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RESUMEN

Los sistemas de secrecion tipo Il (SST3) son maquinarias supramoleculares usadas
por una variedad de bacterias patdgenas para translocar proteinas efectoras al
interior del citoplasma de células de eucariontes. Escherichia coli enteropatdégena es
un importante agente causal de diarrea en paises en via de desarrollo. La virulencia
de EPEC depende de un SST3 codificado en una isla de patogenicidad cromosomal
conocida como locus de esfacelamiento del enterocito (LEE). En este trabajo se
caracterizo la funcion desempefiada por la proteina EscK (previamente denominada
Orfd4) en el SST3 de EPEC. Se demostr6 que EscK es una pieza crucial para el
funcionamiento eficiente del SST3. Estudios de fraccionamiento celular revelaron
gue EscK se localiza en la membrana interna de EPEC independientemente de la
presencia de algun otro componente del SST3. Conjuntando experimentos de doble
hibrido en levadura y ensayos de co-purificacion se encontré que EscK interacciona
de manera directa con EscQ, el componente principal de la plataforma de
clasificacion. Mediante mutagénesis sitio dirigida se encontraron residuos criticos
para la funcion de EscK y para su interaccion con EscQ. También se reporta por
primera vez que la plataforma de clasificacion no es esencial cuando los sustratos
son sobre-producidos. Los datos obtenidos sugieren que EscK es un componente
de la plataforma de clasificacion de EPEC, y que esta subestructura juega un rol
central en el reclutamiento de sustratos para incrementar la eficiencia del proceso

de translocacion.



ABSTRACT

The type lll secretion system (T3SS) is a supramolecular machine used by many
bacterial pathogens to translocate effector proteins directly into the eukaryotic host
cell cytoplasm. Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is an important cause of
infantile diarrheal disease in underdeveloped countries. EPEC virulence relies on a
T3SS encoded within a chromosomal pathogenicity island known as the locus of
enterocyte effacement (LEE). In this work, we pursued the functional
characterization of the LEE-encoded protein EscK (previously Orf4). We provide
evidence indicating that EscK is crucial for efficient T3S and that it belongs to the
SctK (OrgA/YscK/MxiK) protein family, whose members have been implicated in the
formation of a sorting platform for secretion of T3 substrates. Bacterial fractionation
studies showed that EscK localizes to the inner membrane independently of the
presence of any other T3SS component. Combining yeast two-hybrid screening and
pull-down assays, we identified an interaction between EscK and the C- ring/sorting
platform component EscQ. Site directed mutagenesis on conserved residues
revealed critical amino acids for EscK function and for its interaction with EscQ. In
addition, we found that T3 substrate overproduction is capable of compensating for
the absence of EscK. Overall, our data suggest that EscK is a structural component
of the EPEC T3SS sorting platform, playing a central role in the recruitment of T3

substrates for boosting the efficiency of the protein translocation process.



INTRODUCCION

El sistema de secrecion tipo Il (SST3)

Las bacterias, ademas de ser la forma de vida mas temprana que aparecio en la
Tierra®, son organismos ubicuos, diversos y esenciales para mantener los
ecosistemas terrestres. Estos microorganismos usan distintas estrategias para
interactuar con los diversos elementos de su ambiente. Una de estas estrategias es
la secrecion de proteinas por lo cual, a lo largo de la evolucién, las bacterias han
adaptado diversas maquinarias celulares dedicadas a esta tarea. Uno de estos
dispositivos de secrecién de proteinas utilizados por bacterias didermas?® es el

sistema de secrecion tipo Il (SST3).

El SST3, también conocido como inyectisoma, es un complejo macromolecular
formado por alrededor de 20 proteinas distintas que permite translocar, sin
intermediarios periplasmicos, proteinas bacterianas directamente al citoplasma de
células eucariontes (Figura 1) (Cornelis 2006; Burkinshaw&Strynadka 2014; Galan
et al. 2014). Las proteinas translocadas, conocidas en su conjunto como efectores,
modifican diversas funciones celulares del hospedero para el beneficio de la
bacteria (Coburn, Sekirov & Finlay 2007).

! Se ha estimado gue las primeras formas de vida bacterianas aparecieron hace aproximadamente 3
800 millones de afios (DeLong and Pace 2001).

2 as bacterias didermas cuentan con dos membranas celulares (Gram negativas) en contraste con
las bacterias monodermas que s6lo presentan una membrana celular (Gupta 2011).
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Figura 1. Esquema ilustrativo de la estructura y funcion del SST3 o
inyectisoma bacteriano. Podemos pensar en el SST3 como una “eringa”
molecular a través de la cual las bacterias translocan proteinas efectoras al interior
de células eucariontes.

Debido a que el transporte directo de proteinas permite a las bacterias colonizar
diversos organismos eucariontes para obtener un nicho ecolégico estable, los SST3
han sido adquiridos por una gran diversidad de bacterias Gram-negativas. Por esta
razon los SST3 son interfaces para la interaccion bacteria-eucarionte sumamente
versétiles ya que son codificados tanto por patégenos como por simbiontes
bacterianos para establecer relaciones ecolégicas con organismos eucariontes
(Preston 2007). En un estudio filogenédmico donde se exploraron 1385 genomas
bacterianos secuenciados, se encontré6 que mas de 150 bacterias didermas poseen
al menos un SST3 codificado en su genoma (Abby&Rocha 2012). En la Tabla | se
muestran sélo algunos ejemplos representativos de bacterias que establecen

interacciones con organismos eucariontes mediante el SST3.
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Tabla I. Rol ecolégico de algunos SST3 bacterianos.

Bacteria

E. coli
enteropatégena
(EPEC)

Shigella flexneri

Salmonella enterica
serovar
Typhimurium

Yersinia pestis

Pseudomonas
aeruginosa

Vibrio
parahaemolyticus

Chlamydia
trachomatis

Aeromonas
salmonicida
Edwardsiella tarda
Xanthomonas
campestris
Erwinia amylovora

Ralstonia
solanacearum

Bradyrhizobium
elkanii

Rhizobium etli

Hospedero

Humano

Humano

Humano, vaca, cerdo

Humano, vaca,
roedores

Humano

Humano

Humano

Peces

Peces

Plantas (pimiento,
tomate)

Plantas (manzano,
peral, membrillo)

Plantas (platano,
soya, berenjena)

Plantas (soya)

Plantas
(leguminosas)

Relacion con el Efecto de la
hospedero interaccion
. Diarrea acuosa y
Patdégeno . .
persistente, colicos
. Disenteria bacilar,
Patdégeno : o
diarrea, vomito
Fiebre entérica,
Patogeno enterocolitis/diarrea,
bacteremia
, Diarrea,
Patdgeno »
enterocolitis, peste
Neumonia,
infecciones
, urinarias,
Patdégeno

infecciones post-

oportunista i
operatorias en

heridas y
guemaduras
Patégeno Diarrea, otitis,
oportunista endoftalmitis
Patdégeno Infecciones
intracelular oculares, genitales
obligado y pulmonares
Patogeno Furunculosis
Edwardsiellosis
Patogeno (septlcemla,
hemorragias,
nefritis, hepatitis)
Patogeno Mancha bacteriana
. Fuego bacteriano
Patégeno .
(necrosis)
Patdégeno Mancha bacteriana
Necesario para la
: eficiente formacion
Mutualista . .
de nodulos fijadores
de nitrégeno
Necesario para la
. correcta formacién
Mutualista

de nodulos fijadores
de nitrégeno



Burkholderia terrae Hongos (Lyophyllum) Mutualista Co-mlgr?“cfl;)n con la
Necesario para la
exitosa invasion de
Simbionte las células
hospederas de
insecto

Insectos (mosca tse-

Sodalis glossinidius tse)

Importancia de los SST3

El estudio de los SST3 es de especial interés por multiples razones. Bacterias cuya
patogenicidad depende de un SST3 han sido histéricamente muy importantes. Sélo
por citar un par de ejemplos, la bacteria Yersinia pestis fue el agente causal de la
peste negra (Shannon et al. 2013), pandemia histérica que matd a mas de un tercio
de la poblacion europea entre los afios 1348 y 1350 (Figura 2A). Estudios de DNA
antiguo y de inmunocromatografia en muestras de dientes y esqueletos encontrados
en tumbas europeas asociadas a la peste negra demostraron -sin ambigiiedad- que
Y. pestis fue el agente etioldgico de esta pandemia. Por su parte en el México post-
hispanico, entre los afios 1545 y 1576, una epidemia de origen incierto, conocida
por los nativos como cocoliztli (enfermedad o mal en nahuatl®) causé entre 7 y 18
millones de muertes de nativos (Figura 2B). Recientemente se encontraron,
mediante estudios metagendmicos de DNA antiguo, trazas de Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Paratyphi C en restos humanos de sitios arqueologicos
ligados al cocoliztli indicando que pudo haber sido esta cepa de Salmonella el

agente causal de dicha catastrofe demografica (Vagene et al. 2017) (Figura 2).

3 http://www.gdn.unam.mx/diccionario/consultar/palabra/cocoliztli/
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Figura 2. El SST3 en la historia. (A) El efecto de la peste negra causada por Y.
pestis sobre la vida europea medieval fue tal que influencié de manera importante el
trabajo artistico de la época. La imagen aqui mostrada del cuadro con tono
apocaliptico de Pieter Brueghel, “El triunfo de la muerte”, se interpreta como una
vision alegodrica a las epidemias de ese entonces. (B) Uno de los factores que llevo
a la caida del Imperio Azteca fueron las enfermedades traidas por los espafioles. El
cocoliztli, que recientemente fue asociado con infecciones por Salmonella, mermé
considerablemente a la poblacién nativa. Modificado de (Acuna-Soto et al. 2002).
Tanto Y. pestis como Salmonella basan su capacidad patogénica en la inyeccion de
proteinas via SST3.

Al dia de hoy numerosos patdgenos bacterianos causantes de enfermedades
frecuentes en humanos hacen uso de al menos un inyectisoma para causar
infeccion (Tabla 1). Shigella y Salmonella son enteropatégenos comunes de
humanos que son adquiridos por agua o alimentos contaminados (Schroeder&Hilbi
2008; Ramos-Morales 2012). Pseudomonas y Chromobacterium son patégenos
oportunistas (Hauser 2009; Miki et al. 2010; Betts, Chaudhuri, & Pallen 2004),
mientras que Chlamydia es responsable de diversas enfermedades de transmision
sexual tanto en humanos como en animales* (Betts-Hampikian&Fields 2010). Otros
patégenos dependen del SST3 para causar enfermedades en animales domésticos
como Bordetella -que infecta perros y cerdos (Nicholson et al. 2013; Abe,
Nagamatsu, & Watanabe 2008)- o a animales de vida libore como Edwardsiella que

colonizapeces (Xie et al. 2014). También existen patégenos bacterianos de plantas

* En la actualidad, uno de los factores que tiene a la poblacién de koalas en Australia gravemente
amenzada son las infecciones causadas por Chlamydia pecorum (Polkinghorne et al. 2013). Las
infecciones por esta bacteria en koalas producen ceguera infecciones de vias urinarias e infertilidad.
C. pecorum cuenta con SST3 para causar infeccion.
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gue dependen del SST3 para colonizar tejidos vegetales. Especies de los géneros
Xanthomonas® y Ralstonia infectan cultivos de pimientos, fresas, papa, arroz,
citricos, entre otros (Buttner&He 2009; Coll&Valls 2013). Las infecciones por estos
patdgenos de plantas representan pérdidas millonarias para la industria de la
agricultura (Strange&Scott 2005). Recientemente también se ha comenzado a
reconocer la importancia del SST3 en el establecimiento de relaciones mutualistas
como en el caso de Rhizobium y Bradyrhizobium (Kambara et al. 2009; Okazaki et

al. 2013) que pueden beneficiar al organismo hospedero.

Por otro lado, los avances en el entendimiento de la estructura y funcionamiento de
los SST3 han permitido aprovecharlos como dispositivos biotecnoldgicos al
reprogramarlos para la secrecion y translocacion de biomateriales. Ejemplo de esto
es la translocacion de proteinas terapéuticas a blancos especificos en organismos
eucariontes usando bacterias no replicativas como chasis molecular (RUssmann
2004; Hegazy&Hensel 2012; Carleton et al. 2013; Ruano-Gallego, Alvarez, &
Ferndndez 2015; Ittig et al. 2015). Otro uso biotecnolégico que se ha dado al
inyectisoma es la secrecién de proteinas de interés comercial para su posterior
purificacion. Debido a que la sobreproduccion en bacterias de proteinas
recombinantes puede llevar a que éstas se agreguen en el espacio intracelular o
tener efectos negativos sobre el crecimiento de la cepa de expresion, se ha visto
gue secretar las proteinas recombinantes al medio extracelular a través del SST3
resulta en una estrategia sumamente eficiente para su posterior purificacion
(Widmaier et al. 2009; Singer et al. 2012).

Evolutivamente, se ha descrito que los SST3 descienden de un sistema flagelar
ancestral. El flagelo bacteriano es un sistema de locomocion mediante propulsion,
que estructural y funcionalmente es muy parecido al inyectisoma (Figura 3). El
flagelo se conforma de una maquinaria citopldsmica, componentes membranales y
una propela extracelular conocida como filamento. Mediante un analisis
filogendmico a gran escala, se propuso que mediante un proceso de exaptacion, un

subconjunto de componentes estructurales de un sistema ancestral flagelar de

® Tan sélo el género Xanthomonas es agente causal de mas de 350 enfermedades distintas en
plantas (Leyns et al. 1984).
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locomocion fueron “reclutados” para llevar a cabo una nueva funcion como

magquinaria de secrecion (Abby&Rocha 2012) (Figura 3).

Figura 3. El flagelo y el inyectisoma tienen un origen evolutivo en comun. (A)
Esquema comparativo del flagelo (izquierda) y el inyectisoma (derecha) en donde se
muestra la similitud arquitectdénica entre estas dos maquinarias bacterianas.
Modificado de (Diepold & Armitage, 2015). (B) Reconstruccion filogenética de la
familia de las ATPasas de inyectisomas (azul) y flagelares (verde). Se observa como
las ATPasas del inyectisoma derivan de una ATPasa flagelar ancestral. Como grupo
externo (outgroup) para enraizar el arbol los autores usaron a la familia de las ATP
sintasas. Modificado de (Abby&Rocha 2012).

Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

Escherichia coli enteropatdgena (EPEC) es un importante agente causal de diarrea
infantil especialmente en paises en via de desarrollo. La infeccion por EPEC se da
mas comunmente en nifios menores de dos afios en paises sub-desarrollados.
Meta-andlisis sisteméaticos han reportado que EPEC es responsable de alrededor de
79,000 muertes anuales en nifios menores de 5 afios alrededor del mundo (Lanata
et al. 2013). En México se ha estimado que hasta el 19% de los casos de diarrea
pediatrica pueden atribuirse a EPEC (Vidal et al. 2007). Ademas de humanos, se ha
reportado que EPEC es capaz de infectar ganado bovino y de colonizar animales

domésticos como perros, gatos, ovejas, cerdos y gallinas (Krause et al. 2005).
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El primer reporte de infeccion por una cepa de EPEC data de 1945 cuando un brote
de diarrea infantil en una guarderia de Londres fue asociado a Bacterium coli
neapolitanum, nombre original con que el pediatra britAnico John Bray describi6 a la
cepa ahora nombrada EPEC del serogrupo 0111 (Bray&John 1945). Sin embargo,
la cepa de EPEC arquetipo mas empleada en laboratorios alrededor del mundo para
entender la patogénesis de esta bacteria es la cepa EPEC E2348/69 serotipo
0127:H6. Esta cepa fue originalmente aislada en octubre de 1969 de un nifio de 9
dias de nacido en medio de un brote que afecté a 17 nifios en una guarderia de
Taunton, en el Reino Unido (Iguchi et al. 2009; Nisa et al. 2013). La cepa E2348/69
es resistente a estreptomicina debido a la presencia del operon strAB codificado en
el plasmido pE2348-2 (Nisa et al. 2013).

Mecanismo de infeccion de EPEC

La via de transmision de esta bacteria es cominmente fecal-oral por alimentos
contaminados o, mas frecuentemente, por agua contaminada (Labbé&Garcia 2001).
Se ha calculado que la dosis de infeccién de EPEC es de 10® unidades formadoras
de colonia en adultos sanos y en nifios la dosis requerida es mucho menor (Bieber
et al. 1998; Donnenberg et al. 1993). Los efectos causados por esta bacteria pueden
manifestarse tan rdpido como 3 horas después de haber sido ingerida (Donnenberg
et al. 1993). Los sintomas predominantes en la infeccion por EPEC son diarrea
acuosa prolongada con sangrado ocasional y fiebre. La virulencia de EPEC
depende estrictamente de un SST3 y la importancia de la integridad de este sistema
de secrecion para la patogenicidad de EPEC ha sido comprobada incluso en
experimentos con voluntarios humanos (Donnenberg et al. 1993; Tacket et al. 2000).

Para entender como es que EPEC se establece en el intestino humano se ha
dividido la infeccién de esta bacteria en 3 pasos distintos: adherencia localizada,

translocacion de proteinas y adherencia intima.

Adherencia localizada. Una vez ingerida, EPEC viaja por el tracto gastrointestinal
del hospedero hasta alojarse en el intestino delgado. En este nicho intestinal, EPEC

establece una adherencia inicial auxiliada por un pilus tipo IV llamado BFP (del
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inglés, bundle forming pilus) (Clarke et al. 2003; Giron, Ho, & Schoolnik 1991). La
fimbria BFP se encuentra codificada en un plasmido de 80 kb denominado EAF (del
inglés, EPEC adherence factor)®. Esta fimbria, en principio, permite la agrupacién
interbacteriana para formar agregados bacterianos conocidos como microcolonias.
Posteriormente, estas microcolonias de EPEC se adhieren al intestino (Figura 4) en
un patrén conocido como adherencia localizada. Se ha propuesto que la N-acetil-
lactosamina de los enterocitos podria ser el receptor especifico con el cual la fimbria
BFP podria establecer contacto con el hospedero (Khursigara et al. 2001).

Figura 4. Adherencia localizada de EPEC. (A) Representacion esquematica de la
adherencia de las microcolonias de EPEC a los enterocitos (Yashunsky, Victor, &
Benjamin 2015). TJ, uniones estrechas (del inglés tight junctions). (B) Imagen de
microscopia electrénica de barrido donde se muestran microcolonias de EPEC
adheridas a células HT-29 (Saldafa et al. 2009).

Translocacion de proteinas. Una vez que se establecidé la adherencia inicial de
EPEC, se comienza la translocacion de proteinas de virulencia o efectores al
enterocito infectado mediante el SST3. La estructura extracelular del inyectiosma

establece contacto con la célula hospedera y las proteinas de virulencia (o

®Es importante mencionar que no todas las cepas de EPEC poseen el plasmido EAF. Con base en
la presencia o ausencia de dicho plasmido, las cepas de EPEC se clasifican como tipicas o atipicas,
respectivamente. Mientras que las cepas atipicas son aisladas mas frecuentemente en paises
industrializados, las cepas tipicas predominan en paises no capitalizados (Kaper, Nataro, and Mobley
2004; Trabulsi, Keller, and Tardelli Gomes 2002).
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efectores) son transportados por este sistema desde el citoplasma de EPEC hasta
el interior de los enterocitos. Los efectores inyectados despliegan dentro de la célula
hospedera una gran variedad de actividades bioquimicas ocasionando una serie de
alteraciones celulares tales como fallas en la funcion de los microtubulos, disrupcion
de las uniones estrechas celulares, desbalances en el gradiente electroquimico del
epitelio, mal funcionamiento mitocondrial, redistribucibn de aquaporinas,
modulacion del ciclo celular, inhibicion de apopotésis, entre otros (Lapointe,
O’Connor, & Buret 2009; Dean & Kenny 2009; Gaytan et al. 2016; Ugalde-Silva,
Gonzalez-Lugo, & Navarro-Garcia 2016) (Tabla Il, Figura 5). Analisis protedémicos de
las proteinas secretadas por EPEC han reportado que el repertorio de efectores

translocados ronda alrededor de 27 sustratos distintos (Deng et al. 2012).

Tabla Il. Descripcion general de algunos efectores translocados por el SST3 de
EPEC

Efector Funcion fisioldgica en el hospedero*
Map Disfuncién mitocondrial, formacion de filopodios
EspF Antifagocitosis, disrupcién del nucléolo, ruptura de uniones estrechas
EspG Disrupcion de los microtubulos, redistribucion de de las aquaporinas
EspH Promocion de la formacion del pedestal
Inhibicién del trafico vesicular entre el reticulo endoplasmico y el
NieA aparato de Golgi
NleC Proteasa de zinc que modula la respuesta inmune
NleD Proteasa de zinc que modula la respuesta inmune
cif Ciclomodulina que induce un arresto del ciclo celularen G1y G2y

promueve un retraso en la muerte celular

* Se dan solo algunos ejemplos de los efectos generales descritos que tienen los

efectores dentro de la céula hospedera.
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Figura 5. Los efectores inyectados modulan numerosas funciones celulares
del hospedero. Esquema caricaturizado de los efectos dentro de los enterocitos de
algunos de los efectores (EspG, EspF, Map, Tir, NleA, Cif) inyectados por EPEC.
LA, adherencia localizada, TJ, uniones estrechas. Modificado de Croxen & Finlay
20009.

Adherencia intima. El ultimo paso en el establecimiento del nicho ecolégico de
EPECes la adherencia intima. Las subunidades que forman la estructura
extracelular del inyectisoma se despolimerizan de la superficie bacteriana. Uno de
los efectores inyectados a la célula hospedera es Tir (del inglés, Translocated-
Intimin receptor) el cual, una vez translocado, es fosforilado en la tirosina 474 por
cinasas propias del hospedero (Kenny 1999). Tir fosforilado se inserta en la
membrana de la célula hospedera de modo que la region central queda expuesta al
espacio extracelular mientras que los extremos amino y carboxilo terminales
interaccionan en el citoplasma con otras proteinas del hospedero (Luo et al. 2000).
La intimina, adhesina codificadaen el LEE, se ancla en la membrana externa de
EPEC y sirve como receptor de Tir (Figura 6A). La interaccion Tir-intimina produce
el cambio fenotipicamente mas drastico de la colonizacion de EPEC: la actina de las
microvellosidades aledafas se reabsorbe para acumularse justo por debajo del sitio

de union de la bacteria al intestino formando una estructura tipo pedestal (Figura

13


https://paperpile.com/c/ZbJ4sa/FGt7H
https://paperpile.com/c/ZbJ4sa/OnRMA

6B). Esta microlesion caracteristica ocasionada por EPEC se conoce como lesion

de adherencia y esfacelamiento (lesion A/E).

Figura 6. La interaccién Tir-intimina es importante para la formacion de la
lesion A/E. (A) Modelo de la asociacion intima entre el efector Tir translocado al
hospedero y la intimina, adhesina de membrana externa de EPEC. La region
extracelular de Tir (azul y morado) que interacciona con la intimina (verde) se asocia
para formar un homodimero. Tanto el amino (N) como el carboxilo (C) de Tir se
encuentran dentro del enterocito. Modificado de (Luo et al. 2000). (B) Imagen de
microscopia electronica de barrido de la lesion A/E tipo pedestal inducida por EPEC
en cultivos de céulas HelLa (Knutton 1998).

La ventaja adaptativa que confiere la formacion de la lesion A/E a la bacteria no se
tiene clara adn, pero una posibilidad es que la adherencia intima podria ayudar a la
bacteria a competir contra la microbiota intestinal cuando el flujo de diarrea se hace
presente en el intestino (Campellone 2010). En concordancia con esto, en
Citrobacter rodentium -otro patégeno bacteriano que tiene la habilidad de causar
esta misma lesion pero en ratdn- se ha visto que el SST3 es dispensable para la
colonizacion de la bacteria en un modelo murino libre de gérmenes (Kamada et al.
2012). Esto implicaria que, al no competir con otras bacterias intestinales, el éxito
reproductivo de C. rodentium se vuelve independiente del SST3 en este nicho

ecoldgico.
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Locus de esfacelamiento del enterocito (LEE)

El locus de esfacelamiento del enterocito (LEE, del inglés Locus of enterocyte
effacement) es una isla de patogenicidad codificada en el cromosoma de EPEC.
Esta isla contiene todos los genes necesarios para la expresion, ensamblaje y
funcionamiento del inyectisoma de EPEC asi como para la formacion de la lesion
A/E (Figura 7). Se ha descrito que otras bacterias filogenéticamente cercanas a
EPEC como E. coli enterohemorragica (EHEC), EPEC asociado a conejo (REPEC)
y patégenos de raton como C. rodentium poseen una isla LEE cromosomal que les
permite causar la lesibn A/E en sus respectivos hospederos, por lo que son
conocidos en su conjunto como patégenos A/E. Ademas de estos grupos
bacterianos, otras bacterias asociadas a aves como S. enterica subspecie salamae
serovar Sofia (Chandry et al. 2012) o a peces como Edwardsiella tarda FPC503

(Nakamura et al. 2013) también poseen esta isla de patogenicidad en su genoma.

Anatomia y origen evolutivo del LEE

En EPEC esta isla de 35.6 kb consta de 41 marcos de lectura identificados, los
cuales estan organizados transcripcionalmente en 7 operones (LEE1-LEE7) y 4
unidades transcripcionales individuales (Figura 7). Estos genes codifican para los
componentes estructurales del inyectisoma, reguladores transcripcionales que
modulan la expresion de la propia isla, algunos de los efectores translocados,
chaperonas de sustratos del SST3 y reguladores funcionales de la jerarquia de

secrecion de sustratos (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama esquematico de la isla cromosomal de patogenicidad LEE
de EPEC E2348/69. Los 41 genes se encuentran representados como flechas y
coloreados de acuerdo a su clasificacion funcional. La representacion se encuentra
hecha a escala (barra de escala, 5 kb). NUmero de acceso en NCBI: AF022236.

Existe evidencia importante que muestra que la isla LEE fue adquirida mediante
diversos eventos de transferencia horizontal en los patégenos A/E (Reid et al. 2000;
Castillo, Eguiarte, & Souza 2005), como el hecho de tener un contenido atipico de
G+C (~38%) muy distinto al contenido G+C promedio del genoma de EPEC (~50%).
También, esta isla de patogenicidad se encuentra insertada en el cromosoma de los
distintos patégenos A/E interrumpiendo genes de tRNA’ no esenciales (selC en el
caso de EPEC 0127:H6 E2348/69 y de EHEC 0O157:H7) o redundantes (pheU en
EPEC O111:H8/H- y pheV en STEC 0O103:H2) los cuales son sitios tipicos de
integracion de elementos genéticos moéviles (Hacker, Jorg, & Kaper 2000; Rumer et
al. 2003).

A los genes codificados en el LEE se les ha nombrado de acuerdo a la
nomenclatura estandar de los sistemas de secrecion tipo Ill. Esta nomenclatura
estandar fue propuesta por Hueck para unificar los nombres de las proteinas
homologas en distintos SST3 (Hueck 1998) (Tabla IIl). La nomenclatura unificada
refleja la anotacion funcional general y la relacién evolutiva de cada componente

con sus homodlogos del SST3 de otras bacterias, facilitando asi los estudios

" Los genes de RNA de transferencia (tRNA) son sitios frecuentemente usados por las integrasas
como sitios de insercién debido a que son loci altamente conservados. Esto facilita eventos futuros
de recombinacién. Se ha estimado que hasta el 75% de las islas de patogenicidad bacterianas se
encuentran asociadas a tRNAs (Hacker, Jorg, and Kaper 2000).
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comparativos entre SST3 de distintas especies bacterianas. Las primeras 3 letras de
cada componente en esta nomenclatura son sct (del inglés secretion and cellular
translocation) seguidas de una cuarta letra en mayudscula Unica para cada
componente. Por su parte, en la nomenclatura de la isla LEE, las primeras 3 letras
de cada gen indican su categoria funcional general. Los genes designados esc
codifican componentes estructurales (del inglés Escherichia coli secretion
component), esp codifican proteinas secretadas (E. coli secreted proteins) y los
genes ces codifican chaperonas de proteinas secretadas (chaperone of E. coli

secretion).

En el LEE de EPEC se encuentran codificadas todas las proteinas necesarias para
ensamblar un SST3 funcional. De hecho se ha descrito que la expresiéon de la isla
LEE de EPEC en una cepa de E. coli K12 es suficiente para conferir a esta bacteria
no patdgena la capacidad de formar la lesion A/E (McDaniel&Kaper 1997). De
manera interesante, si la isla LEE de EHEC es expresada en este mismo fondo esto
no es suficiente para causar la lesion A/E (Elliott, Yu, & Kaper 1999). Este resultado

sugiere que existen diferencias, posiblemente regulatorias entre estas 2 islas LEE.
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Tabla 1ll. Nomenclatura de los componentes principales de los SST3 en
distintas bacterias.
Funcién Nomer)clatura EPEC Salmonella Shigella Yersinia Flagelo
Estandar
Tanslocén - EspD SipB IpaB YopB -
Estructuras Translocén - EspB SipC IpaC YopD -
extracelulares | Translocon - EspA SipD IpaD LerV FliC
Aguja SctF EscF Prgl MxiH YscF -
Anillo de ME SctC EscC InvG MxiD YscC -
Anillo de MI SctJ EscJ PrgK MxiJ YscJ FliF
Cuerpo basal . . :
Anillo de Ml SctD EscD PrgH MxiG YscD FliF
Eje interno Sctl Escl PrgJ Mxil Yscl -
Aparato de SctR EscR  SpaP Spa24  YscR FliP
exportacion
Aparato de .
exportacion SctS EscS SpaQ Spa9 YscS FliQ
Aparato de SctT EscT  SpaR Spa29  YscT FIiR
exportacion
Ao el SctU EscU  SpaS Spa40  YscU  FIhB
exportacion
Aparato de Aparato de .
exportacién y expOI’taCién SctV EscVv InvA MXxIA YscV FIhA
componentes
citisolicos Plataforma . .
de SctQ EscQ SpaO Spa33 YscQ FIiM/FIIN
clasificacion
Plataforma
de SctK EscK OrgA MxiK YscK FIiG
clasificacién
Plataforma
de SctL EscL OrgB MxiN YscL FliH
clasificacién
ATPasa SctN EscN InvC Spad7 YscN Flil
Tallo central SctO EscO Invl Spal3 YscO FliJ
Regla SctP EscP  Invd Spa32  YscP  FIK
molecular
Otro Regulador
de la SctwW SepL InvE MxiC YopN -
secrecion
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Estructura del SST3 de EPEC

El SST3 de EPEC puede ser dividido estructuralmente en 4 partes principales: el
cuerpo basal, estructuras extracelulares, aparato de exportacion y componentes

citoplasmicos (Figura 8).

Cuerpo basal

El llamado cuerpo basal consta de una serie de 3 anillos embebidos en la
membrana interna y externa de EPEC los cuales sirven como punto de anclaje para
el dispositivo entero. Por esta razon, el cuerpo basal es esencial para el correcto
ensamblado de los componentes del inyectisoma y, por ende, es critico para el
funcionamiento de esta maquinaria y para la virulencia de EPEC (Gauthier, Puente,
& Finlay 2003; Deng et al. 2004; Valérie F. Crepin et al. 2005).

Figura 8. Estructura del SST3. (A) Diagrama esquematico donde se muestra la
estructura del inyectisoma de EPEC. Se muestra la division conceptual de
‘estructuras extracelulares”, “cuerpo basal’, “aparato de exportacion® y
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“‘componentes citoplasmicos”. MH, membrana del hospedero; ME, membrana
externa bacteriana; MI, membrana interna bacteriana. (B) Reconstruccion del
inyectisoma de S. flexneri mediante imagenes in situ de crio-tomografia electrénica
(Hu et al. 2015).

La proteina EscC forma el anillo en la membrana externa del cuerpo basal. Esta
proteina pertenece a la familia de las secretinas, las cuales son proteinas que
forman poros homomultiméricos en la membrana externa de bacterias didermas
(Korotkov, Gonen, & Hol 2011). Se cuenta con la estructura resuelta de la region
periplasmica de EscC (21-174) (PDB: 3GR5) y experimentos de modelado
molecular mostraron que el anillo multimérico estaria formado por entre 12 y 14
subunidades de EscC (Spreter et al. 2009). Los homélogos de EscC pertenecientes
a la familia de las secretinas SctC requieren la asistencia de una lipoproteina
pequefia conocida como pilotina para ensamblar el multimero de secretina en la
membrana (Burkinshaw&Strynadka 2014), sin embargo la secretina de los
patdgenos A/E carece tanto de pilotina identificada como de dominio de union a
pilotina (Gaytan et al. 2016).

Las proteinas EscD y EscJ forman un par de anillos concéntricos en la membrana
interna. EscD, proteina que forma el anillo exterior, posee una hélice
transmembranal, un dominio periplasmico de 260 aa en su C-terminal y un dominio
citopldsmico de 120 aa en el N-terminal. Se ha propuesto que el dominio
citoplasmico de EscD es importante para localizar a la maquinaria citoplasmica del
inyectisoma (Ross&Plano 2011; Barison et al. 2012) mientras que el dominio
peripladsmico conecta al anilo de membrana interna con el dominio periplasmico dela
secretina. Por su parte, EscJ forma sobre la cara periplasmica de la membrana
interna un anillo concéntrico al formado por EscD. La estructura de la proteina EscJ
de EPEC fue resuelta mediante cristalografia (PDB: 1YJ7) y mediante analisis del
empaquetado cristalografico se propuso que el anillo EscJ podria estar formado por
24 subunidades (Yip et al. 2005). Mientras que los miembros de la familia SctJ
poseen un cruce transmembranal en su C-terminal para anclarse a la membrana,
EscJ solo conserva un dominio de lipidacion en su N-terminal el cual le permite al

anillo de EscJ anclarse a la cara periplasmica de la membrana interna (Gaytan et al.
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2016). La secuencia de EscJ muestra similitud significativa con su contraparte
flagelar, la proteina del anillo de membrana interna, FliF. Sin embargo,
comparaciones estructurales recientes proponen que EscD podria ser también un

descendiente evolutivo de FliF (Bergeron 2016).

Estructuras axiales y extracelulares

La aguja es una estructura extracelular formada por la oligomerizacion helicoidal de
la proteina EscF. Esta es una estructura hueca de 23 nm de longitud (Monjaras
Feria et al. 2012) con un conducto interno de ~ 2 nm que sirve como canal para el
transporte de las proteinas secretadas. Un eje periplasmico formado por la proteina
Escl ancla la aguja al cuerpo basal (Sal-Man et al. 2012). En S. enterica se ha
propuesto que 6 subunidades de PrgJ (Escl) forma una vuelta helicoidal para formar
este eje (Zilkenat et al. 2016).

En patdgenos A/E la aguja es extendida por una estructura filamentosa formada por
multiples subunidades de la proteina EspA®. Este filamento tiene una longitud
promedio de 90 nm y un canal interno de aproximadamente 2.5 nm (Daniell et al.
2003; V. F. Crepin et al. 2005). Un complejo formado por las proteinas EspB y
EspD se asocia en la punta del filamento para formar un poro de translocacion. Este
complejo hetero-multimérico se inserta en la membrana de la célula hospedera para

permitir el paso de las proteinas inyectadas (Tina Ide et al. 2001).

El complejo formado por las proteinas EspA, EspB y EspD es conocido en su
conjunto como translocon, ya que si bien en ausencia de este complejo el SST3 es
capaz de secretar proteinas al medio, los efectores no pueden ser translocados al

interior de la célula hospedera (T. Ide et al. 2001).

8Una estructura filamentosa similar a la formada por EspA en patégenos A/E ha sido descrita en
otras bacterias como Bordetella bronchiseptica (Medhekar et al. 2009). Es de notar también que una
busqueda de homologos de EspA mediante DELTA-BLAST arroja que otras bacterias con SST3,
como Chromobacterium violaceum vy Vibrio coralliilyticus, codifican una proteina similar a EspA.
También la proteina SseB codificada en la isla de patogenicidad 2 de S. enterica presenta similitud
significativa con EspA y, aungue se ha descrito como translocador (Nikolaus et al. 2001), no es claro
aun si el inyectisoma codificado por esta isla de Salmonella presenta una estructura filamentosa.
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Aparato de exportacion

Embebido en la membrana interna en el centro del anillo EscD se encuentra el
aparato exportacion formado por las proteinas EscU, EscV, EscR, EscS y EscT.
Esta serie de proteinas integrales de membrana interna es enteramente esencial
para el proceso de secrecion. De estas 5 proteinas, EscV y EscU cuentan con
dominios citoplasmicos grandes que juegan papeles importantes en el
reconocimiento de sustratos que seran secretados a través de esta maquinaria
(Thomassin, He, & Thomas 2011). Por un lado, se ha descrito que el dominio
citoplasmico de MxiA, homdlogo de EscV en S. flexneri (Tabla l1ll), forma una
estructura toroidal con un total de nueve mondmeros en la base del inyectisoma
formando la llamada puerta de exportacion (Abrusci et al. 2013). Se piensa que el
complejo de EscV podria estar formando un canal de protones el cual estaria
involucrado en convertir la fuerza protén motriz en trabajo de secrecion®(Gaytan et
al. 2016). En Salmonella se ha reportado recientemente la estequiometria de los
tres componentes menores del aparato de exportacion, el cual contiene 5
subunidades de SpaP (EscR), una subunidad de SpaQ (EscS), una de SpaR (EscT)
y una de SpaS (EscU) (Zilkenat et al. 2016). Adicionalmente se ha propuesto que
SpaP (EscR) forma un anillo pentamérico y que, junto con el resto de los
componentes menores, se encuentra alojado dentro del homonanémero formado
por InvA (EscV) (Dietsche et al. 2016).

Componentes citoplasmicos

En la base de la puerta de exportacion se encuentra el llamado complejo ATPasa
formado por las proteinas EscN, EscO y EscL. Este complejo es homdlogo al que se
encuentra en el sistema flagelar formado por las proteinas Flil, FliJ y FliH. Se ha
descrito que la hidrélisis de ATP por el complejo ATPasa es necesaria para disociar

el complejo sustrato-chaperona permitiendo que la chaperona permanezca en el

® Es notable el hecho de gue en el inyectisoma la mayor contribucién energética para realizar el
trabajo de secrecién proviene de la energia protdbn motriz y no de la hidrélisis de ATP. Tanto en el
flagelo como en el SST3 de virulencia se ha demostrado que el abatimiento del gradiente
electroguimico afecta drasticamente la secrecion de sustratos (Lee et al. 2014; Paul et al. 2008;
Minamino et al. 2011). En este mismo sentido, se ha demostrado también que la ATPasa flagelar no
es enteramente esencial para la secrecion flagelar cuando se elimina a su proteina reguladora FliH o
cuando se aumenta la energia proton motriz asociada a la bacteria (Minamino and Namba 2008;
Erhardt et al. 2014).
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citoplasma y que se lleve a cabo la secrecion de los sustratos en un estado semi-
desplegado (Akeda&Galan 2005). Adicionalmente, en el sistema flagelar se ha
propuesto que el complejo ATPasa funge como un acarreador, dirigiendo los
sustratos sintetizados en el citoplasma bacteriano a la base del aparato de
exportacion flagelar (Bai et al. 2014). EscN es la ATPasa del SST3 de EPEC
(Andrade et al. 2007; Zarivach et al. 2007) y su actividad catalitica esta regulada
negativamente por EscL y positivamente por EscO (Romo-Castillo et al., 2014). Se
ha propuesto que esta regulacién dual es necesaria para evitar la hidrolisis fatil de
ATP antes de que la ATPasa se encuentre estructural y activamente adosada al

aparato de exportacion del inyectisoma (Bai et al., 2014; Romo-Castillo et al., 2014).

En el sistema flagelar se ha mostrado que la ATPasa Flil se ensambla en un
homohexamero y que la formacién de este complejo homotipico es estimulada por
la proteina FliJ. FliJ se encontraria en el centro del hexdmero de EscN posiblemente
regulando también su actividad catalitica (Ibuki et al. 2011; Evans et al. 2006). En
EPEC, estudios in silico permitieron obtener un modelo estructural del complejo
EscNg-EscO (Romo-Castillo et al. 2014) permitiendo visualizar el anillo formado por

la ATPasa y el regulador central (Figura 9).

Figura 9. Modelo estructural propuesto de EscO en complejo con el hexamero
de EscN. Se modelo el anillo correspondiente al homohexamero de EscN (PDB ID
code 20BL) usando como templado el hetero-hexamero formado por las
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subunidades a3/p3 de la F1-ATPasa de la mitocondria de bovino (PDB ID code
1E79). La localizacion de EscO fue ajustada a la region correspondiente de la
subunidad y de la F1-ATPasa. (A) vista frontal del modelo, (B) vista del modelo
desde arriba. La superposicion de las estructuras del SST3 de EPEC sobre el
complejo de la F1-ATPasa se llevd a cabo usando el médulo MatchMaker de
Chimera (Pettersen et al. 2004).

Asociado al cuerpo basal del inyectisoma se encuentra un anillo citoplasmico
(anillo C) formado en EPEC por las proteinas EscQ y EscL. Se ha descrito en
Salmonella que el anillo citoplasmico, ademas de estar constituido por SpaO y OrgB
(homdlogos de EscQ y EscL, respectivamente) esta formado también por una
tercera proteina denominada OrgA. El anillo citoplasmico se encuentra conectado
con el cuerpo basal del inyectisoma a través de la interaccion con la porcién
citopladsmica de EscD. Mediante técnicas de crio-tomografia in situ se pudo definir
gue en Shigella 'y en Salmonella el anillo consta de seis piezas simétricas arregladas
de forma radial (Hu et al. 2015; Makino et al. 2016). El anillo citoplasmico estaria
alojando y alineando al hexamero de la ATPasa justo debajo de la puerta de
exportacién (Figura 10). Los estudios publicados hasta el momento reportan que
este anillo citoplasmico de los inyectisomas es esencial para el proceso de
secrecion (Morita-Ishihara et al. 2006; Lorenz, Hausner, & Buttner 2012; Biemans-
Oldehinkel et al. 2011).

Figura 10. Arquitectura de los componentes citopldsmicos del SST3.
Representacion superficial de la porcion citoplasmica del inyectisoma de Shigella
flexneri reconstruido a partir de imagenes de crio-tomografia (Hu et al. 2015). Los
modelos de distintas proteinas que fueron mapeados en la reconstruccion y se han
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indicado con el nombre de sus homologos en EPEC. (A) Vista frontal y (B) vista
desde abajo de la reconstruccion.

En diversos SST3 se ha encontrado que el gen que codifica para el componente
mayor del anillo C (la proteina SctQ), contiene un sitio alternativo de traduccion por
lo que el transcrito correspondiente da lugar a 2 polipéptidos: StcQ completo (SctQ-
full) y una versién corta de SctQ que corresponde al carboxilo (SctQ-C). La
traduccion de ambos transcritos es importante para el ensamblado del inyectisoma
en Yersinia (Bzymek, Hamaoka, & Ghosh 2012), Shigella (McDowell et al. 2016)y
Salmonella (Notti et al. 2015). En contraste, en EPEC no se ha encontrado que
exista un sitio interno de traduccién alternativa en EscQ (Biemans-Oldehinkel et al.
2011).

En el flagelo, el anillo citoplasmico (anillo C) se encuentra formado por las proteinas
FliG, FliM y FliN. Mientras que FliM y FliN son claramente homélogos a EscQ-full y a
EscQ-C, respectivamente, no se ha determinado si existe un homélogo de FIliG en el
inyectisoma. El anillo C es importante tanto para la exportacion de sustratos
flagelares y el ensamblaje del flagelo como para la rotacién del filamento al estar
directamente involucrado en la generacién del torque (Yamaguchi et al. 1986;
Lloyd&Blair 1997; Gonzalez-Pedrajo et al. 2006). Ademas de estas dos funciones,
se ha visto que el anillo C flagelar funciona como una “copa de afinidad”
incrementando la concentracion de sustratos alrededor de la base del flagelo. Esta
funcién fue propuesta al observar que si se sobreproducen las proteinas codificadas
en los operones flagelares (al expresar copias adicionales del regulador maestro
FIhDC), los componentes del anillo C flagelar (FIiG, FliM y FIliN) dejan de ser

necesarios para la secrecion de sustratos flagelares (Erhardt&Hughes 2010).

Ademés de las piezas estructurales anteriormente mencionadas, en el LEE se
encuentran codificados otros componentes auxiliares que son necesarios para el
correcto ensamblaje y funcionamiento de la maquinaria. La proteina EscP funciona
como una regla molecular que dictamina la longitud a la cual la aguja, formada por
subunidades de EscF, debe de llegar (Monjaras Feria et al. 2012). Esta proteina

también participa junto con EscU en el cambio de especificidad de sustratos
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(Thomassin et al. 2011), ya que una vez que la aguja ha llegado a su tamafio
determinado, se deja de secretar subunidades de EscF para secretar
translocadores. También, un complejo heterotrimérico formado por las proteinas
SepL, SepD y CesL funge como un interruptor molecular el cual, una vez que el
inyectisoma ha hecho contacto con la célula hospedera a través del poro de
translocacion, deja de promover la salida de translocadores para permitir la salida
de efectores (O'Connell et al. 2004).

ANTECEDENTES

El anillo citoplasmico funciona como una plataforma de
clasificacion

Los SST3 son dispositivos moleculares que se auto-ensamblan’®. Ejemplo de esto
es la estructura extracelular del inyectisoma, cuyos componentes axiales y
extracelulares (primero el eje y la aguja y, posteriormente, los translocadores)
requieren ser reconocidos y posteriormente secretados de manera secuencial por la
magquinaria de secrecién para ensamblarse en el espacio extracelular. S6lo una vez
gue la estructura extracelular se encuentra enteramente ensamblada, se dicta un
cambio de especificidad y ahora la maquinaria de secrecidén reconoce y secreta a
los efectores para ser translocados al interior del hospedero eucarionte. De hecho
todos los sustratos que son reconocidos y secretados por los SST3 tienen una
secuencia sefal en el extremo N-terminal (comUunmente contenida dentro de los
primeros 20 aa) la cual es reconocida por la maquinaria citoplasmica del
inyectisoma y que distingue a las proteinas que lo portan como sustrato del SST3
(Munera et al. 2010; Deng et al. 2015).

Es por tanto evidente que debe de existir un mecanismo de control en la

temporalidad de la secrecion de los sustratos. En Salmonella se propuso que el

10 .

Auto-ensamblado es un proceso en el cual los componentes pre-existentes forman una supra-
estructura organizada debido a las interacciones entre sus componentes sin necesidad de una
direccion externa.
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complejo heterotrimérico (SpaO/OrgA/OrgB) de alto peso molecular y que forma el
anillo citoplasmico, participa directamente en esta labor (Lara-Tejero et al. 2011; Hu
et al. 2015). Se propone que los componentes del anillo citoplasmico reconocen
primeramente a los componentes tempranos (eje y aguja) para ser secretados y
una vez que estas estructuras se ensamblaron, el anillo C reconoce a los sustratos
intermedios (translocadores) para ser secretados y, huevamente, solo una vez
gue el translocon esta totalmente formado, ahora el anillo C reconoce a los sustratos
tardios (efectores) para ser translocados a la célula eucarionte (Lara-Tejero et al.
2011) (Figura 11). Para denotar esta nueva funcion del anillo C descrita en los
inyectisomas se le renombré como plataforma de clasificacién (Lara-Tejero et al.
2011).

Es importante mencionar que en Salmonella se detecté que la asociacion diferencial
de las distintas categorias de sustratos (tempranos, intermedios y tardios) a la
plataforma de clasificacion esta mediada por el interruptor molecular homoélogo a
SepL/SepD/CesL (Lara-Tejero et al. 2011).

Figura 11. Papel de la plataforma de clasificacion en el ensamblaje del
inyectisoma. 1) Una vez que el cuerpo basal y el aparato de exportacion se
encuentran ensamblados en la membrana de la bacteria, el complejo de alto peso
molecular formado por las proteinas de la familia SctQ/SctL/SctK se ensamblan en
la base del inyectisoma para formar la plataforma de clasificacion. Esta estrcutra es
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inicialmente cargada con los sustratos tempranos (eje y aguja) para promover su
secrecion y posterior ensamblaje en el espacio extracelular. 2) Cuando el eje y la
aguja han sido ensamblados, los sustratos intermedios (translocadores) se unen a la
plataforma de clasificacién para ser la siguiente categoria de sustratos secretada. 3)
Una vez que el translocon se ha ensamblado, los sustratos tardios se asocian con la
plataforma en espera de ser secretados. 4) Una vez que se establece el contacto
directo con la célula hospedera se da la sefial para que los sustratos posados en la
plataforma sean translocados a la célula eucarionte. Modificado de (Lara-Tejero et
al. 2011).

Las proteinas del anillo C/plataforma de clasificacion han sido de los componentes
menos estudiados en los inyectisomas bacterianos. En S. flexneri se encontré que
Spa33 (Tabla lll) interacciona con MxiK y MxiN y que a su vez éstos interaccionan
con la ATPasa Spa47 (Jouihri et al. 2004). En este mismo trabajo se reporté que
MxiK y MxiN son esenciales para la secrecion de proteinas via SST3 pero que la
sobre-produccion del eje y de la aguja restauran parcialmente la secrecion de
sustratos en los fondos AmxiK o AmxiN, respectivamente (Jouihri et al. 2004). En Y.
pestis, YscQ, YscL y YscK forman un complejo heterotrimérico que estaria
interaccionando a su vez con la ATPasa YscN (Jouihri et al. 2004; Jackson&Plano
2000).

En fechas recientes, la revaloracion del anillo citoplasmico como actor importante en
la jerarquizacidn de sustratos, ha despertado el interés de varios grupos para
desentrafiar la importancia de este complejo en el proceso de secrecion.
Recientemente se reportd en Y. enterocolitica que in vivo, la proteina YscQ, el
componente mayoritario del anillo C, se encuentra en dos poblaciones distintas: una
poza citoplasmica y una poblacion adosada a la base del inyectisoma (Diepold et al.
2015). Se encontr6 que existe un intercambio altamente dindmico entre estas dos
poblaciones de YscQ y que la tasa de intercambio entre éstas es significativamente
mayor en condiciones de secrecion (Figura 12). Esto ultimo sugiere una relacién
funcional entre la dinamica del anillo C y el proceso de exportacién de sustratos via
SST3.
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Figura 12. El anillo C es un complejo dindmico. (A) La proteina YscC (EscC en
EPEC) del cuerpo basal, YscV (EscV) del aparato de exportacion y YscQ (EscQ) del
anillo C fueron etiquetadas con un reportero fluorescente. Se seleccionaron puntos
fluorescentes de cada estructura, que representan a los complejos ensamblados, y
fueron fotoblanqueados para seguir la recuperacion de la fluorescencia a través del
tiempo. Mientras que no se observa recuperacion para YscC ni para YscV, para
YscQ se observa que se recupera la intensidad fluorescente justo en el punto donde
se fotoblanqued. (B) Esto indica que mientras YscC y YscV son componentes mas
bien estaticos de la estructura del inyectisoma, YscQ es un componente dinamico
en constante intercambio de subunidades con una poza citoplasmica (Diepold et al.
2015).

El LEE contiene marcos de lectura sin funcion asignada

Si bien practicamente todos los marcos de lectura contenidos dentro del LEE tienen
una funcién asignada, ya sea por extrapolacion funcional (Deng et al. 2004) o por
caracterizacion individual, a la fecha no se ha determinado la funcién especifica que
tanto el gen rorfl del LEE6 como el gen orf4 del LEE1 (Figura 7) desempefian en el

inyectisoma de EPEC.

La proteina codificada por el gen orf4 no tiene anotacion
funcional

La proteina codificada por el gen orf4 consta de 199 aminoacidos con una masa
molecular predicha de 23.4 kDa y un punto isoeléctrico de 7.64. No se predice
secuencia sefal tipica de translocacion via Sec o Tat, ni cruces transmembranales
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dentro de esta proteina. La region 3’ del gen orf4 se encuentra traslapada con el
inicio del gen escL, lo que podria sugerir una relacion funcional entre las proteinas

codificadas por estos genes (Johnson&Chisholm 2004).

En un estudio donde se buscaba detectar genes importantes para la virulencia de C.
rodentium en ratén, mediante insercion de transposones etiquetados, se encontrd
gue al interrumpir el gen orf4 de la isla LEE de C. rodentium, la virulencia de este
patdgeno se veia fuertemente atenuada (Mundy et al. 2003). Posteriormente, en
otro estudio donde de manera sistematica se eliminé a cada uno de los 41 genes de
la isla LEE de C. rodentium (Deng et al. 2004), se encontr6é que la mutante Aorf4 de
C. rodentium tiene un defecto general en la secrecion de sustratos via SST3, por lo
gue se propuso que la proteina codificada por este gen podria ser un componente
estructural del SST3.

A pesar de que estos antecedentes indican que la proteina codificada por el gen
orf4 es un componente critico para el SST3 -y por ende para la virulencia de los
patdogenos A/E-, no existe mas informacion acerca del papel que esta proteina
desempefia en la biogénesis o funcionamiento del SST3. Es por esto que en este
trabajo proponemos dilucidar la funciébn que esta proteina lleva a cabo en los
mecanismos de virulencia de EPEC.
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JUSTIFICACION

Hoy en dia los patdgenos bacterianos siguen siendo una importante causa de
morbilidad y mortalidad, sobretodo en paises no industrializados. Se prevé en que
en el afio 2050 las infecciones microbianas van a ocasionar mas muertes en
humanos que las derivadas por cancer, en gran parte debido al surgimiento de
bacterias patdégenas multiresistentes a los antibidticos existentes (Review on
Antimicrobial Resistance 2014). En este sentido, a principios del 2017 la
Organizacion Mundial de la Salud publicé una lista de 10 familias de bacterias para
las cuales se requieren nuevos antibidticos de manera urgente (Vogel 2017). De
esta lista, 4 grupos (Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae™, Salmonella

spp., Shigella spp.) cuentan con SST3.

El SST3 es clave para la virulencia de numerosos patdégenos bacterianos. Mientras
gue el cuerpo basal y las estructuras extracelulares de estas maquinarias son
componentes ampliamente estudiados, la funcion y estructura de los componentes
citoplasmicos han sido poco estudiadas. Aunado a esto, para aspirar a desarticular
los mecanismos de virulencia bacterianos es de vital importancia entender la funcién

precisa de cada una de las piezas que los conforman.

En este trabajo caracterizamos la funcién de la proteina EscK, un componente

critico del SST3 de EPEC del que hasta la fecha se desconoce su papel especifico.

" Entre las especies bacterianas de la familia Enterobacteriaceae incluidas en la lista de la OMS se
encuentran Klebsiella pneumonia, E. coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., ¥y
Morganella spp.
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HIPOTESIS

La proteina codificada por el gen orf4 de la isla de patogenicidad LEE desempefia
un papel importante en el funcionamiento o ensamblaje del SST3 de EPEC,

probablemente fungiendo como un componente de la plataforma de clasificacion.

OBJETIVO GENERAL

Dilucidar el rol funcional que tiene de la proteina Orf4 en el ensamblaje y
funcionamiento del SST3 de EPEC.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar la contribucién directa de Orf4 al funcionamiento del SST3 de EPEC.

e Definir si existen interacciones proteina-proteina entre Orf4 y algin otro

componente del SST3.

e Determinar la sub-localizacion celular de Orf4 en EPEC.

e Identificar residuos importantes para la funcion de esta proteina.
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MATERIALES Y METODOS

Crecimiento de cepas bacterianas. Las distintas cepas de bacteriasempleadas en este
trabajo se enlistan en la Tabla 1y se crecieron en LB (10 g/l de triptona de caseina, 5 g/l de
extracto de levadura, 10 g/l de NaCl) a 37 °C y 250 rpm de agitacién. Para los ensayos de
secrecion, las cepas de EPEC se crecieron en DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium, Gibco) a 37 °C en estético bajo un atmésfera de 5% de CO,. Cuando se requirié
se usaron los siguientes antibioticos: ampicilina (Ap, 100 pg/ml), cloranfenicol (Cm, 25

pg/ml), estreptomicina (Sm, 25 pg/ml), kanamicina (Km, 50 pg/ml) o tetraciclina (Tc, 25
pg/ml).

Tabla 1. Cepas y plasmidos usados en este estudio

Cepa o plasmido Descripcién Fuente o referencia
EPEC
E2348/69 Cepa silvestre de EPEC 0127:H6 E2348/69; Sm' (Levine 1978)
AescN E2348/69 con eliminacién en marco del gen escN; (Gauthier,
sm' Puente,&Finlay 2003)
AescU E2348/69 con eliminacidon en marco del gen escU; Norma Espinosa
sm'
AescK E2348/69 con eliminacién en marco del gen escK; Miguel Diaz
Sm'’Km'
AescQ E2348/69 con eliminacidon en marco del gen escQ; Norma Espinosa
Sm'Km'
AescL E2348/69 con eliminacién en marco del gen esclL; Norma Espinosa
Sm'’Km'
AescKAescL E2348/69 doble mutante con eliminacion en marco de Este estudio

los genes escK y escL; Sm'Km'

AescKAescQ E2348/69 doble mutante con eliminacion en marco de Norma Espinosa
los genes escK y escQ; Sm'Km'

AescNAescK E2348/69 doble mutante con eliminacion en marco de Norma Espinosa
los genes escN y escK; Sm'’Km'

Aler E2348/69 con eliminacion en marco del gen ler; (Bustamante et al.
Sm'Km' 2011)
escQ::3xFLAG E2348/69 expresando EscQ etiquetado con 3xFLAG- Este estudio

tagged en cromosoma; Sm'Km'

AescKescQ::3xFLAG E2348/69 AescK expresando EscQ etiquetado con Este estudio
3xFLAG-tagged en cromosoma; Sm'Km'
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E. coli

BL21(DE3)/pLysS
(BDP)

XL1-Blue

ToplO

Cepa de expresion de proteinas; Cm'

Cepa para clonacion; Tc'

Cepa para clonacion; Sm'

Novagen

Stratagene

Invitrogen

S. cerevisiae

PJ69-4a/a MATa/a trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4D (MacDonald 2001)
gal80D LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-
lacz
Plasmidos
pPET19b Vector de expresion, que bajo el promotor T7 expresa Novagen
proteinas con una etiqueta de 10 histidinas en el N-
terminal; Ap'
pTrc99A Vector de expresion bajo el promotor trc; Ap' Amersham-
Pharmacia
pTrc99AFF4 Vector de expresion modificado de pTrc99A; Ap' (Ohnishi et al. 1997)
pMAL-c2x Vector de expresion, que bajo el promotor tac New England Biolabs
expresa proteinas con una etiqueta de MBP en el N-
terminal; Ap"
pGEX-4T-2 Vector de expresion, que bajo el promotor tac GE Healthcare
expresa proteinas con una etiqueta de GST en el N-
terminal; Ap'
pTOPO-2HA Vector derivado del pCR2.1-TOPO que contiene (Deng et al. 2004)

pBAD/myc-His A

pGBKT7
pGADT7
pKD46

pKD4

pFLP2

pSUB11

pAEo4

pPAE04-W26A
pAE04-L93A

clonado el gen espG de C. rodentium fusionado a dos

epitopes de HA en el C-terminal; Ap" Km'

Vector de expresion, que bajo el promotor araBAD
expresa proteinas con una etiqueta hibrida de Myc-
His en el C-terminal; Ap'

Vector de doble hibrido en levadura que contiene el
dominio de unién a DNA de GAL4; TRP1; Km'
Vector de doble hibrido en levadura que contiene el
dominio de activacién de GAL4; LEU1; Ap'
Plasmido termosensible de expresién de la
recombinasa Red, promotor araBAD; Ap'

Plasmido usado como templado para amplificar el
casete de kanamicina para la generacién de
mutantes nulas; Ap'

Vector del sistema de expresion de la recombinasa
Flp; Ap'

Plasmido usado como templado para amplificar el
casete de kanamicina para etiquetar con el epitope
de 3FLAG; Ap'

His-escK clonado en pET19b, sitios de restriccion
Ndel-BamHI

His-escK W26A clonado en pET19b

His-escK L93A clonado en pET19b

Invitrogen

Clontech

Clontech
(Datsenko&Wanner
2000)
(Datsenko&Wanner
2000)

(Hoang et al. 1998)

(Uzzau et al. 2001)

Este estudio

Este estudio
Este estudio
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pAE04-D100A
pAE04-Y101A
pAE04-F103A
pAE04-S104A
pAE04-Y107A
pAE04-R108A
pAE04-Q122A
pAE04-P171A
pMTHo4

pMTHo4-W26A
pMTHo4-L93A
pMTHo4-D100A
pMTHo4-Y101A
pMTHo4-F103A
pMTHo04-S104A
pMTHo4-Y107A
pMTHo4-R108A
pMTHo04-Q122A
pMTHo4-P171A
pSLo4

pSLo4-D100A
pSLo4-Y101A
pSLo4-Y107A
pSLo4-R108A
pArGsQ
pJHND

pJHmMap
pJHtir
pJHeH
pJHNC
pSHeA
pSHo4

pGBKT7-LAM

pGBKT7-53
pGADT-T7

pSGBKo4

pSGBKo4-D100A
pSGBKo4-Y101A
pSGBKo4-Y107A
pSGBKo4-R108A
pSGADeQ

His-escK D100A clonado en pET19b

His-escK Y101A clonado en pET19b

His-escK F103A clonado en pET19b

His-escK S104A clonado en pET19b

His-escK Y107A clonado en pET19b

His-escK R108A clonado en pET19b

His-escK Q122A clonado en pET19b

His-escK P171A clonado en pET19b

His-escK clonado en pTrc99A, sitios de restriccion
Ndel-BamHI

His-escK W26A clonado en pTrc99A

His-escK L93A clonado en pTrc99A

His-escK D100A clonado en pTrc99A

His-escK Y101A clonado en pTrc99A

His-escK F103A clonado en pTrc99A

His-escK S104A clonado en pTrc99A

His-escK Y107A clonado en pTrc99A

His-escK R108A clonado en pTrc99A

His-escK Q122A clonado en pTrc99A

His-escK P171A clonado en pTrc99A

MBP-escK clonado en pMAL-c2x, sitios de restriccion
BamHI-Hindlll

MBP-escK D100A clonado en pMAL-c2x
MBP-escK Y101A clonado en pMAL-c2x
MBP-escK Y107A clonado en pMAL-c2x
MBP-escK R108A clonado en pMAL-c2x
GST-escQ clonado en pGEX-4T-2

nleD-HA clonado en pTOPO-2HA con su RBS nativo

map-HA clonado en pTOPO-2HA con su RBS nativo
tir-HA clonado en pTOPO-2HA con su RBS nativo
espH-HA clonado en pTOPO-2HA con su RBS nativo
nleC-HA clonado en pTOPO-2HA con su RBS nativo

espA-HA clonado en pTOPO-2HA con su RBS nativo
escK-HA clonado en pTOPO-2HA con su RBS nativo
Dominio de unién de GAL4 fusionado a la laminina C
de humano

Dominio de unién de GAL4 fusionado a p53 de ratén

Dominio de activacion de GAL4 fusionado al antigeno
SV40

escK clonado en pGBKT?7, sitios de restriccién Ndel-

BamHI

escK D100A clonado en pGBKT7

escK Y101A clonado en pGBKT7

escK Y107A clonado en pGBKT7

escK R108A clonado en pGBKT7

escQ clonado en pGADT7

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

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

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Arianne

(Monjaras Feria et al.

2012)

(Monjaras Feria et al.

2012)

(Monjaréas Feria et al.

2012)

(Monjaréas Feria et al.

2012)

(Monjaras Feria et al.

2012)

Este estudio
Este estudio
Clontech

Clontech
Clontech

Este estudio

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
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pBT263 Plasmido usado como templado para amplificar el (Uehara,

gen sfgfp (super folder green fluorescent protein) Dinh,&Bernhardt
2009)
pVBeK escK clonado en pBAD/myc-His A Este estudio
pVBeQ escQ clonado en pBAD/myc-His A Este estudio
pVBeL escL clonado en pBAD/myc-His A Este estudio
pSBeK-GFP escK-sfGFP clonado en pBAD/myc-His A Este estudio
pSBeQ-GFP escQ-sfGFP clonado en pBAD/myc-His A Este estudio
pSBelL-GFP escL-sfGFP clonado en pBAD/myc-His A Este estudio

Manipulacion de DNA. Los genes se amplificaron mediante PCR de DNA cromosomal. Los
productos amplificados se purificaron con estuches comerciales, se digirieron con las
enzimas indicadas y se ligaron en vectores digeridos con las mismas enzimas. Todas las
enzimas se utlizaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Todas las
construcciones generadas se secuenciaron en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto

de Fisiologia Celular.

Mutagénesis sitio dirigida. Para la generacién de las mutaciones puntuales se siguieron
las instrucciones proporcionadas en el estuche QuikChange. Se disefiaron oligonucleétidos
complementarios con la mutaciébn deseada de manera que se empalmaran en la zona
donde se desea la mutacién. Cuando fue posible, se introdujo un sitio de restriccion
silencioso al disefiar los oligonucleétidos mutagénicos con el software SDM-assist (Karnik,
Karnik,&Grefen 2013). Esta estrategia permite una identificacion rapida de las
construcciones con las mutaciones. Como templado para el PCR se usaron las
construcciones pAEo4 y pSLo4. Las reacciones de PCR se incubaron con la enzima Dpnl a
37°C durante 2 h para digerir el plasmido parental metilado y las reacciones se
transformaron en células competentes de E. coli XL1 recién preparadas. Todas las

mutaciones puntuales se verificaron por secuenciacion.

Generacién de mutantes nulas y cepas etiquetadas en el cromosoma. Las mutantes no
polares de EPEC se generaron usando el sistema de recombinacién homdloga del fago A
(Datsenko&Wanner 2000). Brevemente, un fragmento de PCR que contiene el casete de
resistencia a kanamicina se amplific6 usando como templado el pldsmido pKD4 y un par de
oligonucledtidos que se encuentran flanqueados por secuencias homdlogas a los extremos
del gen que se desea eliminar. Los productos de PCR amplificados se purificaron con el
estuche comercial “PCR purification” de Qiagen. De manera paralela, se transformé el

plasmido pKD46 en la cepa de EPEC sobre la cual se quiere hacer la interrupcién del gen
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deseado. En esta cepa se indujo la expresion del sistema de recombinacion codificado en
pKD46 con 0.1 M de arabinosa y se hicieron electrocompetentes con estas células. Los
fragmentos del casete purificado se electroporaron en estas electrocompetentes y después
de recuperarse a 37 °C se sembraron en cajas de medio LB adicionado con kanamicina e
incubadas a 37 °C durante 12 h. Las mutantes se seleccionaron por su resistencia a
kanamicina (indicando que el casete se habia integrado al cromosoma) y por su sensibilidad
a ampicilina (indicando que el plasmido pKD46 habia sido perdido). Para la obtencion de las
dobles mutantes, se escindid6 el casete de kanamicina de la mutante sencilla
correspondiente usando el plasmido auxiliar pFLP2, el cual expresa la recombinasa FLP
(Hoang et al. 1998). El segundo intercambio alélico se llevd a cabo como se describio
anteriormente. Las cepas etiquetadas en cromosoma se obtuvieron mediante una variacion
del método de recombinacion homéloga del fago A usando el plasmido pSUB11 como

templado (Uzzau et al. 2001).

Tanto las mutantes nulas como las cepas etiguetadas en cromosoma se verificaron
mediante PCR. Es importante mencionar que todas las mutantes usadas en este estudio
son mutantes no polares'® ya que al introducir una construccién que expresa el gen

eliminado correspondiente, se restaura la secrecion silvestre de la cepa en cuestién.

Ensayos de secrecion. Se inoculdé un precultivo de 2 ml de LB con los antibidticos
correspondientes y la cepa deseada. El indculo se dej6 crecer a 37 °C en agitacion durante
toda la noche. Al dia siguiente se inocularon 6 ml de DMEM (el medio fue previamente
equilibrado a 37 °C bajo una atmésfera de 5% de CO,) con una dilucién 1:50 del precultivo y
se dejo crecer este cultivo en estatico a 37 °C bajo una atmdésfera de 5% de CO, hasta
alcanzar una DOgq de entre 0.8 y 1. Se tomé una muestra de 4 ml del cultivo. Cada muestra
se centrifugd a 12 000 x g durante 5 min y se recuper6 el sobrenadante, mientras que la
pastilla celular resultante se resuspendié en 200 ul x la DOgy de amortiguador de carga
SDS y se guardd para su analisis posterior. Las proteinas del sobrenadante se precipitaron
con 10% de acido tricloroacético (TCA, 10% v/v) toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente las
proteinas precipitadas del sobrenadante se concentraron centrifugando la muestra a 16 863
x g durante 30 min, se deseché el sobrenadante y la pastilla de proteinas se resuspendio en
40 ul x la DOgyo de amortiguador de carga adicionado con 2 ul de Tris-HCI saturado para
neutralizar los residuos de TCA sobrantes en la muestra.

Para los experimentos de dominancia negativa, los precultivos de las cepas de EPEC

silvestre transformadas con el plasmido correspondiente fueron diluidos 1:50 en DMEM tal

12 Una mutacion polar es aquella que afecta a lo genes rio abajo del gen mutado.
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como se indica arriba. Cuando los cultivos llegaron a una DOggg de 0.4 se afiadié 0.02 mM

de IPTG atodas las cepas. El experimento continué como se describe arriba.

Ensayos de hemolisis. Se obtuvieron 6 ml de sangre de voluntarios humanos. La sangre
se tratdé con 1% EDTA (w/v) pH 7.5 para evitar su coagulacion. La muestra de sangre se
centrifugd (3 500 g, 15 min) a temperatura ambinte (TA) para concentrar a los eritrocitos.
Después, la muestra de eritrocitos se lavo 3 veces con un volumen de solucién salina NaCl
0.9% (w/v) centrifugando a 1 000 x g por 10 min a TA. Con esta muestra se prepard una
solucion de eritrocitos diluidos al 4% en DMEM.

Un dia previo, se puso un precultivo en LB con antibidtico con la cepas correspondiente de
EPEC. Al dia siguiente se inocularon 4 ml de DMEM con el precultivo con una relacion 1:50.
Se crecieron la cepas de EPEC en DMEM hasta una DOgyp ~ 0.4 para permitir el
ensamblaje del inyectisoma. Posteriormente se mezclaron 0.5 ml de la solucién de 4%
eritrocitos con 0.5 ml de los cultivos de EPEC. Esta mezcla se centrifugd a 2 500 xg por 1
min para favorecer el contacto bacteria-glébulo rojo y se incub6 a 37 °C durante 4 horas
adicionales. Posteriormente, la mezcla se centrifugé nuevamente a 12 000 x g durante 1
min y la pastilla de células se resuspendié suavemente para favorecer la liberacion de
hemoglobina. La hemoglobina liberada al medio se cuantific6 mediante espectrofotometria
midiendo la DO,y del sobrenadante. Para sustraer la hemolisis de fondo de la
cuantificacion, se usé como blanco una muestra de eritrocitos tratada de la misma manera
pero incubada con células BL21 no patogénicas. Los resultados mostrados se llevaron a

cabo en duplicado en al menos 3 ocasiones independientes.

Ensayo de interaccién de proteinas mediante doble hibrido en levadura. Este sistema
se basa en la modularidad del factor de transcripcion GAL4 el cual posee dos modulos
funcionales, uno de unién a DNA y otro de activacioén, que necesariamente deben de estar
espacialmente cercanos para que GAL4 sea funcional. La estrategia consiste en separar los
dominios funcionales de este factor de transcripcion y fusionarlos a las proteinas de interés
“X” y “Y” respectivamente. Solo si “X” y “Y” interaccionan de manera directa, los dominios
individuales de unién y activacion se encontraran cercanos y se reconstituye la actividad del
factor GAL4 (Figura 13). Esta reconstitucion se aprovecha para activar la transcripcion de
genes reporteros (ADE, HIS3, lacZ, MEL1).
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Figura 13. Diagrama que esquematiza el principio basico del sistema de doble
hibrido de levadura para probar interaccion entre dos proteinas. Para que
GAL4 sea funcional, el dominio de unidén y el de activacion deben de estar
espacialmente cercanos. BD, dominio de unidon a DNA; AD, dominio de activacion,
UAS, secuencia rio arriba activadora (del inglés upstream activation sequence).

Para estos ensayos las construcciones basadas en los pldsmidos pGBKT7 y pGADT7 (ver
Tabla 1) se transformaron en las cepas de levadura PJ69-4a (MAT-«) y PJ69-4a (Mat-a)
siguiendo el protocolo de transformacion con acetato de litio (Sherman, Fink, & Hicks 1986).
Brevemente, se crecid un pre-cultivo de cada levadura en medio YPD (20 g/l de triptona de
caseina, 10 g/l extracto de levadura, 2% glucosa) durante toda la noche a 30°C. Al dia
siguiente con este pre-cultivo se inoculé 1:50 un cultivo mas grande de 20 ml de YPD y se
crecié a 30°C en agitacion hasta una DOgy de 1. Por cada transformacion se tomaron 1.5
ml del cultivo y se centrifugaron para cosechar las levaduras. Se lavaron las células con 1
ml de H,O estéril y se resuspendieron en 1 ml de acetato de litio (LiAc) 0.1 M para dejar
incubando a TA durante 10 min. Posteriormente las células se cosecharon por

centrifugacion y se les agreg6 a las células la siguiente mezcla:

e 240 ul PEG 3500 50% wi/v
e 36uldelLiAc1lM

e 7 ul de esperma de salmén
e 2 ul de plasmido

e 80 ulde H,O

La mezcla se incub6 durante 45 min a 42°C y posteriormente se cosecharon las células por
centrifugacion, se deseché el sobrenadante y las levaduras resultantes se resuspendieron
en 500 ul de H,O estéril de los cuales 150 pl se sembraron en cajas de medio SD -Leu
(cepas transformadas con pGADT7) o SD -Trp (cepas transformadas con pGBKT7). Las
levaduras se dejaron crecer en estas cajas a 30°C durante 3 dias. Una vez obtenidas las

colonias correspondientes, se realizé el apareamiento para obtener células diploides, para
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esto se transfirieron un par de colonias de las cepas con la construccion pGADT7 y pGBKT7
de interés en medio YPD liquido y se dejaron crecer a 30°C en agitacién (250 rpm) por 4 h.
Para seleccionar células diploides co-transformadas con ambas construcciones se tomé 1
ml del cultivo, se cosecharon las levaduras mediante centrifugacién, se lavaron con 1 ml de
H,O estéril y se resuspendieron en 500 ul de H,O, de lo cual se tomaron 200 ul para
sembrar en cajas -Leu-Trp y se dejaron crecer a 30°C durante 3 dias. Una vez obtenidas las
células diploides co-transformadas, se picod una colonia de la co-transformacion de interés
en medio SD -Leu -Trp liquido y se crecio toda la noche a 30°C. Al dia siguiente, se tomo 1
ml del cultivo, se cosecharon las levaduras por centrifugacion, se lavaron con 1 ml de H,O
estéril y se resuspendieron en 1 ml ajustando por la DOgyy de cada cultivo. Se realizaron
diluciones seriadas con un factor de 10 de la cepa de interés colocando una gota de 3 pl
sucesivamente en cajas SD -Leu -Trp (sin leucina y sin tripté6fano) para verificar la presencia
de ambas construcciones, o en cajas SD -Leu -Trp -His -Ade (sin leucina, tript6fano,
histidina y sin adenina) para probar la actividad de los genes reporteros. Las cajas con las

diluciones seriadas se dejaron crecer a 30°C durante 5-7 dias.

Ensayos de co-purificacién. Las pladsmidos que codifican para las proteinas MBP-EscK
(codificada en el plasmido pSLo4), MBP (pMAL-c2x), GST-EscQ (pArGsQ) y GST (pGEX-
4T-2) se transformaron en la cepa de expresion E. coli BL21(DE3)pLysS (BDP). Para la
induccién de proteinas se inocul6 un cultivo de 200 ml de LB con un precultivo de cada cepa
en una relacién 1:50 y se dejé crecer cada cultivo a 37°C en agitacion hasta una DOggo de
entre 0.6 y 0.8. La produccién de proteinas se indujo entonces con 0.2 mM de IPTG y se
crecio el cultivo por 4 h mas. Las células se cultivaron mediante centrifugacién y se
congelaron hasta su uso posterior. Las células se resuspendieron en 10 ml de amortiguador
fosfato salino frio (PBS, pH 7.3) adicionado con 1 mM de PMSF como inhibidor de
proteasas de serina. Las células se lisaron por sonicacion y los lisados se clarificaron por
centrifugacion 23 708 x g por 30 min a 4°C para obtener la fraccién soluble. La fraccion
soluble con las proteinas recombinantes etiquetadas con GST se incub6 con 160 pl de
resina glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) por 3 h a 4°C. La mezcla se carg6 en una
columna vertical, se dej6 fluir la fraccion no unida y posteriormente se lavé la columna con
20 ml de PBS con 5 mM de ditiotreitol™® (DTT). A través de la columna empacada se dejo
pasar la fracciéon soluble de los lisados que contenia las proteinas etiquetadas con MBP y
se lavé la columna con 50 ml de PBS frio. Las proteinas unidas se eluyeron con

amortiguador de elucion (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 20 mM de glutation reducido) (Figura 14).

13 E| ditiotreitol es un agente reductor que previene la formacion de enlaces disulfuro entre proteinas
aumentando la eficiencia de pegado de la fusion de GST a la resina.
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Figura 14. Esquema general del ensayo de co-purificacion. La proteina de
interés etiguetada GST-EscQ se inmoviliza en una resina de afinidad (R) que en
este caso fue de glutation-sefarosa. (A) Posteriormente la otra proteina de interés
MBP, que funge como control negativo o (B) la prueba de interaccibn MBP-EscK se
mezcla con GST-EscQ. Después de los lavados correspondientes, los complejos

son selectivamente eluidos y analizados mediante inmunodeteccion.

Subfraccionamiento celular. Los distintos compartimentos celulares de la bacteria se
obtuvieron siguiendo el protocolo descrito por Gauthier (Gauthier, Puente, & Finlay 2003).
Brevemente, precultivos de la cepa de EPEC de interés se diluyeron (1:50) en 100 ml de
DMEM previamente equilibrado. Los cultivos se crecieron a 37°C en 5% de CO; hasta una
DOgoo de entre 0.4 y 0.5. La produccién de la proteina His-EscK se indujo con 0.1 mM de
IPTG en aquellas cepas transformadas con el pldsmido pMTHo4. El crecimiento bacteriano
se continué hasta alcanzar una DOgy de entre 0.8 y 1. Las células bacterianas se
colectaron mediante centrifugaciéon y se lavaron una vez con PBS. Para generar los
esferoplastos®, las células bacterianas se resuspendieron cuidadosamente en 1 ml de de
amortiguador hiperosmoético (50 mM Tris-HCI, pH 7.0, sacarosa al 20% [wt/vol], 1 mM
PMSF) adicionado con 10 mM de EDTA y 100 pg/ml de lisozima y se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 min. La suspensién se centrifugd a 8 000 x g por 10 miny
el sobrenadante, que contiene la fraccion periplasmica se colect6. La pastilla de
esferoplastos se resuspendié en 10 ml de amortiguador de sonicacion (20 mM Tris-HCI, pH
7.0, 1 mM PMSF), se lis6 por sonicacion y la muestra se centrifugd a 8 200 x g durante 10
min para remover las células no rotas. El lisado celular que contiene tanto la fraccion
citoplasmica como membranal se ultra-centrifugé a 90 000 x g durante 60 min (usando un
rotor 60Ti en una ultra-centrifuga Beckman XL-90) para separar las fracciones citoplasmica
y membranal. Se colecté la pastilla que corresponde a la fraccion membranal y el

sobrenadante, que contiene la fraccion citopladsmica, se ultracentrifugd nuevamente para

1 Los esferoplastos son células bacterianas desprovistas de pared celular.
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remover restos de membrana. La pastilla membranal se lavé una vez mas y se resuspendi6
posteriormente en 1 ml de amortiguador de sonicacién. Adicionalmente, para separar la
membrana interna de la externa, la fraccibn membranal se incubd en agitacién con 0.5 % de
N-lauroylsarcosine durante 30 min y la muestra se ultra-centrifugé a 50 000 x g por 30 min.
El sobrenadante, que contiene la membrana interna, se recuperd. La pastilla, que
corresponde a la membrana externa, se lavé nuevamente con 0.5 % de N-lauroylsarcosine,
se resuspendié con 250 pl de amortiguador de sonicacion adicionado con 0.5 % N-
lauroylsarcosine. La concentracion total de proteinas de cada muestra se cuantifico con el
estuche “DC protein assay” (Bio-Rad) para estandarizar la cantidad de proteina total a

comprar en cada fraccion.

Ensayos de estabilidad. Las cepas de EPEC silvestre escQ::3xFLAG o EPEC AescK
escQ::3xFLAG se crecieron en medio LB liquido con Sm y Km por 12 h. Al dia siguiente
estos precultivos se diluyeron 1:50 en 10 ml de DMEM adicionado con km y los cultivos se
incubaron a 37°C en una atmoésfera de 5% de CO,. Cuando los cultivos alcanzaron una
DOgyo de 1 se tomd una muestra de 1 ml (t=0) para su analisis posterior y se afiadio al
cultivo principal cloranfenicol® a una concentracion final de 50 pg/ml y se continud el
crecimiento. Se tom6 1 ml de muestra del cultivo cada 45 min y se centrifugaron
inmediatamente. Las muestras de pastillas de bacteria se resuspendieron en 100 ul de
amortiguador de carga normalizados por la DOgg alcanzada por cada cultivo. La presencia

de las proteinas de interés se analiz6 mediante inmunodeteccién.

Inmunodeteccidon. Las muestras de proteinas fueron sometidas electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) en camaras verticales con
amortiguador Tris-Glicina. Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa o
de polifluoruro de vinilideno (PVDF) en una camara de transferencia humeda con
amortiguador de transferencia. La membrana obtenida se bloque6 toda la noche con TBS-T
(20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0.1% Tween) + 5% de leche descremada en polvo. Al dia
siguiente la membrana se lavdo 3 veces con TBS-T y se incubé con el anticuerpo
correspondiente diluido en 10 ml de TBS-T. En caso de ser necesario, la membrana se
incubd con el anticuerpo secundario correspondiente. La detecién de la sefal se realizo

utilizando el estuche de quimioluminiscencia Immobilon Western (Millipore).

Ensayos de nado bacteriano. Colonias de EPEC recién transformadas con el plasmido de

interés se picaron con un palillo estéril en cajas de agar triptona suave (13 g triptona, 7 g

15 El cloranfenicol es un compuesto bacteriostatico que inhibe la sintesis de novo de proteinas al
interferir con la actividad peptidil transferasa del ribosoma.
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NaCl y 2.5 g bacto-agar por litro) que fueron adicionadas con 0.2 mM de IPTG. Las cajas se
incubaron a 37 °C durante 7 h después de lo cual se tomaron imagenes representativas de

las cajas.

Microscopia de fluorescencia. La secuencia codificante de la proteina verde fluorescente
super plegada (superfolder green fluorescent protein o sfGFP) junto con la regién linker N-
terminal (Pédelacq et al. 2006) se amplific6 mediante PCR usando el pladsmido pTB263
(Uehara, Dinh, & Bernhardt 2009) como templado con oligonucleétidos que contienen el
sitio de restriccion Hindlll. El producto de PCR se purifico y se digiri6 con Hindlll y
nuevamente se purificd. Simultdneamente, las construcciones pVBescK, pVBescQ y
pVBescL, que codifican a EscK, EsQ y EscL, respectivamente, fusionados a una etiqueta de
myc-his en el carboxilo terminal se digirieron con la enzima Hindlll para linearizarlos. Para
evitar la re-circularizacién del vector, se eliminé el fosfato 5’del vector con fosfatasa alcalina.
El inserto de sfGFP digerido se ligd en cada una de las 3 construcciones y se extrajo el DNA
plasmidico de las colonias candidatas. Mediante andlisis de restriccién se verificé que el
inserto de sfGFP estuviera insertado en la orientacién deseada. Los plasmidos obtenidos
dieron lugar a las construcciones pSBeK-GFP, pSBeQ-GFP y pSBeL-GFP.

Las cepas de EPEC transformadas con la construccion de interés se crecieron en medio
DMEM hasta una DOgqo cercana a 1. Se tom6 una alicuota de 500 pl de cada cultivo y las
células bacterianas se lavaron con PBS. La muestra bacteriana se colocé en un
portaobjetos con una cama de agarosa. Las imagenes de epifluorescencia se tomaron en

un microscopio Nikon Eclipse 600 acoplado a una cAmara Hamamatsu Orca-ER.
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RESULTADOS

Orf4 es un homologo distante de la familia YscK/OrgA/MxiK

Como una primera aproximacion para obtener informacion acerca del rol funcional
de la proteina Orf4 en el SST3 de EPEC se realizé una busqueda de homologos de
esta proteina en bases de datos biolégicas. La secuencia de aminoacidos de Orf4
se us6 como proteina problema en una blsqueda mediante DELTA-BLAST'®
(Boratyn et al. 2012). La busqueda arroj6é que existen proteinas codificadas por otras
bacterias con una similitud estadisticamente significativa a Orf4, por lo que
probablemente se traten de homodlogos de esta proteina. Como ninguna de las
proteinas recabadas en esta busqueda se encuentra funcionalmente caracterizada,
no se pudo extrapolar informacion funcional de éstas a Orf4. Sin embargo, un
alineamiento multiple entre Orf4 y un subconjunto de las secuencias homodlogas
encontradas por DELTA-BLAST revel6 que existen sitios altamente conservados
entre esta familia de proteinas (Figura 15).
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' El DELTA-BLAST es una implementacion de la herramienta BLAST el cual tiene la particularidad
de alinear la secuencia pregunta a una base de datos pre-construida de la base de datos de NCBI de
dominios conservados (CDD, del inglés Conserved Domain Database). Con esta primera busqueda
se construye una matriz de pesos la cual se usara para hacer una busqueda iterada de similitud con
la base de datos de secuencias conocidas. El DELTA-BLAST ofrece una mayor sensibilidad que
otros algoritmos de comparacién de secuencias.
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Figura 15. Alineamiento multiple entre EscK y proteinas ortdlogas codificadas
en otros SST3. Se realizé una busqueda mediante DELTA-BLAST usando a Orf4
como “proteina pregunta” y un sub-conjunto representativo de los homdlogos
encontrados se alinearon con Orf4 usando el programa Muscle (Edgar 2004). El
alineamiento mostrado sevisualiz6 con BioEdit 7.2.0. Los sitios se encuentran
sombreados con negro o con gris si son idénticos o similares, respectivamente, en
al menos 80% de las secuencias. Las secuencias alineadas son: Orf4 de EPEC
(CAS11513.1), STM1410 de Salmonella enterica (NP_460375.1), SG1296 de
Sodalis glossinidius (WP_011411125.1), AAX55259 de Edwardsiella tarda
(AAX55259.1), CV2589 de Chromobacterium violaceum (WP_011136136.1),
Rin_00001750 de Candidatus Regiella insecticola (WP_006705808.1), VIC_004028
de Vibrio coralliilyticus (WP_006962219.1) y Sbal195 2267 de Shewanella baltica
(WP_012197149.1).

El gen orf4 se encuentra rio abajo del gen cesAB, que codifica para una chaperona
de proteinas translocadoras (Boratyn et al. 2012; Creasey et al. 2003) y rio arriba de
escL, que codifica para un regulador negativo de la actividad catalitica de la ATPasa
(Romo-Castillo et al. 2014) (Figura 16A). De manera similar, los homélogos de Orf4
detectados por DELTA-BLAST se encuentran consistentemente rio arriba del gen
gue codifica a un homélogo de EscL pero rio abajo de un homdlogo de EscJ,
proteina que forma el anillo de membrana interna del inyectisoma (Figura 16A). De
manera interesante, cuando examinamos esta misma region gendémica pero de
organismos modelo cuyos SST3 han sido ampliamente estudiados (Y. pestis, S.
flexneri y S. enterica), encontramos que un miembro de la familia SctK se encuentra
codificado en este mismo contexto genémico. Como se observa en la Figura 16B,
yscK de Y. pestis, orgA de S. enterica SPI-1 y mxiK de S. flexneri se encuentran
flanqueados por los mismos genes que los homélogos de Orf4. Es importante
mencionar que ninguno de los algoritmos de comparacion de secuencias que se
probaron (BLAST, HMM) encontré similitud estadisticamente significativa entre Orf4

ylas proteinas OrgA, YscK o MxiK.

En otros genomas que codifican SST3, se ha observado que proteinas del SST3
funcionalmente relacionadas se encuentran codificadas en un contexto genémico
similar a pesar de no compartir similitud significativa en su secuencia. Dado que el
gen orf4 conserva el mismo contexto genémico que las proteinas arquetipicas de la
familia SctK (YscK, OrgA y MxiK) y las proteinas codificadas por estos genes

poseen caracteristicas fisicoquimicas similares (Figura 16), junto con el hecho de
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gue se encontraron paralelismos en la funcidbn de EscK con miembros de esta
familia (ver adelante) proponemos que Orf4 es un homoélogo remoto de YscK, OrgA
y MxiK y por lo tanto es un miembro de la familia SctK. Por esta razén y siguiendo la
nomenclatura estdndar para los componentes del SST3 (Tabla IlI) decidimos

renombrar a la proteina Orf4 como EscK.

Figura 16. Conservaciéon del contexto genémico entre el gen escK (antes
orf4)y los miembros de la familia sctK. (A) Representacion esquematica de la
vecindad gendmica de los genes que codifican para proteinas homodlogas de EscK
encontrados por DELTA-BLAST. (B) Representacion esquematica de la vecindad
gendémica de los genes que codifican para proteinas miembros de la familia SctK
(OrgA, MxiK, YscK). Se muestra en columnas a la derecha caracteristicas similares
(nimero de aminoacidos y punto isoeléctrico) entre este grupo de proteinas.
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EscK es un componente importante del SST3 de EPEC

Con el fin de evaluar la contribuciéon directa de la proteina EscK al funcionamiento y
ensamblaje del SST3 de EPEC, se generd una mutante nula del gen escKken EPEC
y se evaluo in vitro su fenotipo de secrecion. Se comparo la secrecion de proteinas
al medio extracelular a través del SST3 de una cepa de EPEC silvestre (WT), una
mutante nula en el gen que codifica para la ATPasa EscN (AescN) y la mutante nula
del gen escK (AescK). Como se observa en la Figura 17 la cepa de EPEC silvestre
secreta tanto translocadores (EspD, EspB y EspA) como efectores (Tir y EspF). En
el sobrenadante de la mutante AescN -cuyo SST3 no es funcional por lo que funge
como control negativo de secrecién-, sélo se detecta al autotransportador EspC*’.
La mutante AescK no secreta al medio ni translocadores ni efectores,
comportandose como el control negativo de secrecion AescN (Figura 17A). El
defecto en la secrecion de la mutante AescK no se puede atribuir a una deficiencia
en la produccion de sustratos ya que se detectaron los mismos niveles intracelulares
de sustratos en todas las cepas (Figura 17A, panel P). La secrecion de proteinas via
SST3 en la cepa mutante AescK se restauré a niveles silvestres al expresar in trans
la version recombinante His-EscK, lo que indica que el fenotipo de no secrecion de
la cepa AescK se debe Unicamente a la ausencia de la proteina EscK y que la

proteina recombinante His-EscK es enteramente funcional.

En EPEC y en otras bacterias patdégenas, el ensamblaje de un SST3 completo y
funcional se ha correlacionado con la capacidad de causar lisis en glébulos rojos
(Warawa, Finlay, & Kenny 1999; Blocker et al. 1999; Shaw et al. 2001). Por esta
razén, los llamados ensayos de hemdlisis se han usado para evaluar el estado de
ensamblaje de los inyectisomas. Para evaluar si EscK, ademés de ser necesario
para el funcionamiento de la maquinaria de secrecion, es importante también para el
ensamblaje per se del SST3 se comparé la capacidad de este mismo conjunto de

cepas para causar hemolisis en glébulos rojos mediante su SST3.

7 a proteina EspC es un autotransportador de 110 kDa con actividad de serina proteasa (Navarro-
Garcia et al. 2014). EspC es secretado al medio extracelular a través del sistema de secrecion tipo V
aunque su translocacion a las células epiteliales es auxiliada por el SST3 y su transcripcion se
encuentra co-regulada con la isla LEE (Elliott et al. 2000; Vidal and Navarro-Garcia 2008). Debido a
gue la secrecién de EspC es independiente del SST3, la presencia de este autotransportador en el
medio extracelular es usado como control de carga de los sobrenadantes en los ensayos de
secrecion.
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Las cepas EPEC WT, AescN, AescK y AescK complementada con His-EscK
(AescK/His-EscK) se incubaron con una solucién de globulos rojos de humano (ver
Materiales y métodos) y se midié la hemoglobina liberada al medio como una
medida indirecta de la capacidad hemolitica de estas cepas. Los resultados
mostraron que mientras que EPEC silvestre es capaz de ocasionar lisis celular en
eritrocitos humanos, la cepa mutante AescK soOlo presenta niveles basales de
hemodlisis similares a los de la cepa AescN (Figura 17B). La capacidad hemolitica de
la cepa AescK se restaura al expresar in trans a la proteina His-EscK, confirmando
gue EscK es necesario para el ensamblaje del inyectisoma y que el defecto de la

mutante AescK en este ensamblaje se debe soélo a la ausencia de la proteina EscK.

Figura 17. EscK es un componente central para el funcionamiento del SST3 de
EPEC. (A) Las cepas de EPEC silvestre (wild-type, WT), AescN, AescK y la cepa
AescK complementada con el plasmido que expresa a His-EscK se crecieron en
DMEM para inducir la secrecién de proteinas del SST3. Las proteinas secretadas se
analizaron mediante 15% SDS-PAGE vy tincion de Coomassie (CBB) (panel
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superior). La presencia de los efectores Tir y EspF en el sobrenadante (S) y de Tir,
EspF y del translocador EspB en la pastilla celular (P) se examind mediante
inmunodeteccion. (B) La capacidad de hemodlisis de estas mismas cepas
bacterianas se midié incubando a las cepas bacterianas correspondientes con
glébulos rojos. El porcentaje relativo de hemodlisis se midié relativo a la hemdlisis
causada por EPEC WT. Las barras representan el promedio de al menos tres
experimentos independientes. Las barras de error muestran las desviaciones
estandar.

El fenotipo de secrecion de la mutante AescK junto con la pérdida de la capacidad
hemolitica de esta cepa demuestra que la proteina EscK es un componente
importante tanto para el ensamblaje como para el funcionamiento del SST3 de
EPEC.

STM1410, homologo de EscK, no restaura la secrecion de la
cepa mutante AescK

La proteina EscK comparte similitud estadisticamente significativa con otras
proteinas de SST3 de otras bacterias (Figura 15). Uno de estos homodlogos de
especial interés es la proteina STM1410 codificada en la isla 2 (SPI-2) de
patogenicidad de S. enterica, ya que esta bacteria es una causa comun de
enfermedades gastrointestinales en paises industrializados y no industrializados
(Bryan Coburn, Grassl,&Finlay 2007; Eng et al. 2015). Ademas de esto, la SPI-2 se
encuentra filogenéticamente cercana a la isla LEE (Troisfontaines&Cornelis 2005).
Por esta razén investigamos si STM1410, proteina con una similitud en secuencia
del 33% y con una identidad del 19% con EscK'® (Figura 18), es capaz de

reemplazar la funcion de la proteina EscK.

18calculado con stretcher de EMBOSS (http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_stretcher/).
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Figura 18. Alineamiento pareado entre EscK de EPEC y la proteina STM1410
codificada en la SPI-2 de Salmonella enterica. El alineamiento se realizé con
Muscle y se visualizd con BioEdit 7.2.0. Los sitios se encuentran sombreados con
negro o con gris si son idénticos o similares, respectivamente.

Se clon6 al gen STM1410 en el vector de expresion pET19b para
subsecuentemente clonarlo como fragmento his-STM1410 en el vector de expresion
pTrc99A. Se transformd la cepa AescK con el vector pTrc99A vacio, con la
construccion basada en este mismo vector que expresa a his-escK o a his-
STM1410. Como se observa en la Figura 19, his-escK pero no his-STM1410 es
capaz de restaurar la secrecion de proteinas via SST3 en la cepa AescK aunque
ambas proteinas se expresan a niveles similares dentro de EPEC a juzgar por la
inmunodeteccion de la etiqueta de histidinas (Figura 19, panel P). Estos resultados
indican que, a pesar de la similitud en secuencia entre EscK y STM1410, esta ultima

proteina no es capaz de suplir la funcion de EscK en EPEC.
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Figura 19. La expresion de la proteina STM1410 no restaura la secrecion de
proteinas del SST3 de la mutante AescK. Las cepas de EPEC silvestre (WT), la
mutante AescK transformada con el vector pTrc99A vacio (-), pTrc99A expresando a
his-escK o his-STM1410 se crecieron en condiciones de induccién del SST3 y las
proteinas del sobrenadante (S) y de la pastilla bacteriana (P) se recuperaron y se
analizaron en SDS-PAGE mediante tincibn con Coomassie (CBB) o por
inmunodeteccion. La producciéon de His-EscK y His-STM1410 se probo
porinmunodeteccion usando anticuerpos anti-His.

EscK interacciona directamente con EscQ

Con el fin de obtener informacion adicional acerca de la posible funcion que
desempefia la proteina EscK en el SST3 de EPEC se buscaron interacciones
proteina-proteina con otros componentes del inyectisoma de EPEC usando el
sistema de doble hibrido en levadura. A grandes rasgos, si las proteinas de interés
interaccionan se activan genes reporteros que rescatan a la cepa de levadura usada

de una auxotrofia en la via de histidina y adenina (ver materiales y métodos).
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Mediante este sistema de doble hibrido en levadura se probo la interaccion directa
entre EscK y distintos componentes estructurales del inyectisoma como EscL, EscQ,
con la misma EscK, EscN, EscJ, EscU, EscF, EscV y EscD*, que son componentes
cuya expresion, al igual que EscK, es importante para la secrecion de proteinas via
SST3. Mediante esta estrategia se pudo encontrar que EscK interacciona con EscQ,
la proteina que forma el anillo citoplasmico en el inyectisoma de EPEC. Las
diluciones seriadas en medio estricto (en ausencia de histidna y adenina), que nos
permiten tener una medida cualitativa de la fuerza de la interaccion, reflejan que la
interaccion EscK-EscQ parece tener una afinidad tan alta como la del control

positivo de la proteina p53 al antigeno T. (Figura 20).
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Figura 20. EscK interacciona de manera directa con EscQ. Imagen
representativa de los experimentos de doble hibrido de levadura para probar la
interaccion de EscK con EscQ. Las cepas de levadura diploides co-transformadas
con las construcciones indicadas basadas en pGADT7 y pGBKT7 se diluyeron de
manera seriada y se gotearon en cajas sin leucina y sin triptéfano (-Leu-Trp) para
confirmar la presencia de ambos vectores y en cajas sin leucina, triptéfano, histidina
y adenina (-Leu-Trp-His-Ade) para detectar la activacion de los reporteros
correspondientes.

Para corroborar que las proteinas EscK y EscQ interaccionan de manera directa se
realizaron ensayos de co-purificacion. De manera general, el ensayo de co-

purificacion consiste en capturar una proteina A de interés en una resina de afinidad

19 a interaccién directa entre EsckK y las proteinas EscD y EscV fue probada por Karen Mojica tanto
por doble hibrido en levadura como por co-purificacién. Aunque estos dos componentes son
candidatos fuertes, no se encontr6 interaccion directa con EscK mediante estos métodos.
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inmovilizada para generar un segundo punto de afinidad. Una vez hecho esto, la
segunda proteina B de interés se incuba con la resina que tiene a la proteina A
unida, se lava la resina para eliminar las interacciones inespecificas y se eluyen las
proteinas que fueron unidas especificamente. Si las proteinas interaccionan de

manera especifica, la proteina B co-purificara con A.

Para este experimento, la proteina recombinante GST-EscQ se sobre-expresoé en la
cepa de expresion BDP (Tabla 1) y posteriormente se inmovilizé en una resina de
glutation-sefarosa. La resina con GST-EscQ unida se empaco6 en una columna y se
lavd para eliminar a las proteinas unidas de manera no especifica (ver Materiales y
métodos). Posteriormente, se paso a través de la columna un lisado clarificado de
células BDP donde se sobre-expres6 a la proteina recombinante MBP-EscK.
Nuevamente se lavo la resina y las proteinas unidas se eluyeron y se analizaron.
Como se observa en la Figura 21, MBP-EscK pero no la proteina MBP sola co-eluyo
con GST-EscQ.

GST-EscQ
+ MBP-EscK
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Figura 21. EscK interacciona de manera directa con EscQ. Ensayo de co-
purificacion que confirma la interaccion EscK-EscQ. La proteina recombinante GST-
EscQ proveniente de un lisado clarificado (L) se inmovilizé en una columna
empacada con resina de glutatibn-sefarosa. Subsecuentemente, lisados clarificados
de células BDP que sobre-expresaron a las proteinas recombinantes MBP o MBP-
EscK () se cargaron en la columna. Después de lavados extensivos (W), las
proteinas retenidas fueron eluidas (E). Todas las fracciones se analizaron mediante
12% SDS-PAGE vy tincion de Coomassie o inmunodeteccion usando anticuerpos
anti-MBP.

53



Adicionalmente, se probd que la proteina GST sola pegada a la resina no es capaz
de retener a MBP-EscK demostrando asi la especificidad de la interaccion EscK-

EscQ detectada por co-purificacién (Figura 22).
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Figura 22. MBP-EscK no co-purifica con GST. La proteina recombinante GST
proveniente de un lisado clarificado (L) se inmovilizé en una columna empacada con
resina de glutation-sefarosa. Posteriormente, un lisado clarificado de células BDP
donde se sobre-expreso a las proteina recombinante MBP-EscK () se cargo6 en la
columna. Después de lavados extensivos (W), las proteinas retenidas se eluyeron
(E). Todas las fracciones fueron analizadas mediante 12% SDS-PAGE vy tincion de
Coomassie e inmunodeteccion usando anticuerpos anti-MBP.

En su conjunto, estos datos demuestran que EscK interacciona de manera
especifica y directa con EscQ, el componente principal del anillo citoplasmico del

inyectisoma de EPEC.

Localizacion subcelular de EscK

La interaccion directa entre EscK y EscQ sugieren una misma localizacion celular de
estas dos proteinas en EPEC. Se ha reportado previamente que EscQ es un
componente que se encuentra en la fraccion soluble y membranal de EPEC
(Biemans-Oldehinkel et al. 2011). Para EscK no se predicen cruces
transmembranales (TMHMM Server, v. 2.0) ni tampoco una secuencia sefial tipo
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Sec (SignalP 4.1 Server) o Tat (TatP 1.0 Server). Por lo tanto, para dilucidar la
localizacion subcelular de EscK, células de la cepa AescK complementadas con el
plasmido pTrc99A que expresa a His-EscK se fraccionaron en periplasma,
citoplasma y membrana siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos
(Gauthier, Puente, & Finlay 2003). La pureza de cada fraccion se evalué por
inmunodeteccion de la proteina periplasmica MBP, de la chaperona citoplasmica
DnaK y de la proteina de membrana interna EscJ. Los resultados mostraron que
EscK se detecta tanto en la fraccion citoplasmica como en la fraccion membranal de
EPEC (Figura 23A). Adicionalmente, la fraccion membranal se separ6 en membrana
externa e interna usando el detergente N-lauroylsarcosine (ver materiales vy
métodos). La pureza de ambas fracciones se evalu6 mediante la inmunodeteccion
de la secretina de membrana externa EscC y de EscJ en la membrana interna. Se
encontré6 que EscK se encuentra enriquecida en la membrana interna de EPEC
(Figura 23B).

Debido a que EscK interacciona de manera directa con EscQ, nos preguntamos si la
sub-localizacién celular de EscK depende de la proteina EscQ. Para responder esto,
se fraccion6 una cepa doble mutante AescKAescQ que expresa a His-EscK usando
el mismo protocolo de fraccionamiento celular descrito. Se encontr6 que la
distribucién sub-celular detectada de His-EscK no cambia en ausencia de la
proteina EscQ, ya que esta proteina se sigue localizando en el citoplasma y en la
membrana de EPEC (Figura 23C). Adicional a esto, encontramos que EscK no
requiere de ningun otro componente del SST3 para asociarse a la membrana ya que
cuando se realiz6 el mismo experimento de fraccionamiento celular pero en un
fondo Aler?®, activador transcripcional maestro de la isla LEE, EscK se sigue

localizando tanto en el citoplasma como en la membrana celular (Figura 23C).

2014 proteina Ler (del inglés, LEE-encoded regulator) es un activador transcripcional central de la
isla LEE. Ler activa la expresion de los genes del LEE aliviando la represion sobre los operones
ejercida por el regulador negativo global H-NS (Victor H. Bustamante et al. 2001; Umanski,
Rosenshine, and Friedberg 2002). Sin Ler, la expresion de los genes de la isla LEE no se activa, aln
en condiciones de induccion.
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Figura 23. EscK se localiza de manera intrinseca tanto en el citoplasma como
en la membrana interna de EPEC. Cepas de EPEC que expresan la version
recombinante de His-EscK se separaron en periplasma (Per), citoplasma (C) y
membrana (M). Cantidades iguales de proteina correspondientes a cada fraccion
junto con una muestra de la pastilla celular (P) correspondiente se sometieron a
SDS-PAGE y se analizaron mediante inmunodeteccion usando anticuerpos anti-His.
La presencia del marcador citoplasmico (DnaK), periplasmico (MBP) y membranal
(Escd) en cada fraccion se verificd igualmente mediante inmunodetecciéon. (A)
Fraccionamiento bacteriano de la mutante de EPEC AescK complementada con el
vector que expresa a His-EscK. (B) Sub-fraccionamiento mediante solubilizaciéon con
detergente de la fraccion membranal en membrana interna y externa. (C) El
experimento de fraccionamiento bacteriano se realiz6 también en un fondo doble
mutante AescKAescQ y en un fondo Aler para determinar si la localizacion de EscK
depende de otros componentes del inyectisoma de EPEC.

Adicionalmente probamos si en un fondo genético distinto a EPEC, EscK
presentaba la misma distribucion de localizacion. En una cepa de E. coli no
patogénica, que no codifica para un SST3 en su genoma, se expreso in trans a la
proteina His-EscK y se prosiguié con el mismo protocolo de fraccionamiento celular.

Se encontrd que His-EscK se localiza tanto en la fraccion citoplasmica como en
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lafraccion membranal de BDP (Figura 24). Estos datos muestran que EscK tiene
una preferencia intrinseca por la membrana citoplasmica bacteriana y que esta
preferencia no depende de la presencia de ningun otro componente del SST3 de
EPEC. Esta preferencia intrinseca por la membrana ha sido observada en otros
componentes de distintos SST3 (Evans et al. 2006; Auvray et al. 2002; Biemans-
Oldehinkel et al. 2011).

BDP
+ his-escK

kba P C M

H oo e a-DnaK

75 | e @ o-ArcB

25

J— p— o-His
| (His-EscK)

Figura 24. EscK se localiza en citoplasma y en membrana adn en un fondo
bacteriano sin SST3. La cepa de E. coli no patégena BDP se transformé6 con la
construccion de pTrc99A que expresa a His-EscK. Las bacterias completas se
separaron en fraccién citoplasmica (C) y membranal (M). Cantidades iguales de
proteina correspondientes a cada fraccion junto con una muestra de la pastilla
celular (P) se analizaron mediante inmunodeteccion usando anticuerpos anti-His. La
presencia del marcador citoplasmico (DnaK) y membranal (ArcB?}) en cada fraccién
se verificd igualmente mediante inmunodeteccion.

Para probar si EscK, ademas de ser un componente intracelular, es un sustrato
secretado a través del SST3 de EPEC se clond el gen escK en el vector pTOPO-
2HA el cual fusiona dos etiquetas de hemaglutinina en el extremo C-terminal. Se
uso esta version recombinante de EscK etiquetada en el carboxilo para no interferir
con la posible secuencia sefial que los sustratos del SST3 poseen en el N-terminal.
Esta construccidon se transformé en la cepas de EPEC WT, AescN y AescK y se

evaluo la presencia de EscK-HA en el sobrenadante y en la pastilla celular de estas

%1 Debido a gue la cepa BDP no contiene en su genoma a la isla LEE, no fue posible usar a EscJ
(que se encuentra codificado en el LEE) como marcador membranal. En su lugar usamos anticuerpos
gue reconocen especificamente a la cinasa sensora ArcB de membrana. ArcB es una proteina de
778 aa que se ancla a la membrana interna de E. coli y que forma parte del sistema de dos
componentes que regula una multiplicidad de genes en respuesta al estado redox celular.
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cepas mediante inmunodeteccidon con el anticuerpo HA. Se encontré que aunque la
version EscK-HA se produce en todas las células y es funcional ya que restaura la
secrecion de la cepa mutante AescK a niveles silvestres, EscK-HA no se encuentra
secretado en el medio extracelular (Figura 25) lo que sugiere que EscK solo

desempeiia un papel como componente intracelular de la maquinaria del SST3.
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Figura 25. EscK es un componente intracelular del inyectisoma de EPEC. Las
cepas de EPEC wild-type (WT), AescN y AescK transformadas con el plasmido que
expresa EscK etiquetado con HA en el C-terminal se crecieron bajo condiciones de
induccién del SST3. (A) Las proteinas del sobrenadante fueron analizadas mediante
SDS-PAGE vy tincion con Coomassie (CBB). (B) La presencia de EscK-HA y del
marcador citoplasmico DnaK se examind mediante inmunodeteccion en los
sobrenadantes (S) y en pastillas celulares (P) usando los anticuerpos anti-HA y anti-
DnakK.

En su conjunto, estos datos de localizacion son consistentes con el rol propuesto
para EscKk como parte de una plataforma intracelular y citoplasmica que se

encuentra asociada a la membrana en la base del inyectisoma.
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La estabilidad y la localizacién de EscQ no se ven afectadas en
ausencia de EscK

El hecho de encontrar que EscK y EscQ interaccionan de manera directa nos llevo a
preguntarnos la relevancia biolégica de esta interaccion. Para estudiar las
implicaciones funcionales potenciales de dicha interaccion decidimos comparar los
niveles de produccién de EscQ en presencia y en ausencia de EscK. Debido a que
los anticuerpos policlonales anti-EscQ que se generaron en el laboratorio no
reconocieron los niveles de produccion endoégenos de EscQ (dato no mostrado), se
decidié etiguetar con tres epitopos de FLAG a EscQ en su contexto cromosomal
tanto en un fondo EPEC silvestre como en un fondo AescK. Esta estrategia nos
permiti6 monitorear los niveles enddégenos de produccién de la proteina de interés
marcada. Para la obtencion de las cepas con la proteina EscQ marcada se siguié el
protocolo descrito en materiales y métodos (Uzzau et al. 2001).

El casete de resistencia con la etiqueta de 3XFLAG se electroporé en las cepas de
EPEC silvestre y en la AescK?, las cuales fueron previamente transformadas con el
plasmido pKD46 que expresa la recombinasa Red del fago A. En las colonias
resultantes candidatas se verifico la presencia del casete en la locacidbn cromosomal
deseada mediante PCR (Figura 26).

22 . . .

Es importante notar que para poder etiquetar a escQ en la cepa AescK con este método fue
necesario primero escindir el casete de kanamicina previamente insertado en esta cepa mutante
usando el plasmido pFLP2 como se indica en materiales y métodos.
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Figura 26. Comprobacion de la insercion del casete de kanamicina para
etiquetar en el cromosoma a escQ. (A) Se compara el contexto genético
cromosomal de escQ silvestre contra el contexto esperado si el casete se insert6 en
el sitio deseado. Usando el par de oligonucleétidos SepQ-Fw y kt se espera un
producto de PCR de 2200 pb si el casete se insertd en el extremo 3’ del gen escQ,
mientras que en la cepa silvestre no se espera producto amplificado ya que el oligo
kt se ancla en un sitio interno del casete de resistenca. El asterisco rojo denota una
banda amplificada inespecifica. (B) Para corroborar la presencia o ausencia del gen
escK en cada una de las cepasse hizé una amplificacion mediante PCR usando el
par de oligonucle6tidos cesAB-Fw y orf5-Rv. Se espera un producto amplificado de
1600 pb en el contexto silvestre de escK mientras que en la mutante AescK sin
casete se espera un producto de 1090 pb.

Una vez que se corrobord la presencia del casete, se verificd que el perfil de
secrecion de las cepas no se hubiera visto afectado por la introduccion del casete ni
por la etiqueta en el carboxilo de EscQ. Ademas, se caracterizé la produccion de
EscQ usando anticuerpos anti-FLAG. Las cepas candidatas de EPEC con escQ

marcado con 3 epitopos de FLAG en cromosoma se crecieron en DMEM para
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inducir la expresion de los genes de la isla y las proteinas intracelulares y las
secretadas se analizaron. Como se observa en la Figura 27, el perfil de secrecion de
las cepas de EPEC silvestre y de la AescK con EscQ etiquetado no se ve alterado,
la primera muestra el perfil de proteinas secretadas tipico de EPEC silvestre y en la
segunda soélo se observa el autotransportador EspC como ya se habia visto
anteriormente para la cepa no marcada. Cuando se analizaron las proteinas de la
pastilla celular mediante inmunodeteccion con anticuerpos anti-FLAG se detect6 una
banda en el peso molecular esperado para EscQ-3FLAG (37 kDa) (Figura 27, panel
P). Estos resultados nos indican que se logré exitosamente etiquetar a EscQ en
cromosoma con 3 epitopes de FLAG y que esta modificacion no afecto la secrecion

de proteinas via SST3.

Figura 27. Caracterizacion de las cepas marcadas de escQ con FLAG en el
cromosoma. La cepade EPEC silvestre y AescKcon escQ marcada en cromosoma
se crecieron en condiciones de induccion del SST3 para realizar ensayos de
secrecion. El perfil de secrecidn (S) de cada cepa se analizé6 mediante SDS-PAGE y
tincion de Coomassie (CBB). Se analizo la presencia de la proteina EscQ fusionada
a 3FLAG en la pastilla celular (P) mediante inmunodeteccion usando anticuerpos
anti-FLAG. Como control positivo de la inmunodeteccion paralelamente se analizé la
cepa de EPEC silvestre con la proteina CesL etiquetada en cromosoma con 3FLAG.
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Dado que EscQ interacciona con EscK nos preguntamos si EscK participa como
chaperona de EscQ, confiriéndole estabilidad y evitando su degradacion prematura
en el citoplasma. Las cepas de EPEC WT escQ::3xFLAG y AescK escQ::3xFLAG se
crecieron en DMEM hasta una DOgy, de 1 y en este punto se afadio cloranfenicol al
cultivo para bloquear la traduccion de proteinas. Se tomaron muestras de las cepas
a lo largo del tiempo después de afadir el antibiotico para monitorear la produccion
de EscQ3FLAG. Se encontr6 que EscQ3FLAG se mantiene constante a lo largo del
tiempo tanto en la cepa silvestre como en la mutante AescK (Figura 28) indicando

gue en ausencia de EscK la integridad de EscQ no se ve comprometida.
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Figura 28. Estabilidad de EscQ en ausencia de EscK. Las cepas de EPEC
silvestre (WT) o AescK que expresan niveles silvestres de EscQ etiquetado en
cromosoma con 3 etiquetas de FLAG en el C-terminal se crecieron en medio DMEM
a 37 °C para inducir la expresion de la isla LEE. En el tiempo 0 se afadio
cloranfenicol para inhibir la sintesis de novo de proteinas. Se tomaron muestras del
cultivo cada 45 min después de afadir el antibiético y la cantidad de EscQ-3FLAG
se monitoreé usando anticuerpos anti-FLAG. Como control de carga se detect6 a la
chaperona citoplasmica DnaK.

Por otro lado, para definir si la localizacién sub-celular de EscQ depende de la
presencia de su compafiero de interaccion EscK, se llevaron a cabo experimentos
de fraccionamiento celular en las cepas EPEC WT escQ::3xFLAG y AescK
escQ::3XFLAG para contrastar la localizacion de EscQ. Como se observa en la

Figura 29, EscQ3FLAG se localiza mayoritariamente en el citoplasma de EPEC
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silvestre, aunque también se detecta en la fraccion membranal. Esta distribucion de
EscQ en EPEC coincide con la que se reportdé en un trabajo donde la cepa AescQ
complementada con escQ-HA expresada desde un vector de alto nUmero de copias
fue separada en fraccién soluble y membranal (Biemans-Oldehinkel et al. 2011).
Adicionalmente, nosotros encontramos que la localizacion en membrana de EscQ

no requiere de la presencia de EscK (Figura 29).
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Figura 29. La localizacién celular de EscQ no cambia en ausencia de EscK. Las
cepas de EPEC WT escQ::3xFLAG y AescK escQ::3xFLAG expresando a a niveles
silvestres a EscQ etiquetado con 3 epitopes de FLAG fueron separadas en fraccion
citoplasmica (C) y membranal (M). Cantidades iguales de proteina correspondientes
a cada fraccion junto con una muestra de la pastilla celular (P) correspondiente se
sometieron a SDS-PAGE y se analizaron mediante inmunodeteccion usando
anticuerpos anti-FLAG. La presencia del marcador citoplasmico (DnaK) vy
membranal (EscJ) en cada fraccibn se verific6 igualmente mediante
inmunodeteccion.

Si bien EscQ y EscK se encuentran funcional y fisicamente relacionadas, su
localizacion en la membrana no depende una de la otra y la estabilidad de EscQ es

independiente de EscK.

Diseccion molecular de EscK

Como se mencion6 previamente, mediante una busqueda de homologos remotos
usando DELTA-BLAST se encontraron varios homologos de EscK. Aunque ninguno

de los homodlogos detectados se encuentra funcionalmente caracterizado, un
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alineamiento multiple revel6 diversos residuos altamente conservados entre esta
familia de proteinas (Figura 15). Para evaluar la importancia de estos residuos para
la funcién de EscK se seleccionaron algunos residuos altamente conservados y
otros aminoAcidos aledafios a estos y se sustituyeron por alanina®®* mediante
mutagénesis sitio dirigida para probar la capacidad de estas proteinas con
mutaciones puntuales de restaurar la secrecion de proteinas en un fondo AescK.
Las sustituciones que se generaron en EscK fueron W26A, L93A, D100A, Y101A,
F103A, S104A, Y107A, R108A, Q122A y P171A. Los resultados muestran que
cuando las versiones mutantes de His-EscK son expresadas desde un plasmido
derivado de pET19b en la cepa AescK, las mutaciones L93A y S104A no tienen
efecto alguno sobre la funcibn de EscK pues complementan la secrecién de
proteinas al mismo nivel que el alelo EscK silvestre. Las versiones de His-EscK
W26A, F103A, Q122A y P171A aunque restauran la secrecion de proteinas, lo
hacen solo parcialmente. Por su parte, las versiones mutantes EscK D100A, Y101A,
Y107A y R108A pierden del todo su capacidad de complementar a la mutante
AescK (Figura 30).

23 . . e L
La alanina es ampliamente usada en mutagénesis sitio dirigida ya que es un aminoéacido

guimicamente inerte, no voluminoso y que no altera radicalmente la estructura de la proteina de
interés (Cunningham and Wells 1989).
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Figura 30. Identificacionde residuos importantes para la funcién de EscK
mediante mutagénesis sitio dirigida. Perfil de secrecion de proteinas de las cepas
EPEC silvestre (WT) y las cepas AescK transformadas con el vector pET19b vacio
(-) o la construccion basada en pET19b que expresa His-EscK 0 susversiones con
las mutaciones puntuales. (A) Las proteinas secretadas se recuperaron del
sobrenadante y se analizaron mediante SDS-PAGE vy tincion de Coomassie. (B) La
presencia del efector Tir y del translocador EspA tanto en el sobrenadante (S) como
en la pastilla celular (P) se examind con anticuerpos policlonales anti-Tir y anti-
EspA. (C) La produccion de las distintas versiones de His-EscK se analizdé en un
ensayo de secrecion idéntico pero con construcciones basadas en el vector
pTrc99A, que permite niveles de produccion de la proteina de interés en EPEC
suficientes para ser detectado por el anticuerpo anti-His.

Debido a que EscK interacciona directamente con EscQ, nos preguntamos si el
defecto en la funcion de las versiones mutantes puntuales EscK D100A, Y101A,
Y107A y R108A se debia a la pérdida deinteraccion con EscQ. Los 4 alelos de EscK
gue perdieron la funcion se clonaron en el vector pGBKT7 y mediante el sistema de
doble hibrido en levadura se probd si cada una de estas versiones mutantes
interaccionan con EscQ. Los resultados mostraron que las mutaciones puntuales

EscK Y101A 'y Y107A perdieron su capacidad para interaccionar con EscQ mientras

65



gue las versiones EscK D100A y R108A alun son capaces de interaccionar con esta

proteina (Figura 31A).

Los resultados de interaccion se verificaron mediante ensayos de co-purificacion. A
través de un nuevo ciclo de mutagénesis dirigida se generaron las 4 mutaciones
puntuales no funcionales de la version recombinante MBP-EscK. Es importante
mencionar que estas 4 versiones de MBP-EscK tampoco son funcionales ya que a
diferencia de la versidbn recombinante silvestre MBP-EscK, éstas no pudieron
restaurar la secrecion de la cepa AescK (dato no mostrado). Una vez obtenidas las
versiones mutantes de MBP-EscK se procedio a realizar ensayos de interaccion
mediante co-purificacion de la misma manera como se hizo para detectar la
interaccion entre GST-EscQ y MBP-EscK silvestre (Figura 21). Se observé que
mientras que las versiones MBP-EscK D100A y R108A fueron retenidas por GST-
EscQ (aunque en menor medida que MBP-EscK silvestre), las versiones puntuales
MBP-EscK Y101A y Y107A pierden del todo su afinidad por GST-EscQ (Figura
31B).

A
pGBKT7 | pGADT7
EscK EscQ
D100A EscQ
Y101A EscQ
Y107A EscQ
R108A EscQ
-Leu -Trp -His -Ade
B

N
Q_
input | 584 - == 9 | MBP-EscK

58
46| D — s S Y | GST-EscQ

output
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Figura 31. Identificacion de los aminoacidos de EscK involucrados en la
interaccion con EscQ. (A) Las mutantes de EscK no funcionales (D100A, Y101A,
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Y107 y R108A) se sub-clonaron en el vector pGBKT7 y se probo su interaccion con
EscQ. (B) La interaccion de cada una de las mutantes puntuales no funcionales de
EscK con GST-EscQ se corroboré mediante ensayos de co-purificacion.

En conjunto, estos resultados muestran que los residuos D100, Y101, Y107 y R108
de EscK son criticos para su funcion en el SST3. También se concluye que las
tirosinas 101 y 107 de EscK se encuentran directamente involucradas en la interfase
de interaccion con EscQ. También se infiere que el defecto de las mutantes

puntuales D100A y R108A se debe a una razon distinta a su interaccion con EscQ.

Dominancia negativa de EscK sobre el SST3

Se ha visto que la expresion de versiones mutantes decomponentes estructurales
del SST3 que no son funcionales puede llevar a un mal funcionamiento del
inyectisoma en un fondo silvestre (Okabe et al. 2009; Davis, De Jesus Diaz, &
Mecsas 2010; Gamez et al. 2012). A este efecto donde una proteina mutante no
funcional se expresa y compite con la proteina silvestre funcional se le conoce como
dominancia negativa (Herskowitz 1987; Veitia 2007). Para probar si las mutaciones
puntuales de EscK con pérdida de funcion (D100A, Y101A, Y107A y R108A) ejercen
un efecto negativo sobre la secrecién de EPEC, las 4 versiones puntuales se sub-
clonaron en el vector de expresion pTrc99A, se transformaron en EPEC silvestre y
se hicieron ensayos de secrecion con estas cepas. Los resultados mostraron que la
expresion de las versiones puntuales Y101A y Y107A no tiene efecto sobre la
secrecion de EPEC silvestre, en cambio la produccién de las variantes D100A y
R108Aque, aunque no son funcionales, retuvieron la capacidad de interaccionar con
EscQ, afecta la secrecion de proteinas por el SST3 (Figura 32). Como control, se
muestra que ni la presencia del vector vacio pTrc99A ni la expresion de His-EscK

tienen un efecto sobre la secrecion de proteinas en EPEC silvestre (Figura 32).
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Figura 32. Dominancia negativa de las versiones mutantes no funcionales de
EscK sobre el SST3 de EPEC silvestre. Ensayos de secrecién de EPEC silvestre
(WT) transformada con el plasmido vacio pTrc99A (-), con el mismo plasmido
expresando His-EscK o0 expresando sus variantes puntuales indicadas. Las
proteinas recuperadas del sobrenadante se analizaron mediante tincibn con
Coomassie (CBB) y la presencia de Tir y EspA en el sobrenadante (S) y en la
pastilla celular (P) se examindé mediante inmunodeteccion. También se corroboro la
expresion de His-EscK y sus variantes puntuales en cada una de las cepas
mediante inmunodeteccion usando anticuerpos anti-His.

Estos resultados sugieren que las variantes no funcionales que adn son capaces de
formar complejo con EscQ estan siendo incorporadas al aparato de exportacion a
través de esta interaccibn y una vez ahi estarian obstaculizando el correcto

funcionamiento de la maquinaria de secrecion.

Recientemente se reporto que la motilidad de E. coli se ve drasticamente reducida
cuando el operon LEE1 de EPEC se sobre-expresa en este fondo (Ruano-Gallego,
Alvarez, & Fernandez 2015), lo que sugiri6 que alguna proteina codificada en este
operon podria estar interviniendo en el funcionamiento o ensamblaje del flagelo.
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Tomando en cuenta este antecedente y considerando que el flagelo y el inyectisoma
son sistemas paralogos (ver introduccion), se investigd si la proteina EscK,
codificada por el cuarto gen del operén LEE1, podria ser la responsable de este
efecto inhibitorio en el flagelo bacteriano. Colonias de EPEC silvestre recién
transformadas con el vector vacio (pTrc99A) o con su derivado que expresa a His-
EscK se picaron en cajas con agar suave (ver materiales y métodos) para probar la
capacidad motriz de las bacterias. Como se muestra en la Figura 33, la
sobreproduccion de His-EscK inhibe drasticamente el nado bacteriano. Del mismo
modo, se probd el efecto de la sobre-expresion de las versiones puntuales no
funcionales sobre el nado bacteriano. En concordancia con los resultados de
dominancia negativa en la secrecion de EPEC, encontramos que las variantes de
EscK D100A y R108A inhiben el sistema flagelar de esta bacteria mientras que las

mutantes Y101A y Y107A no tienen efecto alguno sobre este aparato de motilidad.

pTrc99A EscK
D100A R108A
Y101A Y107A

Figura 33. La expresiéon de EscK interfiere con el funcionamiento del flagelo de
EPEC. Ensayos de motilidad bacteriana de la cepa EPEC silvestre transformada
con el vector pTrc99A o las construcciones basadas en pTrc99A expresando His-
EscK o0 sus mutantes puntuales correspondientes. Se muestra una imagen
representativa de al menos tres experimentos independientes. Las cajas de agar
semi-solido se incubaron por 7 h a 37 °C.
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La sobre-produccién de sustratos compensa parcialmente la
ausencia de componentes de la plataforma de clasificacion

En el sistema flagelar se ha reportado que el anillo C, la contraparte evolutiva de la
plataforma de clasificacion del inyectisoma, no es necesario si se sobre-produce a la
ATPasa flagelar Flil (Konishi et al. 2009) o si se sobre-expresan los operones
flagelares mediante el regulador maestro FIhDC (Erhardt&Hughes 2010). Estos
antecedentes dieron pie a proponer un modelo donde el anillo C, ademéas de
localizar a la ATPasa, estaria realizando un papel activo o pasivo directamente
relacionado con el reconocimiento de sustratos que seran secretados
(Erhardt&Hughes 2010).

Con estos antecedentes en mente, generamos la hipotesis de que quiza la
plataforma de clasificacion de los inyectisomas estaria cumpliendo una funcién de
reclutamiento de sustratos. Para probar esta hipoétesis, se sobre-produjeron distintos
sustratos del sistema en mutantes nulas no polares. Para esto usamos
construcciones basadas en el vector de alto nimero de copias pTOPO-2HA que
fusiona dos epitopos de HA a genes que codifican proteinas translocadoras o
efectoras, sustratos del SST3 de EPEC. Las cepas transformadas con estas
construcciones se crecieron en condiciones donde la expresion de los genes del

SST3 se encuentra inducida y se recuperaron las proteinas del sobrenadante.

Los resultados mostraron que todos los sustratos probados fueron eficientemente
secretados al sobrenadante de la cepa de EPEC silvestre pero no en las cepas
AescN o AescU (la proteina EscU es un componente del aparato de exportacion,
esencial para elproceso de secrecion de proteinas via inyectisoma)las cuales
sirvieron como control negativo del experimento (Figura 34, panel S). Sin embargo,
de manera sorpresiva, todos los sustratos que se probaron fueron consistentemente
detectados en el sobrenadante de la cepa mutanteAescK aunque en niveles mucho

menores en comparacion con la cepa EPEC silvestre (Figura 34, panel S).

Este resultado nos llevé a explorar si se producia este mismo fenotipo en ausencia
de EscQ y EscL, los otros dos componentes de la plataforma de clasificacion de

EPEC. Encontramos que la cepa mutante AescL se comportaba de manera idéntica

70


https://paperpile.com/c/VIbYGy/CZ3a+okPz
https://paperpile.com/c/VIbYGy/CZ3a
https://paperpile.com/c/VIbYGy/CZ3a

a la mutante AescK secretando consistentemente todos los sustratos probados,
aunque en niveles reducidos en comparacioén con EPEC silvestre. En cambio, en la
mutante AescQ solo se observd secrecion del translocador EspA-HA en el

sobrenadante cuando este translocador fue sobre-producido (Figura 34, panel S).

El hecho de que en este experimento detectaramos secrecion en ausencia de EscK
o de EscL nos llevé a preguntarnos si aun en ausencia de EscK y de EscL los
sustratos podian ser secretados. Para probar esto, se generé la doble mutante no
polar AescKAescL y se realiz6 el mismo experimento de sobre-produccion de
sustratos en condiciones de secrecién. Como se observa en la Figura 34, todos los
sustratos probados se detectaron en el sobrenadante de la cepa AescKAescL,

comportdndose de manera idéntica a las mutantes sencillas.
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Figura 34. La integridad de la plataforma de clasificacion no es esencial para la
secrecion si se sobre-producen los sustratos. Las cepas indicadas en la parte
superior se transformaron con construcciones que expresan diversos sustratos
clonados en el vector pTOPO-2HA. Las cepas se crecieron en condiciones de
induccion del SST3 y la presencia de los sustratos etiqguetados con HA en el
sobrenadante (S) y en la pastilla celular (P) se analizO mediante inmunodeteccion
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usando anticuerpos anti-HA. Se muestra también la inmunodeteccion de DnaK
como control de lisis celular en el sobrenadante y como control de carga en la
pastilla celular, respectivamente. También se muestra la deteccion del
autotransportador EspC como control de carga en el sobrenadante para mostrar que
se cargaron cantidades equivalentes de muestra de las distintas cepas.

Es importante notar que todos los sustratos probados se produjeron a los mismos

niveles en las distintas cepas probadas (Figura 34, panel P).

Para determinar si los sustratos sobre-producidos detectados en el sobrenadante de
la cepa AescK se secretaron especificamente a través del SST3 se generd la cepa
doble mutante AescNAescK. Si los sustratos son secretados especificamente a
través del SST3, entonces en esta doble mutante no se deberia detectar sefial de
sustratos en el sobrenadante ya que, como se observa en la Figura 34, la ATPasa
EscN es esencial para la salida de sustratos aun cuando éstos son sobre-
producidos. Si los sustratos detectados en la cepa AescK fueron secretados por una
via distinta al inyectisoma, entonces la ausencia de EscN en la cepa AescNAescK
no afectaria la secrecién en esta mutante. Como se observa en la Figura 35, los
sustratos probados Unicamente se detectaron en la mutante sencilla AescK pero no
en el sobrenadante de la doble mutante AescNAescK demostrando que los
sustratos detectados en el sobrenadante de la cepa AescK son especificamente
secretados a traves del SST3 de EPEC.
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Figura 35. Los sustratos detectados en el sobrenadante de la cepa AescK son
secretados especificamente a través del SST3 de EPEC. Las cepas indicadas se
transformaron con la construccion en pTOPO-2HA que sobre-expresa al sustrato
Map-HA o NleD-HA y se hicieron ensayos de secrecidon. La presencia de los
sustratos en el sobrenadante (S) y en la pastilla celular (P) se evalué mediante
inmunodeteccion usando anticuerpos anti-HA. Se muestra la inmunodeteccion de la
chaperona intracelular DnaK como control de lisis celular en el sobrenadante y como
control de carga en la pastilla celular respectivamente. También se muestra la
deteccion del autotransportador EspC como control de carga en el sobrenadante
para mostrar que se cargaron cantidades equivalentes de muestra en el
sobrenadante de las distintas cepas.

Estos resultados demuestran, por primera vez en los SST3, que aun en ausencia de
componentes de la plataforma de secrecion, el inyectisoma de EPEC es funcional y

puede secretar sustratos cuando hay un exceso de éstos.

El ensamblado de los componentes de la plataforma de
clasificacion puede ser monitoreado con proteinas
fluorescentes

Se ha propuesto que EscK, junto con EscQ y EscL, forma un ensamblado anular de
alto peso molecular en la cara citoplasmica de la base del inyectisoma (Lara-Tejero

et al. 2011, Hu et al. 2017). La via de ensamblaje y la dinamica intracelular del anillo
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formado por YscQ, homélogo de EscQ en Y. enterocolitica, han sido descifradas
exitosamente fusionando la proteina YscQ a proteinas fluorescentes (ver
Antecedentes) (Diepold et al. 2010; Diepold et al. 2015)sin embargo, poco se
conoce del proceso de ensamblaje de los componentes EscK y de EscL. Para
comenzar a estudiar estos aspectos de los componentes de la plataforma de
clasificacion se decidié generar construcciones de los componentes de la plataforma

de clasificacion fusionados a marcadores fluorescentes.

Previamente en el laboratorio, se habian generado construcciones donde los genes
escK, escL y escQ se clonaron en el sitio de multiclonacién del vector pBAD. Debido
a que este vector permite una regulacion fina de los niveles de transcripcion del gen
de interés al estar controlado por el promotor de arabinosa (pBAD), se aprovecharon
estas construcciones para fusionar el gen sfGFP al carboxilo de los 3 genes que
codifican a la plataforma de clasificacién que se encuentran clonados en este vector
(Figura 36).

Figura 36. (A) Diagrama esquematico del vector de expresion pBAD/Myc-His. (B)
Electroforesis en gel donde se muestran el producto de PCR de sfGFP vy las
construcciones purificadas que expresan a los componentes de la plataforma de
secrecion.Previamente, tanto el producto de PCR como las construcciones se
digerieron con la enzima Hindlll y se purificaron.
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Una vez obtenidas y verificadas las construcciones candidatas (ver materiales y
meétodos) se procedid a examinar la expresion y funcionalidad de las fusiones
fluorescentes de las proteinas de la plataforma de clasificacion. Las construcciones
gue expresan a EscK-sfGFP, EscQ-sfGFP y EscL-sfGFP se introdujeron en la cepa
XL1 y la expresion de dichas proteinas se indujo con 0.1% de arabinosa. Como se
observa en la Figura 37, al analizar el perfil intracelular de proteinas de estas cepas
inducidas se detectd claramente cada una de las bandas que corresponden a las
fusiones fluorescentes de EscQ, EscL y EscK. Adicional a esto, cabe mencionar que
los cultivos bacterianos de estas cepas tenian un aspecto verde a simple vista (dato
no mostrado). Posteriormente se evalud la funcionalidad de cada una de las
fusiones fluorescentes de las proteinas de la plataforma examinando la capacidad
para restaurar la secrecion de su respectiva cepa mutante nula. Las construcciones
gue codifican para EscQ o EscQ-GFP, para EscL o EscL-GFP y EscK o EscK-GFP
se transformaron en las cepas mutantes AescQ, AescL o AesckK, respectivamente, y
se crecieron en DMEM para examinar las proteinas secretadas al medio. Se
encontrd que las 3 proteinas fluorescentes, EscQ-GFP, EscL-GFP y EscK-GFP, a
pesar de estar fusionadas sfGFP (27 kDa), restauran la secrecion de su respectiva

mutante a niveles silvestres (Figura 37).
Estos resultados indican que las fusiones fluorescentes de la plataforma de

clasificacion son enteramente funcionales por lo que podemos obtener datos

biol6gicamente relevantes a partir de estas herramientas moleculares.
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Figura 37. Expresion de las fusiones fluorescentes EscQ-GFP, EscL-GFP y
EscK-GFP y complementacion de las cepas mutantes. (A) Las construcciones
pSBeQ-GFP, pSBeK-GFP y pSBeL-GFP se transformaron en la cepa de E. coli XL1
y su expresion se indujo al adicionar 0.1% de arabinosa al medio de cultivo. Las
proteinas expresadas se analizaron mediante SDS-PAGE vy tincion con Coomassie.
Los pesos esperados aproximados de las proteinas recombinantes son: EscQ-
sfGFP, 63 kDa; EscL-sfGFP, 54 kDa; EscK-sfGFP, 50 kDa. (B) Las cepas mutantes
AescQ, AescL y AescK se transformaron con los plasmidos de pBAD gue expresan
a EscQ, EscL, EscK o a las fusiones fluorescentes de éstas. Con dichas cepas
transformadas se hicieron ensayos de secrecion y las proteinas del sobrenadante se
analizaron mediante SDS-PAGE Yy tinciéon con Coomassie.

Para determinar si las fusiones fluorescentes son capaces de reportar el estado de
ensamblaje de la plataforma de clasificacion, la cepa mutante AescQ transformada
con la construccién pSBeQ-GFP se crecié en condiciones de induccién del SST3 y
se analizd el patron de fluorescencia de las proteinas en las células bajo el
microscopio de fluorescencia. En la cepa AescQ, se observaron puntos discretos
fluorescentes en la periferia membranal de EPEC que muy posiblemente reflejan el
ensamblado oligomérico de EscQ en los inyectiosmas (Figura 38). Como control
negativo usamos a la cepa AescD ya que se ha reportado que el anillo de
membrana interna formado por EscD es esencial para la formacién del cuerpo basal
y, por ende, para la formacion de toda la estructura citoplasmica del inyectisoma
(Diepold et al. 2010). Como se observa en la figura 39, la expresion de EscQ-GFP
en esta cepa no forma puntos fluorescentes sino que la sefal se ve distribuida a

través de todo el citoplasma de la bacteria, lo que corrobora que los puntos
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observados en la cepa AescQ corresponden a oligdmeros de EscQ-sfGFP
adosados a la base del SST3 de EPEC.

Figura 38. EscQ-GFP forma puntos fluorescentes discretos cuando se
complementa a la cepa AescQ pero no cuando se expresa en la cepa carente
de cuerpo basal AescD. Las cepas de EPEC AescQ y AescD se transformaron con
la construccion que expresa EscQ-GFP y se crecieron en condiciones de induccién
del SST3. Las células se observaron en el microscopio de epifluorescencia y se
muestran las imagenes obtenidas de fluorescencia y de campo claro. En los
extremos de la figura se muestran las ampliaciones de los recuadros blancos. Las
flechas rojas indican la localizacion de los puntos de fluorescencia de EscQ-GFP.
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DISCUSION

Dada la importancia médica del SST3, han existido numerosos esfuerzos
internacionales por entender a fondo el funcionamiento de este dispositivo
bacteriano. A pesar de esto, existen aun preguntas sin resolver acerca del
ensamblaje, la estructura y el papel de los componentes del inyectisoma. Uno de
estos grandes vacios de informacion es que aun hoy en dia hay proteinas asociadas

al SST3 cuya funcion en el inyectisoma se desconoce.

Debido a que la proteina EscK no presenta similitud de secuencia con ninguna otra
proteina caracterizada, no es posible atribuirle una funcion probable mediante
extrapolacion con alguna proteina homologa de otro SST3. Sin embargo, se ha visto
que proteinas del SST3 que pertenecen a la misma familia funcional no
necesariamente presentan similitud estadisticamente significativa en su secuencia
de aminoacidos. Asimismo, se ha observado que los genes que codifican para las
proteinas de una misma familia frecuentemente se encuentran asociados al mismo
contexto genémico (Monjaras Feria et al. 2012; Romo-Castillo et al. 2014; H. J. Betts
et al. 2008; Morello&Collmer 2009). ¢Esto refleja que la presion selectiva para
conservar el orden en el que se encuentran los genes en las distintas bacterias con
SST3 es mayor que la presion para conservar la estructura primaria de las
proteinas? Recientemente se encontr6 que, en los operones bacterianos que
codifican para ensambles multiméricos, el orden en el que se encuentran los genes
gue codifican para las subunidades de estos complejos refleja el orden de
ensamblado (Wells, Therese Bergendahl, & Marsh 2016). Esta optimizacion de la
ruta de ensamblaje puede ser la responsable de la fuerte presion evolutiva que
existe para conservar la sintenia de los genes en los operones que codifican para
los componentes del SST3 de los diversos procariontes. En nuestro caso, el analisis
de contexto gendmico (Figura 16) fue la pista inicial para proponer que la proteina

codificada por el gen orf4 podria pertenecer a la familia SctK.

Por otro lado, tomando en cuenta que el inyectisoma se origin6 a partir de un flagelo
ancestral, nos dimos a la tarea de comparar el contexto genémico de la familia StcK

con el contexto de los operones flagelares. Encontramos que el gen fliG se
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encuentra rio abajo de fliF (homdlogo de sctd) y rio arriba de fliH (homdlogo de
sctL), el cual es un contexto idéntico al de los genes que codifican para integrantes
de la familia SctK (Figura 16). Este dato, aunado al hecho de que, en el flagelo, FIiG
interacciona directamente con FliM (homdlogo de SctQ) nos invita a pensar que FliG
es un homologo remoto de la familia SctK. Esta hipétesis ha sido sugerida con
anterioridad (S. Johnson&Blocker 2008), sin embargo, dado que la huella
filogenética (de haber existido) no se conservl en la estructura primaria de estas
proteinas, no es posible deducir homologia con base en la secuencia de
aminoacidos. No obstante, futuros estudios estructurales de proteinas de la familia
SctK podrian ayudar a develar similitudes conservadas entre los miembros remotos
de esta familia e incluso con FliG. Cabe mencionar que la estructura de FIiG de
distintos organismos ya ha sido resuelta (c6digos de PDB: 3HJL, 3AJC, 1QC7,
4QRM) por lo que solo seria necesario determinar la estructura de un miembro de la

familia SctK para esclarecer esta posible similitud.

A pesar de ser un componente crucial de la maquinaria de los inyectisomas, la
familia SctK es posiblemente el grupo de proteinas menos estudiado de los SST3
bacterianos. Previamente, sélo se habia reportado que las proteinas pertenecientes
a la familia SctK son esenciales para el proceso de secrecion de sustratos via SST3
y que interaccionan con integrantes de la familia SctQ y SctL que conforman la
plataforma de clasificacién y con la ATPasa SctN (Jouihri et al. 2004; Morita-Ishihara
et al. 2006; Jackson&Plano 2000).

El fenotipo de secrecion y de hemdlisis de la cepa mutante AescK mostré que la
proteina EscK juega un rol central en el proceso tanto de ensamblaje como de
funcionamiento del SST3 de EPEC. Tomando en cuenta solo estos resultados, este
fenotipo es idéntico al reportado para las mutantes AyscK de Y. pestis (Fowler et
al. 2009), AmxiK de S. flexneri (Jouihri et al. 2004) y AorgA de S. enterica (Klein,
Fahlen, & Jones 2000). Sin embargo, un analisis mas detallado del fenotipo de
secrecion mostré que el componente EscK no es esencial cuando existe una poza
excedente de sustratos en el interior de la bacteria (Figura 35). Como nuestros
datos mostraban que EscK se encuentra funcionalmente relacionada con EscQ y
gue estas dos proteinas junto con EscL forman la llamada plataforma de
clasificacion en EPEC, extendimos este mismo andlisis a las mutantes AescQ y
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AescL. Sorpresivamente encontramos que al igual que la cepa AescK, la mutante
AescL puede secretar proteinas de virulencia cuando éstas se encuentran en
exceso. Nos preguntamos entonces si este fenotipo idéntico de las mutantes AescK
y AescL podria indicar redundancia funcional de estos dos componentes. Para
probar esta hipoétesis se generé la doble mutante no polar AescKAescL y se probo
si el exceso desustratos podia compensar la ausencia de ambos componentes.
Encontramos que en en esta doble mutante, aunque no con la misma eficiencia que
el inyectisoma silvestre, los sustratos pueden ser secretados (Figura 35). El hecho
de que el fenotipo de la doble mutante no sea aditivo en comparacién con las
mutantes sencillas sugiere que los componentes EscK y EscL a pesar de estar

relacionados funcionalmente no actian de manera sinérgica.

Por otra parte, la mutante AescQ, a diferencia de las otras 2 mutantes de la
plataforma de clasificacion, no puede ser compensada por un excedente de
efectores pero si cuando el translocador EspA es sobreproducido. Esto podria
indicar que existe un reconocimiento diferencial de las distintas categorias de
sustratos por diferentes componentes de la plataforma de clasificacion, es decir, que
EscQ sea esencial para el reconocimiento de translocadores pero no para el de
efectores. Otra posible explicacibn es que dado que EscQ es el componente
principal de la plataforma de clasificacion, posiblemente la mutante AescQ requiera

de una mayor concentracidén de sustratos para permitir la secrecion.

En conjunto, los resultados de los experimentos de sobre-produccién de sustratos
fueron cruciales para entender la naturaleza funcional de EscK en el inyectisoma, ya
gue el conjuntar estos datos nos permitié proponer un modelo funcional de EscK y
de la plataforma de clasificacion de los inyectisomas:
La plataforma de clasificacion, ademas de proveer una estacion de interaccion
donde los sustratos son temporalmente ordenados para su secrecion, también funge
como una plataforma de afinidad incrementando la concentracién local de sustratos
en la vecindad del aparato de exportacion para hacer eficiente el proceso de
secrecion. En ausencia de EscK o de EscL, se reduce la frecuencia con la que EscQ
-el componente mayoritario de la plataforma de clasificacion- se ensambla en el
inyectisoma, pero de manera ocasional se puede ensamblar permitiendo la
secrecion de sustratos. Es por esta razén que en ausencia de EscK sb6lo vemos
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secrecion cuando los sustratos se encuentran en exceso; como la concentracion de
sustratos dentro de la bacteria aumenta, ya no es necesario que la plataforma
incremente la concentracion de sustratos de manera local. Esta interpretacion
concuerda con las propuestas recientes en otros SST3, donde el ensamblaje del
“nucleo” del SST3, formado por el cuerpo basal y el aparato de exportacién en la
membrana bacteriana, no requiere de los componentes citoplasmicos (Diepold et al.
2010, Wagner et al. 2010).Es posible entonces que este nucleo primordial del SST3

sea suficiente para llevar a cabo la secrecion de sustratos.

Es importante notar que los datos obtenidos en este trabajo acerca de la funcion de
EscK podrian ser extrapolados a sus homologos cercanos e incluso a toda la familia
SctK. En este trabajo se probd si la proteina STM1410, homologo de EscK
codificado en la SPI-2 de S. enterica, era capaz de sustituir la funciéon de EscK en
EPEC. Aunque la proteina recombiante se expresa en EPEC, ésta no restauro la
secrecion de proteinas del SST3 (Figura 19). En S. flexneri se habia reportado que
la funcion de Spa33 (SctQ) no puede ser reemplazada por la expresion de
homologos cercanos (Morita-Ishihara et al. 2006). Aunque aun queda por determinar
si la versidn recombiante His-STM1410 que se usO en este trabajo es capaz de
restaurar la secrecién en S. enterica de la cepa ASTM1410, es posible que este
resultado muestre la especificidad en la funcibn de los componentes de la

plataforma de clasificacion en cada bacteria.

Mediante dos técnicas distintas e independientes demostramos que EscK
interacciona de manera directa con EscQ, el componente principal de la plataforma
de clasificacion de EPEC (Figuras 20 y 21). La interaccion EscK con EscQ parece
ser importante para el funcionamiento del inyectisoma ya la sustituciéon de dos
tirosinas de EscK que participan directamente en la interaccién con EscQ, abate por
competo la funcién de EscQ (Figura 32). En el flagelo, FliG (EscK) interacciona con
FliM (EscQ) para adosar al anillo citoplasmico, formado por esta ultima proteina, al
cuerpo basal del flagelo (Passmore et al. 2008; Lam et al. 2013). Es sumamente
tentador proponer que EscK cumple la tarea de un puente estructural uniendo el
anillo citoplasmico (EscQ) al cuerpo basal. De hecho, la reciente crio-tomografia de
alta resolucion del inyectisoma de S. enterica muestra que, en efecto, OrgA (EscK)
es el enlace entre SpaO (EscQ) y PrgH (EscD) (Hu et al. 2017). Para evaluar esta
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hipotesis se probé mediante doble hibrido en levadura y ensayos de co-purificacion
la interaccion de EscK con las proteinas que forman el cuerpo basal de membrana
interna como EscJ y EscD (Karen Mojica, datos no publicados), sin embargo no nos
fue posible detectarla. Debido al alto porcentaje de falsos negativos de este sistema
de exploracion de interacciones proteina-proteina, no descartamos que in Vivo,

EscK interaccione con alguna proteina del cuerpo basal.

Siguiendo un protocolo ampliamente usado en EPEC para separar los distintos
compartimentos celulares (citoplasma, periplasma, membrana interna y membrana
externa) (Gauthier, Puente, & Finlay 2003; Sal-Man, Biemans-Oldehinkel, et al.
2012; Shaulov et al. 2017; Biemans-Oldehinkel et al. 2011) encontramos que EscK
se localiza tanto en el citoplasma como en la membrana bacteriana. Esta
distribucion es independiente de la presencia de los componentes del SST3 de
EPEC ya que en un fondo Aler (donde la isla LEE no se expresa)y aun en un fondo
de E. coli no patogénico (BDP sin SST3), EscK se asocia con la membrana
bacteriana. Esta localizacion coincide con la de EscQ -compafiero de interaccion de
EscK- que corroboramos en este trabajo (Figura 30) y que ya habia sido reportada
anteriormente (Biemans-Oldehinkel et al. 2011). Sin embargo, seria importante
contrastar los resultados de localizacién obtenidos mediante este protocolo con
otros métodos de fraccionamiento bacteriano como un gradiente de sacarosa
(Blank&Donnenberg 2001; Laskowska 2004). No obstante, es importante mencionar
gue ha sido descrito que otros componentes, tanto del inyectisoma como del flagelo
bacteriano, presentan una preferencia intrinseca por la membrana a pesar de no
tener cruces transmembranales (Auvray et al. 2002, Biemans-Oldehinkel et al.
2011). Sin embargo, en Yersinia enterocolitica se ha reportado que la localizacion
focalizada de YscQ (EscQ) en la base del inyectisoma si requiere la presencia de
YscL (EscL) y de YscK (EscK). Es posible entonces que la preferencia intrinseca por
la membrana de EscK facilite su rapida incorporacion a la maquinaria de secrecion,

pero que el ensamblado final en la base si requiera de otros componentes.

Cuando se realizd6 un alineamiento mdultiple entre EscK y sus homologos
identificados por BLAST encontramos numerosos residuos conservados. De este
conjunto de aminoacidos, seleccionamos 10 para cambiarlos por alanina y poder
evaluar la contribucion individual de cada uno a la funcion de EscK. Encontramos
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tres residuos, el W26, F103 y Q122 que al cambiarlos por alanina afectaron
parcialmente la funcion de EscK. Cuatro mutaciones en esta proteina, D100A,
Y101A, Y107A y R108A abatieron por completo la capacidad de EscK para
restaurar la secrecion de la mutante AescK. Para poder explicar por qué resultan
esenciales estos residuos probamos su capacidad para interaccionar con EscQ.
Nuevamente por dos metodologias distintas, se demostré6 que mutaciones en los
residuos Y101 y Y107 afectan la interaccién de EscK con EscQ. Este resultado
muestra que la interaccion de EscK con EscQ es importante para el funcionamiento
correcto del inyectisoma de EPEC. La pérdida de funcion de las versiones mutantes
EscK D100A y R108A posiblemente se deba a la disrupcion de alguna otra
interaccion no detectada en este trabajo con otro componente del inyectisoma de
EPEC.

Encontramos también que las mutantes D100A y R108A que no son funcionales
pero que aun son capaces de interaccionar con EscQ presentan dominancia
negativa sobre la secrecidén de proteinas en la cepa de EPEC silvestre. Esto indica
gue este par de mutantes no funcionales aun estan siendo incorporadas a la
magquinaria de secrecion y al competir con EscK silvestre interfieren con la secrecion

de proteinas.

Asimismo, encontramos que la expresion de EscK interfiere con la motilidad de
EPEC. Si bien, ya habia sido reportado que la expresion del operon LEE1 (donde
escK se encuentra codificado) afecta in vitro la motilidad de E. coli, nosotros
detectamos que la sola expresion de EscK es suficiente para inhibir el nado en cajas
de agar suave. El sistema de secrecion tipo Il de virulencia y el flagelo bacteriano
son maquinarias con un origen evolutivo en comun, por lo que algunos de los
componentes estructurales se encuentran compartidos entre ambas maquinarias.
Dado que FIliG (EscK) interacciona con FliM (EscQ) en el flagelo (Marykwas&Berg
1996; Lam et al. 2013) es posible entonces que EscK interaccione con FliM
impidiendo de este modo el ensamblaje correcto del anillo citoplasmico flagelar.
Para probar esta hipoétesis se podrian hacer ensayos de interaccion entre la proteina
flagelar FliM y EscK. Seria también sumamente interesante determinar si la
inhibicion observada obedece a que se interfiere con la secrecion de proteinas o si
sélo se inhibe la rotacion flagelar.
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la diarrea es la segunda causa de
muerte infantil mas importante, imperando ésta en paises subdesarrollados. Si bien
es cierto que los patdégenos bacterianos son el origen etiolégico de la gran mayoria
de las enfermedades gastrointestinales, las verdaderas causas subyacentes son el
acceso limitado a agua potable y la falta de servicios sanitarios adecuados. El
estudio de los mecanismos moleculares de bacterias patdgenas y el desarrollo de
nuevos farmacos que inhiban la accidbn de los dispositivos de virulencia es
importante para detener la oleada de bacterias multi-resistentes que se prevé tener
si la tendencia de adquisicion de resistencia a antibioticos continda, sin embargo, la
erradicacion de las muertes infantiles asociadas a patdgenos entéricos requiere la
voluntad politica internacional para garantizar las condiciones minimas necesarias

gue aseguren el acceso a los servicios sanitarios basicos.
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CONCLUSIONES

e EscK es un componente estructural importante del SST3 de EPEC.

e EscK interacciona de manera directa con el principal componente de la
plataforma de clasificacion, EscQ, y dicha interaccion es importante para el
funcionamiento del SST3.

e La estabilidad de EscQ no depende de EscK.

e EscK es un componente intracelular que se encuentra localizado tanto en el
citoplasma bacteriano como asociado a la membrana interna de la bacteria.

e EscK es un homologo distante de la proteina flagelar FIiG y su
sobreproduccién interfiere con el nado de EPEC.

e No es necesaria la formacion integra de la plataforma de clasificacion para la
secrecion de proteinas via SST3 cuando los sustratos son sobre-producidos.
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PERSPECTIVAS

Dilucidar lared completa de interaccion proteina-proteina de EscK

Mediante el andlisis de pruebas de interaccion usando el sistema de doble-hibrido
en levadura, sélo se detecté que EscK interacciona con EscQ. Sin embargo, es
probable que EscK se encuentre interaccionando con otros componentes del SST3
de EPEC. Considero que candidatos importantes para los cuales se podrian probar
la interaccion directa con EscK usando otros métodos distintos a los aqui usados
son:

e EscJ y EscL. En la mayoria de genomas bacterianos con SST3, los
homologos de EscK se encuentran codificados en el genoma entre los genes
gue codifican para estas 2 proteinas (Figura 16). Se ha descrito que la
conservacion del contexto gendémico es un fuerte indicador de genes
funcionalmente relacionados cuyos productos frecuentemente interaccionan
fisicamente (Rao et al. 2014; Galperin&Koonin 2000). Ademas, si como
proponemos en este trabajo, es cierto que EscK es un homélogo remoto del
componente flagelar FliG, la interaccion analoga FliG (EscK) con FliF (EscJ)
es importante para adosar el anillo citopladsmico al cuerpo basal (Francis et
al. 1992; Grunenfelder et al. 2003). Por otro lado es importante notar que el
marco de lectura de escK se traslapa con el gen de escL lo que podria indicar
alguna restriccidon funcional entre las proteinas codificadas por estos genes.

e EscD. Aunque en el laboratorio, tanto por doble hibrido en levadura como por
ensayos de co-purificacion, no se detecto la interaccion entre EscK y EscD
(Karen Moijica, datos no publicados), considero que aun deberia de probarse
la interaccion EscK-EscD con otras metodologias. La ultraestructura crio-
tomografica del inyectisoma de Shigella flexneri revelé que entre la densidad
correspondiente de EscQ y EscD existe una densidad la cual no habia podido
ser asignada a un componente en especifico (Hu et al. 2016). Tomando en
cuenta que EscK interacciona con EscQ y que en el flagelo una de las
funciones de FliG (EscK) es la de fungir como puente entre la porcion
citoplasmica del cuerpo basal (formado en el inyectisoma de EPEC por EscD)
y FIiM (EscQ), es tentador proponer que EscK cumple esta misma funcién

estructural de “enlace o puente” entre EscD y EscQ. Recientemente, la
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estructura completa del SST3 de la SPI-1 de Salmonella fue resuelta. En las
imagenes de criotomografia se aprecia que OrgA (EscK) es la estructura que
conecta a SpaO (EscQ) con el N-terminal de PrgH (EscD) que forma el
cuerpo basal (Hu et al. 2017), sin embargo, esta interaccion no ha sido
reportada en ningn SST3. Para probar si existe la interaccion EscK-EscD en
EPEC seria idoneo usar una estrategia in vivo como la co-inmunopreciptacion
de proteinas en EPEC ya que se ha visto que el dominio FHA de MxiG
(homdlogo de EscD) unicamente reconoce sitios fosforilados en proteinas

con las cuales interacciona (Barison et al. 2012).

Sustratos del SST3. Se ha reportado que los homdlogos de EscK, como
parte de la plataforma de clasificacién del inyectisoma de EPEC, tienen una
relacion funcional directa con los distintos de sustratos que son secretados a
través de este sistema (Lara-Tejero et al. 2011). Mientras que en otros SST3
se ha visto que homologos de EscQ y EscL interaccionan de manera directa
con sustratos (Lorenz et al. 2012; Lin et al. 2014), hasta el momento no se ha
probado si EscK o sus homologos interaccionan con éstos. Para determinar
si existe interaccion directa entre EscK y los sustratos secretados a traves del
sistema una alternativa seria realizar ensayos in vitro de co-purificacion
sobre-expresando sustratos (eje y aguja, translocadores y efectores). Otra
opcion seria hacer etiquetar a EscK en cromosoma con un epitope y
mediante co-inmunoprecipitacion analizar si los sustratos co-eluyen con
EscK.

Estado oligomérico de EscK

Un gran vacio en el presente trabajo fue la determinacién del estado oligomérico in

vivo de EscK. Como parte de la plataforma de clasificacion se espera que EscK,

junto con EscL y EscQ, formen una estructura anular multimérica en la porcién

citopladsmica de la base del inyectisoma. Aunque se tratd de determinar si EscK

interacciona consigo misma usando el sistema de doble hibrido en levadura la alta

tasa de falsos negativos no nos permitié determinarlo. También se trato de estudiar

el estado oligomérico de la proteina purificada in vitro usando formaldehido como

entrecruzador (datos no mostrados) sin obtener resultados positivos. Una propuesta

para estudiar la multimerizacion de EscK in vivo seria etiquetar a la proteina en
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cromosoma con un epitopo y mediante geles azules nativos resolver el estado
oligomérico de EscK (Dresler, Klimentova,&Stulik 2011). En este trabajo no se
etiqueto a la proteina EscK en cromosoma porque 50 pb el extremo 3’ del gen escK
se encuentran sobrelapadas con el extremo 5 del gen escL y la metodologia que
usamos para etiguetar genes en cromosoma implicaria la disrupcion del marco de
lectura escL. Sin embargo, se podria echar mano de otras metodologias que no

interrumpen el gen rio abajo que se encuentra sobrelapado (Zhao&Méresse 2015).

Otra alternativa seria, usando las fusiones fluorescentes generadas, determinar la
estequiometria de EscK en la base de inyectisoma con técnicas de cuantificacion
por microscopia de fluorescencia de moléculas uUnicas (single molecule
fluorescence, en inglés) (Delalez, Berry,&Armitage 2014; Bai et al. 2014; Diepold et
al. 2015). Esta técnica nos permitiria incluso estimar cuantos monémeros de cada
componente de la plataforma de clasificacion se encuentran ensamblados en la
base del inyectisoma al comparar la intensidad de fluorescencia del componente de
interés con la fluorescencia emitida por algin otro componente cuya estequiometria
ya se haya determinado (como la de EscJ o la EscD) (Yip, Brett Finlay, & Strynadka
2004; Hodgkinson et al. 2009).

Ruta de ensamblaje de la plataforma de clasificacion de EPEC

La plataforma de clasificacion es un complejo de alto peso molecular formado por
oligbmeros de EscQ, EscK y EscL y cuya funcién es critica para el funcionamiento
del SST3 de EPEC vy, por ende, para la virulencia de esta bacteria. Si bien
conocemos la composicion y algunas de las funciones de los distintos componentes
de esta plataforma aun no hay informacion acerca del proceso y temporalidad de
ensamblaje de este complejo multimérico. Comparando la formacion de puntos
fluorescentes formados por la proteina recombinante GFP-YscQ en Yersinia
enterocolitica silvestre y en distintas mutantes nulas, Diepold et al.pudieron
determinar la posible ruta de ensamblaje de YscQ (Diepold et al. 2010). Sin
embargo no se conoce la temporalidad con que EscK y EscL (o algunos de sus
homologos) son ensamblados. Las fusiones fluorescentes generadas de los
componentes de la plataforma de clasificacion en este trabajo podrian ayudar a

dilucidar la ruta de ensamblaje de toda la plataforma de clasificacion de EPEC
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siguiendo una estrategia similar de cuantificacion de puntos fluorescentes en

distintos fondos mutantes de EPEC.

Caracterizacion estructural del inyectisoma de EPEC en ausencia de EscK

Los analisis funcionales nos permitieron determinar que en ausencia de EscK y de
EscL puede haber secrecion de sustratos cuando éstos son sobre-expresados. Sin
embargo, una gran incognita de este resultado es si en las mutantes AescK y AescL
el eje y la aguja (formados por mondmeros de Escl y EscF, respectivamente) se
encuentran formados. Nosotros encontramos que en las mutantes Aescl y AescF la
secrecion no podia ser restaurada aunque los sustratos fueran sobreproducidos
(dato no mostrado). En fechas recientes otro grupo de investigacion reporté que en
ausencia de la ATPasa flagelar Flil la secrecion de sustratos flagelares y por ende,
el ensamblaje extracelular del flagelo puede ser parcialmente compensado si hay un
incremento en la fuerza protdbn motriz (aunque so6lo en un subconjunto de la
poblacién bacteriana) (Erhardt et al. 2014). Para definir si en las cepas AescK y
AescL la aguja se encuentra ensamblada al menos en parte de la poblacion podria
abordarse con 2 metodologias:

1. Mediante inmunofluorescencia usando anticuerpos primarios anti-EscF que
reconozcan los niveles ensamblados de la aguja y posteriormente usar un
anticuerpo secundario acoplado a alguna molécula fluorescente como Alexa.

2. Mediante entrecruzamiento de los mondémeros de EscF ensamblados en el
lado extracelular usando un entrecruzador no permeable a la membrana
bacteriana como BS® Thermo Scientific Pierce. Esta estrategia permitiria unir
covalentemente mondémeros de EscF vecinos para monitorear su estado de
ensamblaje (Torruellas et al. 2005). Posteriormente las muestras donde la
aguja se hayan entrecruzado se pueden analizar mediante electroforesis en

gel e inmunodeteccion.

Es importante mencionar que en el laboratorio se intentaron generar anticuerpos
contra EscF, sin embargo éstos no son capaces de reconocer ni los niveles
silvestres de produccion ni la secrecion al sobrenadante de EscF. Una solucion
plausible seria etiquetar a EscF en cromosoma con algun epitope como FLAG o HA.
La etiqueta serviria para monitorear el estado de ensamblaje tanto por
entrecruzamiento como por inmunofluorescencia.
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Estructura de la proteina EscK

Nuestro analisis bioinformatico y las similitudes funcionales encontradas sugieren
que EscK es un homologo remoto de la familia YscK/OrgA/MxiK. Sin embargo, son
necesarios estudios estructurales que ayuden a develar similitudes entre estas

proteinas.

La proteina EscK por si sola resulté ser sumamente insoluble, por lo que en este
trabajo se generd una version recombinante de EscK fusionada a la etiqueta MBP
incrementando significativamente la solubilidad de la proteina. MBP-EscK es
enteramente funcional, ya que su expresién restaura la secrecion de proteinas de la
cepa AescK y permite purificar a EscK en condiciones nativas mediante
cromatografia de afinidad. Debido a que hay estudios que demuestran factibilidad
de cristalizar proteinas etiquetadas con MBP (hasta el afio 2015, un total de 102
estructuras de proteinas fusionadas a MBP han sido depositadas en el PDB) (Smyth
et al. 2003; Waugh 2016) proponemos que la construccion generada en este trabajo
podria usarse para purificar a MBP-EscK e intentar obtener la estructura de la
proteina recombinante mediante cristalizacién. Obtener la estructura terciaria de
EscK seria un logro de gran importancia ya que no se cuenta con la estructura

resuelta de ningin miembro de la familia SctK.
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ANEXOS

Anexo |. Propiedades generales de proteinas relacionadas con el SST3 de
EPEC.

rorfl
EspG1l
Ler
EscE
CesAB
EscK
EscL
EscR
EscS
EscT
EscU
EtgA
GrIR
GrlA
CesD

EscC

EscJ
Escl
EspZ

CesL

31,06
43,93
15,14
8,45

12,3
23,47
27,18
24,39
9,92
28,75
39,18
17,11
13,95
16,05
17,51
56,23
17,57
20,76
15,26
9,39

13,94

272
398
129
72
107
199
231
217
89
258
345
152
123
137
151
512
151
190
142
98
117

z 2 Zz2 <X Z2 X Zz2 Zz2 Z2 <X zZz Zz Zz2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Zz2 Z2 Z

A O O O O O o
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O O O O o o o o

N

o

z Zz2 Zz2 X Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z

6,54
5,03
5,96
6,52
10,1
7.64
8,89
5,21
5,52
4,65
9,77
9,06
4,53
10,15
7,45
8,24
7,6
5,33
5,09
4,74

4,48
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48,86 446 N 0 N 6,28
14,66 125 N 0 N 10,14
16,58 138 N 0 N 9,59
EscV 75,17 675 N 7 N 5,62
EscQ 34,97 305 N 0 N 4,55
19,02 168 N 0 N 9,92
CesF 14,06 120 N 0 N 4,31
22,58 203 N 0 N 9,29
56,52 550 N 0 N 4,7
CesT 17,71 156 N 0 N 4,16
102,37 939 N 1 N 9,18
EscD 45,32 406 N 1 N 7,49
39,99 351 N 0 N 4,49
EspA 20,47 192 N 0 N 4,33
EspD 39,51 380 N 2 N 4,86
EspB 33,15 321 N 1 N 5,01
CesD2 15,83 135 N 0 N 4,98
EscF 8,13 73 N 0 N 4,07
EscG 10,31 92 N 0 N 6,24
20,98 206 N 0 N 11,25
EspG2 42,74 390 N 0 N 6,05
EspJ 24,59 217 N 0 N 10,28
EspL 62,19 549 N 0 N 6,78
NleA_Espl 47,48 440 N 0 N 5,22
NleB1 38,06 326 N 0 N 6,37
NleB2 37,63 329 N 0 N 5,6
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NleC
NleD
NleE
NleF
Nlel_NleG
NleH1

NleH2

37,23
25,96
19,72
21,39
20,33
32,49

33,69

330
232
168
189
192
293

303

z =z Zz2 Z2 Z2 Z2 Z

o O o o

z z Z2 Z2 Z2 Z2 Z

4,42
6,18
5,68
4,7
5,22
5,19

5,63

Y: si posee la caracteristica en cuestion; N: no posee la caracteristica descrita.
1 La prediccion de cruces transmembranales se llevo a cabo usando en el servidor

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/)

+ La prediccién de la presencia de péptido sefial se llevo a cabo usando en el

servidor (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) D-cutoff=0.4

* La prediccion de lipoproteinas se llevé a cabo usando en el servidor LipoP 1.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/)
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ANEXO Il. Mapeo de los residuos mutados por alanina en la estructura
predicha de EscK.

La estructura terciaria de la proteina EscK de EPEC se model6 usando el servidor |-
TASSER. Los residuos de la proteina se dibujaron de acuerdo a su grado de
conservacion estimado usando el servidor ConSurf. Se indican los residuos
seleccionados que se cambiaron por alanina en este trabajo. La molécula se
visualizé usando el programa Chimera UCSF.
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