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RESUMEN

Muchas bacterias patégenas, como Escherichia coli enteropatégena (EPEC), utilizan el sistema de
secrecion tipo III (SST3) para inyectar proteinas de virulencia directamente al interior de la célula
hospedera. Recientemente se demostré que el complejo ATPasa del SST3 esta relacionado
evolutivamente con componentes de la FoF1 ATP sintasa. En EPEC este complejo esta formado
principalmente por 3 proteinas diferentes: una ATPasa (EscN), un regulador negativo de la
ATPasa (EscL) y la proteina EscO. La primera proteina, la ATPasa EscN, forma un anillo
hexamérico similar al anillo a/p de la FoF1 ATPasa. La segunda proteina, denominada EscL,
tiene similitud con las subunidades b y & de la FoF1 ATP sintasa, que forman el tallo lateral que
conecta el sector Fo con el F1 y que funciona como estator durante la catélisis rotacional. Por
altimo la tercera proteina, denominada EscO, presenta similitud con la proteina FliJ del SST3
flagelar que funciona como la subunidad y de la F1 ATPasa, promoviendo la oligomerizacién de

la ATPasa e incrementando su actividad hidrolitica.

En el presente trabajo se demuestra que EscO es una proteina multifuncional que participa en
varias etapas del proceso de secrecion, al interaccionar con las chaperonas y las proteinas del
complejo ATPasa. EscO interacciona con las proteinas chaperonas, participando probablemente
en un proceso de reciclaje de las mismas para facilitar la secrecién de sustratos. EscO
interacciona con la ATPasa EscN estimulando su actividad enzimatica y favoreciendo el proceso
de secreciéon. Asimismo, EscO interacciona con el regulador negativo de la ATPasa, EscL.
Adicionalmente se demostré6 que EscO restaura parcialmente el defecto en el nado de la cepa

mutante Afli], y es capaz de estimular la actividad de la ATPasa flagelar Flil. En resumen,
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nuestros resultados indican que EscO es el equivalente de la proteina FliJ en el sistema de

virulencia de EPEC.



ABSTRACT

Many pathogenic bacteria, such as Escherichia coli (EPEC), use the type III secretion system (T3SS)
to inject virulence proteins directly into the host cell. It was recently demonstrated that the T35S
ATPase complex is evolutionarily related to components of the FoF1 ATP-synthase. In EPEC this
complex consists principally of 3 different proteins: an ATPase (EscN), a negative regulator of
the ATPase (EscL) and the EscO protein. The EscN ATPase forms a hexameric ring similar to the
o/ P ring of the FoF1. The second protein, EscL, has sequence identity with the b and & subunits
of FoF1 ATP synthase that form the lateral stalk connecting the Fo sector to Fi. Finally, the EscO
protein has similarity to the flagellar T3SS Fli] protein. FliJ functions as the y subunit of the F1

ATPase, promoting ATPase oligomerization and increasing its hydrolytic activity.

In the present work we demonstrate that EscO is a multifunctional protein involved in several
steps of the secretion process, interacting with chaperones and proteins of the ATPase complex.
EscO interacts with chaperones, and it is probably involved in a process of recycling proteins to
facilitate the secretion of substrates. EscO interacts with the ATPase, stimulating its enzymatic
activity. EscO also interacts with the negative regulator of the ATPase, EscL. Additionally, we
demonstrate that EscO partially restores the swimming defect of the flagellar mutant strain Afli],
and is capable of stimulating Flil ATPase activity. In summary, our results indicate that EscO is

equivalent of the FliJ protein in the virulence system.



INTRODUCCION

Diarrea: aspectos generales

Las infecciones gastrointestinales son una de las causas mas importantes de morbilidad y
mortalidad infantil en todo el mundo (Kosek, Bern et al. 2003). Se ha reportado que estas
infecciones causan en promedio 3.2 episodios de diarrea por afio en nifios menores de un afio en
paises en vias de desarrollo. También se ha estimado que las infecciones gastrointestinales son
una de las 3 primeras causas de mortandad a nivel mundial, solo precedida por infecciones en
las vias respiratorias bajas y el VIH/SIDA (Lopez, Mathers et al. 2006). Se estima que en el
mundo 21% de las muertes en nifios menores de 5 afios estdn relacionadas con infecciones

diarreogénicas (Kosek, Bern et al. 2003).

Previamente, la diarrea se definia como la evacuacién de heces mas blandas de lo normal o
acuosas por lo menos 3 veces en un periodo de 24 horas (WHO 2005). Actualmente el término de
diarrea se describe como un sintoma, el cual puede ser causado por infecciones del tracto
gastrointestinal (también llamada gastroenteritis infecciosa), por infecciones sistémicas y por
condiciones no-infecciosas. Existen 3 tipos principales de diarrea clinica: aguda, persistente y
sanguinolenta. La diarrea aguda y la persistente no son padecimientos diferentes, pero presentan
una duracion diferente. Mientras que la diarrea aguda se detiene en los primeros 7 dias, la
diarrea persistente puede durar 14 dias o mas (Alam and Ashraf 2003). Por otro lado, la diarrea
sanguinolenta se define como diarrea con rastros visibles 0 microscépicos de sangre en las heces,

causada por dafio local de la mucosa gastrica o por hemorragia intestinal. De estos 3 tipos de



diarrea, la aguda es la mas comun, produciendo 80% de todos los casos de diarrea infantil y un

50% de los casos de mortalidad (WHO 2005).

La fisiologia intestinal se altera por infecciones entéricas, principalmente en una de las siguientes

formas:
1. Cambiando el flujo de agua y electrolitos en el intestino delgado.
2. Por destruccién inflamatoria o citotoxica de la mucosa intestinal.

3. Por penetraciéon microbiana al sistema reticulo-endotelial.

Un gran ntmero de patogenos pueden ser responsables de causar diarrea, entre los que se
encuentran el rotavirus, y bacterias como: Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter, Vibrio, y

algunas cepas de Escherichia coli.

Escherichia coli: de comensal a patégeno

E. coli se describi6é por primera vez en 1885 por Theodore Escherich bajo el nombre de Bacterium
coli. Este nombre se utiliz6 hasta 1919, cuando el género Escherichia se definié por Astellani y
Chalmers (Borriello, Murray et al. 2005). Esta bacteria Gram negativa, es miembro de la familia
Enterobacteriaceae. Es un bacilo de 2-6 pm de largo y 1.1-1.5 um de ancho. Las cepas
pertenecientes a la especie E. coli pueden ser cultivadas tanto anaerébica como aerébicamente,

poseen requerimientos nutricionales simples y no forman esporas. La mayoria de las cepas son
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moviles. Bioquimicamente la especie E. coli es generalmente oxidasa negativa, catalasa positiva,
fermenta glucosa, reduce nitrato, es positiva a una reaccién o-nitrofenil-p-lactamasa, no produce

urea o H»S y fermenta lactosa (Rodriguez-Angeles 2002).

E. coli es un comensal tanto en el intestino humano, como de otros mamiferos y de aves, donde
constituye una de las especies anaerobias facultativas mas prevalentes con 107 unidades
formadoras de colonias (UFC) por gramo de materia fecal (Borriello, Murray et al. 2005). Sin
embargo, esta especie estd presente en mucho menor ntimero que las bacterias aerobias las
cuales forman mas del 99% de las bacterias totales en heces (1010-10'! UFC/g de heces) (Moore

and Holdeman 1974).

Ademas de desempefiar un papel importante como comensal humano, algunas cepas de E. coli
causan varios tipos de infecciones intra- y extraintestinales. Estas cepas patégenas poseen
factores de virulencia especificos, los cuales se han clasificado en 2 grupos dependiendo de su
funcién (Kaper, Nataro et al. 2004): uno de estos, consiste en la colonizacién y capacidad de las
bacterias de sobrevivir en la superficie de la mucosa o invadir al hospedero; el segundo grupo
consiste en toxinas y proteinas efectoras las cuales pueden inducir dafio en el hospedero. Incluso,
algunos de los factores de virulencia permiten a la bacteria evadir la respuesta inmune del
hospedero. De acuerdo a su perfil de virulencia, las cepas patégenas de E. coli se han clasificado

en diversos grupos, los cuales se revisaran mas adelante.



Por muchos afios, la serotipificaciéon ha sido una de las herramientas disponibles para identificar
las variantes patégenas de E. coli. Este método, establecido por Kauffman en los afios 40°s, se
basa principalmente en la identificacién antigénica de un lipopolisacarido termoestable y un
antigeno flagelar termolabil denominados “O” y “H” respectivamente. Esta clasificacion
permitio6 la identificacién de 174 serogrupos “O” y 53 antigenos “H” (Vidal, Canizalez-Roman et

al. 2007).

La capacidad de ciertas cepas de E. coli de causar diarrea se report6 por primera vez en 1887, sin
embargo, la primera cepa patdgena se aislo en 1945 (Clarke, Haigh et al. 2002). Durante las tres
siguientes décadas, algunos serotipos de E. coli (O111, O55 y 0O127) se diagnosticaron
frecuentemente en casos de diarrea infantil en paises industrializados. El potencial patogénico de
estos serotipos se confirmo en diversos estudios con voluntarios, durante la primera mitad de los
afios 50’s. Ademads, estos serotipos se aislaron en mayor porcentaje a partir de nifios enfermos

que presentaban diarrea que de nifios sanos (Levine and Edelman 1984).

El término “E. coli enteropatégena” (EPEC) se introdujo por primera vez en 1955 por Neter, para
describir a un grupo de E. coli que estaba epidemiol6gicamente implicado en diarrea infantil
(Neter, Westphal et al. 1955). Durante este periodo més del 50% de los casos de mortalidad
infantil se relacionaron con brotes de diarrea causados por EPEC. Fue en los afios 60s cuando la
incidencia y letalidad de EPEC en paises industrializados disminuy6 por razones desconocidas

(Nataro and Martinez 1998).



Durante los afios 60-70’s, se identific6 la presencia de diferentes factores de virulencia en los
serotipos que se habian clasificado originalmente como EPEC, lo que llevé a una nueva
clasificaciéon de las cepas de E. coli asociadas a diarrea. Las cepas que poseen enterotoxinas
termolabiles o termoestables se denominaron E. coli enterotoxigénicas (ETEC), las cepas
invasivas se denominaron enteroinvasivas (EIEC), las cepas que se adhieren de manera no
especifica se clasificaron como de adherencia difusa (DAEC), las cepas productoras de toxinas
tipo Shiga se describieron como enterohemorragicas (EHEC), las cepas que se agregan se
nombraron enteroagregativas (EAEC) y las cepas que no poseen estas caracteristicas
permanecieron en el grupo de EPEC. Cabe mencionar que todos estos grupos poseen

caracteristicas fenotipicas y genéticas diferentes (Kaper, Nataro et al. 2004).

Escherichia coli enteropatogena: patogenicidad

EPEC es uno de los patégenos de nifios méas importantes en todo el mundo, debido a su
prevalencia en la comunidad y en los hospitales. Dado que el diagnéstico de estos patégenos
esta basado principalmente en el diagnéstico molecular, se ha producido un cambio importante
en la determinacién de la prevalencia y distribucion de estos microorganismos. No esta claro si
las infecciones causadas por EPEC han disminuido debido a las medidas preventivas adoptadas,
como la difusién de la importancia de la lactancia materna, o si los estudios de diagnésticos

previos no eran tan exactos como los utilizados actualmente (Nataro and Kaper 1998).
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EPEC ocasiona un fenotipo histolégico distintivo, caracterizado por una adherencia localizada en
células en cultivo de tejidos y por la capacidad de producir lesiones de adherencia y
esfacelamiento (lesion A/E). En la lesion A/E las bacterias se unen fuertemente a la membrana
de la célula huésped causando una interrupcién de la superficie celular que conduce a la
desaparicion de las microvellosidades del epitelio intestinal, el reordenamiento de la F-actina y
la formacién subsecuente de estructuras en forma de pedestal por debajo del sitio de adherencia
(Figura 1). La unién al enterocito estda mediada por una adhesina de la membrana externa de la
bacteria denominada intimina y por un efector de virulencia translocado por EPEC hacia la
célula eucarionte, conocido como Tir. La interaccién intimina-Tir desencadena una respuesta que
conduce al reclutamiento de proteinas del citoesqueleto debajo de las bacterias adheridas (Caron,
Crepin et al. 2006). Una vez que la bacteria se ha unido intimamente al enterocito, se induce una
serie de sefales intracelulares, promovidas por una serie de proteinas que han sido translocadas
desde la bacteria al citosol del enterocito a través del sistema de secrecion tipo III. Como
resultado de esta transducciéon de sefiales, la actividad fisiol6gica normal del enterocito se ve
comprometida al alterarse la secrecion de electrélitos al espacio extracelular, la permeabilidad de
las uniones estrechas intracelulares y la remodelacién de la region apical del enterocito; dando

como resultado una diarrea acuosa en el individuo infectado (DeVinney, Knoechel et al. 1999).
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Figura 1. Lesiones histopatolégicas causadas por EPEC. A. Fotografia de microscopia electrénica de barrido
mostrando los pedestales producidos EPEC (flechas blancas). B. Fotografia de microscopia electrénica de
transmisién mostrando la eliminacién de microvellosidades en los sitios de adherencia y la formacién del pedestal
(flecha negra) (Wong, Pearson et al. 2011).

Todos los elementos genéticos requeridos para producir la lesién A/E estdn organizados en una
isla de patogenicidad, localizada en el cromosoma de EPEC, denominada Locus de
Esfacelamiento Enterocitico (LEE) (McDaniel, Jarvis et al. 1995, McDaniel and Kaper 1997). LEE
contiene genes que codifican para la adhesina de membrana externa (intimina), la maquinaria
del SST3 (Esc), las proteinas efectoras y componentes que se secretan (Esp, Tir y Map), las

proteinas chaperonas (Ces) y algunos reguladores de secrecién (Sep) y transcripcionales (Ler,

GrIR y GrlA) (

Figura 2 y Apéndice) (Jarvis, Giron et al. 1995). La regulacion transcripcional del LEE es un
proceso muy complejo, regido por diversos reguladores entre los que se encuentran tanto
proteinas codificadas dentro de la isla, como reguladores globales de E. coli como H-NS, IHF, y
aquellos que participan en la deteccion del quérum y la respuesta SOS (Friedberg, Umanski et al.
1999, Mellies, Elliott et al. 1999, Sperandio, Mellies et al. 1999, Elliott, Sperandio et al. 2000,
Sperandio, Mellies et al. 2000, Bustamante, Santana et al. 2001, Yona-Nadler, Umanski et al. 2003,

Berdichevsky, Friedberg et al. 2005, Iyoda, Koizumi et al. 2006, Mellies, Haack et al. 2007). EPEC
12



utiliza las proteinas efectoras codificadas en el LEE, asi como otras proteinas efectoras,

codificadas fuera de la isla LEE (Nle, non LEE encoded proteins), para subvertir y modular las

funciones celulares y la barrera intestinal del huésped (Dean and Kenny 2009).
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Figura 2. Esquema representativo de la isla de patogenicidad LEE de EPEC. Las flechas negras indican los
principales operones que conforman la isla LEE(Modificada de (Romo-Castillo 2010).

EPEC se considera un patégeno no invasivo y depende de un SST3 para suministrar las
proteinas efectoras directamente en las células huésped. La cepa E2348/69 (serotipo O127:H6) se

ha utilizado en todo el mundo como una cepa prototipo para estudiar la biologia, genética y

virulencia de EPEC.

Sistema de secrecion tipo III: una jeringa molecular
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El sistema de secrecion tipo III (SST3) es una nanomaquina macromolecular que permite a un
gran namero de bacterias patégenas de humanos, de otros animales y de plantas inyectar
proteinas de virulencia directamente dentro del citoplasma de células hospederas. La diversidad
de las proteinas inyectadas, denominadas proteinas efectoras, produce diferentes alteraciones
dentro de las células hospederas que van desde el reordenamiento del citoesqueleto, la alteraciéon
de la membrana celular y las uniones estrechas hasta la apoptosis. Este sistema presenta una

notable similitud entre diferentes especies bacterianas (Cornelis 2006, Galan 2009).

El SST3, también llamado inyectisoma, estd compuesto principalmente por 3 partes: el cuerpo
basal, la aguja y el translocén (Figura 3A). El cuerpo basal es un sistema de anillos multiples y un
eje, que atraviesa ambas membranas bacterianas. La aguja es una estructura extracelular hueca a
través de la cual viajan las proteinas en un estado semidesplegado. El translocén esta formado
por una proteina hidrofilica (que puede formar un filamento extracelular) y dos proteinas
hidrofébicas que forman un poro que se inserta en la membrana de la célula hospedera (Blocker,
Deane et al. 2008, Mueller, Broz et al. 2008, Gendrin, Sarrazin et al. 2010, Mattei, Faudry et al.
2011). El cuerpo basal esta intimamente asociado con proteinas citoplasmicas y membranales que
conforman el aparato de exportacion. El aparato de exportacion dirige el proceso de secrecion de

forma jerarquica y ordenada (Diepold, Amstutz et al. 2010, Wagner, Konigsmaier et al. 2010).
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Figura 3. Estructura del SST3. A. Representacién de la estructura del inyectisoma de EPEC. MH: membrana de la
célula hospedera. ME: membrana externa bacteriana. MI: membrana interna bacteriana. B. Representacién de las
proteinas conservadas entre el inyectisoma y el flagelo.

El ensamblaje del SST3 involucra a mas de 20 proteinas, de las cuales 9 estan evolutivamente
relacionadas con el flagelo bacteriano (Blocker, Komoriya et al. 2003) (Figura 3B). Muchas de las
proteinas que participan en la biogénesis del inyectisoma se producen en el citoplasma
bacteriano en complejo con sus chaperonas, y su expresion, secreciéon y translocacién, se

encuentra bajo una regulacién muy fina (Izore, Job et al. 2011).

El ensamblaje del SST3 y la secrecion de sustratos ocurre de manera secuencial e involucra 4
pasos principales (Figura 4): (1) Formacion del cuerpo basal, (2) Ensamblaje del eje y la aguja
(secrecion de sustratos tempranos), (3) Secreciéon y ensamblaje de las proteinas que forman el
poro de translocacién, también llamadas translocadores (secrecion de sustratos intermedios) y
(4) Translocacion de las proteinas efectoras al citosol de la célula hospedera (secrecion de

sustratos tardios) (Izore, Job et al. 2011).
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Figura 4. Ensamblaje del SST3. El ensamblaje del SST3 involucra 4 pasos esenciales: la formacion del cuerpo basal,
el ensamblaje del eje y la aguja (sustratos tempranos; Escl y EscF) la secrecién de los translocadores (sustratos
intermedios; EspA, EspB y EspD) y la secrecion de los efectores (sustratos tardios: Tir, Map, EspX, NleX). MH:
membrana de la célula hospedera. ME: membrana externa bacteriana. MI: membrana interna bacteriana.

Estructura del SST3: cuerpo basal

El cuerpo basal consiste de 2 grupos de anillos posicionados tanto en la membrana externa (ME)
como en la membrana interna (MI) de la bacteria (Figura 5). El anillo en la ME est4 formado por
un componente de la familia de las secretinas (InvG en Salmonella y EscC en EPEC). Esta familia
de proteinas posee una region N-terminal periplasmica y una regiéon C-terminal altamente
conservada, que se inserta en la membrana externa denominada “regiéon homoéloga a la
secretina”. Las secretinas forman oligémeros altamente estables, tipicamente de 12 a 14
subunidades. La oligomerizaciéon de las secretinas forma un poro central lo suficientemente
amplio para permitir la secrecién de proteinas desplegadas o parcialmente plegadas y dicha

estructura se encuentra conservada en diferentes sistemas de secreciéon bacterianos (Chami,
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Guilvout et al. 2005, Hodgkinson, Horsley et al. 2009, Schraidt, Lefebre et al. 2010).
Recientemente se han obtenido cristales de las secretinas y las estructuras terciarias muestran
que la regiéon N-terminal forma un “cuello” que conecta el anillo de ME con el anillo de MI
(Spreter, Yip et al. 2009) (Figura 5). Por otro lado, los anillos de MI estan formados por las
proteinas (YscJ/YscD, Mxi]/MxiG, PrgK/PrgH y Esc] /EscD en Yersinia, Shigella, Salmonella y
EPEC, respectivamente) que oligomerizan para formar dos anillos concéntricos de diametros

diferentes.

A

ME
— Anillo de membrana externa

InvG (EscC)

= Anillos de membrana interna

Figura 5. El cuerpo basal del SST3. A. Representacién del cuerpo basal y los componentes de los anillos de
membrana externa (ME) y membrana interna (MI). InvG/EscC, PrgK/Esc], PrgH/EscD son los homélogos
correspondientes en Salmonella y EPEC respectivamente. B. Estructuras cristalograficas de la secretina EscCa1.174
(PDB: 3GR5), PrgHizos62 (PDB: 3GRO) y EscJ21190 (1Y]7), y su localizaciéon propuesta en el SST3 (Spreter, Yip et al.
2009).

Se postula que en la membrana interna se localiza el aparto de exportacion, el cual incluye tanto
a proteinas membranales como a proteinas citoplasmicas asociadas a la membrana, que son
indispensables para la secrecién. Las proteinas membranales del aparato de exportacién estan
conservadas en los SST3 de diferentes especies bacterianas. Interactuando con estos
componentes membranales se encuentran al menos 3 componentes citoplasmicos, denominados

complejo ATPasa, los cuales también son indispensables para la secrecion. Estos componentes se

17



han caracterizado como una ATPasa, un regulador negativo de la ATPasa y una proteina de

funcién desconocida.

Aparato de exportacion: el complejo ATPasa

El SST3 requiere de una ATPasa (InvC/Spad7/YscN/EscN en Salmonella/ Shigella/ Yersinia y
EPEC, respectivamente), la cual estd altamente conservada entre las proteinas del aparato de
exportaciéon, aunado al hecho de que posee una alta similitud de secuencia con la ATPasa
flagelar Flil (Akeda and Galan 2004, Andrade, Pardo et al. 2007, Zarivach, Vuckovic et al. 2007,
Johnson and Blocker 2008). La ATPasa del SST3 estd implicada en el reconocimiento y
disociacion de los complejos chaperona-sustrato, asi como en el desplegamiento de los sustratos
a secretarse, de una forma dependiente de la hidrolisis de ATP (Radics, Konigsmaier et al. 2014).
Aunque se ha visto que la funcién de estas ATPasas en los SST3 de virulencia es indispensable
para llevar a cabo eficientemente el proceso de exportaciéon, también se ha demostrado que la
fuerza protén motriz (proton motive force, PMF) desempena un papel importante (Lee, Zmina et
al. 2014). La ATPasa del SST3 forma un homohexamero (Figura 6) o un doble anillo hexamérico
con un didmetro interno de 2.5 a 3.0 nm, cuya formacioén se induce por la uniéon de Mg?* y ATP
(Claret, Calder et al. 2003, Pozidis, Chalkiadaki et al. 2003, Muller, Pozidis et al. 2006, Kazetani,
Minamino et al. 2009, Ibuki, Imada et al. 2011). La oligomerizacién y el contacto con la
membrana permiten a esta ATPasa incrementar su actividad. La oligomerizaciéon de la ATPasa
también puede inducirse por interacciéon con proteinas chaperonas, como se demostré en
Salmonella, donde la chaperona multicargo SrcA interacciona con la ATPasa SsaN y promueve la

formacién de hexameros (Cooper, Zhang et al. 2010). Por otro lado, se ha visto que la liberaciéon
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de ADP y Pi, productos de la hidrolisis de ATP, induce la desestabilizaciéon del anillo
hexamérico, lo que sugiere que la formacion del oligémero de la ATPasa en la base del aparato

de exportacion es temporal (Minamino and Namba 2008, Kazetani, Minamino et al. 2009).

Figura 6. Anillo hexamérico de la ATPasa del SST3. A. Modelo del anillo hexamérico de Flil (ATPasa flagelar, azul
y amarillo) realizado sobre el anillo heterohexamérico o;p; del dominio F1 de la ATP-sintasa (verde y naranja). Al
centro del hexamero se encuentra la subunidad y (rosa) (Imada, Minamino et al. 2007). B. Vista superior del modelo
hexamérico de la ATPasa EscN (EPEC), realizado utilizando el mismo molde que en A (Zarivach, Vuckovic et al.
2007). C. Fotografia de crio-microscopia electrénica del anillo hexamérico de Flil (Ibuki, Imada et al. 2011). Barra de
escala =5 nm.

Las estructuras cristalograficas tanto de la ATPasa EscN de EPEC como de la ATPasa flagelar
Flil, muestran una similitud estructural con las subunidades a/p de la FoF1 ATPsintasa (Imada,
Minamino et al. 2007, Zarivach, Vuckovic et al. 2007) (Figura 7). La FoF1 ATP sintasa consiste de
un dominio membranal denominado Fo y un dominio soluble denominado F1. El dominio F1 esta
formado por un hexdmero de subunidades a y P organizadas alrededor de un tallo central,
denominado subunidad y. Un segundo tallo periférico, el cual contiene a las subunidades by 6,

conecta el dominio Fo y el dominio F1; y éste comparte similitud de secuencia con los miembros
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de la familia YscL (SsaK/MxiN/YscL/EscL/FliH en Salmonella/ Shigella/ Yersinia/EPEC y el
flagelo). Las proteinas de esta familia interaccionan con la ATPasa y ademas son reguladores
negativos de su actividad enzimatica (Pallen, Bailey et al. 2006). Se ha propuesto que este
regulador negativo pudiera estar evitando la hidrélisis de ATP previo a la activaciéon del sistema
de secreciéon (Minamino and MacNab 2000). En el sistema flagelar se demostré que FliH forma
un complejo soluble con la ATPasa (FliH2Flil) y que esta proteina es responsable de localizar a
Flil en el aparato de secrecion (Minamino and MacNab 2000, Auvray, Ozin et al. 2002, Gonzalez-
Pedrajo, Fraser et al. 2002). La ausencia de FliH produce una pérdida en la movilidad bacteriana,
pero este fenotipo puede suprimirse al sobreexpresar la ATPasa Flil, lo que indica que FliH per se
no es esencial para el ensamblaje y la funcionalidad del SST3 (Minamino, Gonzalez-Pedrajo et al.
2003). Flil y FliH se localizan en la membrana interna principalmente, pero no estdn embebidos
en ésta (Kubori, Yamaguchi et al. 1997). Estas proteinas interaccionan de manera estable a través
del N-terminal de Flil y el C-terminal de FliH (Auvray, Ozin et al. 2002, Gonzalez-Pedrajo, Fraser
et al. 2002). La actividad de Flil se incrementa en presencia de fosfolipidos, sin embargo, este
incremento en la actividad no sucede cuando Flil estd interactuando con su inhibidor FliH. Estos
resultados indican que la asociacién intrinseca con la membrana es critica para la funcion de Flil
(Auvray, Ozin et al. 2002). Se ha propuesto que durante el proceso de exportacién, el anillo
multimérico de la ATPasa se localiza junto con otros componentes en la base del anillo interno
de la MI. Aunque el mecanismo de exportacién no se conoce con exactitud se cree que la

hidrélisis de ATP estd involucrada con la disociacién del complejo sustrato-chaperona (Akeda

and Galan 2005).
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Flily14g + B FoFy  ESCNpq_10on303p + B FoF4

Figura 7. Comparacién de la estructura de las ATPasas Flil y EscN del SST3 y la subunidad B de la FoF1 ATP
sintasa. A. Estructura de Flila11s (color cian, PDB: 2DPY) superpuesta en el estado e de la F (color verde, PDB:
1H8E) (Imada, Minamino et al. 2007). B. Estructura de EscNat-102/vaosp (color rojo, PDB: 20BL) superpuesta con la
estructura de la subunidad f (color azul, PDB: 1H8E) (Zarivach, Vuckovic et al. 2007).

Se ha identificado que la ATPasa del SST3 interacciona con diversos componentes del SST3,
como son algunas proteinas del aparato de exportacion, su regulador negativo y algunas
proteinas chaperonas (Jouihri, Sory et al. 2003, Minamino, Gonzalez-Pedrajo et al. 2003, Blaylock,

Riordan et al. 2006, Johnson and Blocker 2008, Minamino, Kinoshita et al. 2012).

Estudios previos en el sistema flagelar han demostrado que Fli] interacciona con diversos
componentes del SST3 como son los sustratos del eje-gancho, sustratos del filamento, la ATPasa,
el regulador negativo de la ATPasa, proteinas del aparato de exportacion, y algunas chaperonas;
lo que sugeria que funcionaba como una chaperona general del SST3 (Minamino, Chu et al. 2000,
Minamino and MacNab 2000, Minamino and MacNab 2000, Fraser, Gonzalez-Pedrajo et al. 2003,

Evans, Stafford et al. 2006, Gonzalez-Pedrajo, Minamino et al. 2006). Posteriormente se demostré
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que Fli] no reconoce a los sustratos libres ni al complejo chaperona-sustrato, sino que reconoce a
algunas chaperonas libres. Las chaperonas, reclutadas por FliJ, reconocen a las proteinas
adaptadoras entre gancho y filamento, denominadas haps, asi como a la proteina de la tapa del
filamento, denominada cap. Sin embargo, Fli] no interacciona con la chaperona del filamento. Por
tal motivo, se propuso un modelo en el cual Fli participa en un proceso de reciclaje de las
chaperonas de las proteinas haps y cap, para facilitar su secrecién; ya que estas proteinas

compiten con las miles de subunidades del filamento (Evans, Stafford et al. 2006).

Recientemente se obtuvo la estructura cristalografica de Fli] y se reporté que, a pesar de no
poseer similitud de secuencia, estructuralmente es muy similar al dominio coiled-coil formado
por el N-terminal y C-terminal de la subunidad y de la FoF1 ATP-sintasa (Figura 8). FliJ favorece
la formacién del hexamero de Flil al incubarlos en una relacién molar 1:6 FliJ /Flil, por lo que se
ha propuesto que Fli] actta como ntcleo para la formacién del anillo, y lo estabiliza; ya que el
anillo hexamérico de Flil es inestable atin en presencia de ATP y fosfolipidos. Sin embargo, al
analizar la formacién de anillos hexaméricos, en esta relacién molar, disminuye respecto a la
relacion molar 6:1 Flil:FliJ. Con estos resultados se propuso que la formacién del anillo
hexameérico Flil no es necesaria para que la ATPasa alcance su actividad maxima. Debido a que
el sitio catalitico de la enzima esta localizado en la interfase entre las subunidades de Flil y que
FliJ facilita el ensamblaje de Flil, una mayor probabilidad de formar estructuras como dimeros y
trimeros, puede ser suficiente para incrementar la actividad de la ATPasa. Asi mismo, se
identific6 que Fli] interacciona con el C-terminal de la ATPasa Flil, lo que es comparable con la
region de la subunidad [} que interacciona con la subunidad y de la FoF1 ATPsintasa (Ibuki,

Imada et al. 2011).
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Figura 8. Similitud estructural entre Fli] y la subunidad y de la F1 ATP sintasa. A. Estructura cristalografica de FliJ
(PDB: 3AJW). B. Estructura cristalografica de la subunidad vy de la FoF1 ATP sintasa (PDB: 1E79). Las hélices al y a2
estdn coloreadas en rojo y azul. El dominio central de la subunidad y que no posee similitud con FliJ esta coloreado
en verde.

En el 2013 se report6 que Fli] de S. enterica serovar Typhimurium tiene una funcién similar a la
del rotor de la A3Bs de Thermus themophilus (Kishikawa, Ibuki et al. 2013). Se demostr6é que la

estructura coiled-coil antiparalela de Fli] funciona como rotor en A3Bs, sugiriendo que el rotor de

las ATPasas rotatorias y Fli] tienen un origen evolutivo comun.

De igual forma, la similitud estructural y funcional entre los componentes solubles del aparato
de exportacion del SST3 y algunos componentes de la FoF1 ATP sintasa sugieren que el complejo

ATPasa del SST3 esta relacionado evolutivamente con dicha enzima.
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La FoF1 ATP sintasa

Como se menciond, las ATPasas tipo F estdn conformadas por 2 sectores, el dominio catalitico F1
y el complejo transmembranal Fo (Figura 9). La region F1 esta conformada por 5 subunidades
(03Payde), mientras que la region Fo estd conformada por sélo 3 (abacio). En el complejo Fy, las
subunidades homologas o y B poseen un plegamiento idéntico y se encuentran alternadas en un
anillo heterohexamérico. Durante el proceso catalitico para la sintesis e hidrélisis de ATP se
requieren los 3 sitios cataliticos que se encuentran en la subunidad B, en la interfase entre las
subunidades a y las subunidades 3. En el sector Fo, los protones son transportados a través de un
acido carboxilico conservado en cada subunidad c; y se transportan a través de un canal

transmembranal en la interfase, entre las subunidades a y ¢ (Figura 9) (Fillingame, Angevine et

al. 2003).

Figura 9. Estructura de la FoF1 ATP sintasa. La composicion minima de Fi estd formada por las subunidades
asPsyde, mientras que Fo estd conformada por las subunidades ab2c8-15 (Kinosita 2012).
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La arquitectura multi-subunidad permite a las F-ATPasas acoplar la reaccién quimica para
sintetizar ATP y para translocar protones de manera muy eficiente. Un componente clave en esta
eficiencia es la alta cooperatividad de interacciéon entre los 3 sitios cataliticos. Estas interacciones
son parte critica para el primer mecanismo catalitico propuesto por Paul Boyer, quien acufié el
término de “mecanismo de unién-cambio” el cual involucra un movimiento rotacional como
parte de un estado catalitico continuo (Boyer 1997). Este modelo catalitico predice que
simultdneamente cada sitio catalitico se encuentra en diferente estado conformacional. Esto se
demostré al obtener la estructura del complejo F1 de mitocondria de corazén de bovino, en
donde se puede observar que las 3 subunidades B se encuentran en diferente conformaciéon
(Figura 10). A las diferentes conformaciones que puede adquirir B se les ha denominado Brr
(retiene el ATP y cataliza la hidrolisis o sintesis), fpp (retiene los productos disociados: ADP+P;)
y BE (libera los productos disociados para regresar a la conformacién Brp) (Abrahams, Leslie et al.
1994). Esta asimetria conformacional se relaciona con la rotacion de la subunidad y (Noji, Yasuda
et al. 1997, Omote, Sambonmatsu et al. 1999). Sin embargo, para la enzima de Bacillus se ha
demostrado que las subunidades B pueden adquirir estas diferentes conformaciones en la

ausencia de la subunidad y (Uchihashi, Iino et al. 2011).
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Figura 10. Diferentes conformaciones de la subunidad p de la F; ATPasa. A. Vista lateral de la estructura atémica
de la F1-ATPasa mitocondrial de bovino (Gibbons, Montgomery et al. 2000). B. Vista inferior del complejo Fi. Los
nucledtidos se muestran en rojo. Las subunidades se designaron de acuerdo a los nucleétidos encontrados en los
sitios cataliticos (Abrahams, Leslie et al. 1994): TP, sitio entre TP y aTP une un andlogo del ATP (AMP-PNP), el
sitio DP es el sitio del ADP y el sitio E esta vacio. La linea negra vertical en (a) y el punto en (b) representan el eje de
rotacién de la subunidad y. La flecha indica el plano utilizado para la vista inferior (Wang and Oster 1998).
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ANTECEDENTES

EscO: importancia durante el proceso de secrecion via SST3

Previamente se analiz6 la relevancia de la proteina EscO (antes Orf15) (Romo-Castillo 2010). El
gen escO (375 pb) se encuentra codificado en el operén LEE3, de la isla de patogenicidad LEE. La
proteina EscO tiene una masa molecular predicha de 16 kDa, un punto isoeléctrico alcalino de
9.6 y una estructura secundaria principalmente a-helicoidal, con alta probabilidad de formar
estructuras tipo coiled-coil (hélices super-enrolladas). Estas caracteristicas las comparte con las
proteinas codificadas por genes sinténicos en el SST3 de otros patégenos como Spal3 (Shigella),
SpaM/Invl (Salmonella), YscO (Yersinia), Cpn0706 (Chlamydophila), CdsO (Chlamydia) y HrpO

(Pseudomonas); asi como con la proteina flagelar Fli].

En el 2012 se report6é que la proteina codificada por el gen orfl5 (escO), denominada entonces
EscA, no poseia ningtin equivalente funcional en otro SST3 por lo que se propuso que era una
proteina tnica de EPEC. También se identificé que EscA es una proteina que se encuentra tanto
asociada a la membrana interna como en la fraccién periplasmica. La region N-terminal de EscA,
principalmente los primeros 19 residuos de aminodacidos, son los responsables de localizar a la
proteina en la membrana interna, mientras que no se necesitan para su transporte a periplasma.
El transporte de EscA al periplasma es independiente del SST3. Debido a que la secuencia de la
proteina no predice tener secuencia sefial tipica para ser transportada al periplasma, se ha
sugerido que posee una secuencia sefial no identificada. EscA interacciona con la proteina EscC,

la cual se encarga de formar el anillo en la membrana externa de EPEC; sin embargo, la
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importancia de esta interacciéon no se ha determinado atn (Sal-Man, Biemans-Oldehinkel et al.
2012). En el presente trabajo se muestran las pruebas necesarias para demostrar que esta

proteina, renombrada EscO, es equivalente a FliJ / YscO.

La purificacién de la proteina recombinante His-EscO permitié observar la presencia de formas
oligoméricas resistentes a SDS (en ausencia de un agente reductor como el p-mercaptoetanol)
que equivalen a homodimeros de la proteina. La secuencia de EscO posee dos cisteinas (C37 y
C52), las cuales podrian ser responsables de esta oligomerizaciéon. Sin embargo, no se conoce la
importancia o funcionalidad de este dimero. La purificacion de la proteina recombinante His-

EscO permiti6 a su vez la generacién de anticuerpos policlonales.

Al analizar el fenotipo de una cepa mutante AescO::kan, se identific6 una supresion en el proceso
de secreciéon de proteinas efectoras y translocadoras, lo que indica que EscO es una proteina
indispensable para el funcionamiento del SST3 y que muy probablemente forma parte del

aparato de exportacion.

Adicionalmente, se analiz6 el efecto de la sobreproducciéon de EscO en la secreciéon de la cepa
silvestre de EPEC E2348/69. Los resultados indicaron que la sobreproduccién de EscO suprime
la secrecion de proteinas via SST3, lo que podria sugerir que EscO interacciona con algunas
proteinas indispensables para el proceso de secrecion como la ATPasa EscN. Para analizar si la

funcién de EscO pudiera estar relacionada con la ATPasa, se sobreprodujo la proteina EscN en la
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cepa AescO::kan, lo que permitié restaurar parcialmente la secrecion. Este resultado sugiere que
la funcién de EscO estd relacionada con la de la ATPasa, ya sea facilitando su localizacion en la
base del aparato de exportaciéon o teniendo algtn efecto sobre su actividad para mantener el

proceso de secrecion de manera eficiente.

Estos datos sugieren que EscO es una proteina esencial para el proceso de secrecién como parte
del aparato de exportacién, y cuya funcion esta relacionada con la ATPasa y con otros de los
componentes que participan en el proceso de secreciéon, como el regulador de la ATPasa (EscL) y
las proteinas chaperonas. Por tal motivo se plante6 como objetivo de esta segunda etapa del
proyecto analizar la importancia de la interaccién de EscO con diferentes componentes del SST3

de EPEC.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la interaccién de EscO con diferentes componentes del SST3 y la importancia de estas
interacciones durante el proceso de secrecion.

OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar la interaccién de EscO con las diferentes chaperonas del SST3.

Caracterizar la interacciéon de la proteina EscO con la ATPasa EscN.

Analizar la actividad de la ATPasa EscN en presencia de EscO.

Caracterizar la interacciéon de EscO con la proteina EscL.

Analizar la actividad de la ATPasaEscN en presencia de EscO y EscL.
Analizar el papel de la dimerizacién de EscO durante el proceso de secrecion.

Comparar la complementacién heter6loga entre EscO y la proteina flagelar Fli] en las respectivas

mutantes.
Analizar el efecto de EscO sobre la actividad de la ATPasa flagelar Flil.
Disefiar un modelo in silico de la estructura de la proteina EscO.

Identificar residuos conservados entre EscO y la familia YscO, importantes para la funcién de las

proteinas.

Disefiar un modelo de la funcion de EscO

30



METODOLOGIA

Cepas y condiciones de crecimiento.

Las cepas utilizadas en el presente trabajo se enlistan en la Tabla 1. Las cepas bacterianas se
crecieron a 37 °C en agitaciéon a 250 rpm en el medio de cultivo Luria-Bertani (LB) enriquecido
con una solucién de vitaminas. De acuerdo con los requerimientos, el medio fue suplementado
con antibidticos en las siguientes concentraciones: 100 ng-ml! de Ampicilina (Amp), 25 ug-ml!
de Cloranfenicol (Cm), 50 pg-ml! de Kanamicina (Kan), 25 pg-ml-! de Estreptomicina (Stp), o 25

ug-ml-1 de Tetraciclina (Tc).

Para el ensayo de secreciéon de proteinas de virulencia, las cepas de EPEC se crecieron en el
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) en condiciones estaticas a 37 °C en una

atmosfera de CO» al 5%.

Para el ensayo de doble hibrido en levadura, se utiliz6 medio SD (synthetic-dropout médium,
Clontech) de baja y mediana astringencia (SD -Trp -Leu y SD -Trp -Leu -His respectivamente).

Las levaduras se crecieron a 30 °C.
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Tabla 1. Cepas utilizadas en el estudio.

Nombre Descripcion Referencia
Genotipo
E. coli
Top10 Posee una eliminacién parcial | Invitrogen
F- mcrA A(mrr- | del gen lacZ; lo que permite la o-
hsdRMS-mcrBC) complementacion. Permite
P80lacZAMIS - AlacX74 | \broner  transformaciones mas
deoR ~ nupG  recAl eficientes. Reduce la probabilidad
araD139 A(ara-leu)7697 ) p o
qalll  galK  rpsL(Stp®) de que haya una recombinacién
endA1 A no deseada del ADN. Presenta
resistencia a Stp.
XL1-Blue Cepa derivada de E. coli K12. | Stratagene
endA1 gyrA96 (nal®) | Mutante en la endonucleasa L
thi-1 recAl re{Al lac | Reduce la probabilidad de que
gan44+ FL=Tn10 | haya  una  recombinacién no
};\Z?]B s de{;;Iq(ﬁ(i(i{f)cz) de.se'ada./del AI?N. Posee una
eliminacién parcial del gen lacZ;
lo que permite la -
complementacion. Permite
obtener transformaciones mas
eficientes. Presenta resistencia a
Tc.
BL21(DE3)pLysS Cepa derivada de E. coli B. | Stratagene
E. coli B F_dcm ompT | Carece de las proteasas Lon vy
hsdS (rgmp) gal M(DE3) OmpT lo que ayuda a una mejor
[pLysS Cam] expresion de genes. Posee el gen
de la RNA polimerasa T7 bajo el
control del promotor lacUV5. Es
capaz de producir la lisozima T7
para reducir los niveles de
expresion  basal 'y  posee
resistencia a Cm.
M15(pREP4) Cepa derivada de E. coli K12. | Qiagen
nal, strr, rif thi, lac, | Posee el plasmido represor
ara*, gal*, mtl, F, recA*, | pREP4 el cual inhibe la
wort, lon* [pREP4 Kan'] | 1. quccion de proteinas previo a
la induccién con IPTG. Se utiliza
para la expresion de proteinas en
el vector pQE30.
Salmonella
JR501 Cepa utilizada para convertir | (Ryu and Hartin
rm? plasmidos a compatibilidad con | 1990)

Salmonella.
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SJW1103 Cepa silvestre para biogénesis | (Yamaguchi, Fujita et
del flagelo y nado. al. 1984)
SJW1368 Cepa de Salmonella mutante en | (Ohnishi, Ohto et al.
AcheW-flhD el oper6n maestro. Cepa utilizada | 1994)
para producir proteinas
codificadas en el vector pTrc99A,
asi como control negativo en los
ensayos de nado.
MKM40 Cepa de Salmonella mutante en | (Minamino,
Afli] el gen fli]. Yoshimura et al.
2009)
MKMB30 Cepa de Salmonella mutante en | (Minamino, Kazetani
Aflil el gen flil. et al. 2006)
Escherichia coli enteropatoégena
EPECwr Cepa prototipo de E. coli | (Levine, Caplan et al.

E2348/69- O127:H6

enteropatogena. Resistente a Stp.

1977)

AescN

Cepa mutante en el gen escN.
Resistente a Stp.

(Gauthier, Puente et
al. 2003)

AescO Cepa mutante en el gen escO. | (Romo-Castillo 2010)
escO:kan Posee un casete de resistencia a
Kanamicina insertado por
recombinacién homoéloga en el
sitio del gen escO. Resistente a Stp
y Kan.
Saccharomyces
AH109 Cepa reportera para ensayo de | Clontech
MATa, trp1-901, | doble hibrido. Cepa gal4- y gal80- | (James, Halladay et
leu2-3, 112, wura3-52,

his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2::GAL1yas-
GALItata

lo cual previene una interfase de
la regulacién nativa de proteinas
con los elementos de regulacion
del sistema de doble hibrido.

al. 1996)

Manipulaciéon de ADN

Los ensayos de restriccion enzimatica, la electroforesis en geles de agarosa, la reaccién en cadena

de la polimerasa (PCR), la extracciéon de plasmido, la ligacion de ADN, la transformacion
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bacteriana y otros procedimientos de rutina, se realizaron como se ha descrito anteriormente

(Sambrook 2001). Los plasmidos y cebadores utilizados en este estudio se muestran en las Tablas

2 y 3 respectivamente.

Tabla 2. Plasmidos utilizados en el estudio.

Plasmido

Descripcién

Referencia

pACTrc

Vector de expresiéon. Promotor trc. Origen
de replicaciéon p15A. Resistencia a Cm.

(Gonzalez-Pedrajo,
Minamino et al. 2006)

pET19b

Vector de expresion. Promotor T7. Permite
la producciéon de proteinas recombinantes
con una etiqueta de 10 Histidinas en la
region N-terminal. Resistencia a Amp.

Novagen

pGEM T-Easy

Vector de clonacién. Promotores T7 y SP6.
Vector digerido con EcoRV con wuna
timidina terminal 3° en ambos extremos
para insertar productos de PCR generados
por polimerasas termoestables. Resistencia a
Amp.

Promega

pTrc99A

Vector de expresion. Promotor frc.
Resistencia a Amp.

Amersham-Pharmacia

pTrc99A_FF4

Vector pTrc99A modificado. Promotor trc.
Resistencia a Amp.

(Ohnishi, Fan et al. 1997)

pGADT7?

Vector del sistema de doble hibrido en
levadura. Contiene el dominio de activacion
de Gal4 y el marcador nutricional LEU2.

Clontech

pGBKT?7

Vector del sistema de doble hibrido en
levadura. Contiene el dominio de unién a
ADN de Gal4 y el marcador nutricional
TRP1.

Clontech

pGADT7-T

Vector del sistema de doble hibrido en
levadura. Posee el antigeno largo T de SV40
tusionado al dominio de activaciéon de Gal4.
Por este sistema interacciona con p53, por lo
que se utiliza como control positivo.

Clontech
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pGBKT7-53

Vector del sistema de doble hibrido en
levadura. Posee a p53 de raton fusionado al
dominio de unién de ADN de Gal4. Por este
sistema interacciona con el antigeno largo T
de SV40, utilizado como control positivo.

Clontech

pGBKT7-lam

Vector del sistema de doble hibrido en
levadura. Posee lamina C humana
fusionada al sitio de union de ADN de Gal4.
Debido a que es wuna proteina no
relacionada con las del sistema no
interactta con el antigeno largo T de SV40,
utilizado como control negativo.

Clontech

pMMescO

escO clonado en pGEM T-Easy.

(Romo-Castillo 2010)

pMMescO1-60

Version trunca de escO que codifica para los
primeros 60 residuos de la proteina (EscOx-
60) clonada en pGEM T-Easy.

(Romo-Castillo 2010)

pMMescOep-125

Version trunca de escO que codifica para los
residuos 60 a 125 de EscO (EscOeo-125)
clonada en pGEM T-Easy.

(Romo-Castillo 2010)

pMMescOaio

Version trunca de escO que codifica para
EscO carente de los primeros 10 residuos
(EscOa10) clonada en pGEM T-Easy.

Este trabajo

pNEescO

escO clonado en pET19b.

(Romo-Castillo 2010)

pNE23escO

escO clonado en pET23b.

Este trabajo

pMEescO1-60

escO1-60 clonado en pET19b.

(Romo-Castillo 2010)

pMEescOg0-125

escOe0-125 clonado en pET19b.

(Romo-Castillo 2010)

pMEescOa1o

escOa10 clonado en pET19b.

Este trabajo

pMEescOcs7s

Versiéon de EscO cuya cisteina 37 ha sido
modificada por serina, codificada en
pET19b.

Este trabajo

pMEescOcs2s

Versiéon de EscO cuya cisteina 52 ha sido
modificada por serina, codificada en
pET19b.

Este trabajo
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PMEescOpmcs Version de EscO cuyas cisteinas 37 y 52 han | Este trabajo
sido modificadas por serinas, codificada en
pET19b.
PMEescOpmra Versién de EscO cuyas argininas 12 y 15 han | Este trabajo
sido modificadas por alaninas, codificada en
pET19b.
pMTescO escO clonado en pTrc99A_FF4. (Romo-Castillo 2010)
pMTHescO Version de EscO etiquetada con 10 | (Romo-Castillo 2010)
histidinas en el N-terminal.
pMTescO1-60 escO1.60 clonado en pTrc99A_FF4. (Romo-Castillo 2010)
pMTescOe0-125 escOg0-125 clonado en pTrc99A_FF4. (Romo-Castillo 2010)
PMEescOa1o escOa10 clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pMTescOcs7s escOcs7s clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pMTescOcs2s escOcs2s clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pMTescOpmcs escOpmcs clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pMTescOpmra escOpmra clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pPMATescO escO clonado en pACTrec. (Romo-Castillo 2010)
pMATescOa1o escOa10 clonado en pACTrc. Este trabajo
pAEescN escN clonado en pET19b. (Andrade, Pardo et al. 2007)
PAEescNkis3E Version de EscN cuya lisina 183 se modificé | Este trabajo
por alanina, codificado en pET19b.
pAEescNai-102 Version trunca de escN que codifica para | Este trabajo
EscN carente de los primeros 102 residuos,
clonada en pET19b.
pATescN escN clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pMTescNkisse escNkisse clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pATescNai-102 escNai-102 clonada en pTrc99A_FF4. Este trabajo
PNATescN escN clonada en pACTrc. Este trabajo
pMM404 fli] clonada en pTrc99A. (Minamino, Chu et al. 2000)
pMM406 fli] etiquetada con 10 histidinas en el N-| (Minamino and MacNab
terminal clonada en pTrc99A. 2000)
pACTrc] fli] clonado en pACTrc. G.M. Fraser, sin publicar.
pMM1702 flil etiquetada con 10 histidinas en el N- | (Minamino and MacNab
terminal clonada en pTrc99A. 2000)
pAQescL escL clonada en pQE30. Este trabajo
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pATescL escL clonado en pTrc99A. Este trabajo
pAATescL escL clonado en pACTrec. Este trabajo
pMTcesD cesD clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pMTcesD2 cesD2 clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pMTcesF cesF clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pATcesAB cesAB clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
pMTcesT cesT clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo
PNGADescO escO clonado en pGADTY. Este trabajo
PNGBKescN escN clonado en pGBKT7. Este trabajo
PNGADescL escL clonado en pGADT7. Este trabajo
pATescNy3ozp escNvsosp clonado en pTrc99A_FF4. Andrade et. al., no publicado
pATescNaio2 escNa102 clonado en pTrc99A_FF4. Andrade et. al., no publicado

Tabla 3. Cebadores utilizados en este estudio

Cebador Secuencia 5°- 3° Referencia

escO_Fw TTGCCTGCATATGTTGGACAG (Romo-Castillo
2010)

escO_Rv AGAGGATCCCTAGTCAAAGTA (Romo-Castillo
2010)

escOgo_Rv TTATGGATCCTCACTTTATCC (Romo-Castillo
2010)

escOgo_Fw AATTTGGCATATGTGTCGTTG (Romo-Castillo
2010)

escO10_Fw ATTCGTCATATGAGAGCGAAC Este trabajo

escOcs7s_Fw | GTAAACTCGATGACAGCGAGCAATCCAA | Este trabajo

TTAAAG
escOcs7s_Rv | CTTTAATGGATTGCTCGCTGTCATCGAGT | Este trabajo

TTAC
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escOcs2s_ Fw

CTCTAAGCAGGCGTATATAGTGCATCGCT
GGTGA

Este trabajo

escOcs2s_Rv

TCACCAGCGATGCACTATAGGCCTGCTTA
GAG

Este trabajo

escOpmra_Fw

CGTAAAAGCGCAGCGAACGCATTGAGAG
AAATC

Este trabajo

escOpmra_Rv

GATTCTCTCAATGCGTTCGCTGCGCTTTTA
CG

Este trabajo

escN_Fw

AGGAACGGCATATGATTTCAGAGC

(Andrade,
Pardo et al.
2007)

escN_Rv

ACTGTCCAGGATCCTCAGGCAACC

(Andrade,
Pardo et al.
2007)

escN1p2 Fw

CAGGGGCATATGTTCAAGATTCG

Este trabajo

escNkisse_Fw

GGTTCAGGCGTTGGTGAAAGTACGCTTITG
G

Este trabajo

escN K183 E_RV

CCAAAAGCGTACTTTCACCAACGCCTGA
ACC

Este trabajo

AescO_Fw AGTAGTTACGAAAAAACGATTGAAAGCC | (Romo-Castillo
TATTCAAAGTGGTTGCCTGAGTTGTAGGC | 2010)
TGGAGCTGCTTCG
AescO_Rv CGAAAAGAAACAGGCTCTATCAAATTTC | (Romo-Castillo
TITTTAGAGAAACTCTAGTCAACATATGA | 2010)
ATATCCTACTTAG
K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT (Datsenko  and
Wanner 2000)

K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC (Datsenko  and
Wanner 2000)

KT CGGCCACAGTCGATGAATCC (Datsenko  and
Wanner 2000)

T7 promotor | TAATACGACTCACTATAGGG Novagen

38



Construccion de plasmidos

El gen escO se amplifico a partir de ADN cromosomal de EPEC E2348/69 utilizando los
plasmidos escO_Fw y escO_Rv. El producto resultante se clon6 en el vector de clonacion pGEM
T-Easy para generar la construccion pMMescO. A partir de esta construccién, el gen escO se
subclond en el vector de expresion pET19b, el cual permite la produccién de una proteina EscO
con una etiqueta de 10 histidinas en la regiéon N-terminal, y en los vectores de expresion
pTrc99A_FF4 y pACTrc para generar las construcciones pNEescO, pMTescO y pMATescO,
respectivamente. Ademas, la construcciéon pNEescO se utilizé para clonar al gen escO con la

etiqueta de histidinas en el vector pTrc99A para obtener la construccion pMTHescO (Romo-

Castillo 2010).

Para generar las versiones truncas de EscO, se amplific6 el gen escO a partir de ADN
cromosomal de EPEC E2348/69 utilizando los cebadores escO_Fw y escOs_Rv para la version
escO1-60, mientras que los cebadores escOsp_Fw y escO_Rv se utilizaron para obtener la version
escOe0-125. Los productos de PCR se clonaron en el vector pGEM T-Easy para crear las
construcciones pMMescO1.60 y pPMMescOgo-125. Dichos plasmidos se utilizaron para subclonar en
el vector pET19b y generar las construcciones pMEescO1.60 y pMEescOeo-125; y en el vector
pTrc99A_FF4 para obtener los pldsmidos pMTescO1-60 y pMTescOgo-125, respectivamente (Romo-

Castillo 2010).
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La version escO 410 se amplificé utilizando los cebadores escO10_Fw y escO_Rv. Posteriormente, el
producto se clon6 en el vector pGEM T-Easy generando la construccion pMMescO s0; este
plasmido se utilizé para subclonar escO 10 en los vectores pET19b, pTrc99AFF4 y pACTrc para

generar las construcciones pMEescO 410, pMTescO 410y pMATescO 0.

Para producir la construcciéon pAUescN, el gen escN se amplificé utilizando los cebadores
escN_Fw y escN_Rv y el producto se cloné en el vector pUC18. Esta construccién se utilizé para
subclonar el gen en los vectores pET19b, pTrc99A_FF4 y pACTrc y generar los plasmidos

pAEescN, pATescN y pNATescN.

Para obtener la construccion pAEescNaip2, la cual produce una version trunca de His-EscN
carente de los residuos 1 a 102, el gen escN se amplificé utilizando los cebadores escNip2_Fw y

escN_Rv, y el producto obtenido se cloné en pET19b.

Por medio de mutagénesis sitio dirigida, utilizando el protocolo QuikChange (Stratagene) y
empleando los pldsmidos pNEescO y pAEescN como molde y los cebadores escOcszs_Fw/
escOcs7s_Rv, escOcss_Fw/ escOcso_Rv, escOpmra_Fw/ escOpmra_Rv, escNxisse_Fw/ escNkisse_Rv,
se generaron las construcciones pMEescOcs7s, pMEescOcs2s, pMEescOpmra vy pAEescNkisse. La
confirmacion de las mutaciones deseadas se realizé por medio de secuenciacién utilizando el
cebador T7 promotor (Novagen). Posteriormente, las versiones mutantes de escO y escN se
subclonaron en el vector pTrc99AFF4 para generar las construcciones pMTescOcs7s, pMTescOcszs,
pMTescOpmra y pMTescNkisse. Por otro lado, con la misma metodologia se gener6 la version

escOpmcs utilizando como molde el vector pMEescOcs7s y los cebadores escOcsas_Fw/ escOcsz_Rv;
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esta construccion denominada pMEescOpmcs, se utilizé para subclonar a escOpmcs en el vector

pTrc99A_FF4 y obtener el plasmido pMTescOpwics.

Produccién, purificacion y cuantificacion de proteinas recombinantes

Los plasmidos recombinantes producidos en el vector pET19b se transformaron en células E. coli
BL21(DE3)pLysS (BDP). Las células BDP que contienen los plasmidos escO se crecieron en 300 ml
de LB con ampicilina a 37 °C hasta obtener una DOgoo = 0.8-1.0; entonces se agregé 0.5 mM IPTG
y se incubd a 20 °C durante 4 h con agitacion. Las células BDP con los plasmidos escN se
incubaron en 500 ml de LB con ampicilina a 30 °C hasta obtener una DOsoo = 0.6-0.7. Para inducir
la produccion de se agreg6 0.1 mM IPTG e incubé el cultivo en agitacién a 30 °C durante 4 h. Las

pastillas celulares se colectaron por centrifugacion (8,000 x g, 10 min) y se almacenaron a -4 °C.

Para purificar las proteinas, las pastillas celulares se descongelaron en hielo y se resuspendieron
en 1/10 del volumen inicial de amortiguador TN (20 mM Tris-Cl pH 7.4, 500 mM NaCl) con 1
mM PMSF y 100 pgml?! lisozima. Las células se lisaron por sonicacién y después se
centrifugaron a 27,000 x ¢ durante 30 min. El sobrenadante se aplicé a una columna de agarosa
Ni-NTA (Qiagen) pre-equilibrada con amortiguador TN. La columna se lavé con el
amortiguador TN que contenia concentraciones crecientes de Imidazol (35, 60 y 75 mM) y
posteriormente las proteinas se eluyeron en 3 ml de TN con 500 mM Imidazol. La produccion y

purificacion de las proteinas His-FliJ y His-Flil usando los plasmidos pMM406 y pMM1702
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respectivamente, se realizé utilizando la misma metodologia pero en células de Salmonella
SJW1368. La cuantificaciéon de proteina se llevé a cabo por medio del método de Bradford (Bio-

Rad Protein Assay).

Ensayos de copurificacion tipo pull-down

Con el objetivo de investigar la interaccion de EscO con diferentes proteinas del SST3, se
realizaron ensayos de copurificacion tipo pull-down. Cultivos de E. coli BDP transformados con
pPET19b codificando las diferentes versiones de EscO (pNEescO, pMEescO1.¢0, pMEescOe0-125 0
PMEescO,10) se indujeron como se describié. Por otro lado, cultivos de Salmonella SJW1369
transformados con pTrc99A_FF4 codificando las diferentes versiones de EscN (pATescN o
pATescNa102) o las chaperonas (pATcesAB, pMTcesD, pMTcesD2, pMTcesF, pMTcesT) se
indujeron con 0.1 mM IPTG durante 5 h a 30 °C en agitacion. Las pastillas celulares se colectaron
por centrifugacién (8,000 x g, 10 min) y se almacenaron a -20 °C. Las pastillas de los cultivos
inducidos se resuspendieron en 20 ml de amortiguador TN (20 mM Tris-Cl pH 7.4, 500 mM
NaCl) con 100 pg-ml? lisozima y 0.1 mM PMSF. Las células se lisaron por sonicacién y se
centrifugaron a 15,000 x ¢ durante 30 min a 4 °C. Los sobrenadantes conteniendo la fraccion
soluble de BDP con His-EscO y la fraccién soluble de SJW1368 con la proteina blanco sin etiqueta
(EscN, CesAB, CesD, CesD2, CesF o CesT) se incubaron en agitacion suave a 4 °C durante 1 h.
Después se agregaron 200 pl de resina Ni-NTA (QIAgen) pre-equilibrada y se incub6 1 h a 4 °C
en agitacion suave. Después de colectar la fraccion de la muestra al pasar por la columna
(fraccién no unida), la resina se lavé 3 veces con 10 ml de amortiguador TN conteniendo 30, 60 y
75 mM Imidazol respectivamente. Finalmente, las fracciones eluidas se obtuvieron con 400 pl de
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amortiguador TN + 500 mM Imidazol. Fracciones equivalentes de las muestras se analizaron por
SDS-PAGE 15% y por inmunodeteccion tipo Western Blot utilizando anticuerpos especificos

contra las proteinas.

Inmunodeteccion tipo Western Blot

Para la deteccion de las proteinas, las muestras se separaron por SDS-PAGE al 15% y se
electrotransfirieron humeda a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con
soluciéon TBS-tween-leche (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, 10% Tween 20, 5% leche).
Posteriormente se analizaron con anticuerpos policlonales anti-EscO (1:2,000), anti-EspA
(1:40,000), anti-EspB (1:35,000), anti-EspF (1:30,000), anti-Tir (1:10,000), anti-EscN (1:30,000), anti-
CesAB (1:30,000), anti-CesD (1:40,000), anti-CesD2 (1:30,000), anti-CesF (1:35,000) y anti-CesT
(1:30,000); los cuales, han sido generados en el laboratorio por inmunizacién en conejos. La
inmunodeteccién con anticuerpos monoclonales anti-His (Pierce, 1:10,000) y anti-DnaK (MBL
International, 1:15,000) se realiz6 siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los anticuerpos
secundarios conjugados con HRP (horseradish peroxidase) son anti-conejo (goat anti-rabbit, GAR) o
anti-raton (goat anti-mouse, GAM) obtenidos en cabra (Santa Cruz Biotechnology) en una dilucién
1:20,000. La deteccion se realizé utilizando el estuche de inmunodeteccion ECL (Amersham) o

ECL Advance (Amersham).
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Ensayo de doble hibrido en levadura

El ensayo de doble hibrido en levadura se realizé utilizando el sistema “Matchmaker GAL4
Two-Hibrid System 3” (Clonetech) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente,
las construcciones obtenidas en los vectores pGBKT7 y pG7ADT (Tabla 2) se cotransformaron en
la cepa de levadura AH109 utilizando acetato de litio (Gietz and Schiestl 1995). Las levaduras se
plaquearon en medio sélido SD de baja astringencia (SD -Leu -Trp) y se crecieron a 30 °C. Se
eligi6 una colonia al azar, seleccionadas en medio liquido SD de baja astringencia a 30 °C
durante toda la noche en agitacién. Se realizaron diluciones seriales (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10
000, 1/100 000 v/v) en agua desionizada estéril. Se inocularon 3ul de cada dilucién en medio
s6lido SD de baja (SD -Leu -Trp) y mediana (SD -Leu -Trp -His) astringencia. Las levaduras se
crecieron a 30 °C. Como control positivo y negativo se utilizaron los del sistema (pGADT7-T +

pGBKT7-53 y pGADT7-T + pGBKT7-lam, respectivamente).

Ensayo de actividad de ATPasa

Se utiliz6 una modificaciéon del ensayo de verde de malaquita descrito previamente para
determinar la actividad de ATPasa de EscN (Andrade, Pardo et al. 2007). Una mezcla de reaccién
conteniendo 0.25 pM His-EscN, 3mM ATP y 4 mM MgCl: se incub6 con diferentes relaciones
molares de las diferentes versiones de His-EscO o His-Fli] a 37°C en 100 mM Tris-HCI pH 8.0. A
diferentes tiempos, 100 pl de la reacciéon se mezclé con 800 pl del agente colorimétrico de verde
de malaquita (0.034% hidroclorato de verde de malaquita, 1N HCI, 1.05% molibdato de amonio y
0.1% Tritén X-100). Después de 2 minutos de incubacién, la reaccién se detuvo con 100ul de

acido citrico 34% y se incub6 25 min a temperatura ambiente. La liberacién de fosfato inorganico
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(Pi) se determin6é comparando la absorbancia a 650 nm con una curva estandar de fosfatos. El
mismo procedimiento se utilizé para evaluar la actividad de la ATPasa flagelar His-Flil en

presencia de His-EscO y His-FliJ.

Ensayo de secrecion de proteinas del SST3

La secrecion de proteinas de virulencia de EPEC se realiz6 en medio DMEM (Deng, Vallance et
al. 2003). Brevemente, 120 pl de un precultivo de EPEC (crecido toda la noche a 37 °C con
agitacion en medio LB) se inocul6 en 6 ml de medio DMEM pre-equilibrado (toda la noche a 37
°Cen 5% CO2) y se incub6 durante 6 h a 37 °C en 5% COs». El cultivo se centrifugé a 26,000 x g
durante 5 min y la pastilla celular se resuspendi6é en amortiguador de carga Laemmli 1X. Las
proteinas del sobrenadante se precipitaron agregando 4acido tricloroacético (TCA) a una
concentracién final de 10% e incubandolo al menos 1 hora en hielo. Después se centrifugé a
26,000 x g durante 30 min a 4 °C. Las proteinas precipitadas se resuspendieron en amortiguador
de carga Laemmli 1X + 10% de Tris saturado. La concentracion de proteina se normalizé con
base en la DOgoo de los diferentes cultivos. Las proteinas se analizaron por SDS-PAGE y por

inmunodeteccion tipo Western Blot.

Ensayo de movilidad

Colonias frescas se inocularon en placas de agar de triptona suave 0.5% (Sockett, Yamaguchi et
al. 1992) en ausencia o presencia de 1 mM IPTG, y se incubaron a 37 °C durante 5 h. En el ensayo

de efecto multicopia de EscO sobre el nado de Salmonella, se analiz6 la cepa silvestre (SJW1103)
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transformada con los pldsmidos pMTescO, pMTescOq0 o pMM404 (fli]). Para el ensayo de
complementacion heterdloga, se analiz6é la movilidad de la cepa Afli/ en presencia de los

plasmidos pMATescO, pMATescO s100 pACTrc] (fi]).

Obtencidn de la fraccién periplasmica de EPEC

Para analizar la presencia de EscO en el periplasma como se ha reportado (Sal-Man, Biemans-
Oldehinkel et al. 2012), se utiliz6 la metodologia para la de extraccién de la fraccién peripldsmica
de EPEC (Garcia-Gomez, Espinosa et al. 2011). Brevemente, 2 ml de los cultivos iniciales de
EPEC (3 ml de LB crecidos a 37 °C en agitacion toda la noche) transformada con los plasmidos
PMEescO y pMEzsescO se inocularon en 100 ml de medio DMEM pre-equilibrado y se crecieron
a 37 °C con 5 %COz hasta obtener una DOgoo = 0.6-0.8. Se tom6 una muestra de 1.5 ml como
referencia de células completas. Los cultivos se centrifugaron y lavaron con PBS 1X. La pastilla
celular se resuspendié en 1 ml de solucién de choque osmético (50mM Tris-Cl pH 7.0, 20%
Sacarosa (w/v) y ImM PMSF). Se agregé 2 mM EDTA e incub6 durante 10 min a temperatura
ambiente. La fraccién peripldsmica se obtuvo del sobrenadante al centrifugar la muestra 8,000 x
g durante 10 min a 4 °C. La fraccion periplasmica se analiz6é por inmunodeteccion tipo Western
Blot con anticuerpos especificos anti-His. Para analizar la pureza de la muestra se utilizaron
anticuerpos anti-MBP (proteina periplasmica), asi como anti-DnaK y anti-CesT (proteinas

citoplasmicas).

46



Modelaje de EscO en I-Tasser

Utilizando el programa I-Tasser se obtuvo un modelo tridimensional de la proteina EscO
(http:/ /zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Este servidor requiere tnicamente de la
secuencia de aminoacidos para generar el modelo 3D. La seleccién de la plantilla, alineacién y

construccion del modelo se realizé automéaticamente por el servidor (Zhang 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Interaccion de EscO con las proteinas chaperonas del SST3

Previamente se demostré que la proteina Fli], equivalente de EscO en el sistema flagelar, posee
una funcién como chaperona de chaperonas mediante un proceso de reciclaje (Evans, Stafford et
al. 2006). Posteriormente se propuso este mecanismo en el ensamblaje del inyectisoma en Yersinia
y Salmonella a través de las proteinas YscO e Invl, respectivamente (Evans and Hughes 2009).
Previamente se demostré que EscO comparte algunas caracteristicas con la proteina Fli] y sus
equivalentes en el inyectisoma YscO e Invl (Romo-Castillo 2010). Por tal motivo, se analiz6 si
EscO interacciona con proteinas chaperonas para favorecer el reciclaje de éstas durante la
biogénesis del inyectisoma de EPEC. Hasta el momento se han reportado 6 proteinas
chaperonas: CesAB: chaperona de los translocadores EspA y de EspB (Creasey, Friedberg et al.
2003), CesD: chaperona de los translocadores EspD y EspB (Wainwright and Kaper 1998),
CesD2: chaperona auxiliar del translocador EspD (Neves et al., 2002), CesF: chaperona del efector
EspF (Elliott, O'Connell et al. 2002), CesT: chaperona de los efectores Tir, EscN, Map, EspF,
NleA, NleH, NleF y EspZ (Thomas et al., 2005) y CesA2: chaperona auxiliar de EspA (Su, Kao et

al. 2008).

Por medio de ensayos de copurificacion tipo pull-down se analiz6 la capacidad de His-EscO de
interaccionar con las diferentes chaperonas del sistema: CesAB, CesA2, CesD, CesD2, CesF y

CesT. Los resultados obtenidos demostraron que EscO interacciona con las chaperonas CesD,
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Figura 11. Interaccién de EscO con las proteinas chaperonas del SST3 de EPEC. Ensayo de copurificacién tipo pull-
down por cromatografia de afinidad a niquel. Las fracciones solubles de E. coli BDP expresando las proteinas
recombinantes etiquetadas con histidinas y Salmonella SW1368 expresando las proteinas sin etiqueta, se mezclaron e
incubaron con la resina Ni-NTA y se cargaron en la columna. Después de extensivos lavados las proteinas se
eluyeron y se analizaron por inmunodeteccién tipo Western Blot. Se utilizaron anticuerpos policlonales especificos
anti-CesD, anti-CesD2, anti-CesF, anti-EscO, o el anticuerpo monoclonal anti-His (Santa Cruz Biotechnology), asi
como el anticuerpo secundario GAR (Goat anti-rabbit, Santa Cruz Biotechnology).

CesD2 y CesT; pero no interacciona con las chaperonas CesAB, CesA2 ni CesF (Figura 11). Esto

sugiere que EscO, al igual que Fli], pudiera estar realizando un reciclaje de proteinas chaperonas
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durante dos etapas, primero durante el proceso de secreciéon de las proteinas translocadoras
(facilitando la exportacion de EspB y EspD) y posteriormente, durante el proceso de secrecion de
proteinas efectoras (facilitando la exportacion de los efectores Tir, Map, EspG, EspG2, Nle’s).
Durante el proceso de secrecion de proteinas translocadoras, se lleva a cabo la exportacion de
multiples subunidades de la proteina EspA y pocas subunidades de las proteinas EspB y EspD.
Por lo tanto, proponemos que para facilitar la exportacion de las proteinas EspB/D, EscO es
responsable de reciclar a las chaperonas CesD y CesD2; mientras que las chaperonas CesAB y
CesA2 son responsanbles de la exportaciéon de las subunidades de EspA. Una vez que la bacteria
ha hecho contacto con la célula hospedera, y se da el cambio de especificidad de secreciéon de
translocadores a efectores, EscO es responsable de reciclar a la chaperona CesT. Debido a que
CesT es una chaperona multicargo que se requiere para la secreciéon de varios de los efectores
(Tir, Map, NleA, NleH, NleF y EspZ), el mantenerla disponible es indispensable para que se
lleve a cabo el proceso de secrecién. Por otro lado, la chaperona CesF no se requiere reciclar

porque asiste inicamente al efector EspF.

EscO interacciona con la ATPasa EscN

Previamente, estudios realizados demostraron que la sobreexpresion de la ATPasa EscN en la
cepa AescO restaura parcialmente la secrecion de proteinas de virulencia, sugiriendo que la
funciéon de EscO esta ligada con la funcién de la ATPasa EscN, probablemente facilitando su
localizacién u oligomerizacion (Romo-Castillo 2010). Adicionalmente, estudios previos del
sistema flagelar demostraron que la proteina Fli] interacciona con la ATPasa Flil, promoviendo

su oligomerizacién e incrementando su actividad catalitica (Ibuki, Imada et al. 2011). De igual
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forma, la interaccion entre estas proteinas también se demostr6 para el sistema de virulencia en
Salmonella y Chlamydophila (Stone, Johnson et al. 2008, Cherradi, Hachani et al. 2014). Sin
embargo, esta interaccién no se identifico en el sistema de virulencia de Chlamydia (Stone, Bulir
et al. 2011) lo que sugiere que probablemente no esté conservada en todos los sistemas de

virulencia.

Para analizar la posible interaccion de EscO con la ATPasa EscN se realizaron ensayos de
copurificacion tipo pull-down incubando las fracciones solubles de lisados celulares con las
proteinas EscO e His-EscN sobreexpresadas a partir del vector pTrc99A_FF4. Los resultados
obtenidos indican que EscO interacciona directamente con la ATPasa EscN (Figura 12). La
interacciéon se comprobé in vivo utilizando el sistema de doble hibrido en levadura (Y2H)
(Figura 12). Este resultado indica que la interacciéon EscO-EscN estd conservada como se ha
demostrado para el sistema flagelar y el inyectisoma de Salmonella y Chlamydophila; lo que
sugiere que el mecanismo de funcién entre estas proteinas también podria estar conservado.
Para analizar mejor esta interaccion se considerd necesario el mapeo de las regiones de cada

proteina, para determinar la region que es indispensable.
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Figura 12. Interaccion de EscO con la ATPasa EscN. A. Ensayo de copurificacién tipo pull-down por cromatografia
de afinidad a niquel. Las fracciones solubles de E. coli BDP expresando His-EscO y Salmonella SJW1368 expresando
EscN se mezclaron, incubaron con la resina Ni-NTA y se cargaron en la columna. Después de extensivos lavados (L)
las proteinas se eluyeron (E) y se analizaron por inmunodetecciéon tipo Western Blot utilizando anticuerpos
policlonales anti-EscO y anti-EscN. Como control negativo, la fraccion soluble de Salmonella expresando EscN se
incub6 con la resina. B. Ensayo in vivo de la interaccién EscO-EscN. El ensayo de doble hibrido en levadura se
realiz6 utilizando S. cerevisine AH109 cotransformada con los plasmidos pNGBKescO y pGADT7 o pNAGADescN.
Las levaduras cotransformadas se crecieron en medio liquido SD de baja astringencia (SD -Trp -Leu).
Posteriormente se realizaron diluciones seriales, las cuales se inocularon por goteo en medio SD de mediana
astringencia (SD -Trp -Leu -His) para comprobar la interaccién. Los controles positivos (pGADT7-T y pGBKT7-53)
y negativo (pGADT7-T y pGBKT7-Lam) (Clontech).

Con el objetivo de analizar qué regiones de EscO participan en la interacciéon con la ATPasa
EscN, se disefiaron dos proteinas truncas, donde cada una contiene uno de los dominios coiled-
coil predichos para EscO, denominadas EscO160 y = EscOeo-125 (Figura 13A). Debido a la poca
estabilidad de la proteina EscOeo-125, se continu6 el andlisis solo con la proteina EscO1.60. Por

medio de ensayos de copurificacién se determiné la interaccion de la ATPasa EscN con la
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proteina EscO1.60. Los resultados muestran que EscO1.60 interacciona con la ATPasa EscN (Figura
13B); lo que sugiere que 60 residuos de aminoacidos de EscO son suficientes para que EscO
interaccione con la ATPasa EscN. Sin embargo, la conformacién estructural que adquiere esta
proteina atn no estd descrita, por lo que se decidi6é delimitar los residuos de EscO que participan

en la interaccién con la ATPasa EscN.
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Figura 13. Interaccién de EscN con los dominios coiled-coil de EscO. A. Prediccién de dominios coiled-coil de EscO
(Multicoil) y disefio de las versiones truncas de EscO. B. Ensayo de copurificacién tipo pull-down por cromatografia
de afinidad a niquel. Las fracciones solubles de E. coli BDP expresando His-EscOwe0 y Salmonella SJW1368
expresando EscN sin etiqueta, se mezclaron e incubaron con la resina Ni-NTA y se cargaron en la columna.
Después de extensivos lavados, las proteinas se eluyeron y se analizaron por inmunodeteccién tipo Western Blot. Se
utilizaron anticuerpos policlonales especificos anti-EscO y anti-EscN, y el anticuerpo secundario GAR (Goat anti-
rabbit, Santa Cruz Biotechnology). El asterisco (*) indica una banda que probablemente sea producto de la
degradacién de la proteina His-EscO14.

Los resultados anteriores indican que los 60 primeros residuos de EscO son suficientes para
interaccionar con la ATPasa EsclN, sin embargo para identificar los residuos importantes para la
interaccién es necesario identificar la region minima de EscO que participa en la interaccion. Se
disefi6 una proteina de EscO carente de los primeros 10 residuos del N-terminal (EscOa10) y por
medio de ensayos tipo pull-down se determiné la interaccién de EscOa10con la ATPasa EscN. Los

resultados obtenidos muestran que EscOai0 no interacciona con la ATPasa EscN (Figura 14).
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Estos datos sugieren que los 10 primeros residuos de aminoacidos de EscO son indispensables
para mantener la interacciéon con la ATPasa EscN. Estos resultados son comparables con los
resultados obtenidos tanto para el sistema flagelar como para la FoF1 ATP sintasa, en donde se ha
propuesto que la regiéon N-terminal de FliJ y de la subunidad y, son suficientes para la
interaccion con las ATPasas respectivas (Flil y la subunidad ) (Mnatsakanyan, Hook et al. 2009,

Minamino, Morimoto et al. 2011).
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Figura 14. Interaccion de la versidon de EscO carente los primeros 10 aminoacidos (EscOa10) con la ATPasa EscN.
A. Ensayo de copurificacion tipo pull-down por cromatografia de afinidad a niquel. Las fracciones solubles de lisados
de Salmonella SJW1368 expresando His-EscN o EscOaio sin etiqueta se mezclaron, incubaron con la resina Ni-NTA y
se cargaron en la columna. Después de extensivos lavados las proteinas se eluyeron y la copurificacién de EscOaio se
analiz6 por Western Blot utilizando anticuerpos policlonales anti-EscO. El asterisco (*) indica una banda inespecifica
reconocida por los anticuerpos anti-EscO. B. Ensayo in vivo de la interaccion EscOao-EscN. El ensayo de doble
hibrido en levadura se realiz6 utilizando S. cerevisise AH109 cotransformada con los plasmidos pNGAKescOaio y
PGADT7 o pNAGBDescN. Las levaduras cotransformadas se crecieron en medio liquido SD de baja astringencia
(SD -Trp -Leu). Posteriormente se realizaron diluciones seriales, las cuales se inocularon por goteo en medio SD de
mediana astringencia (SD -Trp -Leu -His) para comprobar la interaccién. Los controles positivo (pGADT7-T y
pGBKT7-53) y negativo (pGADT7-T y pGBKT7-Lam) son los provistos por el proveedor (Clontech).
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Por otro lado, para identificar la regiéon de la ATPasa EscN responsable de interaccionar con la
proteina EscO, se realizaron ensayos de copurificacion tipo pull-down. Para realizar este
experimento se utilizaron dos versiones de la ATPasa EscN; la primera carente de la regiéon N-
terminal, denominada EscNaio; y la segunda con una mutacién puntual en la regién C-terminal
la cual a pesar de tener una actividad especifica similar a la silvestre, es incapaz de restaurar el
fenotipo de una cepa AescN, denominada EscNvsosp (Andrade et. al., en proceso). Los resultados
obtenidos muestran que EscNaio2 si interacciona con EscO, mientras que EscNvsosp no (Figura
15). Estos datos sugieren que la regiéon N-terminal de la ATPasa EscN no es la responsable de la
interacciéon con EscO, mientras que el C-terminal de la ATPasa es la region responsable de la
interaccién. El resultado es comparable con el obtenido en el sistema flagelar, en donde se
demostré que la region C-terminal de la ATPasa Flil (residuos 391-400) es la regiéon de
interaccion para Fli] (Ibuki, Imada et al. 2011). Esta region de interacciéon en la ATPasa del SST3
es comparable con una de las regiones de la subunidad p en donde interacciona la subunidad vy,

denominada Catch2 (Abrahams, Leslie et al. 1994).

En conjunto estos resultados sugieren que EscO, al igual que FliJ y la subunidad y, podria estar
localizado en el centro del anillo hexamérico de EscN.La regiéon N-terminal de EscO interacciona
con el C-terminal de la ATPasa EscN definiendo, posiblemente, la estructura del sitio catalitico
para favorecer la hidrélisis de ATP y proveer la energia necesaria para que se lleve a cabo el

proceso de secrecion.
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Figura 15. Interaccién de EscO con diferentes versiones de la ATPasa EscN. Ensayo de copurificacién tipo pull-
down por cromatografia de afinidad a niquel. Las fracciones solubles de E. coli BDP expresando His-EscO y
Salmonella SJW1368 expresando las diferentes versiones de la ATPasa EscN se mezclaron e incubaron con la resina
Ni-NTA y se cargaron en la columna. Después de extensivos lavados las proteinas se eluyeron y se analizaron por
inmunodeteccion tipo Western Blot utilizando anticuerpos policlonales anti-EscN. Como control negativo, la
fraccién soluble de Salmonella expresando cada version de EscN se incubd con la resina de Ni-NTA.

EscO incrementa la actividad de EscN in vitro

Debido a que se identific6 la interacciéon de la proteina EscO con la ATPasa EscN, se propuso
analizar el efecto que pudiera tener EscO sobre la hidrolisis del ATP. Previamente se reporté que
la proteina Fli], equivalente flagelar de EscO, al interaccionar con la ATPasa flagelar FIlil
incrementa su actividad catalitica, proponiendo una funcién similar de Fli] respecto a la
subunidad y de la FiFo ATPasa (Ibuki, Shimada et al. 2009). Si EscO es equivalente a la
subunidad y, probablemente su interaccién con el anillo de la ATPasa EscN produce un cambio
conformacional del sitio catalitico de la ATPasa, favoreciendo la unién de nucleétidos o la
hidrolisis de ATP necesaria para la secrecion de proteinas via SST3. Se analiz6 la actividad de

ATPasa de EscN in vitro, tanto en ausencia como en presencia de diversas concentraciones de
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EscO. Como control negativo se utiliz6 la ATPasa EscN con una mutacién en el sitio catalitico, la
cual no posee actividad hidrolitica (EscNkissg) (Figura 16). Los resultados muestran que la
actividad de EscN incrementa en presencia de EscO hasta 10 veces en una relaciéon molar 1:6
EscN/EscO (0.25 uM EscN con 1.5 pM EscO) (Figura 16). Este resultado sugiere que EscO, al
igual que y en la F1, produce un cambio conformacional en EscN que favorece la unién de
nucleétidos o la hidrélisis de ATP. Muy probablemente esta sobreactivacion de la ATPasa sea un
paso indispensable para que se lleve a cabo la secrecion de proteinas via SST3. Previamente se
reportd que la actividad enzimatica de la ATPasa EscN posee una cooperatividad positiva,
indicando que la oligomerizacién de la enzima esta acoplada con un aumento en la hidrdlisis de
ATP (Andrade, Pardo et al. 2007). También se identificaron diversas formas oligoméricas de la
ATPasa EscN, con una predominancia del monémero, proponiendo que EscN requiere otro
componente del aparato de exportacion para facilitar la oligomerizacion de la enzima (Andrade,
Pardo et al. 2007). Con los resultados obtenidos sugerimos que EscO sirve como ntcleo de
oligomerizacién para la ATPasa EscN y lo estabiliza para mantener a la enzima en un estado

activo.
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Interaccion de EscO con la proteina EscL

En el sistema flagelar el complejo ATPasa estd conformado por tres proteinas: la ATPasa Flil, el
regulador negativo FliH y la proteina FliJ. FliH es una proteina que interacciona con la regiéon
amino de la ATPasa Flil e inhibe su actividad enzimatica in vitro (Minamino and MacNab 2000).
También se ha demostrado que FliH se requiere para la localizacién del complejo ATPasa en la
base del aparato de exportacion (Minamino, Yoshimura et al. 2009). Estudios previos
demostraron que en el SST3 de EPEC esta proteina se encuentra codificada por el gen orf5> de la
isla LEE, el cual fue denominado como EscL (Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 2011). Debido a
la solubilidad baja y a la poca cantidad de proteina EscL obtenida, por cromatografia de
afinidad, para realizar los ensayos de copurificaciéon se produjo una proteina soluble, trunca de
los primeros 89 residuos de su regiéon N-terminal (EscLasy). EscLasy fue capaz de interaccionar
con la ATPasa EscN (Figura 17) y de inhibir su actividad hidrolitica (Figura 19). Sin embargo, el
mecanismo a través del cual EscL tiene dicho efecto sobre EscN atn se desconoce. En el sistema
flagelar se ha propuesto que la proteina reguladora FliH disminuye la actividad de la ATPasa

Flil, inhibiendo su oligomerizacién (Gonzalez-Pedrajo, Fraser et al. 2002).
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Figura 17. Interaccién de la ATPasa EscN con la version trunca de la proteina EscL (EscLasy). A. Inmunodetecciéon
de las muestras obtenidas del ensayo de copurificacién tipo pull-down de EscN con His-EscLags. L: Lavado, E:
Elucién. Para identificar a EscN se utiliz6 el anticuerpo primario anti-EscN. Para identificar a His-EscLago se utiliz6
el anticuerpo anti-histidinas-HRP (Santa Cruz Biotechnology). B. Ensayo de doble hibrido en levadura. Las
levaduras cotransformadas se crecieron en medio liquido SD de baja astringencia (SD -Trp -Leu). Posteriormente se
realizaron diluciones seriales, las cuales se inocularon en medio SD de mediana astringencia (SD -Trp -Leu -His)
para comprobar la interaccién.

Previamente se identific6 la interaccion de la proteina Fli] y su homoélogo en Pseudomonas, HrpO,
con el regulador negativo de la ATPasa (FliH y HrpE, respectivamente) (Gonzalez-Pedrajo,
Fraser et al. 2002, Gazi, Bastaki et al. 2008). Ademas, se ha sugerido que la ATPasa flagelar Flil se
encuentra en el citoplasma unida a su regulador FliH quien se encarga de mantenerla inhibida y
dirigirla al aparato de exportaciéon (Minamino and MacNab 2000), donde el complejo FliH-FIil
interacciona con la proteina FliJ] provocando la oligomerizaciéon de la ATPasa y su activacion
para favorecer el proceso de secrecion (Minamino 2013). Para corroborar si en el inyectisoma de

EPEC el proceso dindmico del complejo ATPasa EscN es el mismo, se analiz6 la interacciéon de
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EscO con el inhibidor de la ATPasa, EscL. Los resultados obtenidos indican que EscO
interacciona con la proteina EscLaso (Figura 18). Este resultado difiere con los datos reportados
para el sistema flagelar, donde se identific6 que la regiéon amino de FliH es la necesaria para
interaccionar con Fli] (Gonzalez-Pedrajo, Fraser et al. 2002), y sugiere que la regiéon de EscL
encargada de interaccionar con EscN y EscO pudiera ser la misma (entre los residuos 90-231),

desempenando una dindmica diferente a la propuesta para el sistema flagelar.
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Figura 18. Interaccion de EscO con la versién trunca de la proteina EscL (EscLass). A. Inmunodetecciéon de las
muestras obtenidas del ensayo de copurificacion tipo pull-down de EscO con His-EscLago. L: Lavado, E: Elucién. Para
identificar a EscO se utiliz6 el anticuerpo primario anti-EscO 1:2,000 y como anticuerpo secundario se utilizé6 GAR
1:5000 (Goat anti-rabbit, Santa Cruz Biotechnology). Para identificar a His-EscLass se utiliz6é el anticuerpo anti-
Histidinas-HRP (Santa Cruz Biotechnology). B. Ensayo de doble hibrido en levadura. Las levaduras
cotransformadas se crecieron en medio liquido SD de baja astringencia (SD -Trp -Leu). Posteriormente se realizaron
diluciones seriales, las cuales se inocularon en medio SD de mediana astringencia (SD -Trp -Leu -His) para
comprobar la interaccion.
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EscL inhibe la sobreactivacion de la ATPasa EscN por la proteina EscO

Para poder profundizar sobre la importancia que tiene la sobreactivaciéon de EscN por EscO, se
analiz6 el fenémeno en presencia del inhibidor EscL. La sobreactivacién de EscN por EscO
desempefia un papel importante sobre el proceso de secrecién de proteinas, ya que una vez que
este proceso comienza la ATPasa se activa para proveer la energia necesaria para facilitar la
disociacion del complejo sustrato-chaperona. Previo a esto, la ATPasa EscN permanecer inactiva
en el citoplasma hasta que se localice en la base del aparato de exportaciéon evitando un gasto
energético innecesario, proceso que estd regulado por EscL (Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al.
2011). Una vez que el complejo EscN-EscL se localiza en la base del aparato de exportacién, una
tercera proteina favorece la oligomerizaciéon de la ATPasa EscN y la activa. Debido a los
resultados obtenidos de sobreactivaciéon de la ATPasa EscN, EscO podria participar como ese
tercer elemento encargado de regular la activacion del proceso. Para confirmar esta hipétesis, se
analiz6 la capacidad de EscO de activar a la ATPasa EscN en presencia de su inhibidor, EscL. En
este experimento se utiliz6 tanto EscL como la proteina trunca EscLaso. Se analiz6 la actividad de
EscN en presencia de EscL o EscLago y EscO. Los resultados obtenidos indican que en presencia
de EscL, la ATPasa EscN ya no puede sobreactivarse por EscO (Figura 19). Estos resultados
indican que la ATPasa cuenta con dos proteinas reguladoras, una que inhibe su actividad y otra
que la estimula. Probablemente se requiere de otra proteina, atin no identificada, que sea capaz
de desplazar el efecto de EscL y permita entonces la sobreactivaciéon por EscO, como podria ser
alguno de los componentes del aparato de secrecién, alguna chaperona, o alguna de las

proteinas del switch.
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Figura 19. EscL inhibe la sobreactivacion de EscN por EscO. Resultados obtenidos a partir de un ensayo de
actividad con verde de malaquita de la ATPasa EscN preincubada con EscL/EscLagy (relacién molar 1:2) y
posteriormente incubada con EscO (relacién molar 1:2:6).

EscO sustituye parcialmente la funcion de Fli]

La proteina EscO posee una baja similitud de secuencia con FliJ (32%), sin embargo, los
resultados obtenidos sugieren que estas dos proteinas tienen una funcién similar
interaccionando con las chaperonas, con la ATPasa EscN, incrementando su actividad, y con el
regulador negativo de la ATPasa. Estas proteinas comparten otras caracteristicas como poseer
una masa molecular pequefia, un punto isoeléctrico basico y una estructura preferentemente o-
helicoidal con una alta tendencia a formar estructuras tipo coiled-coil. Por tal motivo, se analizé
la posibilidad de intercambiar estas proteinas y restaurar el fenotipo observado en las mutantes

AescO y AMfli].
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La cepa Afli] de Salmonella (MKM40) al no ser capaz de ensamblar un flagelo, no es métil, y por
lo tanto es incapaz de formar un halo de nado en agar suave (Minamino, Yoshimura et al. 2009).
Al complementar la mutante con un plasmido que codifica la proteina Fli] (pACTrc]), el nado se
restaura (Figura 20A). Al complementar la mutante con un pldsmido que codifica la proteina
EscO (pMATescO) es posible restaurar de forma parcial el nado (Figura 20A). Por otra parte,
previamente se reporté que la sobreproduccion de FliJ en la cepa silvestre de Salmonella produce
un efecto multicopia negativo sobre el nado, esto debido a la interaccion o el secuestro de
proteinas del sistema flagelar que son necesarias para la exportaciéon de los sustratos (Minamino
and MacNab 2000). La sobreproduccién de la proteina EscO en la cepa silvestre de Salmonella
mostré un efecto multicopia negativo sobre el nado (Figura 20B). Esto sugiere que EscO es capaz

de interaccionar con proteinas del sistema flagelar.

A B Salmonella WT
(SJW1103)

AfliJ
(SJW135)

pACTrc
pTrcO99A

fliJ escO fliJ

escO

- +
1TmMIPTG

Figura 20. Complementacion de la cepa Afli] y efecto multicopia en la cepa silvestre de Salmonella por EscO. A.
Ensayo de nado en agar suave de la cepa Afli] complementada con FliJ y EscO codificadas en el plasmido pACTrc. B.
Efecto multicopia de EscO y FliJ en la cepa silvestre de Salmonella. Las placas se incubaron a 37°C durante 6 h.
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EscO incrementa la actividad de la ATPasa flagelar Flil

Debido a que el resultado anterior sugiere que EscO es capaz de interaccionar con componentes

del sistema flagelar, y teniendo en cuenta que también interacciona con la ATPasa EscN

incrementando su actividad; se analiz6 la posibilidad de que EscO pudiera incrementar la

actividad de la ATPasa flagelar. Previamente se ha reportado que la proteina Fli] incrementa la

actividad de la ATPasa flagelar Flil (Ibuki, Imada et al. 2011). Al analizar la actividad de la

ATPasa Flil en presencia de EscO, se observé un incremento en su actividad similar al observado

con la proteina Fli] (Figura 21). Este resultado sugiere que EscO interacciona con la ATPasa

flagelar Flil, y demuestra que igual que FliJ, incrementa su actividad in vitro.
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Figura 21. Actividad de la ATPasa flagelar Flil en presencia de FliJ y EscO. Resultados obtenidos a partir de un
ensayo de actividad con 0.25 uM Flil en presencia de diferentes concentraciones de Fli] y EscO (0.25- 2.5 pM).
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Fli] no sustituye la funcion de EscO

Los resultados obtenidos previamente sugieren que los miembros de esta familia de proteinas
pueden intercambiarse entre los diferentes SST3. Debido a que EscO es capaz de complementar
el nado en la cepa Afli] y de activar a la ATPasa flagelar Flil; se analiz6 la posibilidad de
complementar la cepa AescO de EPEC con la proteina flagelar FliJ. Por medio de ensayos de
secrecion de proteinas se analiz6 el fenotipo de la cepa AescO transformada con el plasmido
pMM404 (pTrc99A + fli]). Los resultados obtenidos demostraron que Fli] no complementa la
deficiencia de secrecién de la cepa AescO (Figura 22A). Por otro lado, al analizar la actividad de
la ATPasa EscN en presencia de FliJ, se encontré un incremento de la actividad de EscN de su
actividad basal (0.3 umol Pi min! mg?) a 0.5 pmol Pi min? mg- (Figura 22B). Estos resultados
sugieren que la sobreactivacion de EscN es indispensable para que se lleve a cabo el proceso de
secrecion. Aunque FliJ sea capaz de interaccionar con la ATPasa EscN y estimular de forma
moderada su actividad, probablemente se necesita una interacciéon fuerte que sea capaz de

sobreactivar a la ATPasa para que el sistema sea funcional y capaz de secretar las proteinas.
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Figura 22. Complementacion de la cepa AescO y activacion de la ATPasa EscN con FliJ. A. Ensayo de secrecién de
proteinas de virulencia en DMEM a 37°C con 0.5% de CO.. Las proteinas secretadas se precipitaron con 10% TCA y
posteriormente se analizaron por SDS-PAGE 15%. B. Actividad especifica de EscN en presencia de FliJ y EscO.
Resultados obtenidos a partir de un ensayo de actividad con verde de malaquita de 0.25 uM EscN en presencia de
FliJ o EscO (1.5 pM).

65



Modelo estructural de EscO

Recientemente se obtuvieron las estructuras cristalograficas de CdsO del sistema de virulencia
de Chlamydia (Lorenzini, Singer et al. 2010) y de FliJ del sistema flagelar de Salmonella (Ibuki,
Imada et al. 2011) (Figura 23C y D). En ambos casos se obtuvo una estructura conformada por un
dominio coiled-coil formado por dos hélices antiparalelas (Figura 23C y D), estas estructuras son
comparables con el dominio coiled-coil de la subunidad y (Figura 23E). Para poder comparar la
estructura de EscO con la obtenida en los cristales de CdsO y FliJ, se model6 la estructura de
EscO utilizando el programa I-TASSER (Figura 23A y B). Los resultados obtenidos arrojan dos
modelos con un valor de confianza muy cercano (C-score= -1.64 y -1.71, respectivamente). El
primero es un modelo conformado por dos dominios coiled-coil mientras que el segundo es un
dominio coiled-coil conformado por dos alfa hélices antiparalelas (Figura 23A y B). Al comparar
las estructuras obtenidas para EscO con las estructuras resueltas para CdsO, Fli] y la subunidad y
(Figura 23C, D y F, respectivamente), podemos observar que el segundo modelo de EscO es el
que se ajusta con las estructuras de estas proteinas. Al realizar un alineamiento estructural del
modelo 2 de EscO sobre las estructuras de las proteinas CdsO, FliJ y el dominio coiled-coil de la
subunidad y de la FoF1 ATPsintasa, podemos observar una gran similitud entre estas estructuras

(RMSD=3.34 A) (Figura 23F,G y H).
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Figura 23. Modelo estructural de EscO. A. y B. Modelo estructural de EscO obtenido de la prediccién realizada en I-
TASSER. C. Estructura cristalogréfica de CdsO de Chlamydia (PDB: 3K29A). D: Estructura cristalografica de la
proteina flagelar FliJ de Salmonella (PDB: 3ajwA). E. Estructura cristalografica de la subunidad y de la FoF:
ATPsintasa (PDB:1E79). F. Superposicién del modelo de EscO sobre la estructura de CdsO. G. Superposiciéon del
modelo de EscO sobre la estructura de Fli]. H. Superposicién del modelo de EscO sobre la estructura del dominio

coiled-coil de la subunidad y de la FoF1 ATPsintasa.
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Debido a que los datos estructurales y funcionales obtenidos para EscO sugieren que tiene una
funcién equivalente a la de la proteina flagelar Fli] y la subunidad y se construyé un modelo in

silico de un complejo EscNe-EscO (Figura 24).

Figura 24. Modelo in silico del complejo EscNe-EscO. El anillo homohexamérico de EscN (azul) se model6
utilizando como templado las coordenadas de anillo heterohexamérico asfs de la F1 ATPsintasa (PDB:1E79). La

localizacién del modelo estructural de EscO (rojo) se ajust6 con la regién correspondiente de la subunidad y de la F;
ATPsintasa.

Las argininas de EscO conservadas con la familia de proteinas YscO,
no son indispensables para su funcién

Debido a la similitud encontrada entre EscO y la proteina YscO de Yersinia, se realiz6 un
alineamiento de secuencias de las proteinas para identificar residuos conservados que estuvieran
relacionados con la funcién de estas proteinas. Al alinear la secuencia de EscO con varias de las

proteinas de la familia de YscO (Pfam 07321) se identificaron varios residuos conservados
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(Figura 25A), entre los que se encuentran dos argininas (Argl2 y Arg 15 en EscO). Para
identificar la importancia de estos residuos en la funcién de EscO, se realiz6 una version de EscO
mutante en ambas argininas, en la cual ambos residuos se modificaron por alaninas (EscOpmra).
Al complementar la cepa AescO con His-EscOpmra codificada en un plasmido (pMEescOpwmra), la
falta de secrecion de proteinas se restaur6 a niveles comparables con los de la cepa
complementada con His-EscO (Figura 25C). También se corrobor6 que los niveles de
sobreactivacion de la ATPasa EscN por EscOpmra son iguales a los obtenidos por EscOwr (Figura
25). Estos resultados indican que las argininas no son necesarias para poder sobreactivar a la
ATPasa EscN, lo que sugiere que una vez que la ATPasa es sobreactivada por EscO o EscOpmra,
el proceso de secrecién de proteinas se puede llevar a cabo. Esto indica que las argininas
conservadas no poseen una importancia funcional para EscO, a pesar de estar conservadas con

las proteinas de la familia YscO.
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Figura 25. Importancia de las argininas 12 y 15 de EscO conservadas con los miembros de la familia YscO. A.
Alineamiento multiple de la proteina EscO con miembros pertenecientes a la familia YscO (Pfam 07321) en otros
SST3. Los residuos de aminoacidos idénticos se encuentran enmarcados en un cuadro rojo mientras que los
similares se muestran en letras rojas. La estructura secundaria predicha para EscO de EPEC y para YscO de Yersinia
pestis (ambas compuestas predominantemente por alfa-hélices) se muestra sobre y por debajo del alineamiento,
respectivamente. Las secuencias se alinearon usando el programa Muscle y la figura se generé usando ESPript2.2. B.
Ensayo de complementacién de la cepa descO con las versiones EscOwr y EscOpmra codificadas en pET19b. C.
Actividad especifica de EscN en presencia de EscOwr y EscOpmra. Resultados obtenidos a partir de un ensayo de
actividad con 0.25 pM EscN en presencia de 1.5 uM EscOwr 0 EscOpumra.
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La proteina EscO forma dimeros y la cisteina 52 les confiere
estabilidad

Durante el proyecto de maestria demostramos que EscO forma dimeros resistentes a SDS
(Romo-Castillo 2010). Para analizar la influencia de las cisteinas en la formacién del dimero se
obtuvieron mutaciones puntuales, sustituyendo la cisteina por serina. Se obtuvieron tanto las
mutaciones sencillas (C37S, C52S) como una mutaciéon doble en las dos cisteinas (DMCS). Se
analiz6 la capacidad de estas mutantes de EscO de formar dimeros resistentes a SDS. Las
proteinas recombinantes, etiquetadas con 10 histidinas, se purificaron por cromatografia de
afinidad y se analizaron en geles de acrilamida con SDS en presencia y ausencia de 10% de (-
mercaptoetanol. Los resultados obtenidos muestran que la cisteina 52 (EscOcszs) y la doble
mutante (EscOpmcs) no formar dimeros resistentes a SDS, mientras que la mutante en la cisteina
37 (EscOcs7s) se comporta igual que la proteina silvestre (EscOwr) (Figura 26). Estos resultados

indican que la cisteina 52 es necesaria para la estabilizacién del dimero.
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Figura 26. Oligomerizacién de las versiones de EscO mutantes en las cisteinas. 4.8 pg de proteina analizados en
ausencia y presencia de 10% P-mercaptoetanol. Monémero: 16 kDa, Dimero: 32 kDa. SDS-PAGE 15% tefido con
azul de Coomassie.
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Las proteinas mutantes de EscO en las cisteinas complementan la
secrecion de una cepa AescO

Para poder conocer la importancia funcional de la oligomerizacion de EscO, se analizé la
capacidad de las proteinas mutantes en las cisteinas de la proteina EscO en su capacidad de
complementar la secreciéon en una cepa AescO. Por medio de ensayos de secrecion se analiz6 el
fenotipo de la cepa mutante AescO complementada con los pldsmidos pNEescOwr, pMEescOcs7s,
PMEescOcs2s y pMEescOpwmcs. Los resultados obtenidos indican que la oligomerizaciéon de EscO
no tiene ningun efecto relevante sobre la secrecion de sustratos, ya que todas las proteinas
mutantes en las cisteinas complementan a la cepa AescO (Figura 27). Este resultado sugiere que
la forma monomeérica de EscO es suficiente para la funcionalidad de la proteina. Este resultado
estd acorde con la estequiometria sugerida para el complejo ATPasa del sistema flagelar, donde
se propone que 6 subunidades de Flil se unen a una subunidad de FliJ (Ibuki, Imada et al. 2011).

Esta estequiometria es la misma que posee el complejo asPsy en la FoF1 ATP-sintetasa.
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Figura 27. Complementacién de la cepa AescO con las versiones de EscO mutantes en las cisteinas. Ensayo de
secrecion de proteinas en DMEM a 37°C con 0.5% de CO». Perfil de secrecién de la cepa descO complementada con
pET19b, pMEescOwr, pMEescOcszs, pMEescOcszs v pMEescOpmcs. Las proteinas efectoras secretadas (S) se
analizaron por inmunodeteccién tipo Western Blot utilizando anticuerpos policlonales anti-Tir y anti-EspF.

Las versiones mutantes de EscO en las cisteinas presentan un retraso
sobre la activacion de la ATPasa EscN

Debido a que las proteinas mutantes de EscO en las cisteinas de EscO complementan a la cepa
AescO, se analiz6 la capacidad tienen para sobreactivar a la ATPasa EscN. A través de ensayos
de actividad de ATPasa se analiz6 la sobreactivacion de EscN por las diferentes versiones de
EscO. Los resultados muestran que estas proteinas mutantes en las cisteinas incrementaron la
actividad especifica de la ATPasa EscN al mismo nivel que la proteina silvestre (Figura 28A); sin
embargo, las versiones mutantes que no forman dimeros (EscOcs2s y EscOpwmcs) presentaron un
retraso sobre la activaciéon de EscN (Figura 28B). Estos datos sugieren que la estabilidad del
dimero es ttil para la rapida sobreactivacion de la ATPasa. Al realizar la mutacién de cisteina 52

o al mutar ambas cisteinas, la estabilidad del dimero disminuye dréasticamente (Figura 26). A
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través del tiempo el dimero de EscO en estas versiones mutantes (EscOcs2s y EscOpmcs) se forma,
permitiendo una sobreactivacion de la ATPasa. Sin embargo, serdn necesarios mds experimentos

para poder definir la importancia de la dimerizaciéon de EscO en el proceso de activacion de la

ATPasa EscN.
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Figura 28. Activacion de la ATPasa EscN por las versiones mutantes de EscO en las cisteinas. A. Actividad
especifica de EscN en presencia de las diferentes versiones mutantes de EscO en las cisteinas. B. Hidro6lisis de ATP a
través del tiempo de EscN en presencia de las versiones mutantes de EscO.

La cinética de secrecidon de efectores se modifica en la cepa AescO
complementada con versiones de EscO afectadas en su dimerizacion

Con el fin de analizar si la falta de dimerizaciéon de las versiones de EscO mutantes en las
cisteinas (EscOcs2s y EscOpwmcs) tenia algan efecto sobre la cinética de secrecion de proteinas; se
realizé un ensayo de secrecién de la cepa AescO complementada con los plasmidos pNEescOwr,
y pPMEescOcszs a diferentes densidades 6pticas (DOsoonm entre 0.4 y 0.8). Los resultados obtenidos
mostraron que al complementar la cepa AescO con pMEescOcszs hay un defecto en la jerarquia de

secrecion de algunas proteinas, ya que los efectores se comienzan a secretar a densidades 6pticas
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bajas, mientras que en la cepa AescO con pMEescOwr la secreciéon de estas proteinas se da a
densidades 6pticas altas (Figura 29). Este resultado indica que probablemente el dimero de EscO
podria estar participando en la jerarquia de secreciéon de sustratos al interaccionar con algunas
de las proteinas de los interruptores moleculares encargados de retener a los efectores como son

EscP, SepL o SepD (Deng, Li et al. 2005, Monjaras Feria, Garcia-Gomez et al. 2012).
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Figura 29. Cinética de secrecion en la cepa AescO complementada con los plasmidos pNEescOwr, y pMEescOcsas.
Ay C. Perfil de secrecién analizado en SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie. B y D. Inmunodeteccién tipo
Western Blot utilizando como anticuerpo primario anti-EspB 1:35,000, anti-EspF 1:25,000, Anti-Tir 1:2,000 y anti-
Map 1:20,000. Como anticuerpo secundario se utilizé6 GAR 1:10,000.

La proteina EscO no se localiza en el periplasma

Previamente se reporté que EscO se encuentra asociada a membrana, asi como en la fracciéon
periplasmica (Sal-Man, Biemans-Oldehinkel et al. 2012). Debido a la presencia de puentes
disulfuro que son importantes en la dimerizacién de EscO, decidimos analizar la presencia de
EscO en el periplasma asi como la presencia de las diferentes formas de EscO (monémero-

dimero) en este compartimento celular. Para realizar este experimento se realizd un
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fraccionamiento celular parcial, aislando la fraccién periplasmica mediante la formaciéon de
esferoplastos con sacarosa-lisozima-EDTA, como se ha reportado previamente (Garcia-Gomez,
Espinosa et al. 2011). En la cepa mutante AescO, se sobreprodujo tanto la proteina His-EscO como
la proteina EscO-His. La presencia de ambas proteinas en las pastillas celulares se determiné por
inmunodeteccion utilizando anticuerpos especificos anti-His. Como control de la pureza de la
fracciéon peripldsmica se analiz6 la ausencia de las proteinas citoplasmicas DnaK y CesT. Como
control de la fracciéon periplasmica se utilizé la proteina de unién a maltosa MBP. Los resultados
obtenidos mostraron que ni His-EscO, ni EscO-His se localizan en la fraccién peripldsmica de
EPEC (Figura 30). Cabe mencionar que en el trabajo previamente publicado (Sal-Man, Biemans-
Oldehinkel et al. 2012) utilizan a la proteina EscO etiquetada en la regiéon C-terminal con 2
epitopes de Hemaglutinina (2HA), por lo que sera necesario analizar la misma version de EscO
(EscO-2HA) para poder identificar si la presencia de esta proteina en la fraccién peripldsmica no
se debe a un efecto producido por la presencia de dicha etiqueta en su regién C-terminal. Al no
poder identificar la version silvestre de EscO en el periplasma, no se pudo analizar la presencia

de formas oligoméricas.

AescO AescO

His-EscO
EscO-His
His-EscO
EscO-His

kDa [mer kDa
16.5 -|' o | 165 a-CesT
83.0 |- A Remms 83.0 o-DnaK
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16.5 - . wvme.|  16.5 o-His
Pastillas Periplasma

Figura 30. EscO no se localiza en el periplasma de EPEC. Pastillas celulares y fraccién periplasmica de la mutante
AescO complementada con las proteinas recombinantes His-EscO o EscO-His. Ambas fracciones se analizaron por
inmunodeteccion tipo Western Blot utilizando anticuerpos especificos anti-CesT, anti-DnaK, anti-MBP y anti-His
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Modelo de funciéon de EscO

Analizando todos los resultados obtenidos durante este proyecto, en conjunto con los resultados
encontrados en el sistema flagelar y los otros sistemas de virulencia, se propone el siguiente
modelo sobre la funcién de EscO (Figura 31). En el citoplasma se forma un complejo entre EscN
y EscL, en el cual EscL mantiene a la ATPasa EscN en un estado inactivo, hasta que la secreciéon
de sustratos sea necesaria (Minamino and MacNab 2000, Blaylock, Riordan et al. 2006, Stone,
Bulir et al. 2011, Chatterjee, Halder et al. 2013). Es poco probable que EscO interaccione con este
complejo en el citoplasma, debido a que la actividad de EscN se des-reprime hasta niveles
basales en presencia de EscL y EscO (Figura 19). El complejo EscN-EscL y EscO se reclutan de
manera independiente en el anillo C (EscQ) previamente a la localizaciéon del complejo EscN-
EscL-EscO en la puerta del aparato de exportacion (Gonzalez-Pedrajo, Minamino et al. 2006,
McMurry, Murphy et al. 2006, Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 2011, Cherradi, Hachani et al.
2014). La interaccion de EscL con los componentes del aparato de exportacion, como EscV (Zhu,
Gonzalez-Pedrajo et al. 2002, Hara, Morimoto et al. 2012, Cherradi, Hachani et al. 2014), induce
un cambio conformacional en EscL, el cual permite que EscO promueva la oligomerizaciéon de
EscN y la estimulacién de la actividad de ATPasa (Figura 16)(Ibuki, Imada et al. 2011). EscL
funciona como el estator lateral de la ATP sintasa FoF1, permitiendo la estable asociaciéon del
complejo EscN-EscL-EscO en la plataforma de exportacion (Pallen, Bailey et al. 2006, Zarivach,
Vuckovic et al. 2007, Ibuki, Imada et al. 2011, Hara, Morimoto et al. 2012, Kawamoto, Morimoto
et al. 2013). El complejo sustrato-chaperona también se recluta en la plataforma (EscQ) antes de
unirse al complejo ATPasa. Una vez que el complejo chaperona-sustrato se une al complejo

ATPasa, la hidrolisis de ATP permite la disociacién del complejo y el desplegamiento parcial del
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sustrato para que pueda ser secretado a través del sistema (Gauthier and Finlay 2003, Thomas,
Stafford et al. 2004, Akeda and Galan 2005, Lara-Tejero, Kato et al. 2011). Durante este proceso,
la interacciéon de EscO con EscV (proteina del aparato de secrecién) acopla la hidrélisis de ATP
de EscN con la secrecién de proteinas dirigida por la fuerza protén motriz (Thomas, Stafford et
al. 2004, Minamino, Imada et al. 2011, Abrusci, Vergara-Irigaray et al. 2013, Ibuki, Uchida et al.
2013). Una vez que se lleva a cabo la hidrélisis de ATP, el complejo se disocia liberando a todas
las proteinas en el citoplasma donde EscO se une a las chaperonas (Figura 11) para poder

reciclarlas y facilitar el proceso de secrecion.

EscL

EscN

EscO

—

EscV

Chaperona

o
1% Sustrato

Figura 31. Modelo de la funcién de la proteina EscO. A. El complejo EscL-EscN se forma en el citoplasma. B. El
complejo EscL-EscN y EscO se localizan independientemente en el anillo citoplasmico. C. La interaccién de EscL con
los componentes del aparato de exportaciéon como EscV permite un cambio conformacional en la ATPasa EscN que
posibilita su oligomerizacién y la interacciéon con EscO. D. El complejo chaperona-sustrato se localiza en el anillo
citoplasmico antes de asociarse al complejo ATPasa (EscL-EscN-EscO). E. El complejo chaperona-sustrato se asocia
al complejo, lo cual junto con el acoplamiento de la hidrélisis de ATP y la fuerza protén motriz dan lugar al proceso
de secrecion. La hidrolisis de ATP produce una disociacién del complejo chaperona-sustrato, que permite la
secrecion del sustrato via SST3. F. Una vez que la chaperona se encuentra libre es reclutada por EscO, mientras que
los mondémero de EscN se asocian de nuevo en el citoplasma con los dimeros de EscL. G. EscO permanece unida a la
chaperona hasta que se identifica al sustrato, el cual se encarga de desplazar a EscO, formando un nuevo complejo
chaperona-sustrato y dejando a EscO libre en el citoplasma. H. El complejo EscL-EscN y EscO se vuelven a localizar
en el anillo citoplasmico para comenzar otro ciclo.

78



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante este proyecto indican que EscO pertenece a la familia de
proteinas que incluyen a FliJ, YscO, CdsO y Cpn0706. A pesar de no poseer una alta similitud de
secuencia, EscO comparte diferentes caracteristicas con estas proteinas, todas estdn codificadas
por genes sinténicos (genes pequefios codificados rio abajo del gen que codifica a la ATPasa y rio
arriba del gen que codifica a la regla molecular), posee una pequefia masa molecular (16 kDa),
un punto isoeléctrico basico (10.1) y una estructura secundaria mayoritariamente alfa helicoidal
con una alta prediccion de formaciéon de dominios coiled-coil. Estas proteinas son indispensables
para la secrecién ya que son proteinas que forman parte del aparato de exportacién, en particular

del complejo ATPasa.

A pesar de que la proteina EscO, al igual que sus equivalentes funcionales FliJ y YscO,
desempefia multiples funciones, tiene un papel esencial durante el proceso de secreciéon. Se ha
propuesto que estas proteinas son las encargadas de funcionar como centro de oligomerizacién
para el anillo hexamérico de la ATPasa y mantenerlo estable. En este trabajo se demostré que
EscO interacciona con la ATPasa EscN (Figura 12) y produce sobractivandola (Figura 16). Al
complementar la cepa AescO con la proteina FliJ, no se restaura la secreciéon de proteinas y
aunque la actividad de la ATPasa EscN se incrementa al doble en presencia de Fli], no se
sobreactiva como sucede en presencia de EscO (Figura 22). Estos resultados sugieren que la
sobreactivacion de la ATPasa es indispensable para que se lleve a cabo la secrecién de proteinas
via SST3. Sin embargo, estudios posteriores se requeriran para confirmar la importancia de la
sobreactivacion de la ATPasa durante el proceso de secrecion.
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La dindmica de interaccioén entre las proteinas del complejo ATPasa (EscN, EscL y EscO) no se ha
podido descifrar. Aparentemente también se requiere de la interaccién de un cuarto elemento,
que no se ha identificado atn, para poder definir el proceso de inhibicién y activaciéon de la
ATPasa; ya que EscO es incapaz de sobractivar a la ATPasa EscN en presencia de su inhibidor

EscL (Figura 19).

Adicionalmente, se identificé la interacciéon de EscO con las proteinas chaperonas CesD, CesD2 y
CesT (Figura 11). Este resultado una participaciéon de EscO en el reciclaje de chaperonas, para
favorecer la secreciéon de diversos sustratos durante la biogénesis y la secrecion de proteinas via
SST3. Esta funcion también se ha propuesto para las proteinas Fli] y YscO (Evans, Stafford et al.

2006, Evans and Hughes 2009).

EscO es capaz de interaccionar con proteinas del sistema flagelar, entre las que se encuentra la
ATPasa Flil, e incluso sobreactiva a esta ATPasa (Figura 21). A pesar de que se ha propuesto que
ambos sistemas no coexisten in vivo, la importancia de esta posible intercomunicacién entre el

sistema flagelar y el de virulencia atin no se conoce.

La oligomerizacién de EscO no es importante para la sobreactivacion de la ATPasa y la secreciéon
de proteinas (Figura 27 y Figura 28). Sin embargo, al analizar el perfil se secreciéon de la cepa
AescO complementada con las mutantes en las cisteinas, se observé un defecto en la jerarquia de
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secrecion de proteinas efectoras (Figura 29). Estos datos sugieren que la transicion entre la forma
dimérica y monomérica de EscO es importante para la interacciéon con las proteinas del switch,
para que éstas funcionen de manera adecuada. Se requerirdan mads estudios para identificar la
interaccion de EscO con estas proteinas del switch para caracterizar la relevancia de la

dimerizacion de la proteina EscO durante el proceso de secrecion.

La localizacién periplasmica de EscO previamente reportada no se pudo corroborar (Figura 30),
Por lo tanto, se requerirdn mds estudios para poder estudiar la importancia de la localizacién de

EscO en el proceso de secrecion, y la posible oligomerizacién de EscO en el periplasma.

Las argininas conservadas entre EscO y las proteinas de la familia YscO no son indispensables
para su funcién (Figura 25). Sin embargo, hay que analizar la importancia de los otros residuos

conservados encontrados entre estas proteinas.
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APENDICE

Proteinas codificadas en LEE, equivalentes en otros SST3 y en la FOF1 ATPasa.

Funcion EPEC Salmonella Salmonella  Yersinia  Shigella FoFy
(Flagelo) TPasa
? Rorfl
Efector: Altera red microtubulos EspG VirA
Regulador positivo de LEE Ler
Orf2
Chaperona de EspA y EspB CesAB
? Orf4
Regulador ATPasa EscL FliH YscL dyb
Aparato exportaciéon EscR FliP SpaP YscR Spa24
Aparato exportaciéon EscS FliQ SpaQ YscS Spa9
Aparato exportacion EscT FliR SpaR YscT Spa29
Aparat‘s’vev’i‘tiﬁr;wo“ y EscU FIhB SpaS YscU Spad0
Transglicosilasa litica EtgA Flg] lagB IpgF
Regulador negativo de Ler GrIR
Regulador positivo de Ler GrlA
ChaperonaEspA/B CesD SicA SycD/LcerH IpgC
Secretina (membrana externa) EscC InvG YscC MxiD
Switch 2 SepD
Anillo membrana interna Esc] FIiF PrgK Ysc Mxi]
(lipoproteina)
Eje interno Escl Prej Yscl Mxil
Efector EspZ
Switch 2 Orf12
Aparato exportaciéon EscV FIhA InvA YscV/LrcD MxiA
ATPasa EscN Flil InvC YscN Spad7 ayp
Complejo ATPasa EscO Fli] InvI YscO Spal3 Y
Switch 1 y control longitud EscP FliK Inv] YscP Spa32
Anillo citoplasmico EscQ FliN SpaO YscQ Spa33
Efector EspH
Chaperona CesF CesF
Efector: Altera uniones estrechas Map
Receptor de intimina. Tir
Efector:Nucleacion de actina.
Chaperona : Tir,NleA CesT
Intimina Eae
Anillo membrana interna EscD FliG YscD
Switch 2 SepL InvE YopN/TyeA MxiC
Filamento EspA FliC LerV
Translocon EspD SipB YopB IpaB
Translocon EspB SipC YopD
Chaperona EspD CesD2
Aguja/ gancho/ pilus EscF FlgE Prgl YscF MxiH
Chaperona EspA CesA2
Efector:Altera filamentos
EspF

intermedios y uniones estrechas

82



REFERENCIAS

Abrahams, J. P, A. G. Leslie, R. Lutter and J. E. Walker (1994). "Structure at 2.8 A resolution of F1-ATPase from
bovine heart mitochondria." Nature 370(6491): 621-628.

Abrusci, P., M. Vergara-Irigaray, S. Johnson, M. D. Beeby, D. R. Hendrixson, P. Roversi, M. E. Friede, J. E. Deane, G.
J. Jensen, C. M. Tang and S. M. Lea (2013). "Architecture of the major component of the type Ill secretion system
export apparatus.”" Nat Struct Mol Biol 20(1): 99-104.

Akeda, Y. and J. E. Galan (2004). "Genetic analysis of the Salmonella enterica type Il secretion-associated ATPase
InvC defines discrete functional domains." ) Bacteriol 186(8): 2402-2412.

Akeda, Y. and J. E. Galan (2005). "Chaperone release and unfolding of substrates in type Ill secretion." Nature
437(7060): 911-915.

Alam, N. H. and H. Ashraf (2003). "Treatment of infectious diarrhea in children." Paediatr Drugs 5(3): 151-165.
Andrade, A,, J. P. Pardo, N. Espinosa, G. Perez-Hernandez and B. Gonzalez-Pedrajo (2007). "Enzymatic
characterization of the enteropathogenic Escherichia coli type Ill secretion ATPase EscN." Arch Biochem Biophys
468(1): 121-127.

Auvray, F., A. J. Ozin, L. Claret and C. Hughes (2002). "Intrinsic membrane targeting of the flagellar export ATPase
Flil: interaction with acidic phospholipids and FliH." ) Mol Biol 318(4): 941-950.

Berdichevsky, T., D. Friedberg, C. Nadler, A. Rokney, A. Oppenheim and I. Rosenshine (2005). "Ler is a negative
autoregulator of the LEE1 operon in enteropathogenic Escherichia coli." J Bacteriol 187(1): 349-357.
Biemans-Oldehinkel, E., N. Sal-Man, W. Deng, L. J. Foster and B. B. Finlay (2011). "Quantitative proteomic analysis
reveals formation of an EscL-EscQ-EscN type Il complex in enteropathogenic Escherichia coli." ) Bacteriol 193(19):
5514-5519.

Blaylock, B., K. E. Riordan, D. M. Missiakas and O. Schneewind (2006). "Characterization of the Yersinia
enterocolitica type lll secretion ATPase YscN and its regulator, YscL." J Bacteriol 188(10): 3525-3534.

Blocker, A., K. Komoriya and S. Aizawa (2003). "Type lll secretion systems and bacterial flagella: insights into their
function from structural similarities." Proc Natl Acad Sci U S A 100(6): 3027-3030.

Blocker, A. J., ). E. Deane, A. K. Veenendaal, P. Roversi, J. L. Hodgkinson, S. Johnson and S. M. Lea (2008). "What's
the point of the type Il secretion system needle?" Proc Natl Acad Sci U S A 105(18): 6507-6513.

Borriello, S. P., P. R. Murray and G. Funke (2005). Topley & Wilson’s Microbiology & Microbial Infections.

Boyer, P. D. (1997). "The ATP synthase--a splendid molecular machine." Annu Rev Biochem 66: 717-749.
Bustamante, V. H., F. J. Santana, E. Calva and J. L. Puente (2001). "Transcriptional regulation of type Il secretion
genes in enteropathogenic Escherichia coli: Ler antagonizes H-NS-dependent repression." Mol Microbiol 39(3):
664-678.

Caron, E., V. F. Crepin, N. Simpson, S. Knutton, J. Garmendia and G. Frankel (2006). "Subversion of actin dynamics
by EPEC and EHEC." Curr Opin Microbiol 9(1): 40-45.

Claret, L., S. R. Calder, M. Higgins and C. Hughes (2003). "Oligomerization and activation of the Flil ATPase central
to bacterial flagellum assembly." Mol Microbiol 48(5): 1349-1355.

Clarke, S. C., R. D. Haigh, P. P. Freestone and P. H. Williams (2002). "Enteropathogenic Escherichia coli infection:
history and clinical aspects." Br J Biomed Sci 59(2): 123-127.

Cooper, C. A,, K. Zhang, S. N. Andres, Y. Fang, N. A. Kaniuk, M. Hannemann, J. H. Brumell, L. J. Foster, M. S. Junop
and B. K. Coombes (2010). "Structural and biochemical characterization of SrcA, a multi-cargo type Ill secretion
chaperone in Salmonella required for pathogenic association with a host." PLoS Pathog 6(2): e1000751.

Cornelis, G. R. (2006). "The type Ill secretion injectisome." Nat Rev Microbiol 4(11): 811-825.

Creasey, E. A., D. Friedberg, R. K. Shaw, T. Umanski, S. Knutton, |. Rosenshine and G. Frankel (2003). "CesAB is an
enteropathogenic Escherichia coli chaperone for the type-lll translocator proteins EspA and EspB." Microbiology
149(Pt 12): 3639-3647.

Chami, M., I. Guilvout, M. Gregorini, H. W. Remigy, S. A. Muller, M. Valerio, A. Engel, A. P. Pugsley and N. Bayan
(2005). "Structural insights into the secretin PulD and its trypsin-resistant core." J Biol Chem 280(45): 37732-37741.

83



Chatterjee, R., P. K. Halder and S. Datta (2013). "ldentification and molecular characterization of Ysal (Ye3555): a
novel negative regulator of YsaN ATPase in type three secretion system of enteropathogenic bacteria Yersinia
enterocolitica." PLoS One 8(10): e75028.

Cherradi, Y., A. Hachani and A. Allaoui (2014). "Spa1l3 of Shigella flexneri has a dual role: chaperone escort and
export gate-activator switch of the type Ill secretion system." Microbiology 160(Pt 1): 130-141.

Datsenko, K. A. and B. L. Wanner (2000). "One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12
using PCR products." Proc Natl Acad Sci U S A 97(12): 6640-6645.

Dean, P. and B. Kenny (2009). "The effector repertoire of enteropathogenic E. coli: ganging up on the host cell."
Curr Opin Microbiol 12(1): 101-109.

Deng, W., Y. Li, P. R. Hardwidge, E. A. Frey, R. A. Pfuetzner, S. Lee, S. Gruenheid, N. C. Strynakda, J. L. Puente and B.
B. Finlay (2005). "Regulation of type Ill secretion hierarchy of translocators and effectors in attaching and effacing
bacterial pathogens." Infect Immun 73(4): 2135-2146.

Deng, W., B. A. Vallance, Y. Li, J. L. Puente and B. B. Finlay (2003). "Citrobacter rodentium translocated intimin
receptor (Tir) is an essential virulence factor needed for actin condensation, intestinal colonization and colonic
hyperplasia in mice." Mol Microbiol 48(1): 95-115.

DeVinney, R., D. G. Knoechel and B. B. Finlay (1999). "Enteropathogenic Escherichia coli: cellular harassment." Curr
Opin Microbiol 2(1): 83-88.

Diepold, A., M. Amstutz, S. Abel, I. Sorg, U. Jenal and G. R. Cornelis (2010). "Deciphering the assembly of the
Yersinia type Il secretion injectisome." EMBO J 29(11): 1928-1940.

Elliott, S. J., C. B. O'Connell, A. Koutsouris, C. Brinkley, M. S. Donnenberg, G. Hecht and J. B. Kaper (2002). "A gene
from the locus of enterocyte effacement that is required for enteropathogenic Escherichia coli to increase tight-
junction permeability encodes a chaperone for EspF." Infect Immun 70(5): 2271-2277.

Elliott, S. J., V. Sperandio, J. A. Giron, S. Shin, J. L. Mellies, L. Wainwright, S. W. Hutcheson, T. K. McDaniel and J. B.
Kaper (2000). "The locus of enterocyte effacement (LEE)-encoded regulator controls expression of both LEE- and
non-LEE-encoded virulence factors in enteropathogenic and enterohemorrhagic Escherichia coli." Infect Immun
68(11): 6115-6126.

Evans, L. D. and C. Hughes (2009). "Selective binding of virulence type Ill export chaperones by FliJ escort
orthologues Invl and YscO." FEMS Microbiol Lett 293(2): 292-297.

Evans, L. D., G. P. Stafford, S. Ahmed, G. M. Fraser and C. Hughes (2006). "An escort mechanism for cycling of
export chaperones during flagellum assembly." Proc Natl Acad Sci U S A 103(46): 17474-17479.

Evans, L. D. B., G. P. Stafford, S. Ahmed, G. M. Fraser and C. Hughes (2006). "An escort mechanism for cycling of
export chaperones during flagellum assembly." Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 103(46): 17474-17479.

Fillingame, R. H., C. M. Angevine and O. Y. Dmitriev (2003). "Mechanics of coupling proton movements to c-ring
rotation in ATP synthase." FEBS Lett 555(1): 29-34.

Fraser, G. M., B. Gonzalez-Pedrajo, J. R. Tame and R. M. Macnab (2003). "Interactions of FliJ with the Salmonella
type lll flagellar export apparatus.” J Bacteriol 185(18): 5546-5554.

Friedberg, D., T. Umanski, Y. Fang and |. Rosenshine (1999). "Hierarchy in the expression of the locus of enterocyte
effacement genes of enteropathogenic Escherichia coli." Mol Microbiol 34(5): 941-952.

Galan, J. E. (2009). "Common themes in the design and function of bacterial effectors." Cell Host Microbe 5(6):
571-579.

Garcia-Gomez, E., N. Espinosa, J. de la Mora, G. Dreyfus and B. Gonzalez-Pedrajo (2011). "The muramidase EtgA
from enteropathogenic Escherichia coli is required for efficient type Ill secretion." Microbiology 157(Pt 4): 1145-
1160.

Gauthier, A. and B. B. Finlay (2003). "Translocated intimin receptor and its chaperone interact with ATPase of the
type lll secretion apparatus of enteropathogenic Escherichia coli." ) Bacteriol 185(23): 6747-6755.

Gauthier, A, J. L. Puente and B. B. Finlay (2003). "Secretin of the enteropathogenic Escherichia coli type IlI
secretion system requires components of the type Il apparatus for assembly and localization." Infect Immun 71(6):
3310-3319.

Gazi, A. D., M. Bastaki, S. N. Charova, E. A. Gkougkoulia, E. A. Kapellios, N. J. Panopoulos and M. Kokkinidis (2008).
"Evidence for a coiled-coil interaction mode of disordered proteins from bacterial type Ill secretion systems." J Biol
Chem 283(49): 34062-34068.

84



Gendrin, C., S. Sarrazin, D. Bonnaffe, J. M. Jault, H. Lortat-Jacob and A. Dessen (2010). "Hijacking of the pleiotropic
cytokine interferon-gamma by the type Il secretion system of Yersinia pestis." PLoS One 5(12): e15242.

Gibbons, C., M. G. Montgomery, A. G. Leslie and J. E. Walker (2000). "The structure of the central stalk in bovine
F(1)-ATPase at 2.4 A resolution." Nat Struct Biol 7(11): 1055-1061.

Gietz, R. D. and R. H. Schiestl (1995). "Transforming yeast with DNA." Methods in Molecular and Cellular Biology
5(5): 255-269.

Gonzalez-Pedrajo, B., G. M. Fraser, T. Minamino and R. M. Macnab (2002). "Molecular dissection of Salmonella
FliH, a regulator of the ATPase Flil and the type Il flagellar protein export pathway." Mol Microbiol 45(4): 967-982.
Gonzalez-Pedrajo, B., T. Minamino, M. Kihara and K. Namba (2006). "Interactions between C ring proteins and
export apparatus components: a possible mechanism for facilitating type lll protein export." Mol Microbiol 60(4):
984-998.

Hara, N., Y. V. Morimoto, A. Kawamoto, K. Namba and T. Minamino (2012). "Interaction of the extreme N-terminal
region of FliH with FIhA is required for efficient bacterial flagellar protein export." J Bacteriol 194(19): 5353-5360.
Hodgkinson, J. L., A. Horsley, D. Stabat, M. Simon, S. Johnson, P. C. da Fonseca, E. P. Morris, J. S. Wall, S. M. Lea and
A. J. Blocker (2009). "Three-dimensional reconstruction of the Shigella T3SS transmembrane regions reveals 12-fold
symmetry and novel features throughout." Nat Struct Mol Biol 16(5): 477-485.

Ibuki, T., K. Imada, T. Minamino, T. Kato, T. Miyata and K. Namba (2011). "Common architecture of the flagellar
type Il protein export apparatus and F- and V-type ATPases." Nat Struct Mol Biol 18(3): 277-282.

Ibuki, T., M. Shimada, T. Minamino, K. Namba and K. Imada (2009). "Crystallization and preliminary X-ray analysis
of FliJ, a cytoplasmic component of the flagellar type Ill protein-export apparatus from Salmonella sp." Acta
Crystallogr Sect F Struct Biol Cryst Commun 65(Pt 1): 47-50.

Ibuki, T., Y. Uchida, Y. Hironaka, K. Namba, K. Imada and T. Minamino (2013). "Interaction between FliJ and FIhA,
components of the bacterial flagellar type Il export apparatus.” J Bacteriol 195(3): 466-473.

Imada, K., T. Minamino, A. Tahara and K. Namba (2007). "Structural similarity between the flagellar type Ill ATPase
Flil and F1-ATPase subunits." Proc Natl Acad Sci U S A 104(2): 485-490.

lyoda, S., N. Koizumi, H. Satou, Y. Lu, T. Saitoh, M. Ohnishi and H. Watanabe (2006). "The GrIR-GrlA regulatory
system coordinately controls the expression of flagellar and LEE-encoded type Il protein secretion systems in
enterohemorrhagic Escherichia coli." ) Bacteriol 188(16): 5682-5692.

Izore, T., V. Job and A. Dessen (2011). "Biogenesis, regulation, and targeting of the type Ill secretion system."
Structure 19(5): 603-612.

James, P., J. Halladay and E. A. Craig (1996). "Genomic libraries and a host strain designed for highly efficient two-
hybrid selection in yeast." Genetics 144(4): 1425-1436.

Jarvis, K. G,, J. A. Giron, A. E. Jerse, T. K. McDaniel, M. S. Donnenberg and J. B. Kaper (1995). "Enteropathogenic
Escherichia coli contains a putative type Il secretion system necessary for the export of proteins involved in
attaching and effacing lesion formation." Proc Natl Acad Sci U S A 92(17): 7996-8000.

Johnson, S. and A. Blocker (2008). "Characterization of soluble complexes of the Shigella flexneri type Ill secretion
system ATPase." FEMS Microbiol Lett 286(2): 274-278.

Jouihri, N., M. P. Sory, A. L. Page, P. Gounon, C. Parsot and A. Allaoui (2003). "MxiK and MxiN interact with the
Spad7 ATPase and are required for transit of the needle components MxiH and Mxil, but not of Ipa proteins,
through the type Il secretion apparatus of Shigella flexneri." Mol Microbiol 49(3): 755-767.

Kaper, J. B., J. P. Nataro and H. L. Mobley (2004). "Pathogenic Escherichia coli." Nat Rev Microbiol 2(2): 123-140.
Kawamoto, A., Y. V. Morimoto, T. Miyata, T. Minamino, K. T. Hughes, T. Kato and K. Namba (2013). "Common and
distinct structural features of Salmonella injectisome and flagellar basal body." Sci Rep 3: 3369.

Kazetani, K., T. Minamino, T. Miyata, T. Kato and K. Namba (2009). "ATP-induced Flil hexamerization facilitates
bacterial flagellar protein export." Biochem Biophys Res Commun 388(2): 323-327.

Kinosita, K., Jr. (2012). "F(1)-ATPase: a prototypical rotary molecular motor." Adv Exp Med Biol 726: 5-16.
Kishikawa, J., T. Ibuki, S. Nakamura, A. Nakanishi, T. Minamino, T. Miyata, K. Namba, H. Konno, H. Ueno, K. Imada
and K. Yokoyama (2013). "Common evolutionary origin for the rotor domain of rotary ATPases and flagellar protein
export apparatus.” PLoS One 8(5): e64695.

Kosek, M., C. Bern and R. L. Guerrant (2003). "The global burden of diarrhoeal disease, as estimated from studies
published between 1992 and 2000." Bull World Health Organ 81(3): 197-204.

85



Kubori, T., S. Yamaguchi and S. Aizawa (1997). "Assembly of the switch complex onto the MS ring complex of
Salmonella typhimurium does not require any other flagellar proteins." J Bacteriol 179(3): 813-817.

Lara-Tejero, M., J. Kato, S. Wagner, X. Liu and J. E. Galan (2011). "A sorting platform determines the order of
protein secretion in bacterial type Ill systems." Science 331(6021): 1188-1191.

Lee, P. C., S. E. Zmina, C. M. Stopford, J. Toska and A. Rietsch (2014). "Control of type Il secretion activity and
substrate specificity by the cytoplasmic regulator PcrG." Proc Natl Acad Sci U S A 111(19): E2027-2036.

Levine, M. M., E. S. Caplan, D. Waterman, R. A. Cash, R. B. Hornick and M. J. Snyder (1977). "Diarrhea caused by
Escherichia coli that produce only heat-stable enterotoxin." Infect Immun 17(1): 78-82.

Levine, M. M. and R. Edelman (1984). "Enteropathogenic Escherichia coli of classic serotypes associated with infant
diarrhea: epidemiology and pathogenesis." Epidemiol Rev 6: 31-51.

Lopez, A. D., C. D. Mathers, M. Ezzati, D. T. Jamison and C. J. Murray (2006). "Global and regional burden of disease
and risk factors, 2001: systematic analysis of population health data." Lancet 367(9524): 1747-1757.

Lorenzini, E., A. Singer, B. Singh, R. Lam, T. Skarina, N. Y. Chirgadze, A. Savchenko and R. S. Gupta (2010). "Structure
and protein-protein interaction studies on Chlamydia trachomatis protein CT670 (YscO Homolog)." J Bacteriol
192(11): 2746-2756.

Mattei, P. J., E. Faudry, V. Job, T. Izore, |. Attree and A. Dessen (2011). "Membrane targeting and pore formation by
the type lll secretion system translocon." FEBS J 278(3): 414-426.

McDaniel, T. K., K. G. Jarvis, M. S. Donnenberg and J. B. Kaper (1995). "A genetic locus of enterocyte effacement
conserved among diverse enterobacterial pathogens." Proc Natl Acad Sci U S A 92(5): 1664-1668.

McDaniel, T. K. and J. B. Kaper (1997). "A cloned pathogenicity island from enteropathogenic Escherichia coli
confers the attaching and effacing phenotype on E. coli K-12." Mol Microbiol 23(2): 399-407.

McMurry, J. L., J. W. Murphy and B. Gonzalez-Pedrajo (2006). "The FliN-FliH interaction mediates localization of
flagellar export ATPase Flil to the C ring complex." Biochemistry 45(39): 11790-11798.

Mellies, J. L., S. J. Elliott, V. Sperandio, M. S. Donnenberg and J. B. Kaper (1999). "The Per regulon of
enteropathogenic Escherichia coli : identification of a regulatory cascade and a novel transcriptional activator, the
locus of enterocyte effacement (LEE)-encoded regulator (Ler)." Mol Microbiol 33(2): 296-306.

Mellies, J. L., K. R. Haack and D. C. Galligan (2007). "SOS regulation of the type Ill secretion system of
enteropathogenic Escherichia coli." ) Bacteriol 189(7): 2863-2872.

Minamino, T. (2013). "Protein export through the bacterial flagellar type IIl export pathway." Biochim Biophys
Acta.

Minamino, T., R. Chu, S. Yamaguchi and R. M. Macnab (2000). "Role of FliJ in flagellar protein export in
Salmonella." ) Bacteriol 182(15): 4207-4215.

Minamino, T., B. Gonzalez-Pedrajo, M. Kihara, K. Namba and R. M. Macnab (2003). "The ATPase Flil can interact
with the type Il flagellar protein export apparatus in the absence of its regulator, FliH." J Bacteriol 185(13): 3983-
3988.

Minamino, T., K. Imada, M. Kinoshita, S. Nakamura, Y. V. Morimoto and K. Namba (2011). "Structural insight into
the rotational switching mechanism of the bacterial flagellar motor." PLoS Biol 9(5): e1000616.

Minamino, T., K. Kazetani, A. Tahara, H. Suzuki, Y. Furukawa, M. Kihara and K. Namba (2006). "Oligomerization of
the bacterial flagellar ATPase Flil is controlled by its extreme N-terminal region." ) Mol Biol 360(2): 510-519.
Minamino, T., M. Kinoshita, K. Imada and K. Namba (2012). "Interaction between Flil ATPase and a flagellar
chaperone FIiT during bacterial flagellar protein export." Mol Microbiol 83(1): 168-178.

Minamino, T. and R. M. MacNab (2000). "FliH, a soluble component of the type Il flagellar export apparatus of
Salmonella, forms a complex with Flil and inhibits its ATPase activity." Mol Microbiol 37(6): 1494-1503.

Minamino, T. and R. M. MacNab (2000). "Interactions among components of the Salmonella flagellar export
apparatus and its substrates." Mol Microbiol 35(5): 1052-1064.

Minamino, T., Y. V. Morimoto, N. Hara and K. Namba (2011). "An energy transduction mechanism used in bacterial
flagellar type lll protein export." Nat Commun 2: 475.

Minamino, T. and K. Namba (2008). "Distinct roles of the Flil ATPase and proton motive force in bacterial flagellar
protein export." Nature 451(7177): 485-488.

Minamino, T., S. D. Yoshimura, Y. V. Morimoto, B. Gonzalez-Pedrajo, N. Kami-lke and K. Namba (2009). "Roles of
the extreme N-terminal region of FliH for efficient localization of the FliH-Flil complex to the bacterial flagellar type
[l export apparatus.” Mol Microbiol 74(6): 1471-1483.

86



Mnatsakanyan, N., J. A. Hook, L. Quisenberry and J. Weber (2009). "ATP synthase with its gamma subunit reduced
to the N-terminal helix can still catalyze ATP synthesis." J Biol Chem 284(39): 26519-26525.

Monjaras Feria, J., E. Garcia-Gomez, N. Espinosa, T. Minamino, K. Namba and B. Gonzalez-Pedrajo (2012). "Role of
EscP (Orf16) in injectisome biogenesis and regulation of type Ill protein secretion in enteropathogenic Escherichia
coli." ) Bacteriol 194(22): 6029-6045.

Moore, W. E. and L. V. Holdeman (1974). "Human fecal flora: the normal flora of 20 Japanese-Hawaiians." Appl
Microbiol 27(5): 961-979.

Mueller, C. A., P. Broz and G. R. Cornelis (2008). "The type Ill secretion system tip complex and translocon." Mol
Microbiol 68(5): 1085-1095.

Muller, S. A., C. Pozidis, R. Stone, C. Meesters, M. Chami, A. Engel, A. Economou and H. Stahlberg (2006). "Double
hexameric ring assembly of the type Il protein translocase ATPase HrcN." Mol Microbiol 61(1): 119-125.

Nataro, J. P. and J. B. Kaper (1998). "Diarrheagenic Escherichia coli." Clin Microbiol Rev 11(1): 142-201.

Nataro, J. P. and J. Martinez (1998). "Diagnosisand Investigation of Diarrheagenic Escherichia coli." Methods Mol
Med 15: 387-406.

Neter, E., O. Westphal, O. Luderitz, R. M. Gino and E. A. Gorzynski (1955). "Demonstration of antibodies against
enteropathogenic Escherichia coli in sera of children of various ages." Pediatrics 16(6): 801-808.

Noji, H., R. Yasuda, M. Yoshida and K. Kinosita, Jr. (1997). "Direct observation of the rotation of F1-ATPase." Nature
386(6622): 299-302.

Ohnishi, K., F. Fan, G. J. Schoenhals, M. Kihara and R. M. Macnab (1997). "The FliO, FliP, FliQ, and FliR proteins of
Salmonella typhimurium: putative components for flagellar assembly." J Bacteriol 179(19): 6092-6099.

Ohnishi, K., Y. Ohto, S. Aizawa, R. M. Macnab and T. lino (1994). "FigD is a scaffolding protein needed for flagellar
hook assembly in Salmonella typhimurium." ) Bacteriol 176(8): 2272-2281.

Omote, H., N. Sambonmatsu, K. Saito, Y. Sambongi, A. Iwamoto-Kihara, T. Yanagida, Y. Wada and M. Futai (1999).
"The gamma-subunit rotation and torque generation in F1-ATPase from wild-type or uncoupled mutant Escherichia
coli." Proc Natl Acad Sci U S A 96(14): 7780-7784.

Pallen, M. J., C. M. Bailey and S. A. Beatson (2006). "Evolutionary links between FliH/YscL-like proteins from
bacterial type Ill secretion systems and second-stalk components of the FoF1 and vacuolar ATPases." Protein Sci
15(4): 935-941.

Pozidis, C., A. Chalkiadaki, A. Gomez-Serrano, H. Stahlberg, |. Brown, A. P. Tampakaki, A. Lustig, G. Sianidis, A. S.
Politou, A. Engel, N. J. Panopoulos, J. Mansfield, A. P. Pugsley, S. Karamanou and A. Economou (2003). "Type llI
protein translocase: HrcN is a peripheral ATPase that is activated by oligomerization." ) Biol Chem 278(28): 25816-
25824.

Radics, J., L. Konigsmaier and T. C. Marlovits (2014). "Structure of a pathogenic type 3 secretion system in action."
Nat Struct Mol Biol 21(1): 82-87.

Rodriguez-Angeles, G. (2002). "[Principal characteristics and diagnosis of the pathogenic groups of Escherichia
coli]." Salud Publica Mex 44(5): 464-475.

Romo-Castillo, M. (2010). Estudio del papel de la proteina Orf15 codificada en la isla de patogenicidad LEE de
Escherichia coli enteropatégena. Maestria en Ciencias Bioldgicas (Biologia Experimental), Universidad Nacional
Auténoma de México.

Ryu, J. and R. J. Hartin (1990). "Quick transformation in Salmonella typhimurium LT2." Biotechniques 8(1): 43-45.
Sal-Man, N., E. Biemans-Oldehinkel, D. Sharon, M. A. Croxen, R. Scholz, L. J. Foster and B. B. Finlay (2012). "EscA is
a crucial component of the type Il secretion system of enteropathogenic E. coli." J Bacteriol.

Sal-Man, N., E. Biemans-Oldehinkel, D. Sharon, M. A. Croxen, R. Scholz, L. J. Foster and B. B. Finlay (2012). "EscA is
a crucial component of the type Il secretion system of enteropathogenic Escherichia coli." J Bacteriol 194(11):
2819-2828.

Sambrook, J. R., David W.; (2001). Molecular cloning : a laboratory manual New York, USA.

Schraidt, O., M. D. Lefebre, M. J. Brunner, W. H. Schmied, A. Schmidt, J. Radics, K. Mechtler, J. E. Galan and T. C.
Marlovits (2010). "Topology and organization of the Salmonella typhimurium type lll secretion needle complex
components." PLoS Pathog 6(4): e1000824.

Sockett, H., S. Yamaguchi, M. Kihara, V. M. Irikura and R. M. Macnab (1992). "Molecular analysis of the flagellar
switch protein FliM of Salmonella typhimurium." J Bacteriol 174(3): 793-806.

87



Sperandio, V., J. L. Mellies, R. M. Delahay, G. Frankel, J. A. Crawford, W. Nguyen and J. B. Kaper (2000). "Activation
of enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) LEE2 and LEE3 operons by Ler." Mol Microbiol 38(4): 781-793.
Sperandio, V., J. L. Mellies, W. Nguyen, S. Shin and J. B. Kaper (1999). "Quorum sensing controls expression of the
type lll secretion gene transcription and protein secretion in enterohemorrhagic and enteropathogenic Escherichia
coli." Proc Natl Acad Sci U S A 96(26): 15196-15201.

Spreter, T., C. K. Yip, S. Sanowar, |. Andre, T. G. Kimbrough, M. Vuckovic, R. A. Pfuetzner, W. Deng, A. C. Yu, B. B.
Finlay, D. Baker, S. I. Miller and N. C. Strynadka (2009). "A conserved structural motif mediates formation of the
periplasmic rings in the type lll secretion system." Nat Struct Mol Biol 16(5): 468-476.

Stone, C. B., D. C. Bulir, C. A. Emdin, R. M. Pirie, E. A. Porfilio, J. W. Slootstra and J. B. Mahony (2011). "Chlamydia
Pneumoniae CdsL Regulates CdsN ATPase Activity, and Disruption with a Peptide Mimetic Prevents Bacterial
Invasion." Front Microbiol 2: 21.

Stone, C. B., D. L. Johnson, D. C. Bulir, J. D. Gilchrist and J. B. Mahony (2008). "Characterization of the putative type
Il secretion ATPase CdsN (Cpn0707) of Chlamydophila pneumoniae." J Bacteriol 190(20): 6580-6588.

Su, M. S., H. C. Kao, C. N. Lin and W. J. Syu (2008). "Gene 10017 encodes a second chaperone for EspA of
enterohaemorrhagic Escherichia coli 0157 : H7." Microbiology 154(Pt 4): 1094-1103.

Thomas, J., G. P. Stafford and C. Hughes (2004). "Docking of cytosolic chaperone-substrate complexes at the
membrane ATPase during flagellar type Il protein export." Proc Natl Acad Sci U S A 101(11): 3945-3950.
Uchihashi, T., R. lino, T. Ando and H. Noji (2011). "High-speed atomic force microscopy reveals rotary catalysis of
rotorless F(1)-ATPase." Science 333(6043): 755-758.

Vidal, J. E., A. Canizalez-Roman, J. Gutierrez-limenez and F. Navarro-Garcia (2007). "[Molecular pathogenesis,
epidemiology and diagnosis of enteropathogenic Escherichia coli]." Salud Publica Mex 49(5): 376-386.

Wagner, S., L. Konigsmaier, M. Lara-Tejero, M. Lefebre, T. C. Marlovits and J. E. Galan (2010). "Organization and
coordinated assembly of the type Il secretion export apparatus.” Proc Natl Acad Sci U S A 107(41): 17745-17750.
Wainwright, L. A. and J. B. Kaper (1998). "EspB and EspD require a specific chaperone for proper secretion from
enteropathogenic Escherichia coli." Mol Microbiol 27(6): 1247-1260.

Wang, H. and G. Oster (1998). "Energy transduction in the F1 motor of ATP synthase." Nature 396(6708): 279-282.
WHO (2005). The treatment of Diarrhoea: a manual for physicians and other senior health workers. Geneva, World
Health Organization.

Wong, A. R, J. S. Pearson, M. D. Bright, D. Munera, K. S. Robinson, S. F. Lee, G. Frankel and E. L. Hartland (2011).
"Enteropathogenic and enterohaemorrhagic Escherichia coli: even more subversive elements." Mol Microbiol
80(6): 1420-1438.

Yamaguchi, S., H. Fujita, K. Sugata, T. Taira and T. lino (1984). "Genetic analysis of H2, the structural gene for
phase-2 flagellin in Salmonella." J Gen Microbiol 130(2): 255-265.

Yona-Nadler, C., T. Umanski, S. Aizawa, D. Friedberg and I. Rosenshine (2003). "Integration host factor (IHF)
mediates repression of flagella in enteropathogenic and enterohaemorrhagic Escherichia coli." Microbiology
149(Pt 4): 877-884.

Zarivach, R., M. Vuckovic, W. Deng, B. B. Finlay and N. C. Strynadka (2007). "Structural analysis of a prototypical
ATPase from the type Il secretion system." Nat Struct Mol Biol 14(2): 131-137.

Zhang, Y. (2008). "I-TASSER server for protein 3D structure prediction." BMC Bioinformatics 9: 40.

Zhu, K., B. Gonzalez-Pedrajo and R. M. Macnab (2002). "Interactions among membrane and soluble components of
the flagellar export apparatus of Salmonella." Biochemistry 41(30): 9516-9524.

88



	Portada

	Contenido

	Resumen

	Introducción

	Antecedentes

	Objetivo General   Objetivos Particulares
	Metodología

	Resultados y Discusión

	Conclusiones

	Apéndice

	Referencias


