was also observed when EtgA was expressed in EPEC AescN
and Aler mutant strains (data not shown), indicating that
the disruption of bacterial cell integrity by EtgA is
independent of the T3SS. Overproduced EtgA was detected
with anti-EtgA antibodies, except for EtgAns, which was no
longer stable after 4 h of induction. The native EtgA
protein in wild-type EPEC was not detected by our anti-
EtgA antibody, which could be due to a low quantity of
EtgA in EPEC (Fig. 4c, lower panel).

EtgA is required for efficient T3S

To study the requirement of the PG lytic activity of EtgA
for protein secretion through the T3SS we constructed a
non-polar deletion of etgA, creating mutant strain AetgA
(Table 1). The wild-type, AetgA and AescN strains were
grown in liquid culture, and showed nearly identical

growth curves (data not shown). Proteins secreted to the
supernatant were recovered and analysed by SDS-PAGE
and immunoblotting. As shown in Fig. 5(a), wild-type
EPEC generated a typical type III-dependent secretion
profile of the translocator proteins EspA, EspB and EspD,
and the effectors Tir and EspF, while the AescN mutant
strain completely lost secretion competence (EspC is an
autotransporter protein). Mutational inactivation of etgA
resulted in a twofold decrease in protein secretion
compared with the wild-type strain, as also determined
by densitometric analysis (Fig. 5b). Expression of LEE-
encoded proteins was not affected in the AetgA strain, as
revealed by immunoblotting of whole-cell extracts (Fig. 5a,
lower panel). DnaK was used as a loading control. For
complementation experiments of the AetgA mutant strain,
etgA was cloned into vector pET3a, which has low
expression in the absence of T7 polymerase, to overcome
the problem of cell lysis when efgA is overexpressed from
the pTrc99A vector even in the absence of IPTG (Fig. 4¢;
data not shown). The mutant strain recovered its full
secretion capacity when plasmid pEE3aetgA was intro-
duced (Fig. 5a, b). These results indicate that EtgA is not
essential for T3S but makes the process more efficient.

An EPEC AetgA mutant strain displays reduced
T3S-dependent haemolytic activity

It has been reported that EPEC is capable of inducing T3S-
dependent haemolysis in erythrocytes (Ide et al, 2001;
Warawa et al., 1999). To evaluate the contribution of EtgA
to the EPEC-induced haemolysis, we incubated wild-type
EPEC and the mutant strains AetgA and AescN with RBCs.
The AetgA mutant strain retained only 60% of the
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Fig. 4. The predicted catalytic glutamate E42 is required for EtgA activity. (a) Zymogram gel analysis. The purified proteins were
separated in an SDS-polyacrylamide gel containing M. lysodeikticus cells that was treated as described in Methods. His-
EtgAnsE42A does not show PG lytic activity. His-EtgAns was used as a positive control, while FliC and BSA were used as
negative controls. Coomassie, SDS-PAGE stained with CBB; Zymogram, PG-substrate gel stained with methylene blue; non-
stained zones indicate PG degradation. (b) Effect of overproduction of EtgA (H), EtgAE42A (@), EtgAns (A) and His-EtgA ()
on wild-type EPEC growth. EPEC containing empty pTrc99AFF4 was used as a control (). EPEC cells harbouring different
etgA variants were induced with 1 mM IPTG and growth was allowed to proceed for a further 6 h. ODgoo was measured every
hour during incubation, and aliquots were taken and plated to determine c.f.u. at different times. (c) Analysis of proteins
precipitated from supernatants of wild-type EPEC cultures overproducing EtgA, EtgAE42A and EtgAns. Secreted proteins
were analysed by CBB-stained SDS-PAGE (upper panel) and immunoblotting (lower panels). EtgA-mediated lysis of EPEC
requires the signal sequence and a functional enzyme. Immunodetection of secreted proteins (S) was performed with anti-
DnakK, anti-CesT, anti-Tir and anti-EspB antibodies, and of whole-cell extracts (P) with anti-DnakK, anti-CesT, anti-Tir, anti-EspB

and anti-EtgA antibodies. Molecular mass markers are shown to the left.

haemolytic activity of wild-type EPEC, whereas no
significant haemolysis was observed with the secretion-
deficient strain AescN when compared with RBCs alone
(Fig. 6a; data not shown). Haemolysis was restored to wild-
type levels when plasmid pEE3aetgA was introduced (Fig.
6a). These results show that assembled injectisomes are
functional, allowing T3S, bacterial attachment via EspA
filaments and formation of the translocation pore, and
suggest that a lower number of injectisomes is expressed in
the AetgA strain. To gain further insight into EspA
filamentation we performed mechanical shearing of EPEC
wild-type and AetgA injectisomes. The results showed a
consistent and reproducible decrease in the amount of
recovered EspA filaments in the AetgA mutant (Fig. 6b).

The AescN mutant was used as a negative control.
Assuming that in the AefgA strain, once a nascent
injectisome is able to penetrate the cell wall barrier its
assembly proceeds as in the wild-type strain, this result
suggests the existence of fewer fully assembled injectisomes
in the AetgA mutant.

BfpH, a type IV pilus putative LT, does not replace
EtgA function

Because functional redundancy among LTs has been
observed before, as well as cross-complementation of LTs
from different secretion systems (Hoppner et al., 2004; Oh
et al.,, 2007; Zahrl et al., 2005), we searched for a related
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Fig. 5. An EPEC AetgA mutant strain shows reduced T3S.
(a) Secreted protein profile of wild-type EPEC (WT), AetgA (-),
AetgA with empty vector (pET3a), AetgA with pEE3aetgA (etgA)
and AescN strains visualized by CBB-stained SDS-PAGE. The
AetgA strain was complemented by a plasmid producing EtgA to
almost wild-type levels. Inmunodetection of secreted proteins (S)
was performed with anti-Tir and anti-EspF antibodies, and of
whole-cell lysates (P) with anti-Tir, anti-EspB, anti-EspA, anti-EspF
and anti-DnaK antibodies. (b) Densitometric analysis of the
secreted proteins in (a). The amount of secreted EspC, EspB
and EspA was analysed by SDS-PAGE using the Alpha DigiDoc
RT system and software (Alpha Innotech). The EspC protein is not
secreted through the T3SS. The results are the mean of three
independent experiments; error bars, sp. Significant differences
compared with the wild-type strain are marked with asterisks.
**, P<0.002; *, P<0.02, as determined by Student'’s t test.

protein that could be responsible for the observed AetgA
phenotype.

BfpH is an LT homologue encoded in the EPEC adherence
factor (EAF) plasmid, which contains genes involved in the
initial adherence of cells via a type IV pilus named the
bundle-forming pilus (BFP) (Girén et al, 1991), as well as
the LEE transcriptional regulator PerC, which links the
expression of BFP with the expression of the LEE
(Bustamante et al., 2001; Gomez-Duarte & Kaper, 1995;
Porter et al, 2004). BfpH is a 16.4 kDa protein that has
30 % identity and 49 % similarity to EtgA, including the
highly conserved amino acid residues within the consensus
motifs (Fig. 7a). It also has a predicted signal sequence for
transport to the periplasm. However, it has been reported
that BfpH is not required for BFP biogenesis and that a
bfpH mutant strain is able to adhere to HEp-2 cells in the
same manner as wild-type EPEC, although there is a
significant reduction in the ability of the bfpH mutant to
autoaggregate (Anantha et al, 2000). Hence, it has been
suggested that the LEE-encoded LT could functionally
replace BfpH (Anantha et al., 2000; Koraimann, 2003).

To investigate the possibility that BfpH was substituting for
EtgA, we constructed an efgA non-polar deletion in the
JPEP30 plasmid-cured strain background, generating
mutant strain AetgAEAF— (Table 1). EPEC strain JPEP30
and its derivative AetgAEAF— were grown in liquid
cultures under shaking conditions, given that the EAF
plasmid-cured strain is unable to secrete LEE-encoded
proteins under static growth conditions (Kenny & Finlay,
1995). Analysis of the profile of secreted proteins in these
strains revealed that the etgA disruption produced the same
phenotype in the EAF plasmid-minus strain as in wild-type
EPEC, i.e. AetgAEAF— only showed a reduction in its
secretion capability (Fig. 7b). The secretion defect could be
complemented by introducing plasmid pEE3aetgA into the
AetgAEAF— mutant strain (Fig. 7b). Expression of LEE-
encoded proteins was not affected in strain AetfgAEAF—, as
seen by immunodetection of whole-cell extracts. These
findings indicate that BfpH does not rescue the EtgA
defect.

DISCUSSION

In the present study, we show for what is believed to be the
first time for any member of the A/E family of
enteropathogens that EtgA is indeed capable of degrading
PG in wvitro. To better understand the role of the
muramidase activity during T3S in EPEC we characterized
this enzyme, its catalytically inactive variant and its
deletion phenotype.

The bacterial cell wall constitutes a barrier to the
assembly of transenvelope structures. Accordingly, the
so-called specialized LTs are associated with diverse
secretion systems, the flagellum, different types of pili
and bacteriophages (Dijkstra & Keck, 1996; Koraimann,
2003). To exert their functions, specialized LTs must be
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Fig. 6. An EPEC AetgA mutant strain shows reduced haemolytic
activity and EspA filament expression. (a) Haemolytic capacity of
wild-type EPEC (WT), AetgA (=), AetgA with empty vector
(pET3a), AetgA with pEE3aetgA (etgA) and AescN strains.
Haemoglobin released to the supernatant was measured at
450 nm after incubation of bacteria with human RBCs. Wild-type
EPEC was used as a control for complete haemolysis and AescN
was used as a negative control. Haemolytic activity recovered to
wild-type levels in the complemented AetgA strain. The results are
the mean of three independent experiments; error bars, SD.
Significant differences compared with the wild-type strain are
marked with asterisks. *, P<<0.02, as determined by Student's ¢
test. (b) Shearing of EspA filaments from EPEC wild-type, AetgA
and AescN strains. EspA protein was visualized by CBB-stained
SDS-PAGE (upper panel) and by Western blotting with anti-EspA
antibodies (lower panel).

in contact with the murein layer. There are two different
export mechanisms used by LTs associated with type III
flagellar and virulence systems. The Salmonella enterica
flagellar muramidase Flg] and the HrpH LT from the
plant pathogen Pseudomonas syringae are T3SS substrates
(Nambu et al, 1999; Oh et al., 2007), whereas the LTs
IpgF of Shigella sonnei and lagB of S. enterica have a
putative cleavable signal peptide for recognition by the
general secretion pathway (SignalP 3.0) (Zahrl et al,
2005). EtgA possesses a signal sequence that we
experimentally determined to be processed so that the
protein has a periplasmic localization. It has been
reported that the correct localization of the EPEC secretin
EscC in the outer membrane depends not only on the Sec

pathway but also on components of the T3S apparatus
(Gauthier et al., 2003). Here we demonstrate that the
localization of EtgA does not depend on any T3SS
protein, since its periplasmic processing happens both in
the presence of the T3SS Sec-dependent components
alone (in the AescN mutant strain) and in the absence of
the whole injectisome (in the Aler mutant strain) (Fig. 3).
Moreover, we found that EtgAns, which is unable to
reach the periplasm, is not stable in the cytoplasm. This is
in accordance with an earlier suggestion that LTs are
unstable or misfolded in the cytoplasm unless they are
transported to the periplasm by the Sec machinery (Zahrl
et al., 2005). It is of interest, however, that the His-tag
fused with the signal sequence conferred greater stability,
so that His-EtgA could be detected in the cytoplasm even
after 24 h. This could be due to a reduced protease
sensitivity of this EtgA variant, as has been suggested for
P19-His (Bayer et al., 2001).

Earlier bioinformatics analysis and our observations (Fig.
1) suggested that EtgA might be a specialized LT associated
with the T3SS in EPEC (Koraimann, 2003; Pallen et al,
2005). Despite this, there was no prior experimental
evidence to confirm this prediction. We used zymogram
analysis to demonstrate that soluble purified His-EtgAns
has peptidoglycanase activity in vitro (Fig. 2). This method
has been extensively used in the past for the detection of
PG degradation (Bernadsky et al, 1994; Nambu et al,
1999; Zahrl et al., 2005). Furthermore, we showed that the
predicted catalytic glutamate is essential for EtgA PG-lytic
activity in vitro and in vivo (Fig. 4). In agreement with our
results, mutations changing this active site residue in
various LTs, such as the E44 in P19 (Bayer et al., 2001), E42
in IpgF (Zahrl et al., 2005) and E48 in AtlA (Kohler et al.,
2007), result in a complete loss of activity.

LTs are considered to be autolysins, since they can cause
complete cellular lysis if their activity is uncontrolled
(Scheurwater et al., 2008). Indeed, overproduction of EtgA
in EPEC caused cell lysis accompanied by a considerable
loss of bacterial viability: only 18 % of the cells remained
viable, while none of the EtgA variants (the inactive protein
or the ones unable to get to the periplasm) had this effect.
When analysing bacterial growth curves, EtgA appeared to
inhibit growth without causing extensive lysis (Fig. 4).
However, when proteins were precipitated from the
supernatant, bacterial extrusion of intracellular material
was evident. Similar results of growth inhibition without
obvious massive lysis have been obtained with expression
of the primary specialized LT HrpH from P. syringae (Oh
et al, 2007) and the LT gpl44 from the Pseudomonas
aeruginosa phage ¢KZ (Paradis-Bleau et al., 2007). In the
case of the P19 LT, it has been noticed that the lysis seems
to be quite distinct from other severe large disruption
phenotypes and that only small lesions are generated,
indicating a localized opening in the PG layer (Bayer et al.,
2001). During our T3S assays, the lytic activity of EtgA was
revealed by the presence of DnaK and CesT in the
supernatant (Fig. 4). When EPEC lysis occurred, Tir and
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containing plasmid pEE3aetgA (etgA). Secreted proteins were visualized by CBB-stained SDS-PAGE (left panel).
Immunodetection of secreted proteins (S) was performed with anti-Tir and anti-EspF antibodies, and that of whole-cell
lysates (P) with anti-Tir, anti-EspF and anti-DnaK antibodies (right panel).

EspB could not be detected in whole-cell extracts or in the
supernatant (Fig. 4c and Supplementary Fig. S2). This
could be due to proteolysis of these effectors when they
enter into contact with periplasmic proteases, whereas the
chaperones CesT and CesD2 would have reduced sensitiv-
ity to proteases, as has been reported for the needle protein
chaperones in Yersinia (Davis et al., 2010). Additionally, in
the remaining proportion of non-lysed cells, it is likely that
an active muramidase in the periplasm will be generating
substantial stress as well as affecting T3SS assembly,
particularly of proteins predicted to have periplasmic
domains, such as Esc], EscD and EscC, and therefore of the
entire injectisome. This is supported by the finding that
orthologous protein—PG interactions are critical for correct
assembly of the T3SS in Salmonella (Pucciarelli & Garcia-
del Portillo, 2003). It has been reported that if the C.
rodentium effector NleH is not actively secreted by the
T3SS, it is degraded by the Lon protease (Garcia-Angulo
et al., 2008). Thus, a similar post-translational regulatory
mechanism could be responsible for the proteolysis of EspB
and Tir when PG integrity is affected by expression of EtgA
in EPEC. Alternatively, gene expression could be inhibited.
It has been demonstrated that cell envelope stress in EPEC
activates the Cpx two-component system response, which
inhibits the cellular levels of Tir and the translocators EspA,
EspB and EspD by causing a decrease in the transcription
of the LEE4 and LEE5 operons (MacRitchie et al., 2008). It

is thus possible that overexpression of an active EtgA could
be a stress-inducing cue to activate the Cpx pathway.
However, we believe that EtgA expression has a low impact
on the transcriptional activity of these operons before lysis
becomes evident, since the chaperones CesT and CesD2,
which remain stable even upon cell lysis (Fig. 4c and
Supplementary Fig. S2), are encoded within the same
operons as Tir and EspB, respectively.

Maintaining an intact cell wall is essential for bacterial
viability. Hence, it is important to regulate LT action.
Different mechanisms have been proposed to control the
activity of specialized LTs, such as protein interactions
with the cognate secretion system (Clarke et al., 2010;
Hoppner et al., 2005; Scheurwater et al., 2008). In the case
of the LT VirBl associated with the type IV secretion
system (T4SS) of Brucella suis, protein interactions with
core components of the secretion system have been
identified and a modelling approach has been used to
postulate that the enzyme activity is modulated by binding
of VirB8, VirB9 or VirBll close to VirBl active site
residues (Hoppner et al, 2005). Regarding EtgA, only a
weak interaction has been reported with Escl (rOrf8)
(Creasey et al., 2003), the protein thought to form the
inner rod (Pallen et al., 2005). Unexpectedly, expression of
EtgA generated the same lysis phenotype as that of wild-
type EPEC when using the AescN and Aler mutant strains,
indicating that the T3SS does not regulate EtgA activity.
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Fig. 8. Model showing the probable role of
EtgA during T3SS biogenesis. A schematic
representation of the EPEC injectisome basal
components is depicted. lllustration not to
scale. During T3SS assembly, EtgA is translo-
cated by the Sec pathway (Sec) to the
periplasm, where its signal sequence (wavy
line) is processed by a signal peptidase (SP).
EtgA is directed to the site of nascent
injectisome formation through interactions with
T3SS components (e.g. Escl, the constituent
of the inner rod), where it degrades the cell
wall as a result of its muramidase activity
(represented by scissors). In this way, EtgA
facilitates a temporally and spatially controlled
opening of the PG layer, making the injecti-
some assembly process more efficient. IM,
inner membrane; PG, peptidoglycan cell wall;
OM, outer membrane.

Nevertheless, it should be considered that under our
experimental conditions EtgA is strongly overexpressed,
and therefore the possibility of a regulatory mechanism
involving physical association with periplasmic injecti-
some components cannot be excluded.

To evaluate the significance of the PG-lytic activity on T3S,
an allelic replacement mutation in efgA was generated. The
secretion protein profile of the AetgA deletion strain
showed an ~50 % reduction in the amount of both effector
and translocator type III secreted proteins (Fig. 5). This
indicates that EtgA is not absolutely required for T3SS
assembly and secretion. The residual T3SS activity of the
mutant may be explained by a limited capacity of the
injectisome to penetrate the PG fortuitously even in the
complete absence of EtgA, as has been suggested previously
for the flagellar muramidases Flg] and SItF (de la Mora
et al., 2007; Hirano et al., 2001). This can be achieved as the
cell wall PG is continuously being turned over and recycled
(Park & Uehara, 2008), so that occasionally gaps can be
generated during PG biogenesis and coincide with injecti-
some assembly, allowing the structure to penetrate the PG
barrier. It is then likely that fewer injectisomes per cell are
able to be fully assembled, as suggested by the results of
shearing EspA filaments (Fig. 6b). Nevertheless, as shown
by our haemolysis results (Fig. 6a), the injectisomes that
are able to traverse the PG layer are functional and
completely formed all the way through the EspA filament
and translocation pore, since they can lyse RBCs at an
extent that is 60 % of the wild-type. Further absent or weak
effects of disruptions of specialized LTs in different
secretion systems have been observed. A mutant strain
with a loss-of-function mutation in iagB exhibits normal
needle complexes (Kubori et al., 1998), whereas a mutation
in ipgF has no effect on invasion or pathogenicity (Allaoui
et al., 1993). The same is true for a mutant lacking hrpH,
which is reduced in effector translocation and virulence
(Oh et al., 2007), and for the virBl mutant in the T4SS and

the P19 protein participating in DNA transfer during
conjugation (Koraimann, 2003). Given that an adequate
animal model does not exist to assess EPEC infections, it is
difficult to determine the significance in disease of an LEE
gene disruption. However, in an earlier study in C.
rodentium in which all the LEE genes were mutagenized,
it was shown that an rorf3 (etgA) mutant has attenuated
T3S, pedestal formation and virulence in mice (Deng et al.,
2004), indicating that the enzyme is relevant to pathogeni-
city. In addition, only very recently has it been found that
an rorf3 mutant in EHEC also presents a reduced protein
secretion phenotype (Yu et al., 2010). Intriguingly, in spite
of the generally moderate effects observed with mutations
of LT genes in different secretion systems, these enzymes
have been retained during evolution within pathogenicity
islands, and are widely distributed among animal and plant
bacterial pathogens.

Another possible explanation for the attenuated pheno-
types is the observed redundancy of LTs in bacteria
(Koraimann, 2003; Zahrl et al, 2005). In this work we
analysed the possibility that a functionally redundant
protein could be compensating for the efgA deletion
phenotype. A BLAST search of the EPEC genome
(FM180568) using the EtgA amino acid sequence revealed
the existence of seven chromosomal genes encoding LTs,
both membrane-bound and soluble, in accordance with
what is known for E. coli (Blackburn & Clarke, 2001). We
also considered the EAF plasmid-encoded EtgA homologue
BfpH. Of all these proteins, BfpH showed the highest
similarity to EtgA (49 % compared with 32 % for the most
similar chromosomal LT), being a small protein with a
predicted signal sequence. Moreover, the EPEC localized
adherence phenotype that requires the BFP is influenced by
environmental conditions similar to those required for A/E
lesion formation, and the expression of bfp genes is co-
regulated with that of LEE genes (Mellies et al., 2007),
suggesting that BfpH and EtgA are produced in a
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coordinated manner. For these reasons we constructed a
bfpH etgA double mutant and analysed its secretion
phenotype. The secretion profile was shown to be the same
as that of the single etgA mutant strain (Fig. 7), indicating
that BfpH does not replace the function of EtgA. Therefore,
our results support the hypothesis that the T3SS can
assemble without the assistance of EtgA, rather than relying
on the existence of a redundant protein. Nevertheless,
although less probable, the possibility that there is another
functionally redundant protein among other LT homo-
logues in EPEC cannot be excluded.

Based on our findings and previous observations, a model
for EtgA function can be suggested, as represented in Fig. 8.
EtgA is recognized by the Sec translocase and transported
to the periplasm, where it interacts with components of the
T3SS for a localized and controlled opening of the murein
sacculus, allowing an efficient assembly of the injectisome.
The knowledge of how EtgA acts at the molecular level will
contribute to the understanding of the role of specialized
LTs in transenvelope transport systems.
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