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RESUMEN

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es un patégeno bacteriano asociado con diarrea
infantil principalmente en paises en vias de desarrollo. EPEC coloniza el epitelio intestinal
promoviendo una lesion histopatoldgica caracteristica denominada lesién de adherencia y
esfacelamiento (lesion A/E). Esta lesion consiste en la adherencia intima de la bacteria al
enterocito, la eliminaciéon de las microvellosidades aledafias al sitio de adherencia y la
polimerizacién de actina que lleva a la formacién de estructuras tipo pedestal debajo del sitio
de adhesidn de la bacteria.

La infeccidon por EPEC estd mediada por un sistema de secrecién tipo Ill (SST3) también
conocido como inyectisoma. Una vez que se establece el contacto con la célula del epitelio
intestinal el inyectisoma transporta proteinas efectoras del citoplasma bacteriano al
citoplasma de la célula eucarionte. El SST3 estd formado por tres estructuras principales: 1)
el aparato de exportacién y componentes citopldsmicos; 2) el cuerpo basal, formado por una
serie de proteinas que forman estructuras anulares en las membranas bacterianas y 3) una
aguja extracelular conectada a un filamento que forman el canal central para el transporte de
proteinas efectoras.

La generacion de herramientas moleculares que permitan una mejor exploracién de la
funcién y estructura del SST3 es necesaria para la mejor comprensién de esta compleja
magquinaria. En este trabajo se presenta el desarrollo de distintas herramientas moleculares
como son los anticuerpos policlonales, las cepas mutantes y las construcciones plasmidicas.
En especifico, en este proyecto se sobrexpresd y purificd la proteina Map, para la cual se
generaron anticuerpos policlonales que permitieron su reconocimiento, tanto de la proteina
recombinante, como de la secretada por EPEC. Por otro lado, se generd la mutante nula del
gen esc) y se encontré que la proteina Escl) del SST3 es esencial para el funcionamiento de
esta maquinaria. Se comprobd que la mutante era no polar al complementarla expresando al
gen esc) in trans. Finalmente se llevéd a cabo la diseccion molecular de la proteina del
interruptor molecular 2, SepD, al generar versiones truncas de la proteina. Dichas versiones
truncas se utilizaron en ensayos de interaccidn proteina-proteina Los resultados preliminares
sugieren que tanto los primeros como los ultimos 40 aminoacidos son necesarios para la
estabilidad y el funcionamiento de la proteina SepD.



1.- INTRODUCCION

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa de la familia Enterobacteriaceae de morfologia
bacilar y con un tamafio promedio de 0.5 um de ancho por 3 um de largo (Zaritsky and
Woldringh 1978). E. coli coloniza el tracto gastrointestinal del humano desde las primeras
horas posteriores al nacimiento con una o dos cepas que residiran de manera permanente en
el intestino. Usualmente E. coli y su hospedero coexisten manteniendo una relaciéon de
beneficio mutuo, donde la bacteria obtiene de su hospedero suministro de nutrientes, un
ambiente estable, proteccidn contra agentes estresantes y un medio de transporte y
diseminacion. Por su parte E. coli brinda beneficios al huésped como la sintesis de vitaminas
como son la K para la coagulacion sanguinea y la B que favorece el metabolismo de proteinas.
La capa mucosa del colon de mamiferos es el nicho ecoldgico de E. coli y ahi permanece sin
causar dafio. Sin embargo, existen varios patotipos de E. coliimplicados en un amplio espectro
de enfermedades agrupadas en tres sindromes clinicos principales: i) infecciones del tracto
urinario, ii) sepsis/meningitis vy iii) enfermedades entéricas/diarrea. Estas cepas patégenas
pueden causar infeccién en el caso de individuos inmunodeprimidos o cuando las barreras

epiteliales son quebrantadas (Kaper, Nataro et al. 2004).

Las infecciones son causadas por distintas cepas de E. coli que han adquirido diferentes
factores de virulencia, con los cuales favorecen su adaptacién a nuevos nichos ecoldgicos.
Entre los patotipos intestinales se encuentran seis categorias bien descritas: E. coli
enteropatdgena (EPEC), E. coli enterohemorrégica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC)

(Kaper, Nataro et al. 2004). La patogénesis de estos patotipos utiliza un esquema de varios



pasos, Mismo que se conserva en otros enteropatogenos y consiste en la colonizacion de la

mucosa, evasion de la defensa del hospedero, multiplicacién y dafio al mismo.

1.1.- Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

EPEC, por sus siglas en inglés es el agente etiolégico mds comun de diarrea aguda en nifios
menores de 2 aios, con brotes principalmente en paises en vias de desarrollo (Levine and
Edelman 1984). A mediados de la década de los cuarenta se identificaron en Inglaterra brotes
de diarrea asociados a E. coli en nifios de guarderias. Las cepas responsables fueron
renombradas como E. coli enteropatdgenas para poder ser diferenciadas de las bacterias de
la microbiota (Levine, Bergquist et al. 1978). Las principales caracteristicas clinicas de la
infeccion son la diarrea de tipo acuoso, ademas de la posible manifestacién de sintomas como

vomito y fiebre.

1.2.- Patogénesis

Se ha visto que la dosis de infeccidon de EPEC oscila entre 10%a 10*° unidades formadoras de
colonia (UFC) (Donnenberg, Tacket et al. 1993, Bieber, Ramer et al. 1998). Una vez ingerida,
EPEC coloniza las células de la mucosa del intestino delgado formando microcolonias por
medio de una fimbria tipo IV denominada BFP (del inglés, bundle forming pilus) codificada en
el plasmido de 95 kb denominado EAF o factor de adherencia de EPEC (del inglés, EPEC
adherence factor). Posteriormente EPEC induce una lesidén histopatoldgica caracteristica
denominada lesién de adherencia y esfacelamiento (lesion A/E), dada por la eliminacién de
microvellosidades del epitelio intestinal, la adherencia intima de la bacteria al enterocito y la
alteracion de la morfologia normal de la regién apical del enterocito, lo que deriva en la

generacién de una estructura tipo pedestal formada por filamentos de actina justo por debajo



del sitio de adhesion de la bacteria (Goosney, Gruenheid et al. 2000, Clarke, Haigh et al. 2003)

(Figura 1).

Figura 1. Fotografia de microscopia electronica de EPEC. Se observa la bacteria sobre una estructura en forma
de podio denominada pedestal formada por filamentos de actina y proteinas del enterocito que se rearreglan
durante la infeccion. Tomada de (Kaper, Nataro et al. 2004).

Para entender mejor cdmo EPEC establece una infeccidon se ha propuesto un modelo de
patogénesis dividido en tres fases: I) adherencia inicial, Il) inyeccidn de proteinas de virulencia

y lll) adherencia intima (Figura 2).

1.2.1.- Adherencia inicial

En la adherencia inicial se pueden observar dos fases; la primera dada por la adherencia entre
las propias bacterias formando microcolonias mostrando un fenotipo conocido como
autoagregacion (Kaper, Nataro et al. 2004) y la segunda conformada por la adherencia de
estas microcolonias a la célula del epitelio intestinal (o adherencia localizada) (Figura 2, paso
1). Ambos fenotipos se relacionan con la expresién del plasmido EAF de EPEC, en el que
también se encuentran codificados los genes del operdn per (plasmid encoded regulator), que

regulan la sintesis del pilus BFP, filamento que sobresale de la superficie de la bacteria y puede
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llegar a medir varios micrometros de longitud, importante para la adherencia inicial de la

bacteria al epitelio intestinal y para facilitar la autoagregacion (Anantha, Stone et al. 2000).

1.2.2.- Inyeccidn de proteinas de virulencia

Una vez adherida, la bacteria inyecta a la célula hospedera una serie de proteinas
denominadas efectores, esto mediante el sistema de secrecién tipo Il (SST3). Dichas
proteinas promueven la eliminacién de las microvellosidades del epitelio intestinal e
interfieren con diversas rutas de sefializacidn en los enterocitos. Esta situacién provoca la
reorganizacion del citoesqueleto, afecciones en las uniones estrechas, inhibicion de las
sefiales del sistema inmune, alteracién del ciclo celular, entre otras modificaciones que en
conjunto favorecen la producciéon de diarrea, evitan la fagocitosis y promueven la dispersion
bacteriana (Ham, Sreelatha et al. 2011). Como ejemplo de estas proteinas inyectadas esta el
receptor translocado de intimina (Tir, por sus siglas en inglés, Translocated intimin receptor)
cuya translocacion es un paso crucial durante la formacién de la lesion A/E (Vidal, Canizalez-

Roman et al. 2007) (Figura 2, paso 2).

1.2.3.- Adherencia intima

La ultima etapa de la infeccion por EPEC estd caracterizada por la unién estrecha entre la
bacteriay el enterocito, asi como por la formacién de estructuras tipo pedestal ricas en actina.
Una vez translocado, el efector Tir se inserta en la membrana citoplasmica de la célula
eucarionte, en donde forma una estructura tallo-asa y funciona como receptor de la intimina
(proteina de membrana externa de la bacteria) (Frankel and Phillips 2008) (Figura 2, paso 3).
Posteriormente Tir es fosforilado por cinasas del hospedero, sefial que inicia el reclutamiento

de proteinas que promueven la polimerizacion de actina, lo que a su vez induce la
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reorganizacion del citoesqueleto y la formacion de los pedestales que se localizan por debajo
del sitio de adhesién de la bacteria. Estos pedestales estdn formados principalmente por
actina polimerizada y otras proteinas relacionadas, como ezrina, fimbrina, miosina, entre
otras. La morfologia y fisiologia de la region apical de los enterocitos se altera por las
modificaciones del citoesqueleto induciendo la destruccion de microvellosidades intestinales
aledafias y conlleva a la pérdida de la funcion de absorcion del epitelio intestinal (Finlay,

Rosenshine et al. 1992) (Figura 2, paso 4).

«— BFP

Intimina

(@)
N

Efectores

Figura 2. Pasos de la patogénesis de EPEC. 1) Adherencia inicial y formacion de microcolonias mediante la
fimbria BFP. 2) Inyeccion de proteinas de virulencia a través del SST3. 3) Adherencia intima de EPEC,
reorganizacion del citoesqueleto y formacion de pedestal.

1.3.- Locus de esfacelamiento enterocitico

Una isla de patogenicidad es una region del DNA de entre 10 y 200 Kb presente en los
genomas de bacterias patégenas (Schmidt and Hensel 2004). Estas islas se encuentran
tipicamente asociadas a genes que codifican para ARNs de transferencia. En el cromosoma
de EPEC existe una isla de patogenicidad denominada LEE (locus de esfacelamiento

enterocitico) la cual codifica para todos los componentes necesarios para el ensamblado y
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funcionamiento del SST3 de EPEC (Jarvis, Giron et al. 1995). Esta isla de patogenicidad de 35.6
kb tiene un contenido mucho menor de G+C (38.3%) comparado con el promedio del DNA
cromosomal (50.8%), lo que sugiere que fue adquirida mediante transferencia horizontal
(Kaper, Nataro et al. 2004). La isla LEE esta presente en otros patédgenos causantes de lesiones
tipo A/E como en Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) y en el patégeno de ratdn
Citrobacter rodentium. Esta isla contiene 41 marcos de lectura abiertos los cuales estan

organizados principalmente en siete operones (LEE;-LEE;) (Figura 3) (Yerushalmi, Litvak et al.

2014).
-+ +— -+
LEE® LEEI LEE7 LEEZ2 LEE3 LEES LEE4
— — > e — > > >
’ & .
> T T RN =8 8 A s :
& \‘:’*LL“:?::?}JS"?C#\J & «'5"5} & -._."'-‘c::":v a‘-‘?::"-"‘q d“% &“:ﬂ & :.-“-\5} c’."-‘(‘:? a‘g\t:fﬁé:."'-‘é;
A R BN T O M 3 Do 8 & = W L
S g :.?:’F;."g“ & & & &g v v.:.i:‘:':‘1 & & ¥ & H A uﬁc}
5 kb
Funcitn desconocida ® Anillo citoplasmico Reguladores de la seerecion
Efectores B Aparato de exportacion © Complejo ATPasa
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Chaperonas ® Complejo aguja ® Translocadores

Figura 3. Locus de eliminacidn enterocitica. Diagrama esquematico de la isla de patogenicidad LEE de EPEC. Se
muestran los 41 genes que se encuentran en esta isla y se colorean segun la categoria funcional de cada una de
las proteinas codificadas por éstos (Gaytan, Martinez-Santos et al., 2016).

El regulador transcripcional ler (locus of enterocyte regulator) (Elliott, Sperandio et al. 2000)
regula positivamente la transcripcién de los operones LEE; a LEE7 (Yerushalmi, Litvak et al.
2014). Por otro lado, los reguladores GrlA y GrIR son esenciales para la expresién y regulacion
negativa de los genes de la isla (Jimenez, Cruz-Migoni et al. 2010). En la regidén LEEs estdn
codificadas la adhesina bacteriana intimina, su receptor Tir, y la chaperona de Tir, CesT.

Dentro de laisla se encuentran los genes que codifican para algunas de las proteinas efectoras
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gue se secretan a través del sistema de secrecidn tipo Il (Tir, Map, EspB, EspF, EspH, EspG y
EspZ) mismas que favoreceran la infeccion y la formacidn de la lesidon A/E (Tabla 1) (Spears,

Roe et al. 2006).

1.4.- Sistema de secrecion tipo lll

El sistema de secrecion tipo Ill (SST3) (Figura 4), denominado también inyectisoma, es una
nanomaquina molecular formada por aproximadamente 20 proteinas distintas (Buttner
2012). Este dispositivo bacteriano permite a la bacteria transportar proteinas efectoras a
través de la membrana celular del hospedero. Los inyectisomas estan presentes en mas de 25
especies distintas de bacterias Gram-negativas y contribuyen en la generaciéon de
enfermedades en animales y plantas. Algunos ejemplos de géneros bacterianos que codifican
en su genoma al menos un SST3 son: Yersinia, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Ralstonia

y Xanthomonas (Cornelis 2006).

Los SST3 de virulencia presentan proteinas homadlogas a las encontradas en el sistema flagelar
utilizado para la motilidad bacteriana. Se ha propuesto que los sistemas de virulencia
evolucionaron a partir del sistema flagelar mediante un proceso de exaptacion que consiste
en la adaptacién de componentes flagelares que cumplian una funcidén determinada y fueron
reclutados para llevar a cabo una funcién distinta como lo es la translocacidn de proteinas por

el SST3 (Abby and Rocha 2012).
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Figura 4. Esquema del SST3 de EPEC. (A) Se muestran etiquetados los principales componentes estructurales
del inyectisoma. MI, ME y MH hacen referencia a membrana interna, membrana externa y membrana del
hospedero, respectivamente. (B) Se muestra para comparacién imagen de reconstruccién criotomografica del
inyectisoma de S. enterica (Hu, Lara-Tejero, et al. 2017)

1.5.- Ensamblaje del SST3

Una vez que la bacteria recibe las sefiales ambientales adecuadas comienza el proceso de
ensamblaje de esta compleja maquinaria. Este proceso esta coordinado tanto a nivel espacial
como temporal, donde se distinguen 3 etapas: (i) formacidn del cuerpo basal y ensamblaje
del aparato de exportacion, (ii) incorporacién de los componentes citoplasmicos y (iii)
ensamblaje de los componentes axiales del inyectisoma (primero el eje y la aguja y después

el translocén) (Diepold and Wagner 2014).
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Los primeros componentes en ensamblarse son el cuerpo basal y el aparato de exportacion
(Diepold and Wagner 2014). El cuerpo basal consiste en una sucesion de anillos proteicos
ubicados tanto en membrana interna (MI) como en membrana externa (ME). En la Ml de EPEC
existen dos anillos concéntricos, el interno formado por la proteina Esc) y el externo por la
proteina EscD, las cuales oligomerizan formando dichas estructuras anulares. El anillo
constituido por la proteina Esc) se encuentra en la parte peripldasmica de la Ml y esta formado
por 24 subunidades (Yip, Finlay et al. 2005). Por otra parte, la proteina EscD presenta un
dominio citopldasmico y uno periplasmico, amino y carboxilo, respectivamente, y forma un
anillo de entre 18 y 24 subunidades (Spreter, Yip et al. 2009). El anillo de ME estd formado
por subunidades de la proteina EscC, la cual pertenece a la familia de las secretinas, que estd
asociada al transporte de moléculas a través de la ME (Garmedia et al. 2005). Por otro lado,
al igual que los componentes del cuerpo basal, las proteinas que forman el llamado aparato
de exportacion se ensamblan de una manera Sec dependiente. Las proteinas de MI EscR, EscS,
EscT, EscU y EscV conforman el aparato de exportacidn y son esenciales para el
funcionamiento del sistema. Estas proteinas varian en tamafo, presentan diferente numero
de hélices transmembranales y difieren en la presencia de dominios citoplasmdaticos (Buttner

2012).

Una vez ensamblados el cuerpo basal y el aparato de exportacién, los componentes
citoplasmicos se asocian mediante interacciones proteina-proteina con el cuerpo basal. Estos
componentes citoplasmicos incluyen una ATPasa la cual se encarga del reconocimiento de los
complejos chaperona-efector, asi como de su disociacion y el desplegamiento de proteinas
efectoras (Akeda and Galan 2005, Andrade, Pardo et al. 2007, Zarivach, Vuckovic et al. 2007).

Las proteinas EscO y EscL forman un complejo con la ATPasa y activan o inhiben,
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respectivamente, la actividad hidrolitica de esta enzima (Romo-Castillo, Andrade et al. 2014).
Posteriormente, la proteina EscQ forma un anillo citopldasmico que se encarga de estabilizar
al complejo ATPasa, y junto con EscK, funciona como una plataforma de reconocimiento de

sustratos (Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 2011, Soto, Espinosa et al. 2017).

Por ultimo, se ensamblan los componentes dependientes del SST3. La proteina Escl forma el
llamado eje interno el cual es una estructura cilindrica y hueca que se piensa funciona como
conexién entre los anillos de membrana interna y externa que forman el cuerpo basal (Sal-
Man, Deng et al. 2012). La aguja se ensambla en la parte extracelular y se compone por la
proteina EscF, a través de esta estructura viajan las proteinas secretadas (Garmendia, Frankel
et al. 2005). En EPEC esta aguja tiene una longitud aproximada de 23 nm (Monjaras Feria,
Garcia-Gomez et al. 2012) y es una estructura hueca con un canal interno de entre 2y 3 nm
(Ogino, Ohno et al. 2006), mismo que no es lo suficientemente amplio para permitir el libre
paso de las proteinas en su estructura nativa, por lo que se propone es necesario que éstas
estén completa o parcialmente desplegadas, al momento de pasar a través del canal (Cornelis
2006). En el extremo distal de la aguja se forma un filamento compuesto por la proteina EspA,
gue funciona junto con la aguja como un conducto de secrecidn de sustratos. Se ha propuesto
qgue la longitud del filamento es proporcional a la concentracién intracelular de EspA,
alcanzando en promedio una longitud de 90 nm (Sekiya, Ohishi et al. 2001). En el extremo
distal del filamento se localizan dos proteinas que forman el poro de translocacién el cual est3
encargado de mediar la translocacién de proteinas efectoras del citoplasma bacteriano al del
enterocito. El poro estd formado por las proteinas EspB y EspD, ambas proteinas son

hidrofdbicas y se insertan en la membrana de la célula hospedera (Ghosh 2004).
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Las proteinas secretadas a través del SST3 pueden ser clasificadas en tres categorias de
acuerdo al orden de secrecion que presentan dentro del proceso de ensamblaje, mismo que

es altamente regulado (Deane, Abrusci et al. 2010):

1. Sustratos tempranos: proteinas formadoras del eje y la aguja, Escl y EscF,
respectivamente.

2. Sustratos intermedios: proteinas translocadoras que forman el filamento y
poro de translocacién, EspA, EspB y EspD.

3. Sustratos tardios: proteinas efectoras, translocadas al citoplasma de la célula

eucarionte.

Las proteinas efectoras son causantes de la sintomatologia desencadenada por EPEC. De
manera general estas proteinas promueven el esfacelamiento o pérdida de las
microvellosidades, la induccion de pedestales ricos en actina, inhibicidon del transporte de
nutrientes, disfunciones mitocondriales, causando una respuesta inflamatoria moderada y la
ruptura de las uniones estrechas, lo que en conjunto da lugar a la diarrea acuosa (Dean and

Kenny 2009) (Tabla 1)

Los efectores mejor descritos se encuentran codificados en la isla LEE (Tabla 1), sin embargo,
también fuera de esta isla se codifican efectores, denominados Nle’s (del inglés, Non-LEE
encoded effectors) que se encuentran diseminados por el genoma de EPEC. Se ha estimado

gue el conjunto de efectores consiste en al menos 21 proteinas (Dean and Kenny 2009).
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Tabla 1. Descripcion general de los efectores codificados en la isla LEE

Efector Actividad en el hospedero Referencia

Tir Receptor translocado de la intimina que (Kalman, Weiner et al. 1999, Kenny
desencadena el rearreglo del citoesqueletoyla 1999)
nucleacién de actina.

Map Variacion del potencial de membrana (Kenny and Jepson 2000, lJepson,
mitocondrial, formacion de filopodios, Pellegrin et al. 2003)
alteracién de las uniones estrechas.

EspG Desorganiza los microtubulos y altera las (Elliott, Krejany et al. 2001, Tomson,
uniones estrechas. Viswanathan et al. 2005)

Espz Antagonista de la muerte celular. Posee 2 (Shames, Deng et al. 2010, Shames,
cruces transmembranales e interacciona con Croxen et al. 2011)
proteinas mitocondriales.

EspF Altera la funcion mitocondrial, apoptosis, anti- (McNamara and Donnenberg 1998,
fagocitosis. Causa deslocalizacion de las McNamara, Koutsouris et al. 2001)
acuaporinas. Redistribuye las proteinas de las
uniones estrechas.

EspH Modulacién de filopodios y la formacion del (Tu, Nisan et al. 2003)
pedestal

EspB Altera el citoesqueleto de actina e inhibe la (lizumi, Sagara et al. 2007)

fagocitosis mediada por macréfagos.

Existen también otras proteinas citoplasmaticas pequenas denominadas chaperonas que se

unen a uno o varios sustratos que se secretan a través del SST3, favoreciendo su estabilidad

y/o secrecion. Las chaperonas estan clasificadas en tres clases de acuerdo a la especificidad

gue guardan respecto a sus sustratos: chaperonas clase |, de unién a efectores, clase Il, con

afinidad por proteinas translocadoras y clase lll, que asisten a la proteina de la aguja (Cornelis

2006).
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Los cambios de especificidad para la secrecion de las diferentes clases de sustratos via SST3
estan controlados por complejos de proteinas que, se propone, funcionan como interruptores
moleculares. Para EPEC se han descrito dos de estos interruptores (Deane, Abrusci et al.

2010):

1.5.1.- Interruptor molecular 1

Formado por las proteinas EscP y EscU, se encarga de regular la secrecidon de sustratos
tempranos hasta que la aguja llegue a su longitud programada, es entonces cuando se da un
cambio de especificidad y se detiene la secrecidén de sustratos tempranos, al mismo tiempo
gue se promueve la de sustratos intermedios y tardios (Monjaras Feria, Garcia-Gomez et al.

2012).

1.5.2.- Interruptor molecular 2

Conformado por las proteinas SepD, SeplL y CeslL estd encargado de promover la secrecion de
sustratos intermedios, asi como de evitar la secrecion de sustratos tardios hasta que se lleva
a cabo la formacién del poro de translocacién y el subsecuente contacto con la célula
eucarionte, dado esto, se presenta otro cambio de especificidad que permite la secrecién de

sustratos tardios (O'Connell, Creasey et al. 2004, Deng, Li et al. 2005).
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2.- ANTECEDENTES

Proteinas analizadas en este estudio

A continuacion, se describe la funcion de las proteinas para las que se generaron herramientas

moleculares en el presente trabajo.

2.1.- Map

Los efectores son regularmente proteinas con propiedades sobrelapadas y que pueden
cooperar entre ellas para generar respuestas especificas en la célula hospedera. Una vez
translocados, alteran las funciones celulares basicas como son las vias de transduccién de
sefiales, la arquitectura del citoesqueleto, el trafico vesicular hacia la membrana e incluso la

muerte celular (Kenny et al. 2002).

La proteina Map (del inglés mitochondrial-associated protein) es un efector que se secreta a
través del SST3 de EPEC y que se encuentra codificado en el LEE. Map consta de 203
aminodcidos y se ha descrito que contiene una secuencia MTS (del inglés mitochondrial
targeting sequence) en el N-terminal que le permite importarse a la matriz mitocondrial. Se
describié que los 41 residuos de la regidon N-terminal son suficientes para llevar a este efector
a la mitocondria del hospedero. Ademas, se ha mostrado que la importacién de Map a la
mitocondria se lleva a cabo por la via candnica de importacién donde participan las
translocasas Tom (Tom 22 y Tom 40) y la chaperona Hsp70. Una vez en la mitocondria, Map
perturba el potencial de membrana provocando una fragmentacién de la mitocondria

(Papatheodorou et al. 2006).
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Map cuenta con actividad enzimatica de factor intercambiador de nucledtido de guanina
(GEF) y con un dominio PDZ los cuales le permiten, junto con los efectores EspH y Tir,
organizar el ensamblaje de filopodios de actina. Adicionalmente, Map contribuye a la
disrupcion de la barrera epitelial y participa en la formacion del pedestal. También, se ha
demostrado que en conjunto con Tir y EspF es esencial para la eliminacién de las

microvellosidades (Torres 2010; Ma et al. 2006; Dean and Kenny 2009).

(EPEC)

YT Y
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Polimerizacion de actina
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\

Mitocondria

Figura 5. Esquema de los efectos de Map al interior de la célula hospedera. Dentro de los enterocitos Map
induce la formacion de filopodios de manera dependiente de la GTPasa CDC42. Una vez que es importada a la
mitocondria via TOM, Map rompe el potencial de membrana de la mitocondria. Modificado de (Hicks and Galan
2013).
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2.2.- Esc)

Escl es una proteina estructural del inyectisoma formada por 190 aminodcidos la cual forma
el anillo interno del cuerpo basal que se localiza asociado a la membrana interna. Esta
proteina se exporta a la membrana mediante la via general de secrecién Sec. EscJ a diferencia
de sus homodlogos no posee una hélice transmembranal en el dominio C-terminal para
anclarse a la membrana interna, sino que posee un dominio de lipidacién en el N-terminal
para anclar a la proteina a la cara periplasmica de la membrana interna (Gaytan et al. 2016).

Esto se ha demostrado mediante el uso de un gradiente de sacarosa (Yip et al. 2005).

La estructura terciaria de Escl se resolvié por cristalografia y mostré que el mondmero
consiste en dos dominios con topologias similares (Yip et al. 2005). A su vez, por andlisis de
empaquetado del cristal se logré determinar que la estructura atémica de Esc) forma un anillo
de 24 subunidades que sirve como plataforma de anclaje del resto del sistema (Bergeron

2016a; Yip et al. 2005) (Figura 6).
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\
> Dominio 1

Dominio 2

Figura 6. Estructura terciaria de la proteina EscJ. (A) Diagrama estructural de la estructura cristalografica de la
proteina Escl. (B) Estructura tipo “arco” que forma la unidad asimétrica del cristal resuelto de Esc). PDB: 1YJ7.
Modificado de (Yip et al. 2005).

Se ha descrito que homdlogos de Escl tales como Mxil de Shigella flexneri e Ysc) de Yersinia
pestis son esenciales para el proceso de secrecion en sus respectivos SST3. Ademas, se ha
descrito que estas proteinas interaccionan con MxiD e YscD los cuales son homodlogos de EscD
( Figura 4). Es importante mencionar también que EscJ es indispensable para el reclutamiento
de los componentes del aparato de exportacion (Yip et al. 2005), de ahi que sea un

componente critico para la funcion del inyectisoma en EPEC.

Ademas de esto, FliF -el homdlogo de Escl en el flagelo- es esencial para el ensamblado de la

maquinaria flagelar e interacciona con componentes como FliG, proteina componente del

rotor flagelar (Bergeron 2016).
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2.3.- SepD

SepD de EPEC es una proteina de 151 aminodacidos codificada en el operdn LEE2 de la isla de
patogenicidad LEE de EPEC. SepD se ha localizado tanto en el citoplasma como asociada a la
membrana interna de la bacteria (Deng et al. 2005a). De lo poco que se sabe de esta proteina
es que forma parte del complejo conocido como segundo interruptor molecular de la
jerarquia de secrecién del SST3. Dicho complejo ternario se encuentra formado por las
proteinas SepD/SepL/CesL (Younis et al. 2010). En la literatura esta reportado que SepD

interacciona de manera directa con SeplL (Deng et al. 2005b).

La eliminacidn de cualquiera de los genes que codifican para las proteinas que conforman el
complejo SepD/Sepl resulta en la hipersecrecion de efectores y suprime la secrecion de
translocadores (Deng et al. 2005a). Por esta razén se ha propuesto que este complejo se
encarga de promover la salida de translocadores a través del SST3 y de retener la secrecion
prematura de efectores. Se piensa que durante la infeccién in vivo, los translocadores son
secretados a través del SST3 para ensamblar el translocén y una vez que esta estructura
extracelular establece contacto con la célula hospedera se permite la secrecién de efectores.

Es en este proceso de regulacion en el que el complejo SepD/Sepl estd involucrado.

Se ha descrito que SepD posee homodlogos en otros SST3 tales como YscB de Yersinia, PscB de
Pseudomonas y SpiC de la isla de patogenicidad 2 (SPI-2) de Salmonella. Todos estos
homoélogos se encuentran igualmente involucrados en la regulacién de la jerarquia de

sustratos en sus respectivos SST3 (Day and Plano 1998; Yang et al. 2007; Yu et al. 2010).
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A pesar de conocerse la participacion y la importancia de SepD en el segundo interruptor
molecular, se desconoce aun la regién importante para que se lleve a cabo la interaccién de

SepD con las otras proteinas del complejo.
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3.- HIPOTESIS

La generacién de herramientas moleculares permitira tener un mejor entendimiento del SST3

de EPEC

4.- OBJETIVOS

4.1.- Objetivo general

Generar herramientas moleculares para el estudio del sistema de secrecidn tipo lll de

Escherichia coli enteropatégena.

4.2.- Objetivos particulares

e Generacién de anticuerpos policlonales contra la proteina efectora Map.

e Generacién de una mutante nula del gen que codifica para la proteina Escl y

caracterizacién de su fenotipo.

e Disecciéon molecular de la proteina SepD, componente del interruptor molecular 2.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Crecimiento de cepas bacterianas

Todas las cepas de E. coli y Salmonella usadas en este trabajo se crecieron en medio LB (del

inglés, lysogeny broth) a 37° C con agitacion a 250 rpm. Para la determinacion del crecimiento

de los cultivos se midié la absorbancia a 600 nm mediante espectrofotometria. Cuando se

requirid presion de selecciéon, se afiadié al cultivo bacteriano los antibidticos apropiados:

ampicilina 100pg/mL (Amp), estreptomicina 25ug/mL (Sm), kanamicina 50ug/mL (Km) o

tetraciclina 25ug/mL (Tc). Las cepas utilizadas en este trabajo se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa Descripcion Fuente o referencia

E. coli

E2348/69 EPEC cepa silvestre 0127: H6, SmR (Levine, Bergquist et al. 1978)

AescN E2348 con eliminacion del gen escN, SmR (Gauthier, Puente et al. 2003)

AsepL E2348 con eliminacion del gen sepL, SmR (Deng, Li et al. 2005)

AsepD E2348 con eliminacion del gen sepD, SmR (Deng, Li et al. 2005)

AescP E2348 con eliminacién del gen escP, KmR, SmR (Monjaras Feria, Garcia-Gomez et al.
2012)

Aler E2348 con eliminacion del gen ler, KmR, SmR (Bustamante, Villalba et al. 2011)

Aesc] E2348 con eliminacion del gen esc/, KmR, SmR Este trabajo

Top10 Cepa de E. coli utilizada para clonacién, SmR Invitrogen
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Cepa de expresion utilizada para inducir proteinas

BL21 DE3 pLysS (BDP) recombinantes cuya expresion se encuentre Novagen
controlada por el promotor T7, CmR
XL1-Blue Cepa de E. coli utilizada para clonacién, TcR Stratagene
Cepa de E. coli utilizada para la induccién de
} : proteinas. Favorece la formacién de puentes
Origami 2 disulfuro. SmR TcR Novagen
Salmonella
Cepa mutante de Salmonella enterica serovar
SJW1368 Typhimurium en los genes ﬂagetllares flhDCy ch,eW. (Yamaguchi, Fujita et al. 1984)
Usada para la sobreexpresion de proteinas
recombinantes.
JR501 Cepa para convertir pladsmidos a la compatibilidad (Ryu and Hartin 1990)

de Salmonella.

Tabla 3. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Fuente o
Plasmido Caracteristicas relevantes referencia
pTrc99A_FF4 Vector de expresion modificado de pTrc99A, AmpR (Ohnishi, Fan et al
1997)
pET19b Vector de expresién regulado bajo el promotor T7 que expresa Novagen
proteinas recombinantes fusionadas a una etiqueta de 10 His en la
region amino terminal. AmpX
pATpD sepD clonado en pTrc99AFF4 en los sitios de restriccion BamHI-Ndel Castafieda-Arroyo A.
no publicado
pEEesc] esc/ clonado en pET19b con los sitios de restriccién Ndel-BamHI Erika Delgado (No
publicado)
pFTesc] esc/ clonado en pTrc99AFF4 en los sitios de restriccién -Ndel-BamHI  Este trabajo
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pFTmap

pFTpDA1-111

pFTpDA41-151

pFTpD41-111

pKD13

pKD46

pMTHpL

pNEmap

map clonado en pTrc99AFF4 en los sitios de restriccién Ndel-HindIII.
AmpR

sepD sin los ultimos 40 codones clonado en pTrc99AFF4

sepD sin los primeros 40 codones clonado en pTrc99AFF4

sepD sin los primeros y ultimos 40 codones, clonado en pTrc99AFF4

Plasmido molde utilizado en el sistema de la recombinasa Red para
amplificar el casete de resistencia a kanamicina, AmpR® y KmR

Plasmido de expresion del sistema de recombinasa Red, AmpR
Termosensible.

sepL clonado en pTrc99AFF4, en los sitios de restriccion Ndel-BamHI

map clonado en pET19b, sitios de restriccion Ndel-HindIIl, AmpR

5.2.- Manipulacion de DNA

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Datsenko and Wanner
2000)

(Datsenko and Wanner
2000)

Miguel Angel Diaz (No
publicado)

Este trabajo

Las amplificaciones por PCR se realizaron a partir de DNA cromosomal purificado de la cepa

deseada. Los productos obtenidos se purificaron por distintos paquetes comerciales (Qiagen,

Invitrogen, etc.), se digirieron con las enzimas de restriccion correspondientes (New England

Biolabs) y se clonaron en los vectores digeridos con las mismas enzimas. Las enzimas de

restriccion, ligacién y DNA polimerasa se utilizaron de acuerdo con las recomendaciones del

proveedor. Todas las construcciones obtenidas se analizaron en geles de agarosa 1% en

amortiguador TAE 1X (Tris 40 mM, acido acético glacial al 1.2%, EDTA 1 mM, pH8), se tifieron

con bromuro de etidio y se observaron por exposicién a luz ultra violeta. Ademas, se
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verificaron por digestion enzimatica y se secuenciaron en la unidad de biologia molecular del

Instituto de Fisiologia Celular.

5.3.- Diseio de oligonucleodtidos

Los oligonucleétidos disefiados en este trabajo se muestran en la Tabla 4. Los oligonucleétidos
utilizados para la deleciéon de regiones del gen sepD se disefiaron agregando un sitio de
restriccion y un coddén de inicio o un coddén de paro seglun se requiriese (Tabla 4). El
oligonucleétido sepDNt afadié un coddn de inicio a través del sitio de restriccién Ndel y se
utilizé para eliminar los primeros 120 pares de bases del gen sepD; de igual forma se disefid
el oligonucledtido sepDCt con el que se generd una delecién en el extremo contrario y se

obtuvo una versidn trunca del gen al insertar un codén de paro y el sitio BamHI.

acaataataatggcatagcaaagaatgattgtgactggctaacgqcccttgatttt
N N N N G I A K N D C D W L T A L D F

accaaaaagatatg
gtaaaggatgtcaacggttcaccaacgcatctcactttttatatctaccaaaaaaatgct
v K D vV N G S P T H L T F Y I Y Q K N A
EESEEgcas
ttcttgcacgattttggaaactactgggttctatatatcgagettagtggtgattttegt
F L H D F G N Y W V L Y I E L S G D F R

cagattccaacagatacatttatcagactctgcaatatcctggccgttagtaaagaatat
Q 1 p T D T VF I R L CN I L A V S K E Y

aaacaaatgggtattttcctgtctaataagaagtggtatctttgccaaatttttcataaa
K o Mm 6 I F L S N K K W Y L C Q I F H K
aaagcataagg@t@@catactctc
gataataatcatcgcgcaaacatgtcaaaagcaataatgcaacatactectcgectegttg
D NN H R ANMSI KATIMO®OQUHHTUL A S L

ctcgacaagcaatttgataaactagagcaatcatcttcatcagatacaatgatgccgcecca
L D K Q F DKULEOQO S S S SsSDTMMMTZP P

acacacttgttttctgatataggacgaattgt
T H L F S D I G R I V

Figura 7. Secuencia completa del gen sepD. En mintsculas se muestran las bases codificantes y en mayusculas
los aminodcidos. Los oligonucledtidos usados se muestran resaltados en amarillo con el sitio de restriccion Ndel
y BamHI, respectivamente, sefialados en verde. Se sefiala el codén de inicio y término de la regidn codificante
de sepD encerrados en un cuadro azul y rojo, respectivamente.
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Tabla 4. Oligonucléotidos usados en este trabajo.

Nombre Secuencia

esc]

pTrc promoter ACAATTAATCATCCGGCTCGTATA

K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC

KT CGGCCACAGTCGATGAATCC

K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT

escJF GATGCAATACATATGAAAAAACAC

esc/R TATTGTTCGGATCCATTACCCGTC

deltaesc]Fw ACATATTACCCGTCCTGTCCTGAGGACTTGATAACAACACTAATATTGT
GTAGGCTGGCTGGAGCTGCTTC

deltaesc]JRv_ AAATGAAAAAACACATTAAAAACCTTTTTTTATTGGCTGCTATTTGTTT
GATTCCGGGGATCCGTCGACC

sepD

sepDNde TAATACATATGAACAATAATAATG

sepDBam AAAAACTTATTGGATCCATTACAC

sepDdeltaN40Fw TACCAAAAACATATGTTCTTGCAC

sepDdeltaC40Rv GAGAGTATGGGATCCTTATGCTTT

* En esta Tabla se muestran subrayados los sitios de restriccién en los oligonucledtidos.

5.4.- Generacion de la mutante nula escJ

Se eliminé el gen escJ de la cepa de EPEC mediante el sistema de la recombinasa Red del fago
lambda (Datsenko and Wanner 2000). Esta técnica se basa, en reemplazar el gen de interés
por un casete de resistencia a antibiético mediante recombinacidon homdloga. Para amplificar
el casete de resistencia a kanamicina se disefiaron dos oligonucleétidos, esclJF y escIR con 50
bases homologas a las regiones aledanas al gen escJ y 20 bases homodlogas al plasmido pKD13
gue se utilizd como templado para la amplificacion del casete de resistencia de forma que
éste se insertara en el sentido original del gen. El casete de resistencia se amplificé por PCRy
usando el producto purificado de éste, se hizo una segunda amplificacién. El producto de la

reamplificacion se purificod con el paguete comercial Gel Extraction de Qiagen. Paralelamente
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se electropord la cepa silvestre de EPEC con el plasmido pKD46 que expresa al sistema de la
recombinasa. Una de las colonias resultantes se crecié a 30 °C en un precultivo de 3 mL para
al siguiente dia crecer un cultivo de 30 mL, en el que se indujo la produccién de la recombinasa
agregando arabinosa (a una concentracion final de 0.1 M). El cultivo se crecié a 30 °C hasta
alcanzar una DOggo de 0.7 y se preparararon células electrocompetentes. Se electroporaron 4
ul del casete purificado, se dejaron recuperar las células toda la noche a 30 °Cy al dia siguiente
se sembraron en cajas de LB con Sm+Km y se incubaron a 37 °C. Las colonias candidatas se
seleccionaron por su resistencia a kanamicina y su sensibilidad a ampicilina (que indica la

pérdida del pldsmido termosensible pKD46). La insercién correcta del casete se verificé por

PCR.
A.-
LEE2
_
2 23
S b
g 7
o v P
Contexto silvestre del gen esc/
B.-

1 aaaatagtgc tgtaaaaata aaaaaactta tttttttca_cacaattc gtcctatatc
61 agaaaacaag tgtgttggcg gcatcattgt atctgatgaa gatgattgct ctagtttatc
121 aaattgcttg tcgagcaacg aggcgagagt atgttgcatt attgcttttg acatgtttgce
181 gcgatgatta ttatctttat gaaaaatttg gcaaagatac cacttcttat tagacaggaa
241 aatacccatt tgtttatatt ctttactaac ggccaggata ttgcagagtc tgataaatgt
301 atctgttgga atctgacgaa aatcaccact aagctcgata tatagaaccc agtagtttcc
361 aaaatcgtgc aagaaagcat ttttttggta gatataaaaa gtgagatgcg ttggtgaacc
421 gttgacatcc tttacaaaat caagggccgt tagccagtca caatcattct ttgctatgcc

481 attattattg ttcatacata -cccgtcc tgtcctgagg atgacttgat aacaacacta
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541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

atattttcta
gatggtgcta
ctttcgttat
agcaaccttt
gatgccacta
aagccgttat
gtcatatttc
gcttgcatct
actgtcaaac
gcatcgaaac
caacattgac
gcccacctgce
ttttaatttc
attgatcaag
catcaacgac

taatattatt

c-tacctc

atttgagatc
agttaacctc
tgttaacatt
cgatgtcttg
actggctggg
tatttaaaat
cacttttgtc
gattagcttc
aaatagcagc
taattttgta
gtttgcgttg
agatagtgca
ctcaatcaac
aaactgagcc
atttgtttgg
catatttact
tctattttta

gtcgacacta
tggcgagctg
taatgaaacg
ttctttgaga
tgggaaaata
cgttattgcg
catttctttg
tttttctgtt
caataaaaaa
accgatgttg
agcacattct
tcgaaactga
acttgttctg
gctccggcectg
gatgctttat
gttagtctct
tgcgatgcga

ttcttaacca
atgactaaaa
ctgcaatcga
tagttgattt
acctcgatat
cgaacaaaat
gaaacattga
aatcctgtat
aggtttttaa
aaaggaggct
tttgtaaagt
gatcggtgtt
gggaagacac
cagagggggt
ttaactgaat
tttcatgaga
tgattaggca

ggttttttat
cggctgctga
taacaccggg
ttgcattttc
ctgcaaattt
cctcttttte
catcattgga
acaattgctc
tgtgtttttt
tgctaactta
gagtacatct
cattgttgca
tccecgeegtt
tgatgctaac
attaatgttt
gaggcaatag
tatttcatcg

ctgaatgacc
ggatggttga
tattttactt
ttgtgatggc
ctttttcggg
cacactgagt
tagcaacagt
tttacatgcc
CaE Bl
gatacgacat
tcgggcgaga
agatgtcgcet
ttagggagta
gggatatgct
tccgattgat
cataatgcat

ctaatccgcc

Figura 8. Se muestra un esquema del contexto gendmico silvestre y las secuencias de nucleétidos que codifican
para sepD, escJ (azul) y escl. (A) Contexto gendmico silvestre del gen esc/ (B) Resaltadas en amarillo se muestran
las 50 bases de cromosoma seleccionadas para la generacion de oligonucleétidos. Los codones de inicio de los
tres genes resaltados en color verde y los de paro en rojo

61
121
181
241
301
361
421
481

aaaatagtgc
agaaaacaag
aaattgcttg
gcgatgatta
aatacccatt
atctgttgga
aaaatcgtgc
gttgacatcc
attattattg

LEE2
_
(]
E n.g
b 4 9
2§13
L1 e LA
b L

Mutante teodrica AescJ::kan

tgtaaaaata
tgtgttggcg
tcgagcaacg
ttatctttat
tgtttatatt
atctgacgaa
aagaaagcat

tttacaaaat

tt@@8acata

aaaaaactta

tttttttcat

tacacaattc

gcatcattgt
aggcgagagt
gaaaaatttg
ctttactaac
aatcaccact
ttttttggta
caagggccgt

Bl cccotcc

atctgatgaa
atgttgcatt
gcaaagatac
ggccaggata
aagctcgata
gatataaaaa
tagccagtca

tgtcctgagg

gatgattgct
attgcttttg
cacttcttat
ttgcagagtc
tatagaaccc
gtgagatgcg
caatcattct

atgacttgat

gtcctatatc
ctagtttatc
acatgtttgce
tagacaggaa
tgataaatgt
agtagtttcc
ttggtgaacc
ttgctatgcc

aacaacacta

34



541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341

atattGTGTA
GAATAGGAAC
TGCGCTGCGA
CGCCAAGCTC
CACCCAGCCG

GGCTGGAGCT
TTCAAGATCC
ATCGGGAGCG
TTCAGCAATA
GCCACAGTCG

GCTTCGAAGT
CCTTATTAGA
GCGATACCGT
TCACGGGTAG
ATGAATCCAG

GCAAGCAGGC
GCCTGGCGAA
CGACAAGACC
CGAATGGGCA
ATACTTTCTC
ATAGCAGCCA
CCGTCGTGGC
ACAGGTCGGT
CATCAGAGCA
CGGCCGGAGA
TCTCTTGATC
AGTTTACTTT
CGCTTGCTGT
CCTGCTTTCT
TCCGGGGTCA
CCTTGCGCCC
TTTCTAGAGA
cagccaataa
tgtaaccgat
gttgagcaca
tgcatcgaaa
caacacttgt
agccgctccg
ttgggatgct
tactgttagt
tttatgcgat

ATCGCCATGG
CAGTTCGGCT
GGCTTCCATC
GGTAGCCGGA
GGCAGGAGCA
GTCCCTTCCC
CAGCCACGAT
CTTGACAAAA
GCCGATTGTC
ACCTGCGTGC
AGATCTTGAT
GCAGGGCTTC
CCATAAAACC
CTTTGCGCTT
GCACCGTTTC
TGAGTGCTTG
ATAGGAACTT
aaaaaggttt
gttgaaagga
ttcttttgta
ctgagatcgg
tctggggaag
gctgcagagg
ttatttaact
ctcttttcat

gcgatgatta

GTCACGACGA
GGCGCGAGCC
CGAGTACGTG
TCAAGCGTAT
AGGTGAGATG
GCTTCAGTGA
AGCCGCGCTG
AGAACCGGGC
TGTTGTGCCC

TCCTATACTT
AGAACTCGTC
AAAGCACGAG
CCAACGCTAT
AAAAGCGGCC
GATCCTCGCC
CCTGATGCTC
CTCGCTCGAT
GCAGCCGCCG
ACAGGAGATC
CAACGTCGAG
CCTCGTCCTG

TCTAGAGAAT
AAGAAGGCGA
GAAGCGGTCA
GTCCTGATAG
ATTTTCCACC
GTCGGGCATG
TTCGTCCAGA
GCGATGTTTC
CATTGCATCA
CTGCCCCGGC
CACAGCTGCG
CAGTTCATTC

AGGAACTTCG
TAGAAGGCGA
GCCCATTCGC
CGGTCCGCCA
ATGATATTCG
CGCGCCTTGA
TCATCCTGAT
GCTTGGTGGT
GCCATGATGG
ACTTCGCCCA
CAAGGAACGC
AGGGCACCGG

GCCCCTGCGC
AGTCATAGCC

TGACAGCCGG
GAATAGCCTC

AATCCATCTT
CCCCTGCGCC
CCAACCTTAC
GCCCAGTCTA
GCGTTTTCCC
TGCGGACTGG
CGGCAGCGTG
CGAACTGCAG

ttaatgtgtt tttt

ggcttgctaa
aagtgagtac
tgttcattgt
acactcccgce
gggttgatgc
gaatattaat
gagagaggca
ggcatatttc

GTTCAATCAT
ATCAGATCCT
CAGAGGGCGC
GCTATCGCCA
TTGTCCAGAT
CTTTCTACGT
AGCTTCAAAA
GTCGACGGAT
tt

cttagatacg
atcttcgggce
tgcaagatgt
cgttttaggg
taacgggata
gttttccgat
atagcataat

atcgctaatc

GCGAAACGAT
TGGCGGCAAG
CCCAGCTGGC
TGTAAGCCCA
AGCCCAGTAG
GTTCCGCTTC
GCGCTCTGAA
CCCCGGAATc

ttgcatcg
acatcaacat
gagagcccac
cgctttttaa
agtaattgat
tgctcatcaa
tgattaatat

gcatc-ta

cgcc

AACACGGCGG
TCCACCCAAG
CCTCATCCTG
AAAGCCATCC
AATTCCGGTT
CTGCAAGCTA
CTGACATTCA
CTTTAGCAGC
GTTCCTATAC
aaacaaatag
aaactaattt
tgacgtttgc
ctgcagatag
tttcctcaat
caagaaactg
cgacatttgt
tattcatatt
cctctctatt

Figura 9. Se muestran las secuencias de nucleétidos codificantes para sepD, casete de resistencia kanamicina
y escl. En verde y mayusculas, la secuencia del casete de resistencia a kanamicina. Resaltadas en amarillo se
muestran las 50 bases de cromosoma seleccionadas para la generacién de oligonucledtidos y recombinacion.
Los codones de inicio de los genes, resaltados en verde y los codones de paro en rojo. Subrayados los
oligonucledtidos internos al casete y de los genes aledafos utilizados para la comprobaciéon por PCR de la

mutante.
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5.5.- Produccion de las proteinas recombinantes His-Map, His-SeplL,
SepD, SepDi-111, SepDai-151 Y SepDai-111.

Para la sobreproduccion de proteinas recombinantes, las construcciones pMTHpL, pATpD,
pPFTpDi-111, PFTpDai-151, pFTpDai-111 Y pPNEmap se transformaron en las cepas de expresion
indicadas en la Tabla. 4. Todos los cultivos se indujeron con IPTG, metabolito que induce el
inicio de la transcripcidon del gen de interés. Las células se colectaron por centrifugacion y se
analizaron por electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y se
tineron con azul de Coomassie.

Tabla 5. Condiciones de induccion.

Cepa de expresion | Volumen de cultivo | Temperatura (°C) [IPTG] (mM)
(mL)
His-Map BDP 200 37 0.5
His-SepL SJW1368 100 30 0.1
SepD BDP 200 37 0.1
SepDi-111 BDP 200 37 0.5
SepDa41-151 BDP 200 37 0.5
SepDai-111 BDP 200 37 0.5

5.6.-Purificacion de la proteina recombinante His-Map

Para sobreproducir al efector recombinante His-Map se transforma la construccion pNEmap
en la cepa BL21 (DE3) pLysS (BDP) (Tabla 2) y se indujo la expresion como se menciond en la
Tabla 5. Posteriormente las células se cosecharon, resuspendieron en 20mL de amortiguador
de unién (500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 1 mM de fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF, inhibidor

de proteasas de serina)) y se rompieron con el sonicador Bradson Sonifier 450, con 4 pulsos
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de 45 segundos cada uno con un descanso de un minuto entre cada pulso. El lisado celular se
centrifugd a 12, 000 rpm a 4 °C, por 30 minutos, ambas fracciones, soluble e insoluble se
colectaron.se colectd tanto la fraccidn insoluble, como el sobrenadante (fracciéon soluble).
Ambas muestras se analizaron mediante SDS-PAGE 15% y su posterior tincidn con azul de

Coomassie.

Debido a que la mayor proporcion de la proteina recombinante His-Map resulté ser insoluble,
se decidid purificar a esta proteina en condiciones desnaturalizantes afiadiendo 6 M de urea
(incrementa de manera importante la solubilidad de las proteinas) al amortiguador de unidn.
Posteriormente, se recuperd la fraccién soluble desnaturalizada y se cargd en una columna
con resina Ni-NTA (Qiagen) previamente empacada y lavada con amortiguador de unidn. La
columna con His-Map unida se lavé con amortiguador de unién con 20 mM de imidazol y se
eluyd en 3 ocasiones con 200, 300 y 400 mM de imidazol. El perfil de purificacidén se analizo

mediante un gel desnaturalizante SDS-PAGE al 15% y se tifié con azul de Coomassie.

5.7 Dialisis de las muestras desnaturalizadas con urea

Para renaturalizar la proteina recombinante His-Map se removio el agente desnaturalizante
mediante un proceso de dialisis. Se utilizaron membranas de celulosa (Spectra/Pore) con
poros de 3,500 Daltones (Da) que permiten la salida de moléculas menores al tamafio del
poro sin que salga la proteina (His-Map ~24 kDa). El proceso de didlisis se realizé en
amortiguador con 4, 2, 1 y 0.5 mM de urea (al menos 2 horas en cada concentracidn) y tras
esto se dejé toda la noche en amortiguador de dialisis sin urea. La concentracion de proteina

se cuantificd por el método Bradford (Bradford 1976) utilizando el sistema “Bio-Rad Protein
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Assay” y siguiendo el protocolo estandar. Como patrén para la curva de calibracion se utilizé

albumina de suero bovino (BSA).

5.8.- Obtencion de anticuerpos policlonales a-Map

Para la obtencidn de anticuerpos a-Map se utilizé un conejo hembra variedad Nueva Zelanda
(Oryctolagus cuniculus). El conejo se inmunizé con 200 pg de la proteina siguiendo el
protocolo de inmunizacién y obtencion de suero detallado en la Tabla 6. Las primeras 3
inmunizaciones se realizaron via subcutdnea utilizando adyuvante de Freund (la primera
inmunizacién con adyuvante completo y los dos restantes con adyuvante incompleto) que
potencia la respuesta inmune. La cuarta inyeccion fue via intravenosa para mejorar la

antigenicidad.

Para la obtencion del suero, se extrajo sangre a través de una incisidn en la vena marginal de
la oreja hasta obtener el volumen deseado (50mL). La sangre se incubd por 1 hora a
temperatura ambiente, hasta obtener un codgulo y se centrifugd a 14,000 rpm durante 20
min a 4 °C. Se alicuoto el suero y se guardé congelado a -70 °C hasta su analisis.

Tabla 6. Calendario de inmunizacion.

Inmunizacion Sangrado

Semana 1. Primera inmunizacién, volimenes
iguales de adyuvante y proteina His-Map (200pg). | Preinmune 50 mL.
Inyeccion subcutanea con adyuvante de Freund
completo.

Semana 3. Segunda inmunizacién, inyeccion
subcutanea. 200 pg de proteina His-Map con
adyuvante de Freund incompleto.
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Semana 5. Sangrado de 50 mL.

Semana 7. Tercera inmunizacién, inyeccion
subcutdnea de 200 pg de proteina His-Map con
adyuvante de Freund incompleto.

Semana 9. Segundo sangrado de 50
mL.

Semana 11. Cuarta inmunizaciéon con 200 pg de
proteina His-Map, inyeccién intravenosa en oreja.
Sin adyuvante.

Semana 13.

Tercer sangrado 50 mL.

5.9.-Ensayos de inmunodeteccion

Las proteinas contenidas en las distintas muestras se separaron de acuerdo a su masa
molecular mediante electroforesis en gel y después se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa. Las membranas se incubaron con solucién de bloqueo (TBS-T 0.1% (Tris-HCI 20
mM, NaCl 150 mM y Tween 0.1%) adicionado con leche descremada al 5%) en frio durante
una hora. La membrana se lavé con TBS-T y se probd contra el anticuerpo de interés. Cuando
se requirid, se usé el anticuerpo secundario GAR-HRP o GAM-HRP, que reconoce IgG de
conejo o de ratén, respectivamente y que estda acoplado a la peroxidasa del rabano.
Finalmente se realizé la deteccion por quimioluminiscencia con el paquete comercial ECL

Western blotting de Amersham.

5.10.- Precipitacion de anticuerpos con sulfato de amonio

Los anticuerpos policlonales obtenidos se sometieron a purificacién por precipitacion de
anticuerpos con sulfato de amonio, para esto se tomaron 10 mL de suero y se centrifugaron

a 3000 rpm durante 30 minutos a 4 °C, el sobrenadante de esta centrifugacidon se conservé y
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transfirid a un vaso de precipitados en un bafo de hielo al que gota a gota se le agregaron 10
mL de sulfato de amonio [(NH4) SO4] pH 7.0, se dejé incubando toda la noche. Al dia siguiente
la mezcla se centrifugé a 3000 rpm 30 min a 4 °Cy se conservo la pastilla, esta se resuspendié
en un tercio del volumen inicial de PBS. La muestra resuspendida se dializé a 4 °C contra 100
mL de PBS, se cambié el amortiguador 3 veces y la tercera se dejo toda la noche en agitacion.
Los anticuerpos concentrados se llevaron hasta el volumen original de suero con PBS y se
centrifugaron a 7500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se transfiridé a un vaso
de precipitados limpio y se agitd a 4 °C durante 15 minutos. Se centrifugd nuevamente a 3000
rpm durante 30 minutos a 4 °C y se elimind el sobrenadante. El precipitado se resuspendid
con un tercio del volumen y se dializd como se describié anteriormente. Por ultimo, la
muestra dializada se centrifugd a 7500 rpm durante 10 min a 4 °C, se conservo el

sobrenadante y se alicuoté para ser almacenado a -70 °C.

5.11.- Ensayo de secrecion de proteinas a través del SST3

Las bacterias se crecieron en 2 mL de medio LB con el antibidtico necesario durante la noche
a 37° C en agitacion. Con este precultivo se inocularon con una relacién 1:100, 6 mL de medio
Eagle modificado por Dubelcco (DMEM) preequilibrado a 37° Cy se crecieron en estaticoy a
una atmésfera de 5% de CO; hasta alcanzar una DOeoo de entre 0.7 y 0.8. Para el analisis de la
produccién de las proteinas en las distintas cepas, se tomd una muestra de 2 mL y se
centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos para separar el sobrenadante de la pastilla celular,
esta ultima se resuspendid en 200ul de amortiguador de carga 1X (Tris-HCI pH 6.8 50mM, SDS
2%, azul de bromofenol 0.1%, glicerol 10%) ajustando la relacién de volumen con la densidad
Optica. Por otro lado, las proteinas presentes en el sobrenadante se precipitaron con 10% de

acido tricloroacético (TCA) durante toda la noche a 4 °C. Las proteinas precipitadas se
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centrifugaron a 14000 rpm durante 30 minutos a 4 °C, el sobrenadante se elimind por succién
y las proteinas de la pastilla se resuspendieron en 40 pl de amortiguador de carga 1X
(ajustando la relacién de volumen con la densidad dptica), adicionado con Tris saturado con
el objetivo de neutralizar los residuos de TCA. Todas las muestras recolectadas se analizaron

por electroforesis en geles SDS-PAGE vy se tineron con azul de Coomassie.

5.12.- Produccidn de proteinas recombinantes

Las construcciones utilizadas durante este trabajo se transformaron en células
guimiocompetentes BL21 (DE3) pLysS (BDP), la expresion de proteinas se indujo al agregar
IPTG al medio al llegar este a una DOgoonm entre 0.6 y 0.8. Se determinaron las condiciones
ideales de expresién de nuestras proteinas de interés y se tomé una muestra cada hora para

monitorear el comportamiento de la produccién a lo largo del tiempo.

5.13.- Purificacion de la proteina recombinante His-SeplL

Para purificar a la proteina SepL con una etiqueta de 10 histidinas se transformé la
construccion pMTHL en células BDP. Se utilizaron cultivos de 100 mL crecidos a 37 °C hasta
alcanzar una densidad éptica DOsoonm entre 0.6 y 0.8 momento en el que se indujo el cultivo
con 0.5 mM de IPTG y se dejé crecer durante 4 horas. Las células se colectaron por
centrifugacién a 8000 rpm, 10 minutos. Se conservo la pastilla celular y se congeld hasta su

uso.

La pastilla celular se resuspendié en un décimo del volumen original de amortiguador de
unién (BB; 500 mM NaCl y 20 mM Tris-HCl pH 7.5), se agregé 1 mM de PMSF y las células se

lisaron en frio con el sonicador Bradson Sonifier con 4 pulsos de 45 segundos cada uno con
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un descanso de un minuto entre cada pulso. El lisado celular se centrifugé a 14,000 durante
30 minutos. El sobrenadante corresponde a la fraccién soluble y la pastilla celular a la fraccion

insoluble del lisado.

La purificacién se llevd a cabo por cromatografia de afinidad a niquel. Se empacaron 200 pl
de resina acoplada a niquel (Ni-NTa, QIAGEN) en una columna. La fraccién soluble del lisado
celular se paso por la columna de niquel y se lavé con concentraciones crecientes de imidazol,

posteriormente se eluyd tres veces con una concentracion mayor de imidazol.

5.14.- Ensayo de copurificacidon por cromatografia de afinidad

El ensayo de copurifacion se fundamenta en la sobreexpresion de dos proteinas, una de las
cuales presenta una etiqueta con afinidad a una resina (de niquel para este caso) y la otra no.
La fraccién soluble del cultivo que sobreexpresa a la proteina etiquetada se carga en una
columna con resina de afinidad. Posteriormente se lava la columna y se pasa la fraccion
soluble del cultivo que sobreexpresa la proteina que no tiene etiqueta. Después de este paso
se sigue el protocolo de purificacion de proteinas recombinantes, mencionado
anteriormente. De interaccionar las proteinas, la proteina con etiqueta retendrd a la otra y
las dos copurificardan. Se determina la presencia de ambas proteinas mediante tincién de

Coomassie e inmunodeteccion.

Las proteinas His-SepL, SepD, SepD1-111, SepDai-151, SepDai-111, se indujeron como se especifica
en la Tabla 4. Los cultivos se centrifugaron a 10,000 rpom durante 10 minutos a 4 °C, se desechd
el sobrenadante y las pastillas se congelaron a -20 °C hasta su uso. A las pastillas se les

agregaron 15mL de amortiguador de uniéon y 1mM de PMSF. Las células se sonicaron en
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pulsos de 45 segundos por un minuto de descanso entre cada pulso. Los lisados se
centrifugaron a 15000 rpm durante 30 minutos a 4 °C en el rotor JA 25.50 y se conservo la
fraccion soluble. Posteriormente, 200 pl de resina Ni-NTA se empacaron en la columna, la
resina se lavé con 10 mL de amortiguador de unidn y se pasé la fraccidn soluble del lisado de
la proteina His-SeplL, se tomaron 30 pl de muestra de la fraccion no unida (FNU),
posteriormente se hizo un lavado con 40 mL de amortiguador de uniéon con 60 mM de
imidazol y se paso el lisado de la proteina SepD, e hicieron lavados subsecuentes con
concentraciones crecientes de imidazol y se eluyé con 2 mL de amortiguador con 200, 300 y
600 mM de imidazol. Se tomaron 100 pl de todas las fracciones y a todas estas muestras se
les agregd amortiguador de carga 4 X (Tris-HCl 200 mM, SDS 8%, azul de bromofenol 0.4% y

glicerol 40%) y se analizaron en un gel de acrilamida al 17% tefiido con azul de Coomassie.

5.15.-Ensayo in vitro de interaccidn proteina-proteina por

inmunoréplica de afinidad.

Se cargaron y corrieron geles SDS-PAGE al 16% con las muestras de SepD completo y sus
respectivas versiones truncas. Se transfirieron durante toda la noche a 20 V a membranas de
nitrocelulosa, dichas membranas se bloquearon como se indicé anteriormente y se realizaron
3 lavados con TBS-T de 10 minutos cada uno. Posteriormente e incubd durante 1 horaa 4 °C
con la proteina prueba purificada (6 pg/mL de TBS-T) o en el caso de SepL-FLAG con 5 mL la

fraccion soluble de la misma.

Se retird el exceso de proteina soluble flotante mediante lavados con el mismo amortiguador,

después se incubd por 1 hora a 4 °C con el anticuerpo policlonal anti-SepL en una dilucién 1:
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15,000. Finalmente se incubd durante 1 hora a 4 °C con el anticuerpo secundario acoplado a
la peroxidasa (GAR), en dilucién 1: 10,000, se realizaron los lavados correspondientes y se
reveld mediante una reacciéon quimioluminiscente. Los anticuerpos anti-FLAG se incubaron
por 1 hora a 4 °C en una dilucién 1:10,000, como estos ya tienen acoplada la peroxidasa de
rdbano, se prosiguid a lavar como anteriormente se describe y se revelé la membrana

mediante una reaccidon quimioluminiscente.
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6.-RESULTADOS

6.1.- CAPITULO 1. Generacion de anticuerpos contra la proteina

efectora Map

Con el objetivo de generar anticuerpos policlonales contra la proteina efectora Map vy asi
poder reconocer su secrecion en ensayos de secrecién tipo lll en la cepa silvestre y diferentes
fondos mutantes de EPEC, fue necesario sobreproducir y purificar a la proteina Map. Para
inducir la produccion del efector Map, se transformdé la construccién pNEmap en células
competentes E. coli BL21 (DE3) pLysS (BDP), que se indujeron con diferentes concentraciones
de IPTG y a distintas temperaturas. Se encontrd que las condiciones dptimas para la expresion
de la proteina recombinante His-Map fueron: 0.1 mM IPTG y 30 °C, en agitacién a 250 rpm.
Se tomaron muestras previas a la induccidn con IPTG (To) y durante cada hora después de la
induccidn hasta tener 4 tiempos (T1-4). Las muestras se analizaron por electroforesis en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 15% (Figura 10). Se puede observar un claro incremento
en la produccion de la proteina His-Map, cuya masa molecular predicha es de 22.52 kDa, a

partir del segundo tiempo después de la induccién (Figura 10).
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Figura 10. Curva de expresion de la proteina His-Map. SDS-PAGE 15% que muestra la induccidn de la proteina
His-Map. To. Cultivo sin inducir. T2.4 muestras tomadas durante cada hora a partir de la segunda hora de la
induccion. Se muestran los valores del marcador de masa molecular en kilodaltones (kDa) y las muestras
obtenidas del cultivo a través del tiempo.

Para comprobar si la proteina observada se trataba en efecto de His-Map se hizo un ensayo
de inmunodeteccion tipo Western-blot con anticuerpos monoclonales anti-histidinas, que
reconocen una banda en el carril correspondiente a la muestra del tiempo 4 de la induccién
en la masa molecular esperada para His-Map por lo que se comprueba que la produccion es

de la proteina recombinante His-Map (Figura 11).
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Figura 11. Inmunodeteccion de His-Map por anticuerpos anti-histidinas. Se muestra el indicador de masa
molecular de 25 kDa (25.0), una muestra previa a la induccién con IPTG (To) y una muestra tras cuatro horas de
induccion (Ta). Se observé el reconocimiento de los anticuerpos anti-histidinas de la proteina His-Map.

Las mismas condiciones de induccidn se utilizaron para determinar la ubicacion de la proteina

producida, si se encontraba en la fraccién soluble o insoluble; este proceso se realizd por
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fraccionamiento mediante sonicacion, seguido de centrifugacion para separar a la fracciéon

soluble de la insoluble, las que se analizaron en geles de acrilamida SDS-PAGE 15%.

Se observé que la proteina sobreproducida se encontraba en la fraccién insoluble (Figura 12

A) y se confirmé la identidad de His-Map mediante inmunodeteccién (Figura 12 B).

- | His-Map

a-His

Figura 12. Determinacion de solubilidad de His-Map. (A) Fracciones soluble e insoluble de un cultivo inducido
con IPTG durante 4 h. SDS-PAGE 15% tefiido con azul de Coomassie, indicador de masa molecular 25kDa (B)
Inmunodeteccion por Western Blot utilizando el anticuerpo anti-histidinas.

Es posible observar que toda la proteina se queda en la fraccién insoluble, posiblemente

formando cuerpos de inclusién (Figura 12).

6.1.1.- Purificacion de la proteina recombinante His-Map

Dado que la proteina recombinante His-Map resulté ser sumamente insoluble, se optd por
seguir un protocolo de purificacién en condiciones desnaturalizantes mediante cromatografia
de afinidad por niquel a partir de la fraccidn insoluble. Se indujo la produccién de la proteina
His-Map como se describid previamente, posteriormente la pastilla celular se resuspendié en
amortiguador con 6 M de urea para continuar con el protocolo de fraccionamiento por

sonicacion y purificacién por cromatografia de afinidad (ver Materiales y métodos). Se
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tomaron muestras de las diferentes fracciones obtenidas de la purificacion y se analizaron por

SDS-PAGE al 15% (Figura 13).
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Figura 13. Purificacion de His-Map a partir de la fraccion insoluble por desnaturalizaciéon de la proteina con urea.
Carriles: kDa: Marcador de masa molecular, Lisado: Lisado celular tras 4 horas de induccion, FNU: Fraccién no
unida a la columna, L1 y L2: Lavados con 10 y 20 mM de imidazol, respectivamente. E1, E2 y E3: Eluciones con
200, 300, y 500 mM de imidazol, respectivamente.

En la figura 13 se observa que la proteina eluye practicamente sin contaminantes,

obteniéndose la mayor cantidad de proteina en la elucién con 300 mM de imidazol.

6.1.2.- Renaturalizacion de la proteina recombinante His-Map

Debido al tratamiento con urea, un agente caotrdpico, la proteina se encontraba en estado
desnaturalizado. La proteina purificada se renaturalizé mediante un proceso de didlisis
eliminando al agente caotrépico (ver Materiales y métodos) (figura 14) y posteriormente se
cuantificéd por el método de Bradford (BioRad) obteniendo un rendimiento total de 249.8 pg
a partir de un cultivo de 100 mL, de los cuales se utilizaron 200 pg para la primera
inmunizacién del conejo, para las siguientes inmunizaciones se volvio a purificar y se inmunizé

con la misma cantidad de proteina total.
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Figura 14. Proteina His-Map renaturalizada por dialisis. Elucién: Proteina His-Map purificada por método
desnaturalizante. Elucién dializada: His-Map renaturalizada.

6.1.3.- Generacion de anticuerpos policlonales

Para la obtenciéon de anticuerpos se inmunizé un conejo siguiendo los esquemas especificados
en materiales y métodos. Una vez obtenidos se probd su especificidad mediante un ensayo
de inmunodeteccién utilizando el suero recuperado de la Ultima inmunizacién. El suero

preinmune se utilizé para ensayos que sirvieron como control al experimento.

Después de varias pruebas se encontré que la dilucién éptima para la inmunodeteccién con
los anticuerpos generados es de 1:5,000 para los sobrenadantes de un ensayo de secrecién
tipico de EPEC. Se observé que los anticuerpos tienen un buen reconocimiento en el
sobrenadante de la cepa silvestre de EPEC (Figura 15, panel superior), sin embargo, no fueron
especificos en el lisado celular, dado que reconocen otras proteinas. Para obtener un
reconocimiento mas especifico se purificaron las inmunoglobulinas a partir del suero del
tercer sangrado por precipitacién con sulfato de amonio saturado (ver materiales y métodos).
La purificacion no mostrd diferencias significativas respecto a la especificidad de los

anticuerpos del suero completo, ambos se probaron en un ensayo de secrecién de las cepas:
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silvestre (WT), cepa carente del regulador transcripcional Ler y cepa sin la ATPasa EscN, estos

ultimos dos son controles negativos de secrecion (Figura 15).
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Figura 15. Comparacion de la inmunodeteccion de las inmunoglobulinas anti-Map de suero y purificadas. Se
muestra la comparacién del reconocimiento del efector Map en los sobrenadantes de un ensayo de secrecion
en las cepas EPEC silvestre (WT), Aler y AescN, por los anticuerpos del suero completo (panel superior) y las
inmunoglobulinas purificadas (panel inferior).

6.1.4.-Reconocimiento de la proteina efectora Map por los anticuerpos
generados

Una vez que se obtuvieron los anticuerpos anti-Map se procedid a verificar si éstos eran
capaces de reconocer a la proteina Map con y sin la etiqueta de histidinas, cuando la proteina
es sobre-expresada en una cepa de expresién. Como no se contaba con la construcciéon para
sobre-expresar a la proteina Map sin la etiqueta, se subclond una versién no etiquetada de
Map (proveniente del vector pET19b) en el vector de alto nimero de copias pTrc99AFF4. Para
realizar esto, el fragmento correspondiente a map se digirié a partir de la construccion
pNEmap (pET19b+map) con las enzimas Ndel/Hindlll. Una vez obtenido el fragmento
digerido, se purificd de gel (mediante el kit de purificacion Gel Extraction QIAGEN) junto con
el vector pTrc99AFF4 digerido con el mismo par de enzimas. Ambos fragmentos de DNA
purificados se sometieron a una reaccién de ligacién que se transformé en células de E. coli

XL1-Blue, las que se sembraron en medio LB sélido con ampicilina. Se extrajo DNA plasmidico
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de las colonias candidatas obtenidas y este se sometid a una reaccidon de restriccion
enzimatica con el par de enzimas Ndel/Hindlll para corroborar la presencia del inserto map

(Figura 16). La construccién resultante se nombré pFTmap.

pTrc99AFF4

map

Figura 16. Ensayo de restriccion sobre la construccion pTrc99AFF4/map. Electroforesis en gel de agarosa 1%.
Ensayo con enzimas de restriccién Ndel/Hindlll, se observa el fragmento correspondiente a map con un tamafio
molecular aproximado de 612 pares de bases y el vector pTrc99AFF4 de 4,176 pares de bases.

Las construcciones pNEmap (pET19b/map) y pFTmap (pTrc99AFF4/map) se transformaron en
cepas de expresidn para su sobreproduccién. Estas cepas transformadas se usaron para hacer
ensayos de induccidon. Como se observa en la Figura 17, hay un incremento en la produccién
de la proteina Map tanto en la versidn etiquetada con histidinas como en la versidon sin
etiqueta a partir del segundo tiempo una vez iniciada la induccidn con IPTG. Para corroborar
la identidad de estas proteinas se hicieron ensayos de inmunodeteccidon con anticuerpos anti-
Map, los anticuerpos reconocen la sobreproduccion gradual de manera especifica, como se

muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Perfil de produccion y reconocimiento por inmunodeteccion tipo Western blot de las proteinas His-
Map y Map. SDS-PAGE 15% que muestra la induccidn de las proteinas His-Map y Map. To cultivo sin inducir. T2-4
muestras tomadas durante cada hora a partir de la segunda hora de la induccion. En el panel inferior, se muestra
el reconocimiento en estas muestras por el anticuerpo anti-Map.

Este resultado demuestra que los anticuerpos generados no reconocen a la etiqueta de

histidinas ya que son capaces de reconocer a la proteina Map sin etiqueta cuando es

sobreproducida.

Para probar la utilidad de los anticuerpos anti-Map generados se realizé un ensayo de
secrecién con las cepas de EPEC silvestre (wild-type, WT), la cepa AescN (control negativo de
secrecidon) y la cepa Asepl la cual hipersecreta efectores debido a una desregulacion del
segundo interruptor molecular. Como se observa en la Figura 18, al usar los anticuerpos
policlonales generados, el efector Map es claramente detectado en el sobrenadante de la
cepa de EPEC silvestre pero no en el de la cepa mutante AescN. Del mismo modo, se detectd
la hipersecrecion de Map en el fondo Asepl. Sin embargo, la produccién de la proteina Map
en los lisados celulares no pudo ser eficientemente detectada en las diversas condiciones en
las que se realizd este experimento, muy probablemente debido a que los niveles de

produccién no son suficientes para detectarlos (Figura 18, panel inferior).
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Figura 18. Ensayo de inmunodeteccidon de la proteina Map secretada y producida en diferentes fondos
genéticos. Se muestra el reconocimiento de los anticuerpos anti-Map obtenidos a partir de la inmunizacién de
conejo. Carriles: 1: Fondo EPEC silvestre, 2 y 3 Fondos mutantes de las proteinas EscN y SepL.

6.2.- CAPITULO 2. Aislamiento de una mutante nula en el gen escJ y
caracterizacion de su fenotipo

Para la generacién de la mutante nula del gen esc/ se realizé la amplificacion por PCR y
posterior purificacion de un casete de kanamicina a partir del plasmido pKD13 con
oligonucleétidos que contienen 20 bases homadlogas al casete (P1y P2) y 50 bases homologas

a los genes aledafios (H1y H2) (Figura 19 y Figura 20).
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Figura 19. Esquema de la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina a partir del vector pKD13 con
oligonucledtidos disefiados con 20 bases homadlogos al casete de kanamicina (P1y P2) y 50 bases homdélogas a
las regiones aledafias del gen a eliminar, esc/ (H1y H2).

1.5-
1.0

0.5

Figura 20. Amplificacion y purificacion del casete de resistencia a kanamicina. Electroforesis en gel de agarosa
1%. Se observa: (A) La amplificacion del casete de kanamicina a partir del plasmido pKD13. Carriles: 1: Marcador
molecular en kb. 2 y 3: Amplificacién del casete de kanamicina por duplicado (el tamafio esperado es de 1.4 kb)
(B) Purificacion de los productos de PCR por “Gel Extraction”. Carriles: 1: Marcador molecular en kb. 2 y 3:
Resultado de la purificacién de los productos de PCR por duplicado.

Ademas, se purificd el plasmido pKD46 que expresa la recombinasa Red del fago lambda que
se encuentra bajo el control del promotor pBAD (Figura 21), y se electropord en una cepa de
EPEC silvestre. A partir de las células transformadas con pKD46 se hicieron nuevas células

electrocompetentes, el cultivo de las células se indujo con arabinosa, en estas células se
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electroporé el casete de kanamicina y se sembraron en cajas de LB con estreptomicina 50
ug/mL y kanamicina 100 pg/mL y se crecieron a 37 °C para favorecer la pérdida del vector
pKD46 que es termosensible. Las mutantes generadas mediante recombinacién homoéloga se
seleccionaron por su resistencia a kanamicina y por su sensibilidad a ampicilina, ademas de

verificarse la correcta insercidn del casete por PCR.

1 2

Figura 21. Purificacion del plasmido pKD46 (6.3 kb) a partir de la cepa XL1-blue analizada por electroforesis en
gel de agarosa 1%.

6.2.1.- Comprobacion de la mutante del gen escJ

Para corroborar la insercidn del casete de kanamicina en el gen esc/ se llevd a cabo una
amplificacién por PCR con oligonucledtidos internos del casete, asi como con un
oligonucleédtido interno del casete y uno del gen aledafio a esc/ tanto rio arriba como rio abajo

(escly sepD, respectivamente) (Figura 22 y Figura 23)
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Figura 22. Esquema de las amplificaciones con tamainos estimados para corroborar la correcta insercion del
casete de resistencia a kanamicina.
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Figura 23. Comprobacion por amplificacion a través de oligonucleétidos internos y de genes aledanos a escJ.
Carriles: 1: Marcador (NEB) en kb. 2: Amplificacion de fraccion del casete de kanamicina (472 pb). 3:
Amplificacién del fragmento del casete de kanamicina y el gen sepD (1239 pb). 4: Amplificacion del fragmento
del casete de kanamicina y el gen escl (1496 pb).

6.2.2.- Subclonacion de escl en el vector pTrc99AFF4

Para poder complementar el fenotipo de la mutante en escJ se subcloné el gen en el vector
de alto nimero de copias pTrc99AFF4 a partir de la construccion pEEesc) misma que se digirio
con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI (Figura 24). El producto de la digestion y el vector
se ligaron, la reaccion de ligacidn se transformé en células E. coli Top10, se obtuvieron clonas

positivas y a la construccién resultante se le denominé pFTesc).
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Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa 1% Ensayo de doble restricciéon enzimatica Ndel y BamHI de las clonas
resultantes de la ligacion de esc/ en el vector pTrc99AFF4. Carriles: 1: Marcador de tamafio molecular. 2:
Producto de doble digestidn, se observa el fragmento correspondiente a esc/ (573pb) y el vector pTrc99AFF4
(4,176pb).

6.2.3.- Fenotipo y complementacion de la mutante AescJ

Se realizaron ensayos de secrecidén para observar el fenotipo de la mutante generada. La
Figura 25 muestra el fenotipo de la mutante de delecion del gen esc/ y se observa que se
abate la secrecion de efectores y de translocadores. Adicionalmente, se complementé la
mutante nula AescJ con construcciones que permiten producir a la proteina EscJ sin etiquetas
(pTrc99AFF4/escl) o pFTescl) y en su version recombinante con una etiqueta de diez histidinas
en el extremo N-terminal (pET19b/esc) o pEEesc)). En un gel de acrilamida tefiido con azul de
Coomassie se observa que las construcciones que codifican para Escl y His-EscJ restablecen
de forma parcial el fenotipo de la cepa mutante. Sin embargo, es posible notar un cambio en
la complementacidn al utilizar la construccion pFTesc) (pTrc99AFF4), ya que se presenta cierto
grado de lisis. Con estos ensayos se pudo observar el restablecimiento de la secrecién de
efectores y translocadores. Esto indica que la insercién del casete en la mutante generada no

tiene un efecto polar hacia los genes rio abajo del operén.
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Figura 25. Fenotipo y ensayo de complementacion de la mutante Aescl. Las proteinas del sobrenadante de las
cepas de EPEC silvestre (WT), una mutante de la ATPasa (AescN), la mutante Aesc) (-), la mutante Aesc)
transformada con la construccidén que expresa a His-Esc) (pEEesc)), con vector vacio pET19b, con el vector vacio
pTrc99A y con la construccion que expresa a Esc) sin etiqueta (pFTescl). En el panel inferior se muestra la
produccion de Esc) mediante inmunodeteccion en la pastilla celular. Se muestra también la presencia en el
sobrenadante de estas mismas cepas del translocador EspB y del efector Map mediante inmunodeteccion.

Para el analisis de la produccién de EscJ se hizo una prueba de inmunodeteccidon a muestras
de la pastilla celular, se observé que es posible reconocer la produccidn de Esc) tanto en la
pastilla de la cepa silvestre como en la de la mutante sin ATPasa. También se demuestra la
produccién de la proteina con las dos construcciones que se utilizaron para complementar,
sin embargo, en la complementacién con la construccion pFTesc) (pTrc99AFF4/esc)) se
observa mayor produccion, posiblemente debido a que el promotor Trc es bastante mas

fuerte que el promotor T7 del vector pET19b en las cepas de EPEC.
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6.3.1.- CAPITULO 3. Diseccién molecular de la proteina SepD

6.3.2.- Interaccion entre las proteinas His-SepL-SepD

Datos previamente publicados (Younis et al. 2010; O'Connell et al. 2004; Deng et al. 2005) asi

como otros obtenidos en el laboratorio (Diaz, M., no publicado) muestran que las proteinas
SeplL y SepD, reguladoras de la jerarquia de secrecidn, interaccionan entre si de manera
directa. Esta interaccidn se corrobord en el presente trabajo por ensayos de interaccién tipo
pull-down (Figura 26). A pesar de que estas dos proteinas son fundamentales para el
funcionamiento apropiado del sistema, no se ha descrito qué regiones de las mismas se
encuentran involucradas en esta interacciéon. En esta seccién se explora qué regiones de SepD

son necesarias para la interaccién con SepL.
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Figura 26. Analisis del ensayo de copurificacion tipo pull-down de las proteinas His-SepL y SepD. Carriles: 1:
Marcador de masa molecular en kDa, 2: Lisado celular completo, 3: Fraccidn no unida a la resina de niquel, L1:
Lavado con 20 mM de imidazol, SepDFsol: Fraccién soluble de la proteina SepD no unida a la resina. E1, 2y 3,
eluciones de las proteinas con 100 mM, 200 mM Y 300 mM de imidazol, respectivamente.

Se decidid dividir a la proteina SepD en 3 regiones distintas: el amino terminal (del aminoacido
1al 111, versidn a la que se le denomind SepDi-111), el carboxilo terminal (del aminoacido 41

al 151, SepDai-151) y la region central (del aminodcido 41 al 111, SepDai-111). Para esto, se
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disefiaron oligonucleétidos (tabla 4) para amplificar estas regiones mediante PCR y los

fragmentos resultantes de cada una de las regiones se muestran en la Figura 27.
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Figura 27. Amplificacion por PCR de los fragmentos de sepD. Se muestran las regiones amplificadas del gen
sepD, correspondientes al amino y carboxilo de SepD, purificadas para su posterior ligacidn en el vector de alto
numero de copias pTrc99AFF4. En el gel contiguo se observa la amplificacion de la regidn central. El tamafio de
los fragmentos SepDi1-111y SepDai-151 es de 333 pb y el de SepDai-111 es de 213 pb.

6.3.3.- Produccion de las versiones truncas de SepD

Una vez amplificados, los productos de PCR se clonaron en el vector pTrc99AFF4 como
fragmentos Ndel-BamHI y se secuenciaron. Una vez que se obtuvieron estas construcciones,
se transformaron en células BDP para hacer ensayos de induccién de las regiones de SepD.
Como se muestra en la Figura 28, la proteina SepD y los fragmentos SepDi-111y SepDai-151 se
expresaron eficientemente migrando a su masa molecular esperada. En cambio, la regién
central no pudo ser sobreexpresada posiblemente porque esta versién de la proteina no sea

estable.
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Figura 28. Sobreexpresion de SepD completa y versiones truncas de la proteina. Perfil de produccién de
proteinas en la cepa BL21(DE3) pLysS transformada con el vector vacio pTrc99AFF4 (pTrc99A), y la misma cepa
bacteriana transformada con el vector que expresa a la proteina SepD (17.5 kDa) y sus versiones truncas SepD:-
111 (12.9 kDa), SepDa11s1 (13.1 kDa) y SepDai111 (8.46 kDa). En el panel inferior se observa el ensayo de

inmunodeteccidn con anticuerpos anti-SepD en el cual es reconocida la sobreproduccion SepD y de las versiones
SepDi-111 y SepDai-151.

Por otro lado, para determinar la funcionalidad de las versiones truncas, las construcciones
gue expresan a las distintas versiones de SepD se tranformaron en la cepa mutante de EPEC
AsepD para hacer ensayos de secrecion. El ensayo mostré que ninguna de las versiones

truncas de la proteina SepD es capaz de restaurar el fenotipo de la mutante AsepD (Figura

29).
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6.3.4.- Complementacion de AsepD con las versiones mutantes de SepD
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Figura 29. Ensayo de complementacion de la mutante AsepD. (Panel superior) Las proteinas secretadas por las
cepas de EPEC silvestre (WT), AescN, AsepD (-) y AsepD transformada con el vector pTrc99A_FF4 (pTrc), o con
las construcciones que expresan a SepD o a sus versiones truncas SepDi-111, SepDa1-151y SepDai-111 fueron alizadas
mediante SDS-PAGE y tincion con azul de Coomassie. (Panel inferior) Inmunodeteccion del efector Tir y del
translocador EspB en los sobrenadantes de las cepas indicadas.

n-a-Tir

Un analisis detallado del patréon de secrecion muestra que a diferencia de una cepa de EPEC
silvestre (WT) donde se detectan mayoritariamente translocadores, en una cepa AsepD se
secretan principalmente efectores (Figura 29). Este fenotipo de “desregulacién” se compensa
al expresar a la version completa de SepD. Sin embargo, ninguna de las versiones truncas de
SepD es capaz de restablecer la regulacidn de sustratos de la mutante sepD lo que nos indica
gue tanto el amino como el carboxilo terminal de SepD son necesarios para la funcion de este

regulador de la secrecion.
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Posteriormente, para probar la interaccidon de His-SepL con las versiones truncas de SepD
mediante co-purificacién se indujo la produccién de estas proteinas en cepas de expresion.
Posterior a esto, se separd la fraccion soluble de la insoluble de cada una de las distintas cepas
mediante centrifugacidon como se describe en materiales y métodos (Figura 30). Encontramos
que, a diferencia de la version silvestre de SepD, las versiones truncas se encuentran

principalmente en la fraccidn insoluble.
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Figura 30. Las versiones truncas de SepD son insolubles. Se muestran la fraccion soluble (Fs) e insoluble (FI) de
las proteinas SepD completa, de los fragmentos truncos SepDi.111, SepDa11s1 y de la proteina His-SepL. Las
distintas muestras se analizaron mediante SDS-PAGE 17% vy tincidn con azul Coomassie. Las masas moleculares
de las proteinas mostradas son SepD: 17.5 kDa, SepD1-111: 12.9 kDa, SepDai-151: 13.1 kDa y His-SepL: 41.3 kDa. A
la izquierda de cada panel se muestra el marcador de masa molecular.

6.3.5.- Ensayos de inmunoréplica de afinidad

El que estas versiones truncas de SepD sean altamente insolubles nos impidié seguir con el
protocolo estandar para probar interaccidn proteina-proteina mediante co-purificacién. Por
esta razén se buscéd un método alternativo que nos permitiera observar la interaccion de las

versiones truncas de SepD, sin tener que obtener antes la fraccion soluble de las mismas. El
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ensayo de inmunoréplica de afinidad o “far western blot” se presenta entonces como un
método ideal para abordar esta pregunta dada su metodologia. Para montar este protocolo
fue necesaria la purificaciéon de la proteina His-SepL como se menciona en materiales y

métodos (Figura 31).
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Figura 31. Purificacion de la proteina recombinante His-SepL. Se muestran: Lisado: lisado celular completo,
FNU: fraccion no unida a la resina Ni-NTA. L1: Muestra de lavado con 40 mM de imidazol. L2: Muestra de lavado
con 60 mM de imidazol. E1, 2 y 3, Muestras de las tres eluciones, todas con 400 mM de imidazol y por ultimo:
Muestra de las eluciones 1y 2 combinadas y dializadas.

La proteina recombinante His-SepL (con una masa molecular predicha de 41.3 kDa) se purificd
en condiciones nativas y se dializé contra un amortiguador con concentraciones decrecientes
de imidazol (para eliminar posibles efectos secundarios de este sobre la interaccién SepD-
Sepl) y la muestra se analizé por electroforesis en gel de acrilamida (Figura 31). Aunque con
algunas proteinas contaminantes o productos de degradacion de menor masa molecular, se
logré obtener a la proteina recombinante His-Sepl purificada y libre de imidazol. La proteina

His-SepL se cuantificd mediante el método de Bradford.
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Posteriormente, un lisado bacteriano de células BDP sobreexpresando a las proteinas SepD o
a sus versiones truncas SepDi-111, SepDai-151, SepDai-111 junto con una muestra de lisado
bacteriano de células BDP transformadas con el vector pTrc99AaFF4 vacio, el cual se usé como
control negativo de interaccion, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. A
continuacion, se incubd a esta membrana con 6 pug/mL de proteina His-SeplL purificada y

dializada como proteina flotante.

Una vez hecho esto, la membrana se incubd con anticuerpos policlonales anti-SeplL y se
reveld. Como se muestra en la Figura 32, usando los anticuerpos anti-SeplL se detecta una
banda en el patréon de migracion esperado para SepD (17.5 kDa, ver Figura 32 indicado con
un asterisco rojo). Esta banda no se reconoce en el carril del control negativo. Esto nos indica
gue la interaccion de SepD con Sepl puede identificarse usando esta metodologia. Sin
embargo, en los carriles correspondientes a las versiones truncas de SepD no se distingue
algun indicio de sefial de interaccién con His-Sepl, al menos bajo las condiciones utilizadas.
Lo anterior se debe a que las versiones truncas de SepD migran cerca del frente obscuro

inespecifico al final de la membrana (Figura 32).
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Figura 32. Interaccion entre SeplL y las versiones mutantes de SepD mediante inmunoréplica. Un lisado
bacteriano sobre-expresando a la proteina SepD completa (SepD) y a sus versiones truncas (SepD1-111, SepDai-151
y SepD 41-111); ademads de un lisado de la cepa de expresion transformada con el vector pTrc99AFF4 como control
negativo se transfirid a una membrana de nitrocelulosa. Como control positivo de reconocimiento por parte de
los anticuerpos, una muestra de His-SepL purificada fue también transferida. Posteriormente se se incubd la
membrana transferida con anticuerpos anti-SepL. El asterisco marcado en color rojo representa el
reconocimiento de la interaccién His-SepL-SepD.

Se traté de reducir la sefial del fondo de la membrana limpiando los anticuerpos anti-SepL por
inmunoadsorcion incubandolos con un lisado de la cepa mutante en seplL (ver materiales y
métodos), antes de utilizarlos sobre la membrana donde se transfirié a la proteina SepD y a
sus versiones truncas. Como se observa en la Figura 33, a pesar de haber reducido el
reconocimiento de la mayoria de bandas inespecificas en la parte superior de la membrana,

la mancha inespecifica en el fondo del gel sigue apareciendo (Figura 33).
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Figura 33. Ensayo de inmunoréplica con anticuerpos anti-SepL inmunoadsorbidos. Inmunodeteccién con
anticuerpos anti-SeplL limpiados por inmunadsorcién sobre un fondo con la proteina SepD completa (SepD), y
sus versiones truncas SepD regién amino terminal (SepDi-111), SepD regidn carboxilo terminal (SepDai-151) y SepD
region central (SepD 41111); ademas la cepa de expresion , BDP (DE3) pLysS transformada con el vector
pTrc99AFF4 como control negativo (BDP) y como control positivo de reconocimiento por parte de los
anticuerpos, una muestra del lisado completo de His-SepL sobreexpresada (His-SepL). El asterisco marcado en
color rojo representa el reconocimiento de la interaccion His-SepL-SepD.

Para solucionar el problema de la inespecificidad de los anticuerpos anti-Sepl, se utilizé una
version de Sepl fusionada a tres epitopes de FLAG en el C-terminal, que se puede

inmunodetectar con anticuerpos monoclonales anti-FLAG. Se decidid realizar con esta version
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de Sepl un nuevo ensayo de inmunoréplica, para lo cual se determind la funcionalidad y
solubilidad de SepL-FLAG. Primeramente, se comprobd la capacidad de esta versidon de
restaurar el perfil de secrecién de la cepa “desregulada” sepL. Para esto comparamos el perfil
de secrecion de la cepa de EPEC silvestre (WT), con el de la cepa AsepL y con el de la cepa
Asepl transformada con la construccién que expresa SepL-FLAG. En la Figura 34 se observa
como a diferencia de EPEC silvestre, la mutante sepL exhibe una hipersecrecion de efectores
mientras que la secrecidon de translocadores se ve suprimida. De manera interesante, la cepa
complementada de la mutante sepl con la versién SepL-FLAG, recupera el control sobre la

secrecidn de efectores, pero no sobre la de translocadores llevando a una restauracion parcial

del perfil de secrecién tipico de EPEC.
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Figura 34. Ensayo de complementacion de la cepa EPEC mutante en seplL con la construccion SepL-FLAG. (A)

Perfiles de secrecion de las cepas EPEC silvestre (WT), mutante en la ATPasa (AescN), mutante en Sepl (Asepl)
y cepa mutante en Sepl transformada con SepL-FLAG.

Posteriormente para seguir con el ensayo de inmunoréplica de afinidad, la proteina SepL-
FLAG se sobreprodujo induciendo con 5% (v/v) de arabinosa, y posteriormente se separo la
fraccién soluble de la insoluble. Tal como se observa en la Figura 35 la mayor parte de la

proteina recombinante sobreproducida se encuentra en la fraccion soluble.
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Figura 35. Sobreexpresion de la proteina recombinante SepL-FLAG. Se observa a la izquierda el marcador de
masa molecular, en la muestra del carril T2la muestra correspondiente al tiempo 4 de la sobreproduccién de la
proteina recombinante SepL-FLAG (T4), la muestra de la fracciéon soluble del lisado celular (Fs) donde es posible

observar que se encuentra la mayor parte de la proteina SepL-FLAG y por ultimo se encuentra la fraccion
insoluble del lisado celular (Fi).

Hasta el momento los resultados no han sido mas favorables que los anteriores con la versién

His-SepL al no conseguir encontrar las condiciones éptimas donde la interaccién con alguna

de las versiones mutantes se pueda comprobar.
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7.-DISCUSION

Hoy en dia la diarrea continlda siendo la segunda causa de muerte a nivel mundial mas
frecuente en nifios menores de 5 afios, con aproximadamente 1.3 millones de muertes al aifio
(Bhutta y Das 2013). Dada su alta prevalencia y al ser causante de diarrea persistente, EPEC

es uno de los patdgenos infantiles mas importantes a nivel mundial (Ochoa y Contreras 2011).

EPEC es considerado un patdégeno no invasivo cuya virulencia es dependiente de un SST3 a
través del cual inyecta diversas proteinas efectoras a la célula hospedera para alterar sus
funciones celulares normales (Ochoa y Contreras 2011). Esta estrategia de inyeccién de
proteinas es usada por varios patdgenos para modificar en su beneficio las funciones de la
célula infectada (Hayward et al. 2006). En este sentido, la emergencia de numerosos
patégenos bacterianos con nuevos mecanismos de resistencia a antibidticos ha encendido
alarmas globales (van Hoek et al. 2011). Ademas de EPEC, otras bacterias Gram-negativas que
infectan a humanos como Salmonella (Agbor y McCormick 2011), Shigella (Schroeder y Hilbi
2008), Yersinia (Atkinson y Williams 2016) y Chlamydia (Betts-Hampikian y Fields 2010) usan
un SST3 como estrategia de invasidn. Debido a esto, es de suma importancia entender la

biogénesis y funcionamiento de este complejo sistema de secrecion.

La secrecion de efectores por EPEC sucede una vez ensamblado el SST3, para lo cual se
requieren diversas proteinas. En el presente trabajo se generaron herramientas bioquimicas
y moleculares para el estudio de diferentes proteinas con diversas funciones: Map, un efector
translocado a la célula hospedera, Esc) un componente estructural y SepD un regulador de la

jerarquia de secreciéon de proteinas.
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7.1.- Generacion de anticuerpos anti-Map

Map es una proteina efectora asociada a mitocondria, que ademas de favorecer
malformaciones mitocondriales, induce la formacidn de extensiones tipo filopodio vy
contribuye en la disrupcién de la funcién de la barrera intestinal, proceso que estd asociado
con la diarrea (Simpson et al. 2006). Ademas de esto, el efector Map contribuye al proceso de
esfacelamiento de las microvellosidades intestinales al actuar en conjunto con los efectores

Tir y EspF (Dean et al. 2006).

La inmunodeteccion puede ser utilizada para determinar distintas caracteristicas del
antigeno, como la abundancia relativa o la asociacién con otros antigenos en ensayos de
inmunoprecipitacion e inmunoréplica de afinidad. La inmunodeteccién es un método
robusto, relativamente simple y bastante sensible. Debido a esto, la generacién de
anticuerpos ha sido una herramienta sumamente valiosa en el trabajo de investigacion en el
laboratorio. Antes de la realizacién de esta parte de mi proyecto en el laboratorio sélo se
contaba con anticuerpos policlonales contra dos efectores (EspF y Tir). La generacion de los
anticuerpos policlonales anti-Map permitié ampliar el catalogo de anticuerpos disponibles
para estudiar el funcionamiento del inyectisoma de EPEC. Esto es sumamente importante
pues nos permitié corroborar que las cepas mutantes en reguladores de la secrecién (p.e.

Asepl, AsepD, AescP) hipersecretan a este efector.

La proteina recombinante His-Map resulté ser sumamente insoluble (Figura 12). A pesar de
esto se logré purificar siguiendo un protocolo de purificacién mediante cromatografia de

afinidad en condiciones desnaturalizantes (Figura 13). Se obtuvo a la proteina His-Map pura,
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misma que fue renaturalizada mediante un proceso de didlisis (Figura 14) con el objetivo de
eliminar o reducir la concentracidon del agente caotrdpico para asi poder utilizarla en Ila

generacién de anticuerpos policlonales anti-Map.

Una vez obtenidos, pudimos probar que los anticuerpos anti-Map son capaces de reconocer
tanto a la proteina Map como a la versidon con etiqueta His-Map cuando éstas fueron
sobreexpresadas en una cepa de expresion. Para analizar si los anticuerpos anti-Map podian
reconocer al efector en ensayos de secrecidn de proteinas a través del inyectisoma, se hizo la
inmunodeteccién de Map en EPEC, tanto en los sobrenadantes como en la pastilla celular. Los
anti-Map reconocieron exitosamente una banda en la masa molecular esperada en el
sobrenadante de EPEC silvestre, mientras que en el sobrenadante de la mutante AescN, cepa
usada como control negativo de secrecidn, no se reconocié ninguna banda. Este resultado
nos habla de la especificidad de los anticuerpos generados. También usando estos
anticuerpos se pudo confirmar que Map es un efector que se hipersecreta en las cepas Asepl
y AescP (O’Connell et al. 2004; Monjards Feria et al. 2012). En contraste, no fue posible
detectar de manera inequivoca la presencia de la proteina dentro de la bacteria usando los
anticuerpos anti-Map generados. Es posible que la cantidad de Map intracelular no sea
suficiente para obtener sefal detectable mediante inmunodeteccién. Aunque ya no se
explord en este trabajo, una opcién para probar esta hipdtesis seria analizar en un fondo
mutante AgrlR la presencia de Map usando los anticuerpos generados. GriIR es un regulador
negativo de los operones y unidades transcripcionales de la isla LEE, por lo tanto, en esta cepa
de EPEC mutante hay una mayor produccion de proteinas del LEE, incluido Map (Jiménez et

al. 2010; Padavannil et al. 2013).
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Se probd también si se podia aumentar la sensibilidad de reconocimiento de los anticuerpos
al purificar las inmunoglobulinas (Ig’s) del suero total. Para esto, las Ig’s se precipitaron con
sulfato de amonio saturado y posteriormente se probd su capacidad de reconocimiento de la
proteina Map. Se encontré que la especificidad de las Ig’s purificadas no mostré una

diferencia significativa aparente respecto al reconocimiento que presenta el suero completo.

Con estos resultados concluimos que se generaron exitosamente anticuerpos especificos que
reconocen al efector Map los cuales servirdn para tener una mejor comprensién del proceso

de secrecion de efectores a través del SST3 de EPEC.

7.2.- Generacion de la mutante nula no polar escJ

Esc) es una proteina estructural del cuerpo basal del SST3 encargada de formar uno de los
anillos concéntricos de membrana interna, se encuentra posicionada hacia la cara
peripldsmica y anclada a la membrana por un dominio de lipidacidon en su amino terminal. Si
bien se ha visto que homodlogos de Esc) en otros SST3 son esenciales para el proceso de
secrecion (Kimbrough y Miller 2000; Silva-Herzog et al. 2008; Allaoui, Sansonetti, y Parsot
1992) a diferencia de estos homodlogos, Esc) no presenta en su N-terminal el cruce
transmembranal caracteristico que le permite a esta familia anclarse a la membrana (Gaytan
et al. 2016). Para descartar que la pérdida de esta hélice transmembranal cambiara la funciéon
de este componente en EPEC decidimos generar la mutante nula Aesc/ para caracterizar el

fenotipo de la misma.

La mutante nula del gen esc/ se generé mediante recombinacién homadloga usando el sistema

basado en la recombinasa del fago A descrito por Datsenko (Datsenko y Wanner 2000). En
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nuestro laboratorio este sistema ha resultado eficiente para generar mutantes nulas no
polares de genes de la isla LEE de EPEC (Andrade et al. 2007; Romo-Castillo et al. 2014; Soto
et al. 2017). Se encontro que la eliminacidn del gen que codifica para la proteina Esc) en EPEC
causa el abatimiento en la secrecién tanto de translocadores como de efectores (Figura 25),

por lo que es un componente indispensable del SST3.

Rio abajo del gen esc/, que se encuentra codificado en el operén LEE2 de la isla LEE, se
localizan genes esenciales para el correcto ensamblado del inyectisoma de EPEC (el regulador
de la jerarquia de secrecidn sepD y la secretina escC) por lo que se corria el riesgo de tener un
efecto polar sobre estos genes y afectar el funcionamiento del SST3 al eliminar a esc/
mediante este método. Sin embargo, se logré demostrar también que el fenotipo de no
secrecidn de la mutante Aesc/ se debe sélo a la falta de la proteina Escl y no a un efecto polar
causado por la insercion del casete de resistencia, ya que al expresar in trans a escJ en esta
mutante se restaura la secrecion de proteinas a través del inyectisoma (Figura 25). También
es importante mencionar que la ausencia de Esc] no altera los niveles intracelulares de
sustratos lo que indicaria que Esc) no se encuentra involucrado ni en la produccién ni en la
estabilidad de éstos. En su conjunto, los resultados obtenidos de esta caracterizacién
funcional indican que Escl es un componente estructural del inyectisoma de EPEC esencial

para la secrecion de sustratos en esta bacteria.

Por otro lado, es necesario mencionar que cuando se expresé a esc) desde un vector de alto
numero de copias como lo es pTrc99AFF4, observamos numerosas bandas de proteinas en la
muestra del sobrenadante (Figura 25). Es probable que este fendmeno se deba a que la

proteina Esc] estda en el periplasma asociada a la membrana interna, por lo que al
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sobreexpresarla posiblemente se vea comprometida la integridad membranal en alguna parte
de la poblacién bacteriana, o bien se desencadene una respuesta de estrés en el periplasma
que pueda conllevar a lisis bacteriana. Tomando todos estos resultados en conjunto se
concluyd que la proteina Escl) es esencial para el correcto ensamblaje del sistema de secrecion
tipo lll y por lo tanto para la translocacion de proteinas de virulencia y para la patogenicidad
de EPEC. Esto concuerda con lo reportado previamente para C. rodentium donde identificaron
qgue la ausencia de Esc) en este patdgeno murino evita el correcto funcionamiento del

inyectisoma previniendo la infeccion en ratén (Wanyin Deng et al. 2004).

7.3.- Diseccion molecular del regulador de la secrecidon SepD

En los SST3 de virulencia existen complejos proteicos capaces de regular la jerarquia de
secrecion entre translocadores y efectores. Tal es el caso del segundo interruptor molecular,
conformado en EPEC por las proteinas SepD, SeplL y CesL. En EPEC, la delecién de los genes
sepD y sepl tiene como consecuencia la desregulacién de la jerarquia de secrecion,
presentando un fenotipo de abatimiento de la secrecién de translocadores e hipersecrecién
de efectores (W. Deng et al. 2005). Este segundo interruptor molecular evita la salida
prematura de efectores hasta que se ensambla el poro de translocacién; de esta manera se
controla que los efectores sean transportados directamente hacia el citosol de la célula

hospedera.

Para el estudio del SST3 de diversos patégenos se han logrado identificar y caracterizar
diversas interacciones proteina-proteina mediante diferentes métodos experimentales como
ensayos de copurificacion por cromatografia de afinidad, ensayos de doble hibrido en

levadura o inmunocoprecipitacion.
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Para el caso de EPEC, se sabe que SepL y SepD forman un complejo estable (O’Connell et al.
2004; W. Deng et al. 2005), sin embargo, la regidén de interaccidn entre estas dos proteinas
no ha sido explorada anteriormente. El conocer estas regiones de interaccién nos permitira
obtener informacién estructural acerca del complejo SepD/Sepl para entender cémo lleva a
cabo su funcién reguladora. Para abordar esta pregunta, en el presente trabajo se hicieron
deleciones secuenciales de la proteina SepD. La estrategia a seguir fue la delecién de los
primeros 40 aminoacidos de la region amino terminal, los ultimos 40 aminoacidos del
carboxilo terminal y una ultima version donde se eliminaron ambos extremos dejando
Unicamente la regidn central de SepD. Un alineamiento entre SepD e YscB de Yersinia pestis
(el homologo de SepD mejor caracterizado (Day y Plano 1998; Schubot et al. 2005) revela que
existen sitios conservados entre estas dos proteinas a lo largo de todo el alineamiento. Por lo
tanto, esta primera aproximacién de dividir a la proteina en 3 segmentos nos permitiria
explorar a grandes rasgos las posibles zonas de interaccidn con SepL mediante ensayos de co-

purificacién tipo “pull-down” entre estas dos proteinas.

Una vez generadas las construcciones que codifican para las tres distintas versiones de SepD,
éstas se transformaron en una cepa de expresidn. Mientras que las primeras dos versiones se
pudieron sobreexpresar exitosamente, la tercera versidon no pudo ser sobreproducida. Esto
sugiere que posiblemente esta version de la proteina SepD, carente del N-terminal y C-

terminal no es estable.

Cuando las versiones SepD N-terminal y SepD C-terminal se sobreprodujeron en cepas

bacterianas de expresién, se encontré que ambas fueron sumamente insolubles
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impidiéndonos continuar con nuestro protocolo de rutina de co-purificacion con SepL. Por
esta razon se decidié probar un método de interaccion proteina-proteina que no requiriera la

obtencidén de las versiones de SepD de forma soluble.

Un método ampliamente usado para la caracterizacidn de interacciones proteina-proteina de
magquinarias bacterianas es el llamado ensayo de inmunoréplica, mejor conocido como “Far
Western”. Este ensayo se basa en el reconocimiento de una proteina “presa” previamente
inmovilizada en una membrana, por parte de una proteina “carnada” flotante previamente
purificada. Cuando la proteina “carnada” reconoce a la proteina presa se puede detectar el
patron de reconocimiento mediante inmunodeteccién usando un anticuerpo contra la
proteina “carnada”. En nuestro caso se esperaba observar la interaccion entre la proteina His-
SeplL y la proteina SepD, interaccidén que se ha descrito con anterioridad por nuestro equipo
de trabajo y en reportes previos. En esta técnica, las proteinas del lisado celular completo se
separan por electroforesis y transfieren a una membrana de nitrocelulosa, se utilizaron los
lisados de la sobreexpresiéon de SepD que habria de servir como control positivo de
interaccidn con His-SeplL y las versiones SepD N-terminal y SepD C-terminal. Es importante
mencionar que al usar los lisados completos no fue necesaria la solubilizacién de dichos

fragmentos.

Mediante el ensayo de inmunoréplica usando anticuerpos policlonales anti-SepL pudimos
detectar una banda que posiblemente corresponda a la interaccién SepD/SeplL al reconocer
una banda cercana a la banda del marcador correspondiente a 15 KDa, banda cercana a la
cual es posible observar a la proteina SepD sobreexpresada (Figura 22). Sin embargo, en el

analisis de inmunoreconocimiento se observé gran inespecificidad de estos anticuerpos. Para
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tratar de obtener una mayor especificidad, se llevé a cabo un protocolo de inmunoadsorcion
para tratar de reducir el reconocimiento de bandas inespecificas. A pesar de que en cierta
medida se logré reducir el nimero de bandas inespecificas reconocidas por el anti-Sepl se
continud observando una “mancha de reconocimiento” en la parte inferior de la membrana
(Figura 23). Esta mancha inespecifica posiblemente es el reconocimiento del anticuerpo a las
proteinas del frente del gel. Lamentablemente dicha inespecificidad se presenta en la masa
molecular esperada para las versiones truncas de la proteina SepD, por lo que fue imposible

reconocer alguna interaccion.

Para probar si el uso de un anticuerpo monoclonal comercial permitia obtener una mayor
especificidad en la inmunodeteccion se decidid usar una versidn recombinante de SeplL
marcada con 3 epitopes FLAG en el C-terminal. Este experimento esta en proceso y pronto se

resolvera esta pregunta.

Es posible que las versiones truncas de la proteina SepD no hayan readquirido su
conformacién nativa en el ensayo de inmunoréplica, lo que probablemente impida que
interaccionen con la proteina SepL. Sin embargo, la interaccidn se podria analizar por otros

métodos como co-inmunoprecipitacion in vivo o ensayos de doble hibrido.

Cabe mencionar que cuando se probd la capacidad de las versiones truncas de SepD para
complementar a la cepa mutante AsepD, se encontré que ninguna de las versiones truncas
restaura la secrecién silvestre de EPEC (Figura 29). Aunque no fue posible detectar la

expresion de estas versiones truncas en EPEC, de confirmarse este resultado nos indicaria que
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tanto el extremo N-terminal como el C-terminal de SepD se requieren para que esta proteina

lleve a cabo su funcion regulatoria.
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8.- CONCLUSIONES

8.1.- Generacion de anticuerpos anti-Map

¢ Utilizando técnicas de biologia molecular, se subclond al gen que codifica al efector

Map en el vector de expresidon bacteriana pTrc99AFF4.

e A pesar de que la proteina recombinante His-Map resultd ser sumamente insoluble,

se logré purificar a la proteina en condiciones desnaturalizantes.

e Se lograron obtener anticuerpos policlonales que reconocen de manera especifica al
efector Map, mismos que seran de gran utilidad para futuros analisis

inmunoquimicos.

8.2.- Generacion de la mutante nula escJ

e Seclond al gen esc) en un vector de expresién

e Se generd en EPEC la mutante nula no polar del gen escJ.

e Se determind que la proteina Esc) es esencial para la secreciéon de efectores y

translocadores en EPEC
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8.3.- Diseccion molecular de SepD

e Segeneraron 3 versiones truncas del componente del segundo interruptor molecular,

SepD.

e Se lograron sobreexpresar las versiones truncas SepDii11 y SepDaiisy,

correspondientes a la regién amino y carboxilo, respectivamente.

e Hasta el momento no se ha logrado encontrar el método por el cual determinar la

region de interaccion de SepD con SeplL.

9.- PERSPECTIVAS

e Escindir el casete de kanamicina de la mutante nula esc) para poder generar dobles

mutantes en este fondo Aescl.

e Explorar metodologias alternas para determinar la regién de interaccién de SepD con
SepL. Una opcidn seria probar la interaccidn entre Sepl y las distintas versiones de
SepD mediante el sistema de doble hibrido en levadura. O etiquetar la proteina
flotante con una etiqueta diferente para la cual haya en existencia anticuerpos mas

especificos.
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