CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y DE EDUCACION
SUPERIOR DE ENSENADA, BAJA CALIFORNIA

==

s

CICESE.

PROGRAMA DE POSGRADO EN CIENCIAS DE LA VIDA

CON ORIENTACION EN BIOTECNOLOGIA MARINA

El sistema de secrecion tipo 3 de Escherichia coli
enteropatdgenay su uso potencial con fines terapéuticos

Tesis
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Maestro en Ciencias

Presenta:

Pablo Vladimir Cabafias Romero

Ensenada, Baja California. México
2014



Tesis defendida por
Pablo Vladimir Cabafias Romero

y aprobada por el siguiente Comité

Dr. Alejandro Huerta Saquero
Director del Comité

Dra. Ernestina Castro Longoria Dra. Maria Lucila del Carmen Lares Reyes
Miembro del Comité Miembro del Comité

Dr. Marco Antonio De Le6n Nava
Miembro del Comité

Dra. Rufina Hernandez Martinez Dr. Jesus Favela Vara
Coordinador Director de Estudios de Posgrado
del Posgrado en Ciencias de la Vida

Noviembre, 2014



ii
Resumen de la tesis de Pablo Vladimir Cabafias Romero, presentada como requisito

parcial para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con
Orientacion en Biotecnologia Marina.

El sistema de secrecion tipo 3 de Escherichia coli enteropatégenay su uso
potencial con fines terapéuticos.

Resumen elaborado por:

Pablo Vladimir Cabafias Romero

El sistema de secrecion tipo tres (SST3) de Escherichia coli enteropatogena (EPEC) le
confiere la capacidad de provocar la lesion de adherencia y eliminacién (A/E), en los
enterocitos del organismo hospedero, ocasionada por la translocacion de proteinas que
facilitan la adherencia intima entre la bacteria y el hospedero. EI SST3 de EPEC se
encuentra codificado en el Locus of Enterocyte Effacement (LEE), una isla de
patogenicidad donde se encuentran los genes que codifican para las proteinas que
modifican los procesos celulares y las rutas de transduccion de sefiales del organismo
hospedero. El mecanismo por el cual EPEC logra modificar el metabolismo celular del
hospedero mediante el SST3 ha sido objeto de estudio, lo cual ha permitido entregar
proteinas modificadas con fines terapéuticos a células diana a través de cepas
bacterianas atenuadas. EI SST3 es una nano-maquina compleja que puede ser
utilizada como una herramienta terapéutica, al realizar la expresion heterdloga de la isla
de patogenicidad LEE y de proteinas quiméricas en cepas no patdgenas de Escherichia
coli, para la entrega de estas proteinas modificadas. El trabajo realizado permitié tomar
como ventaja el uso de la cepa comensal MC4100 para expresar heterélogamente el
SST3 de EPEC y la proteina de interés terapéutico nombrada EspF-CYPBMS3 para su
exportacion eficiente al medio extracelular y su translocacion a células epiteliales Hel a.
La proteina quimérica mantuvo su actividad enzimatica al interior celular, lo que nos
permitira probarla en lineas celulares de cancer de colon para su posterior utilizacién en
terapias anticancerigenas.

Palabras clave: Sistema de secrecién Tipo lll, EPEC, LEE, MC4100, CYPBMS.
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Abstract of the thesis presented by Pablo Vladimir Cabafias Romero, as a partial

requirement to obtain the master degree in science of life sciences program with marine
biotechnology orientation.

Therapeutic use of Type Il Secretion System (T3SS) of Enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC)

Abstract by:

Pablo Vladimir Cabafas Romero

The Type Ill Secretion System (T3SS) of Enteropathogenic Escherichia coli confer the
ability to elicit a lesion by the translocation of effector proteins into the enterocytes,
facilitating the intimate adherence between bacteria and host cell. EPEC T3SS is
codified in the Locus of Enterocyte Effacement (LEE), a pathogenicity island which
confers to the bacteria the ability of synthesize the T3SS and the proteins that modify
the cellular processes and the transduction signal pathways of the host organism. The
mechanism by which EPEC can modify the cellular metabolism of the host organism
through the T3SS has been subject to study and has allowed the delivery of therapeutic
modified proteins to target cells by attenuated bacterial strains. The T3SS is a complex
nano-machine that can be used as a therapeutic tool by performing the heterologous
expression of the LEE pathogenicity island and chimeric proteins in non-pathogenic
strains of Escherichia coli, for the controlled delivery of this modified proteins. In the
present work we took advantage of functional heterologous expression of EPEC T3SS
into MC4100 commensal strain. In addition, we co-expressed therapeutic protein EspF-
CYPBMS for its efficient delivery into epithelial HeLa cells. The translocation of the
protein into the epithelial cells and the presence of enzymatic activity inside host cells
provided us encouraging results to test this mechanism in colo-rectal cancer cells for
anti-carcinogenic therapies.

Keywords: Secretion System Type lll, EPEC, LEE, MC4100, CYP.



“Intenta no volverte un hombre de éxito, sino volverte un hombre de valor”

Albert Einstein



Vi

A mis padres, Pedro y Ana.



vii

Agradecimientos

A mi tutor, el Dr. Alejandro Huerta Saquero, por darme la oportunidad de formar parte
del grupo de bionanotecnologia del Centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la
UNAM, pero sobre todo por brindarme su confianza y paciencia para realizar este
proyecto.

A mi comité de tesis, la Dra. Ernestina Castro Longoria, la Dra. Ma. Lucila del Carmen
Lares Reyes y el Dr. Marco A. De Ledn Nava, por sus valiosos consejos y apoyo para

realizar un buen trabajo de tesis.

A la Dra. Karla Oyuky Juéarez por el apoyo experimental en la Gltima fase del trabajo y

por compartir su conocimiento y experiencia.

A la Dra. Katrin Quester por su consejo y apoyo incondicional para la realizaciéon de los

experimentos del trabajo de tesis dentro del laboratorio.

Al Dr. Rafael Vazquez Duhalt, Dr. Rubén Dario Cadena Nava y Dr. Sergio A. Aguila

Puentes por su apoyo y consejo brindado durante el desarrollo de este proyecto.

Al personal académico del posgrado en Ciencias de la Vida y al grupo de
bionanotecnoligia del CNyN de la UNAM por el conocimiento compartido dentro y fuera

del laboratorio, pero sobre todo por contagiar su espiritu avido de conocimiento.

A CONACYT por la beca otorgada durante la maestria.



Tabla de contenido

Péagina
Resumen en eSPanol........ccooiiiiiiiii iii
ResUMEN eN INQIES. .. ... e \Y
190 F o= o 1 g > vi
o =0 {2 o3 0 0 1= o o 1 Vil
Lista de FiQUIas. ..o e X
Lista de Tablas. ..o Xi
L INtrOdUCCION . .. 1
FZ N 1 =T o =T L= 2
2.1 ESCheriChia COli. ..o 2
2.1.1 Escherichia coli enteropatégena (EPEC)..........c.cooiiiiiiiiiiiiiine, 2
2.2 El sistema de secrecion tipo 3 (SST3)....ovivieiiiiiiiiiiieeeeeeeene 4
2.3 Citocromo oxidasa P450.........couiiiiiiii i 10
2.3.1 CYP450 BM3 variante 21B3........cccvvviiiiiiiiiieeeeieeeeieeeen 13
2.4 Expresion proteica en Escherichia coli...............ccoooiiiit. 14
2.5 EI SST3 como mecanismo de entrega de proteinas de interés
terapP@ULICO. ... 15
3. Justificacion € HipOteSiS. ..o i 17
3.1 JUSHfiICACION. ... 17
3.2 HIPO SIS, .ot 17
@ o] 1= 8 Yo 1PN 18
4.1 0Objetivogeneral..........ccoiiiiiii 18
4.2 Objetivos partiCulares. ..........coouiiiiiii 18
5. MaterialesS Y MeETOAOS . .. .uiiiiei i 19
5.1 Disefio y expresion de la proteina quimérica EspF-CYPBMS............. 19
5.2 Expresion heteré6loga de EspF-CYPBM3 en EPEC WT, E. coli DH5a
Y E. COlEKL2 MCAL00.. ... e 20

5.3 Expresion heterdloga del SST3 en E. coli comensal DH5a y MC4100. 20

viii



Tabla de contenido (continuacion)

5.4 Expresion heterologa del SST3 y la proteina quimérica EspF-
CYPBM3 en E. coli comensal MC4100..........cccviiiiiiiiiiiiieieenes

5.5 ENSAY0S de SECIECION. ... .uiuiie et
5.6 Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE.............c.cooovviiiiiiinnnn,
5.7 Evaluacion de la actividad enzimatica..............c.cooviiiiiiiiiinen..
5.8 Ensayos de infeccion de células epiteliales HelLa con la cepa
MC4100/pLEE/pESPF-CYPBMS..... ..o

6. RESUIAAOS . ...
6.1 Expresién de proteina quimérica EspF-CYPBM3 en EPEC WT........
6.2 Expresion heteréloga del SST3 y las proteinas quiméricas en E. coli
comMeNSal MCAL00.. ... ..o e

6.3 Evaluacion de la actividad enzimatica...................ccooeiiiiiiiinn
6.4 Ensayos de infeccion de células epiteliales HelLa con la cepa
MCA4100/pLEE/PESPF-CYPBM3.......oeiiiiiiicceeeeeeeee e

7 DI CUSION e
ST 0 o o 11 FS] Lo o 1=
0. P ISP ECTIVAS . ..ttt

LiSta de ref e NCIAS ... e

Péagina

21
22
22
22

23
26
26

27
28

29
31
34
35
36



Lista de Figuras

Figura

1
2

10

11

Etapas de la infeccion que provoca la lesion A/E de EPEC.............
Estructura del sistema de secrecion tipo 3 (SST3) de E. coli
enteropatogena (EPEC)....... ..o
Sistema de Secrecion Tipo Il de EPEC. Microfotografia del SST3
de SalIMONEIIA..........ouueiiii e
Organizacion genética de la isla de patogenicidad
Espectro de absorcion de CYP450 unido a mondxido de
CAMDONO. e
Sistemas P450 de 0Xido-reducCion...........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e
Mapa del vector pPCWOri donde se muestran los sitios de clonacion
de la secuencia que codifica para los 20 primeros aminoacidos del
efector EspF de EPEC (azul), y la clonacion en fase del gen que
codifica para la CYPBM3 (morado). La expresion de estos genes
fusionados dan como resultado la sintesis de la proteina quimérica
ESPF-CYPBM3. ...
SDS-PAGE al 15% de expresion heter6loga de la proteina
quimérica en EPEC WT ... ..o
SDS-PAGE al 15% de expresion heterdloga de LEE y proteina
o B[4 =T 4 o= T
Actividad enzimatica  de proteina  quimérica EspF-
CY PBIM . . e
Microscopia confocal de cultivos de células HeLa que muestran el
aumento de la fluorescencia producido por la transformacion del
sustrato BFC mediado por la proteina quimérica EspF-CYPBM3
translocada eficientemente al interior celular mediante la infeccion
con la cepa comensal MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3.

10

11
13

19

27

28

29

30



Lista de Tablas

Tabla

1

Familias de inyectisomas

Pagi

Xi



1. Introduccion

Escherichia coli (E. coli) es la bacteria predominante en la flora intestinal del humano,
es un organismo anaerobio facultativo capaz de sobrevivir en ambientes con baja
concentracion de oxigeno, tal y como se presenta dicha condicion en el tracto
gastrointestinal (Nataro y Kaper, 1998). E. coli, ademas de otros microorganismos
como Salmonella enterica serovar Typhimurium y Pseudomonas aeruginosa, que
pertenecen a la familia de las enterobacterias, logran alterar el metabolismo celular del
organismo hospedero, causando entre otras cosas la remodelacion del citoesqueleto de
actina (Dacheux et al., 2000). E. coli enteropatdogena (EPEC, por sus siglas en inglés),
E. coli enterohemorragica (EHEC, por sus siglas en inglés) y Citrobacter rodentium se
caracterizan por provocar lesiones de adherencia y eliminacion (A/E), en células del
epitelio intestinal. Las lesiones A/E provocadas por EPEC que afectan a infantes
menores de seis meses de edad en paises en desarrollo (Clarke et al., 2003), se
presentan una vez que son remplazadas las microvellosidades de la superficie celular
por estructuras en forma de pedestal que sostienen individualmente a cada bacteria.
Las proteinas efectoras, que modifican el citoesqueleto de actina para formar la
estructura en forma de pedestal en la célula del tejido epitelial, son inyectadas mediante
una estructura multiproteica en forma de jeringa llamada Sistema de Secrecion Tipo 3
(SST3) (McDaniel y Kaper, 1997). El SST3 o “inyectisoma” es una estructura molecular
conformada por varias proteinas que se extienden desde la bacteria patdégena hasta el
poro de translocacion o "translocon", por donde se inyectan las proteinas efectoras de
EPEC que originan la virulencia bacteriana (Vidal et al., 2007). EI SST3 es un sistema
gue permite translocar proteinas directamente del citosol bacteriano hasta el citosol de
la célula hospedera, lo que ha despertado gran interés para su utilizacion como
vehiculo de entrega dirigida de proteinas. En este trabajo se utilizo con éxito el SST3 de
EPEC expresado heterélogamente en E. coli MC4100 para la entrega de la proteina
citocromo P450 BM3 obtenida de Bacillus megaterium en células HeLa. Nuestra meta
es utilizar esta proteina como terapia anticancerigena dirigida a células de cancer colo-
rectal. La estrategia propuesta anteriormente podria disminuir los efectos nocivos de las
terapias anticancerigenas actuales al aumentar la eficiencia de transformacion de pro-

farmacos activados por esta enzima.



2. Antecedentes

2.1 Escherichia coli

La familia Enterobacteriaceae representada por bacterias anaerobias facultativas,
posee mas de 20 géneros bacterianos con mas de 120 especies y miles de serotipos. E.
coli es una bacteria Gram-negativa perteneciente a esta familia, coloniza el tracto
gastrointestinal de nifios neonatos al momento de ingerir su primer alimento, y ademas
representa a la especie bacteriana intestinal mas comun (Molina, 2011). La colonizacién
del intestino se mantiene controlada por el sistema inmune, por lo que la bacteria
permanece en el lumen intestinal de manera comensal (Vidal, 2007). Sin embargo,
variedades patdgenas de E. coli son capaces de provocar diferentes enfermedades,
como Escherichia coli uropatégena (UPEC), E. coli de la meningitis neonatal (NMEC),
E. coli enterohemorragica (EHEC) y E. coli enteropatdgena (EPEC) (Nataro y Kaper,
1998). EPEC es uno de los principales agentes causantes de diarrea infantil en paises
en vias de desarrollo. La diarrea tipo acuoso, es una de las principales caracteristicas
de la infeccion y se puede presentar en diferentes grados de intensidad (Vidal, 2007;

Monjaras-Feria et al. 2012).

2.1.1 Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

Escherichia coli enteropatdgena se caracteriza por provocar una lesion de adherencia y
eliminacion, también conocida en inglés como attaching and effacing (A/E). La
alteracion histopatolégica A/E provocada por EPEC en el intestino se realiza mediante
la translocacidon de proteinas de virulencia que son transportadas a través del sistema
de secrecion que expresa este tipo de bacteria patdgena. Las caracteristicas de la
lesion A/E son la eliminacion de las microvellosidades, el re-arreglo de los filamentos de
actina y la formacion de estructuras tipo pedestal. La lesion A/E provocada por EPEC
se logra mediante un proceso de infeccion que consiste en la adherencia no intima
(Figura 1A), etapa en la cual EPEC reconoce las microvellosidades de la célula epitelial
mediante el Bundle Forming Pili (BFP) para permitir la autoagregacién de microcolonias

de EPEC sobre la superficie de la célula epitelial. La segunda etapa de infeccion



comienza con la eliminacion de las microvellosidades, la activacion del sistema de
secrecion y la ulterior translocacion de proteinas efectoras al citoplasma de la célula
hospedera (Figura 1 B). El contacto directo entre el SST3 de EPEC y la célula epitelial,
es posible mediante el reconocimiento del alto nivel de colesterol ubicado en la
superficie de la célula eucariota. El reconocimiento inicia el proceso de translocacion
de la primeras proteinas de virulencia, intimina y su receptor Tir. El receptor Tir al ser
translocado al citosol de la célula hospedera, se ancla en la membrana del enterocito y
funciona como receptor para la proteina intimina ubicada en la membrana externa de
EPEC. Las proteinas de virulencia translocadas posteriormente, Map, EspF, EspB,
EspH y EspZ, son algunos efectores responsables de afectar el metabolismo celular
mediante la alteracion de numerosas rutas de transduccion de sefiales de la célula
hospedera, las cuales provocan mal funcionamiento de la mitocondria, los
transportadores de nutrientes y las uniones oclusivas. Las diversas alteraciones de las
funciones celulares de la célula epitelial finalmente dan paso a la tercera etapa de la
infeccion, la adherencia intima (Figura 1 C). La adherencia intima entre ambas células
se logra mediante la estructura en forma de pedestal formada por la acumulacién de
filamentos de actina dentro de la célula hospedera. El pedestal mantiene unidos de
manera estrecha (~10 nm) a EPEC y a su célula hospedera (Elliot et al., 1995; Chen 'y
Frankel, 2005; Garmendia et al., 2005; Cornelis, 2006; Vidal, 2007).

EPEC

Adherencia inicial Transduccidn de sefiales Adherencia intima

Figura 1. Etapas de la infeccién que provoca la lesion A/E de EPEC. (Strynadka, 2011). Modificado de
http://www.fernness.com/science-01.html



2.2 El sistema de secrecidn tipo 3 (SST3)

Los sistemas de transporte de proteinas estan presentes en todos los organismos vivos,
ya sean vesiculas de secrecion especializadas presentes en células eucariotas o
sistemas de secrecion bacterianos. Las bacterias simbiontes patogénicas, comensales
o mutualistas, utilizan estos sistemas para modular las interacciones existentes con el
medio donde se encuentran presentes, ya sea para la adquisicion de nutrientes, la
expresion de factores de virulencia o para mantener su ciclo de vida (Thanassi y
Hultgren, 2000; Tseng et al., 2009). Las bacterias Gram-positivas como Lysteria
monocytogenes, Rhodococcus equi y Mycobacterium tuberculosis, son un grupo que
expresa un solo tipo de sistema de secrecion especifico, el Sistema de Secrecion Tipo 7
(SST7) utilizado por algunas bacterias como Staphylococcus aereus para la virulencia
(Tseng et al., 2009). Las bacterias Gram-negativas, debido a la presencia de una doble
membrana, necesitan transportar las moléculas que se encuentran en su interior
mediante sistemas mas complejos que permitan secretar eficientemente las moléculas
producidas dentro de la bacteria al medio extracelular. Los sistemas de secrecion
conocidos en bacterias Gram-negativas exportan a las proteinas de dos formas
diferentes. El primer mecanismo Sec-dependiente, realizado por los sistemas de
secrecion tipo 2, tipo 5 y tipo 7, en un primer paso reconoce una secuencia N-terminal
hidrofébica en la proteina por transportar para lograr exportarla al espacio peri-
plasmatico mediante la hidrdlisis de ATP y posteriormente, en un segundo paso, a la
membrana externa. El segundo mecanismo, capaz de exportar en un solo paso y de
manera directa a la proteina del citoplasma bacteriano a la membrana externa, es
realizado por los sistemas de secrecion tipo 1, tipo 3, tipo 4 y tipo 6 (Saier, 2006; Tseng
et al., 2009).

El Sistema de Secrecion Tipo 3 (SST3) o “inyectisoma” es un componente
macromolecular que no presenta similitudes genéticas a nivel de secuencia, pero en
estructura y funciéon se encuentra conservado en diferentes organismos como EPEC,
Yersinia, Salmonella y Shigella, por mencionar algunos ejemplos. Los inyectisomas se
dividen en siete familias que contienen diferentes especies bacterianas, algunas

familias estan limitadas a dos phylum, mientras que los inyectisomas de algunos
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agentes patogenos de vida libre de animales abarcan 3 familias (Tabla 1). El SST3 de
Chlamydia trachomatis y Chlamydia pneumoniae pertenece a la familia Chlamydiales.
El inyectisoma de la familia Rhizobiales es expresado por los simbiontes de plantas
Mesorhizobium loti y Rhizobium sp. Las familias de inyectisomas Hrpl y Hrp2 estan
representadas en especies patdgenas de plantas, sin embargo, también estan
presentes en agentes patdgenos de humano Vibrio parahaemolyticus y Xanthomonas
campestris. La familia de inyectisomas Ysc se presenta en agentes patdgenos de
animales, algunos ejemplos son Yersinia pestis, Pseudomonas aeruginosa y Bordetella
pertussis. La familia SPI-1 incluye los inyectisomas de Salmonella enterica, Shigella
flexneri entre otras bacterias patdgenas de humanos. La familia SPI-2 incluye al SST3
de EPEC y EHEC, ademas de Yersinia pestis y Salmonella enterica los cuales son
algunos ejemplos de agentes patdgenos capaces de expresar inyectisomas
pertenecientes a diferentes familias (Cornelis, 2006; Mueller et al., 2008).

Tabla 1. Familias de inyectisomas (Modificado de Cornelis, 2006).

Familia Especie Descripcion

Chlamydiales Chlamydia trachomatis Patdégeno humano
intracelular obligado
(tracoma, infecciones
genitales)
Chlamydia pneumoniae  Patégeno humano
intracelular obligado
(enfermedades
respiratorias graves)
Rhizobiales Mesorhizobium loti Simbionte de planta
(fijacion de nitrégeno)
Rhizobium sp Simbionte de planta
(fijacion de nitrégeno)
Hrpl Pseudomonas syringae Patdgeno de planta

Erwinia amylovara Patogeno de planta



Hrp2

Ysc

Pantoea agglomerans

Vibrio parahaemolyticus

Burkholderia
pseudomallei
Rasltonia solanacearum
Xanthomonascampestris

Yersinia pestis

Yersinia
pseudotuberculosis

Yersinia enterocolitica

Pseudomonas

aeruginosa

Aeromonas salmonicida
Photorhabdus
luminescens

Vibrio parahaemolyticus

Bordetella pertussis

Desulfovibrio vulgaris

Comensal humano y
ambiental, rara vez
patogénico

Patogeno humano
(gastroenteritis
transmitida por mariscos)
Patégeno humano
(meloidosis)

Patogéno de planta
Patdgeno de planta
Patégeno humano y
roedor (plaga)

Patdgeno humano y
roedor

Patégeno humano
(gastroenteritis, adenitis
mesentérica)

Patogeno humano,
animal e insecto (fibrosis
guistica en pacientes
guemados o
inmunodeprimidos)
Patogeno de pez
Mutualista con
nematodos entoméfagos
Patégeno humano
(gastroenteritis
transmitida por mariscos)
Patégeno humano (tos
ferina)

Bacteria reductora de

sulfato



SPI-1

SPI-2

Salmonella entérica
Shigella flexneri
Burkholderia
pseudomallei
Chromobacterium

violaceum

Yersinia enterolitica

Sodalis glossinidius

Escherichia coli EPEC

Escherichia coli EHEC

Salmonella enterica

Citrobacter rodentium

Chromobacter violaceum

Yersinia pestis

Yersinia

pseudotuberculosis

Edwardsiella tarda

Patdogeno humano
(gastroenteritis)
Patégeno humano
(disenteria)

Patogeno humano
(meloidosis)

Patégeno humano
emergente (provoca
meloidosis)

Patégeno humano
(gastroenteritis, adenitis
mesentérica)
Simbionte de la mosca
Tse-tse

Patdgeno humano
(gastroenteritis)
Patégeno humano
(uremia, hemolisis)
Patégeno humano
(gastroenteritis)
Patdgeno de raton
Patégeno humano
emergente (meloidosis)
Patégeno de humano y
roedor (plaga)
Patégeno de humano y
roedor

Patogeno humano

(gastroenteritis)
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El inyectisoma de EPEC es un complejo multiproteico de una longitud que sobrepasa
los 600 nm con un didmetro externo de aproximadamente 10 nm. Las proteinas que
conforman este sistema de secrecién son al menos 20 proteinas diferentes, las cuales
le permiten a EPEC translocar directamente al citoplasma de la célula hospedera
moléculas efectoras especificas con el fin de ejercer una gama amplia de funciones de
virulencia (Halim-Hegazy et al., 2012). El proceso por el cual se forma el SST3
comienza cuando la bacteria reconoce el estimulo externo correcto al encontrarse en el
nicho fisiolégico idoneo, esto ocurre cuando la bacteria reconoce a la célula epitelial
mediante el Bundle Forming Pili (BFP) (Bockler et al., 2008). La primera parte del SST3
en formarse es la estructura basal (figura 2), la cual esta constituida por las proteinas
EscR, -S, -T, -U y -V que se encuentran ancladas en la membrana interna (Ml), la
proteina transmembranal EscC ubicada en la membrana externa (ME) y la lipoproteina
EscJ. Las proteinas que forman la base de la estructura comunican directamente el
citosol bacteriano con el medio extracelular, por lo que las moléculas secretadas no

tienen contacto con el periplasma bacteriano (Vidal, 2007).

)

Bt

Complejo
chaperona-efector

Figura 2. Estructura del sistema de secrecion tipo 3 (SST3) de E. coli enteropatégena (EPEC).
(Modificado de Andrade et al., 2007).
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Posteriormente, la proteina EscF pasa a través de la base de la estructura recién
ensamblada por medio de la energia provista por la ATP-asa EscN, para ubicarse en el
neo-extremo del SST3 y permitir el paso de EspA y su posterior polimerizacion en el
espacio extracelular. Las ultimas proteinas que conforman el inyectisoma, EspB y EspD,
se encuentran en la punta de este complejo macromolecular. La proteina hidrofilica
EspA, que se localiza en la punta del inyectisoma, sirve como plataforma para que las
proteinas hidrofobicas EspD y EspB se inserten en la membrana de la célula hospedera
y asi formar el poro de translocacién o “translocén” (Figura 3). La estimacién de 8 nm
del diametro interno del translocon mediante microscopia de fuerza atémica puede
presentar cierta discrepancia al ser comparado con mediciones realizadas con
experimentos de osmoproteccion, ya que se ha determinado mediante este ultimo
método que el diametro interno puede medir de 3 a 5 nm. La discordancia en el
diametro puede deberse a la forma de embudo que presenta el translocon, el cual se
estrecha hacia el interior de la membrana de la célula epitelial (Cornelis, 2006; Mueller
et al., 2008).

~10 nm Membrana del
/| hospedero

~ 260 nm

~ 50 nm i i iRt
~10 nm I H H«E

Tl " M7 Membrana
= o i s E“R S m.'.m'. interna

T U,V
Dimero
@ de CesT
50 nm

Figura 3. Sistema de Secrecion Tipo 3 de EPEC (izg.) (Andrade et al., 2007). Microfotografias del SST3
de Salmonella (der.) (Tamano et al., 2002).

Membrana
externa
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Culminado el proceso de construccion del SST3 mediante la insercion transmembranal
del poro de translocacion, las multiples proteinas de virulencia de EPEC son secretadas
a través del inyectisoma para dar comienzo al proceso de infeccion y provocar la lesion
A/E. Las proteinas que conforman el SST3 y las proteinas efectoras que pasan a través
de este complejo multiproteico, se encuentran codificadas en los genes contenidos en
el Locus Enterocyte Effacement (LEE) (Figura 4). La isla de patogenicidad LEE de 35
kb contiene a las proteinas de virulencia en cinco operones policistronicos que se
dividen en tres dominios de virulencia: el primer dominio consta de los operones LEE1,
LEE2 y LEES los cuales contienen los genes que codifican para las proteinas del SST3;
el operon LEE4, el segundo dominio, posee los genes codificantes de la proteinas
translocadoras y efectoras; el ultimo dominio representado por LEES5, tiene los genes

gue codifican para la proteina intimina y a su proteina receptora Tir (Vidal et al., 2007).

LEE1

reguladores translocadores  efectores  intimina chaperonas  desconocido secrecion  componentes
transcripcionales del SST3
| i3] == [o=—x] ] [ ] [c ] [ ]

Figura 4. Organizacion genética de la isla de patogenicidad LEE. (Modificado de Dean et al., 2005).

2.3 Citocromo oxidasa P450

La superfamilia citocromo P450 designada asi por las propiedades espectroscépicas
del pigmento que contienen el cual absorbe a una longitud de onda a los 450
nanometros contiene a las enzimas hemotiolato oxigenasas. Las P450 clasificadas
como CYP450 segun el criterio filogenético basado en la secuencia aminoacidica de la
cadena polipeptidica enzimética, identifica a las citocromo con las siglas CYP, seguido
del nimero que designa a la familia, la letra que identifica a la subfamilia y finalmente el
namero que corresponde con el gen, por ejemplo la CYP450 BM3 proveniente de
Bacillus megaterium (Gallego-Fernandez, 2011). La estructura de estas hemoproteinas

tiene un grupo prostético (protoporfirina IX) unido a cuatro atomos de nitrégeno



11

pirrélicos del anillo de porfirina, dos ligandos axiales y sitios de union para el sustrato y
oxigeno. La enzima P450 esta conformada por 12 hélices alfa y dos laminas beta que
rodean a la regibn hemo altamente conservada, mientras que las regiones variables
permiten el anclaje a la membrana ademéas del reconocimiento y unién a sustratos
(Devlin, 2006; Gallego-Fernandez, 2011). El espectro de absorcion caracteristico de
450 nm que presentan los CYP450 mostrado en la Figura 5, se obtiene por la presencia
de un agente reductor que se une fuertemente al hierro de la hemoproteina (Orellana 'y
Guajardo, 2004; Devlin, 2006). La reaccion general catalizada por un P450 se muestra
en la formula (1) donde el sustrato (S) representa un farmaco u otro compuesto quimico
gue contiene como sustituyente un alcano, alqueno, anillo aromatico o anillo
heterociclico que sirve como sitio para la oxigenaciébn que es activada por un ciclo
catalitico que consume NAD(P)H (Devlin, 2006; Vidal-Limén et al.,2013). La “peroxide
shunt pathway” es una ruta catalitica menos eficiente que no utiliza proteinas
donadoras de electrones como el NAD(P)H e interviene como mecanismo alterno de

monooxigenacion realizado por el P450 (Vidal-Limén et al., 2013).

ncia

400 450 500

Longitud de onda (nm)

Figura 5. Espectro de absorcion de CYP450 unido a mondxido de carbono. (Devlin, 2006).
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NAD(P)H + H* + O2 + SH — NAD(P)* + H20 + SOH (1)

La CYP450 estd distribuida ampliamente en animales, plantas y microorganismos
donde primordialmente cataliza la hidroxilacion (monooxigenacién) de alta
especificidad de compuestos enddgenos, asi como la metabolizacion minoritariamente
especifica de compuestos exdgenos. Participa en un gran niamero de reacciones de
activacion dioxigénicas como la hidroxilacion de alcanos, la epoxidacion de olefinas, la
conversion de moléculas arométicas a fenoles y la conversion de sulfuros a sulféxidos o
sulfonas (Guengerich, 2001; Donato, 2004; Yun et al., 2007; Di Nardo y Gilardi, 2012;
Vidal-Limon et al., 2013). Los sistemas P450 se dividen en dos clases de acuerdo a su
compafiero oOxido-reductor. La clase | en su mayoria P450 bacterianos obtienen los
electrones de la ferrodoxina (FD) aportados por el NAD(P)H de membrana dependiente
de ferrodoxina reductasa (FDR). El sistema P450 clase Il microsomal, obtiene los
electrones del flavin adenin dinucledtido (FAD) y la flavin mononucleétido que contiene
NAD(P)H cP450 reductasa (CPR) (Figura 6) (Munro et al.,2002). Los CYP450 llevan a
cabo en el humano la oxidacion de moléculas enddgenas como el colesterol y
prostaciclina, ademas de ser parte central del metabolismo oxidante de xenobidticos y
farmacos utilizados en terapias anticancerigenas (Murray, 2000; Young-Jin y Sanghee,
2003). El sistema P450 del humano se encuentra mayormente expresado en el higado
y el intestino, esta asociado a la membrana mitocondrial y al reticulo endoplasmico,
consta de 57 genes y esta conformado por la citocromo P450 y la citocromo reductasa
P450 que permite la transferencia de electrones del NAD(P)H al cofactor del P450
(Danielson, 2002; Nebert y Russell, 2002; Orellana y Guajardo, 2004; Di Nardo y Gilardi,
2012).
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Overall P450 reaction: R + 2H* + 2e” + O, — ROH + H,0
Figura 6. Sistemas P450 de 6xido-reduccién. (Munro et al., 2002).

2.3.1 CYP450 BM3 variante 21B3

Los sistemas P450 bacterianos presentan una actividad catalitica mayor a los P450 de
organismos eucariotas, ademas de presentar un alto nivel de expresion y solubilidad en
hospederos heterolégos (Munro et al.,, 2002; Vanina, 2012). El flavocitocromo P450
BM3 de Bacillus megaterium es una enzima bacteriana soluble considerada como un
buen candidato para ser utilizado como biocatalizador en la biotecnologia, debido a que
puede ser expresada facilmente en E. coli, posee la actividad catalitica mas alta
determinada para una monooxigenasa y tiene gran similitud con miembros de la familia
CYPAA4 eucariota (Munro et al., 2002; Lussenburg et al., 2005; Damsten et al., 2008;
Vanina, 2012). El sistema P450 BM3 también conocido como CYP102A1, es un sistema

gue estd mayormente relacionado en secuencia, estructura, actividad y pareja Oxido-
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reductora con los sistemas microsomales clase | presentes en organismos bacterianos,
ademas como caracteristica Unica, mantiene en una cadena polipeptidica sencilla a la
diflavin P450 reductasa unida al C-terminal de un péptido de 119 kDa del dominio hemo,
lo que le permite ser una enzima cataliticamente autosuficiente (Munro, 2002; Poulos y
Johnson, 2005). La CYP102A1 utiliza el sistema de o6xido—reduccion de mamifero
(clase II) mediante el cual obtiene los electrones a partir de la transferencia electronica
mediada por la flavin adenin dinucleétido (FAD) y la flavin mononucleétido (FMN) que
contienen NAD(P)H y la P450 reductasa (De Mot y Parret, 2002; Munro et al., 2002).

La variante 21B3, nombrada asi por Salazar et al. (2003), es una enzima obtenida a
partir de la CYP450 BM3 que ha sido modificada mediante métodos de evolucion
dirigida para mejorar su capacidad termoestable y conservar gran parte de su actividad
peroxigenasa en comparacion a la CYP450 BM3 WT, lo que le permite catalizar
biotransformaciones bajo condiciones de reaccion muy simples al utilizar solamente el
dominio hemo competente para catalisis y peréxido de hidrogeno como sustratos. La
finalidad de utilizar esta variante de la CYP450 BM3 en terapias anticancerigenas, es
obtener la mayor eficiencia posible para catalizar la biotransformacién de pro-farmacos
anticancerigenos al tomar como ventaja su facil expresion en Escherichia coli, la mayor
actividad catalitica monooxigenasa que presenta, las similitudes con la CYPA4
eucariota y las modificaciones de sustitucion aminoacidica que mejoran su

termoestabilidad.

2.4 Expresioén proteica en Escherichia coli

La necesidad de sintetizar proteinas recombinantes terapéuticas, vacunales o de
diagnostico a nivel industrial como la insulina, producida en E. coli en 1978 por
Genentech, requieren de herramientas biotecnoldgicas que permitan la obtencién de un
producto de calidad que no presente algun riesgo para la salud del humano (Lara, 2011;
Garcia et al., 2013). La informacion genética de la proteina de interés que se necesita
producir debe ser insertada en un vector eficiente que proporcione el mayor rendimiento

proteico posible al obtener un mayor niumero de copias, ademas de no presentar o
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carecer de limitaciones en la expresion de la proteina recombinante como la formacién
de cuerpos de inclusibn que requieran  procesos ulteriores de purificacion y
plegamiento de la proteina recombinante. ElI promotor, el gen de resistencia a
antibiotico y las modificaciones a las que han sido sometidos los sistemas de expresion,
son algunas de las caracteristicas que se deben tomar en cuenta para obtener la

expresion deseada de la proteina recombinante (Lara, 2011).

Los sistemas de expresion son elaborados con mutaciones especificas para diferentes
propésitos que brindan el mayor nimero de ventajas posible durante su empleo. El uso
de diferentes sistemas de expresion como levaduras, bacterias, plantas y células de
diferentes organismos, permite obtener el rendimiento y las caracteristicas proteicas
deseadas. La caracterizacion genética y fisiologia de Eschecrichia coli ha influido
considerablemente en su utilizacion en la industria biotecnoldgica para la produccion de
proteinas recombinantes. Las ventajas que ofrece E. coli como hospedero del vector de
expresion, como la estabilidad del vector de expresion, la eficiencia transcripcional y
traduccional, la estabilidad de las moléculas ante el ambiente proteolitico del hospedero,
por mencionar algunos ejemplos, ademas de las diferentes modificaciones genéticas a
las que ha sido sometida, como la delecién de los genes lonA y ompT, los cuales
favorecen la degradacion proteolitica de los productos recombinantes, le confieren
ciertas ventajas en su utilizacion en la industria biotecnolégica (Garcia et al., 2013). La
cepas MC4100 y DH5a de E. coli con genotipo [F (araD139) A(argF-lac)169 A~ el4:
flnD5301 A(fruK-yeiR)725(fruA25) relAl rpsL150 (Str") rbsR22 A (fimB-fimE)632(::1S1)
deoC1] y F endAl ginV44 thi-1 recAl gyrA95 deoR nupG 80dlacZ A M15 A (lacZYA-
argF)U169 hsdR17(rK-mK+) A-respectivamente, son los organismos hospederos de los
vectores de clonacion utilizados en este trabajo para la expresion heteréloga de la
proteina recombinante EspF-CYPBMS3 y del SST3 de EPEC .

2.5 El SST3 como mecanismo de entrega de proteinas de interés terapéutico

Los SST3 de Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium han sido utilizados

con éxito como mecanismos capaces de translocar antigenos dentro de células de
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mamiferos (Epaulard et al., 2006; Russman et al., 1998). Ademas, con el inyectisoma
de E. coli se ha logrado la entrega de anticuerpos al interior de la célula eucarionte para
la inactivacion de proteinas blanco (Blanco-Toribio et al., 2010). La utilizacion del SST3
como mecanismo de entrega proteica presenta algunas limitaciones: como la reversiéon
intrinseca bacteriana de cepas atenuadas a virulentas; las modificaciones estructurales
del citoesqueleto y de las vias de sefializacion de la célula huésped, alteradas por las
proteinas efectoras empleadas como sustrato del SST3; respuesta inmunolégica ante
bacterias, lo que limita su utilizacién a largo plazo; ademés del control limitado sobre
algunas cepas bacterianas como S. typhimurium, ya que tiene la capacidad de

internalizarse en el organismo.

La expresion heteréloga del SST3 en una cepa inocua de E. coli (DH5q) realizada en
1997 por McDaniel y Kaper, con el césmido pCDV462 que contiene toda la secuencia
de LEE, demostré la sintesis de un inyectisoma funcional capaz de infectar células
epiteliales en cultivo, sin embargo, la translocacién de las proteinas efectoras (EspF,
EspG, EspH, SepZ Map y Tir) codificadas en la isla LEE se presentd de manera
ineficiente. A partir de una expresion heterdloga exitosa de LEE en una bacteria
comensal podremos utilizar este sistema para la entrega de proteinas de interés
terapéutico mediante la utilizacion de cepas comensales, no patdgenas. Ademas, se
pueden construir proteinas quiméricas de interés terapéutico que sean reconocidas por
el SST3 mediante la adicion de un péptido sefial proveniente de EspF (proteina efectora
de EPEC), para su translocacion directa a células hospederas. La utilizacién de la
expresion heterdloga, tanto de LEE como de la proteina quimérica en una cepa inocua,
brindara la posibilidad de enviar proteinas anti cancerigenas como la CYPBM3 21B3

para eliminar células cancerosas, particularmente de cancer de colon.
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3. Justificacidén e Hipotesis

3.1 Justificacion

El uso de bacterias patdégenas atenuadas para la entrega de proteinas de interés
terapéutico muestra resultados alentadores, pero no excluye la posibilidad de reversion
de las variedades bacterianas a su caracter patogénico. El presente trabajo pretende
tomar ventaja de utilizar el SST3 expresado en una cepa inocua para la entrega de
proteinas terapéuticas para reducir el riesgo potencial del uso de bacterias patégenas.
Mediante la expresidon heter6loga de LEE de EPEC en cepas comensales de E. coli, asi
como la construccién de proteinas quiméricas que puedan ser reconocidas como
sustrato del SST3 para su secrecidn, permitira su uso en terapias dirigidas a combatir el

cancer de colon.

3.2 Hipotesis

La expresidon heterdloga del Sistema de Secrecion Tipo 3 y de la proteina quimérica
EspF-CYPBM3 en la cepa comensal de E. coli MC4100, permitird la translocacion

eficiente de esta proteina quimérica funcional a cultivos de células epiteliales.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Utilizar el Sistema de Secreciéon Tipo 3 de EPEC como vector de translocacion de

sustratos con fines terapéuticos.

4.2 Objetivos particulares
1. Expresion heteréloga del LEE de EPEC en E. coli comensal.

2. Construccién de proteinas quiméricas (EspF-CYPBM3) competentes para la
secrecion a través del SST3 de EPEC.

3. Co-expresion del SST3 y de proteinas quiméricas en E. coli comensal.
4. Evaluacion in vitro de la secrecién de las proteinas quiméricas.

5. Evaluacién in vivo de la translocacion de las proteinas quiméricas en cultivo de

células epiteliales.
6. Evaluacion funcional de la proteina quimérica.
6.1) Evaluacion de actividad enzimatica.

6.2) Evaluacion de la translocacién de la proteina quimérica a células cancerosas

en cultivo.
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5. Materiales y métodos

5.1 Disefio y expresion de la proteina quimérica EspF-CYPBM3

El vector de expresion pCWOri (Addgene) se utilizo para clonar la secuencia
nucleotidica que codifica para los primeros 20 aminoacidos del efector de EPEC EspF
gue contiene la sefial para la secrecion via SST3 (Blanco-Toribio et al., 2010). Hacia el
extremo 3'de la secuencia sefal, se incluyé un sitio de restriccion Ndel, y otro
adyacente EcoRI. Dichos sitios fueron utilizados para la clonacion en fase de
secuencias de genes que codifican para la proteina de interés terapéutico, en este caso
la CYPBMS3 (Figura 7). La construccion se secuencié y la produccion de proteinas

guiméricas se evalué mediante ensayos de sobre expresion y SDS-PAGE.

tac promoter tac promoter
|lac operator|

BamHI (334)
Ndel (358)

EspF20aa

BamH1 Ndel

pCWOri+CYPBM3

6365 bp

EcoRI (1774)

Figura 7. Mapa del vector pCWOri donde se muestran los sitios de clonacion de la secuencia que
codifica para los 20 primeros aminoacidos del efector EspF de EPEC (azul), y la clonacion en fase del
gen que codifica para la CYPBM3 (morado). La expresion de estos genes fusionados da como resultado
la sintesis de la proteina quimérica EspF-CYPBM3.
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5.2 Expresion heteréloga de EspF-CYPBM3 en EPEC WT, E. coli DH5a
y E. coli K12 MC4100

La expresion de EspF-CYPBM3 se logré6 mediante la previa preparacion de células
competentes de EPEC WT, DH5a y MC4100. Las células competentes se obtuvieron de
tres cultivos, cada uno correspondiente a EPEC WT, DH5a y MC4100, con 10 mL de
medio Luria- Bertani (LB), 10 pL de Estreptomicina (Sm) 100mg/mL y 100 pL la cepa de
interés. Después de incubar cada cultivo durante de 2 horas a una temperatura de
37 °C y con agitacion contante de 200 rpm, los cultivos se redistribuyeron en tubos de
reaccion para su posterior centrifugacion a 10k rpm durante dos minutos. Las pastillas
celulares obtenidas tras la centrifugacién y decantacion del medio, se lavaron tres
veces con 1.5 mL de glicerol al 10% estéril y posteriormente fueron resuspendidas con
200 pL de glicerol al 10%. Posteriormente se adicionaron 5 pL del plasmido pCWOri-
EspFCYPBMS3 y 80 uL de la pastilla resuspendida a una celda de electroporacion para
dar paso a la electroporacion a 2500 volts. La cepas electroporadas se resuspendieron
en un tubo de reaccién con 1 mL de LB para mantenerlas en agitaciébn constante
durante una hora a 37 °C. Luego de la agitacion, nuevamente se centrifugaron a 10k
rom durante dos minutos y se decanté el contenido hasta dejar ~50 pL de cada
transformante. Las alicuotas obtenidas finalmente se sembraron “overnight” en LB
sélido con Sm y Ampicilina (Amp) 200 mg/mL. Finalmente las cepas transformantes del
medio LB solido fueron sembradas en 5 mL de LB liquido con las concentraciones
antes mencionadas de Sm y Amp. La expresion heterdloga de la proteina en EPEC WT,
DH5a y MC4100 se evalué mediante la induccion de la expresion de la proteina y su
posterior visualizacion con SDS-PAGE.

5.3 Expresion heteréloga del SST3 en E. coli comensal DH5a y
MC4100

La expresion de LEE en DH5a y MC4100 se desarroll6 mediante la preparacion de
células competentes de DH5a y MC4100. El cultivo correspondiente a cada cepa
contenian 10 mL de medio Luria- Bertani (LB), 10 uL de Estreptomicina (Sm) 100mg/mL

y 100 pL la cepa de interés. Después incubar cada cultivo durante 2 horas a una
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temperatura de 37 °C y con agitacion contante de 200 rpm, los cultivos se
redistribuyeron en tubos de reaccion para su posterior centrifugacion a 10k rpm durante
dos minutos. Las pastillas obtenidas tras la centrifugacion y decantacién del medio se
lavaron tres veces con glicerol estéril al 10% y fueron resuspendidas con 200 puL de
glicerol al 10%. Posteriormente se adicionaron 5 pL del plasmido pCDV462 que
contiene la secuencia del LEE y 80 pL de la pastilla resuspendida a una celda de
electroporacion para dar paso a la electroporacion a 2500 volts. La cepas
electroporadas se resuspendieron en un tubo de reaccion con 1 mL de LB para
mantenerlas en agitacion constante durante una hora a 37 °C. Luego de la agitacion,
nuevamente se centrifugaron a 10k rpm durante dos minutos y se decanto el contenido
hasta dejar ~50 pL de cada transformante. Las alicuotas obtenidas finalmente se
sembraron “overnight” en LB solido con Cloranfenicol (Cm) 34 mg/mL. Finalmente las
cepas transformantes del medio LB sélido fueron sembradas en 5 mL de LB liquido con
Cm con la concentracién antes mencionada. La expresion heterdloga de LEE en DH5a
y MC4100 se evalué mediante la obtencion de proteinas secretadas al medio de cultivo,
las cuales fueron concentradas y corridas en SDS-PAGE para su posterior

caracterizacion.

5.4 Expresion heterologa del SST3 y la proteina quimérica EspF-
CYPBM3 en E. coli comensal MC4100

Las células competentes se prepararon de acuerdo al protocolo anteriormente
mencionado para la expresion de la proteina quimérica EspF-CYPBM3 en EPEC WT y
la expresion del SST3 en las cepas comensales DH5a y MC4100. Finalmente el
protocolo se repitié para poder introducir el plasmido pCWOri-EspFCYPBM3 mediante
electroporacion. El medio de seleccién final contenia Cm y Amp a concentraciones de
34 y 200 mg/mL respectivamente. La expresion heter6loga de LEE y la proteina
quimérica en MC4100 se evalué mediante SDS-PAGE. Los controles utilizados se
obtuvieron mediante la transformacion de MC4100 con el plasmido que contiene la isla
LEE y con la transformacion de MC4100 con el plasmido que contiene el gen de la

proteina quimeérica.



22

5.5 Ensayos de secreciéon

La funcionalidad de secrecion proteica de las cepas que expresan la isla de
patogenicidad LEE y la proteina quimérica EspF-CYPBM3 se analizé en cultivos
bacterianos realizados en DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium) (Deng et al.,
2004; Thomas et al., 2005). El perfil de secrecion de las cepas que contienen el
plasmido que codifica para la isla LEE se analiz6 mediante el cultivo de las bacterias en
DMEM durante 6 horas a 37 °C con agitacidon con el inductor isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranoésido (IPTG), no hidrolizable por la B-galactosidasa, a una concentracién
de 0.05 mM, el cual permite la expresion de los genes regulados por el promotor lac.
Posteriormente se centrifugd el medio de cultivo y a partir del sobrenadante, las
proteinas secretadas fueron precipitadas con &cido tricloroacético al 10 % toda la noche
a 4 °C. Las proteinas precipitadas se concentraron por centrifugacion, se decanté el
sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado con 10 uL de amortiguador SDS-PAGE
2X y 3 uL de Tris béasico (pH11l) saturado para neutralizar los residuos de acido

tricloroacético. Las proteinas secretadas se analizaron por SDS-PAGE al 15%.

5.6 Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

El andlisis de las proteinas recombinantes se realiz6 en geles de poliacrilamida al 15 %
con la metodologia descrita por Laemmli (1970). La electroforesis se realizé con un
amperaje constante de 20 mA, durante 2 horas. Los geles se tifieron con agitaciéon
constante en azul de Coomassie con una temperatura de 30 °C durante 20 minutos.
Finalmente los geles se destifieron empleando una solucién de metanol al 40 % y acido

acético glacial al 10 % para posteriormente visualizar los geles en transiluminador.

5.7 Evaluacion de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica de la proteina quimérica se realiz6 después de obtener las
muestras provenientes de los sobrenadantes de los medios de cultivo DMEM. Los 20
mL de DMEM fueron adicionados con piridoxal, LB liquido pH 7.5, IPTG 0.05 mM y
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acido-6-aminolevulinico (6-ALA) 1 mM e inoculados con 400 pL de cepa bacteriana. Los
sobrenadantes se obtuvieron mediante centrifugacion (13k rpm durante 10 minutos) al
finalizar las 6 horas de incubacion con temperatura de 37 °C y agitacion constante de
200 rpm. Los sobrenadantes de las cepas cultivadas para la evaluacion enzimatica
fueron  EPEC/pEspF-CYPBM3, MCA4100/pLEE, @ MC4100/pEspF-CYPBM3 vy
MC4100/pLEE/ pEspF-CYPBMS3.

La medicion de la actividad enzimatica se monitore6 mediante el espectrofotometro de
Agilent Technologies modelo Cary 60 UV/Vis a una longitud de onda de 480 nm en un
ensayo con tiempo de duracion de 10 minutos para cada muestra. El sustrato utilizado
como aceptor de electrones fue el 2-6 dimetoxifenol (DMF) de Sigma Aldrich Co. (St.
Louis, MO) a una concentraciéon de 50 mM, como donador de electrones peroxido (H202)
6mM vy el buffer utilizado Tris HCI 50 mM pH 8.0. El volumen total de la muestra
sometida a la medicién con el espectrofotometro fue de 1 mL, por lo que las alicuotas
de cada reactivo fueron de 890 uL del buffer, 10 uL de DMF y 5 pL de H202, mientras
qgue el volumen de la muestra del sobrenadante empleado fue de 100 pL. El blanco
utilizado prescindié del sustrato, por lo que se preparé con Tris HCI pH 8.0 a la misma
concentracion pero con un volumen de 900 pL, 5 pL de H202 6mM y 100 uL de la

muestra que contiene a la enzima.

5.8 Ensayos de infeccion de células epiteliales HeLa con la cepa
MC4100/pLEE/pEspFCYP-BM3

Los ensayos de infeccion bacteriana sobre células HelLa se llevaron a cabo para
determinar si la proteina EspF-CYPBMS3 es translocada al interior de las células
epiteliales a través del SST3. La translocacion eficiente y la actividad enzimatica de la
proteina se determind mediante la infeccién de células HelLa con la bacteria comensal
MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3 con inductor (IPTG 50 pM) y con el sustrato
fluorescente 7-benziloxi-4-trifluorometilcoumarin (BFC) el cual es excitado en la longitud
del verde fluorescente a los 395 nm y emite a los 509 nm. Las monocapas celulares de

adenocarcinoma de cérvix HeLa se emplearon para su infeccidbn con bacterias
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comensales de E. coli (MC4100) transformadas con el plasmido que contiene la isla de
patogenicidad LEE (pLEE) y el plasmido de la proteina quimérica (pEspF-CYPBM3).
Los tres cultivos celulares utilizados como controles fueron la linea celular HeLa sin
infeccion, células HelLa con el sustrato fluorescente BFC y células HeLa con BFC
infectada con la bacteria comensal MC4100/pLEE/pEspF-CYPBMS sin el inductor IPTG

(no produce la proteina quimérica).

Las alicuotas de la cepa utilizada para el ensayo se obtuvieron a partir de medios
cultivo “overnight” LB de 10 mL con antibiético. Los antibioticos correspondientes
fueron Cm 34 mg/mL y Amp 200 mg/mL para MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3. Los
cultivos “over-night” LB, se centrifugaron durante 10 minutos a 5k rpm para después
resuspender la pastilla celular en 10 mL de DMEM con IPTG 50 uMy &-ALA1 mMYy la
otra pastilla solamente en 10 mL de DMEM. Después de dos horas de incubacion a
37 °C y 200 rpm, los cultivos bacterianos fueron medidos con el espectrofotometro
modelo Cary 60 UV/Vis de Agilent Technologies a 600 nm para calcular la Densidad
Optica (DO) vy asi obtener dos “Multiplicity Of Infection” (MOI) de 1x10° para la

infeccién de la linea celular.

La linea celular HeLa se cultivd en caja petri en 10 mL de medio de cultivo RPMI
adicionado con suero fetal bovino (BFS) al 10%, antibiotico y antimicotico al 1%, L-
glutamina al 1% y bicarbonato de sodio al 1% hasta obtener una confluencia del 80-90%
con humedad relativa del 5% de CO2 y a una temperatura de 37 °C como condiciones
de cultivo. El RPMI se retird para realizar un lavado con 5 mL de PBS y después se
adicionaron 500 pL de tripsina EDTA para su incubacién en las condiciones de cultivo
previamente descritas durante dos minutos. Pasado el tiempo de incubacion con
tripsina, se recuperaron las células en un tubo falcon de 15 mL con 10 mL de RPMI
para su centrifugacion durante 5 minutos a 2500 rpm a 4 °C. Centrifugado el RPMI con
HelLa, el pellet obtenido se resuspendié con 10 mL de RPMI para determinar el nimero
de células presentes en una muestra de 10 pL. Posteriormente se cultivaron 500 000
células HeLa en 5 mL de RPMI en caja Petri de 60 mm para su incubacion a 37 °C con
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5 % de CO:2 durante 24 horas. Transcurridas las 24 horas de incubacion de la linea
celular HelLa, se elimin6 el RPMI y se adicionaron 2 mL del cultivo bacteriano de la cepa
MC4100/LEE/EspF-CYPBM3 y 2 mL de RPMI para permitir un tiempo de infeccion de 4
horas a 37 °C con 5 % de CO2. Después de las 4 horas de infeccion, se removio el
medio y se lavaron las cajas 4 veces con 5 mL de PBS. Se retird el PBS y se
adicionaron a cada caja 4 mL de RPMI con 5 puL de BFC a una concentracion final de
0.0125 mM para ser incubada durante 30 minutos a 37 °C con 5 % de COz2. Posterior a
la incubacion, se retiraron 2 mL de medio y se adicionaron 2 mL de RPMI con 5 pL de
H202 [3 mM] para incubarlos en las mismas condiciones de humedad relativa y
temperatura durante 10 minutos. Después se removio el medio y se lavo 3 veces con
PBS y se agregaron 4 mL de RPMI para incubar nuevamente a 37 °C con 5% de COe..
Posteriormente se lavaron con 5 mL de PBS para tripsinizar las células con 500 pL de
tripsina EDTA. Las células se recuperaron y resuspendieron con 10 mL de RPMI para
su centrifugacion a 4 °C a 2500 rpm durante 5 minutos. Finalmente se descarto el
sobrenadante para resuspender el pellet con 50 uL de RPMI y realizar un frotis celular
por goteo en un cubreobjetos para fluorescencia de 0.17 micrémetros de espesor. El
frotis celular se dejé secar durante 10 minutos a 37 °C con 5 % de CO:2 y se fij6 con
etanol al 70 % para su posterior observacion en el microscopio confocal LMS-50 Carl

Zeiss con objetivo 40x.
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6. Resultados

6.1 Expresidon de la proteina quimérica EspF-CYPBM3 en EPEC WT

La construccion de la proteina quimérica EspF-CYPBMS3, la cual se compone de los
primeros 20 aminoé&cidos de la proteina efectora de EPEC EspF mas la secuencia
aminoacidica completa de la CYPBM3 de B. megaterium, fue demostrada mediante su
expresion en EPEC. Dicha expresion se muestra en la Figura 8. Los extractos proteicos
totales (Figura 8A) muestran en el carril 10 a EPEC silvestre transformada con el vector
pEspF-CYPBM3 que contiene el gen que codifica para la proteina quimérica. La banda
que representa la expresion de la proteina de interés se ubica alrededor de los 50 kDa.

Por otro lado, se demostré que la proteina quimérica es reconocida como sustrato para
su translocacion a través del SST3 de EPEC. Mediante el andlisis del perfil de proteinas
secretadas obtenidas de cultivos de EPEC transformada con el plasmido que codifica
para la proteina quimérica (pEspF-CYPBM3), se determind la presencia de la proteina
quimérica en sobrenadantes de cultivo. La cepa control utilizada EPEC WT esté en el
carril C y EPEC silvestre con el vector vacio pCWOri se encuentra del carril 1 al 3
(Figura 8A). Las proteinas secretadas (Figura 8B) muestran en el carril 10 que la
proteina quimérica es secretada eficientemente por la EPEC mutante al medio de
cultivo. El cuarto carril pertenece a la transformante EPEC/pEspF-CYPBM3. Los
carriles 1 a 4 fueron obtenidos a partir de medios de cultivo sin la adicion del inductor
IPTG. Las cepas control EPEC/pOri tratadas con IPTG 1 mM en el medio de cultivo se

encuentran del carril 7 al 9.
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Figura 8. SDS-PAGE al 15% de expresion heterdloga de la proteina quimérica en EPEC WT. El carril 10
muestra la sobreexpresién de EspF-CYPBM3 en A (Extractos proteicos totales) y su secrecion al medio
de cultivo en B (Proteinas secretadas). Tincién con Coomasie.

6.2 Expresién heteréloga del SST3 y las proteinas quiméricas en E.
coli comensal MC4100

Después de demostrar que la proteina quimérica era reconocida como sustrato del
SST3 de EPEC, nos dimos a la tarea de expresarla heter6logamente en una cepa
comensal de E coli MC4100 que a su vez transformamos con el plasmido que contiene
toda la secuencia del LEE de EPEC. La Figura 9 muestra gel de poliacrilamida al 15%
de los extractos totales (A) y de las proteinas secretadas al medio extracelular (B). Los
extractos totales en A muestran con flechas la expresion de la proteina quimérica en las
cepas EPEC/EspF-CYPBM3 (3), MC4100/EspF-CYPBM3 (4) y MC4100/pLEE/pEspF-
CYPBM3 (6). El gel de las proteinas secretadas muestra que los controles negativos
EPEC (1), MC4100 (2), MC4100/pEspF-CYPBM3 (4) y MC4100/pLEE (5), no
presentan secrecion de la proteina quimérica (Figura 9B). Mientras que el control
positivo (EPEC/pEspF-CYPBM3) (3) y MC4100/pLEE/pEspF-CYPBMS3 (6) que expresan
el SST3 y la proteina quimérica, muestran la secrecion eficiente de EspF-CYPBMS3 al
medio extracelular (Figura 9B).
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Figura 9. SDS-PAGE al 15% de expresion heterdloga de LEE y proteina quimérica. A: Extractos
proteicos totales. B: Proteinas secretadas al medio extracelular. 1: EPEC; 2: MC4100; 3: EPEC/pEspF-
CYPBMS3; 4: MC4100/pEspF-CYPBMS3; 5: MC4100/pLEE; 6: MC4100/pLEE/pEspF-CYPBMS. Tincién con
Coomasie.

6.3 Evaluacioén de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica obtenida mediante espectrofotometria a 480 nm con un tiempo
de duracion de 10 minutos por muestra, presenta diferencias de aproximadamente 0.1
Unidades de Densidad Optica (UDO) entre las muestras control que no deben tener
actividad enzimética y las dos muestras que poseen a la proteina quimérica. La Figura
10 muestra la actividad de las proteinas que son secretadas al medio extracelular por
las transformantes EPEC/pEspF-CYPBM3 y por MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3, las
cuales mostraron una absorbancia de 0.23 y 0.22 UDO a 480 nm, respectivamente. Los
controles negativos MC4100/pLEE, MC4100/pEspF-CYPBM3 y el blanco, los cuales no
producen y/o no secretan la proteina quimérica al medio extracelular, alcanzaron una

absorbancia de 0.12, 0.11 y 0.08 UDO a 480 nm, respectivamente.
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Figura 10. Actividad enzimatica de la proteina quimérica EspF-CYPBM3. La figura muestra que la
proteina secretada al medio extracelular por EPEC /EspF-CYPBM3 (linea azul) y MC4100 /LEE /EspF-
CYPBM3 (linea verde), presenta actividad en comparacion a las cepas control utilizadas durante la
medicion de la actividad enzimética.

6.4 Ensayos de infeccién de células epiteliales HeLa con la cepa
MC4100/pLEE/pEspFCYP-BM3

Al demostrar la eficiente translocacion de la proteina quimérica EspF-CYPBM3 al medio
de cultivo mediante el SST3 de EPEC expresado en MC4100, aunado a que dicha
proteina quimérica mantenia su actividad enzimatica, como se demostrd en el apartado
anterior, nos dimos a la tarea de realizar ensayos de infeccién en células Hela, a fin de
demostrar la eficiente translocacion de EspF-CYPBM3 a estas células epiteliales en
cultivo. Para demostrar la translocacion de EspF-CYPBMS3 al interior de células Hela,
se utilizo el sustrato fluorogénico BFC, el cual al ser transformado por la CYPBM3

modificada, emitira fluorescencia al interior de las células infectadas.

Las imagenes de la Figura 11 obtenidas a partir de microscopia confocal, muestran a
las células cancerigenas HelLa con el sustrato fluorescente BFC sin ser expuestas a

infeccion bacteriana (A); células HelLa expuestas al fluor6foro BFC infectadas con la
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cepa MC4100/pLEE/pEspF-CYPBMS sin induccidn, esto es, que no produce la proteina
quimérica EspF-CYPBMS3 (B); finalmente se muestra la fluorescencia de las células
HelLa infectadas con la cepa inducida MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3 (C).

Figura 11. Microscopia confocal de cultivos de células HeLa que muestran el aumento de la
fluorescencia producido por la transformacion del sustrato BFC mediado por la proteina quimérica EspF-
CYPBMS translocada eficientemente al interior celular mediante la infeccién con la cepa comensal
MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3. x40.
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7. Discusion

Blanco-Toribio et al. demostraron en 2010 que mediante la fusién de los primeros 20
aminoacidos del efector EspF de la cepa de EHEC a nanoanticuerpos, era posible su
reconocimiento y exportacion a través del SST3. Por otro lado, McDaniel y Kaper en
1997 lograron expresar heterdlogamente el SST3 funcional de EPEC en una cepa
comensal de E. coli al demostrar que la informacion contenida en el LEE es suficiente
para producir y secretar a la proteina EspB en los sobrenadantes de los medios de
cultivo. Debido a que el SST3 se considera funcional al secretar al medio de cultivo a la
proteina EspB se confirm6 que se logro expresar el SST3 a partir del césmido pCDV462
(obsequio de James Kaper) en MC4100. Los resultados de los trabajos previamente
mencionados nos motivaron a comprobar si era posible la co-expresion de la isla de
patogenicidad LEE de EPEC (por lo tanto del SST3) y la proteina quimérica EspF-
CYPBMS3 en una cepa E. coli comensal (MC4100).

La construccion de la proteina quimérica EspF-CYPBMS3 se realiz6 de manera eficiente
y se comprobdé mediante secuenciacién. Ademas, la proteina quimérica se logro
expresar mediante la adicién del inductor IPTG al medio de cultivo de EPEC/pEspF-
CYPBMS3, de la cepa comensal MC4100/pEspF-CYPBM3, asi como de la doble
transformante MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3, como se observa en los geles de
poliacrilamida (Figuras 8 y 9).

El reconocimiento de la proteina quimérica EspF-CYPBM3 como sustrato para la
secrecion mediado por el SST3 de EPEC se demostro al encontrar a la proteina
guimérica en sobrenadantes de cultivos bacterianos de las cepas EPEC/pEspF-
CYPBM3 y MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3. En la cepa utlizada como control
(MC4100/pEspF-CYPBMB3) la cual produce la proteina quimérica, mostro que al carecer
del SST3, produce la proteina quimérica pero no puede secretarla al medio de cultivo
(Figura 9). Este hallazgo comprueba que la secrecién de la proteina quimérica es

especifica a través del SST3. Por otro lado, se demostré que la proteina quimérica
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secretada a medio de cultivo a través del SST3, mantiene actividad enzimatica (Figura
10).

Si bien la actividad catalitica de las muestras de sobrenadantes de cultivo, donde se
encuentra la proteina quimérica secretada a través del SST3 en EPEC y en la cepa
comensal MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3 es baja respecto a valores obtenidos en
ensayos con la proteina pura, se confirma que la proteina EspF-CYPBM3 se produce y
se secreta a través del SST3 expresados de manera heterdloga. Ademas se demuestra
que por lo menos un porcentaje de la proteina se mantiene activa (Figura 10). Cabe
mencionar que esta enzima requiere de condiciones especificas para obtener su
méaxima capacidad catalitica (buffer de fosfatos, pH 7.5, presencia de H202, etc.). La
evaluacion de la actividad directamente de los sobrenadantes de los diferentes cultivos
puede reducir de manera importante su actividad, por lo que esperamos que la
actividad catalitica de la proteina quimérica translocada a las células cancerosas
mantenga una actividad igual o mayor a la encontrada en los sobrenadantes de los

cultivos bacterianos.

El ensayo fluorimétrico realizado sobre células Hela infectadas con
MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3 muestra un aumento considerable en la fluorescencia
sobre la linea celular que fue infectada por la bacteria comensal MC4100/pLEE/pEspF-
CYPBM3 inducida con IPTG (Figura 11). La mayor fluorescencia de esta linea celular
infectada con la cepa inducida sobre los controles utilizados demuestra que el SST3
expresado por la cepa de E. coli comensal MC4100 es funcional, ya que el aumento de
la fluorescencia al interior celular indica una translocacion eficiente de la proteina
quimérica EspF-CYPBMS3 al interior de la célula HeLa y el reconocimiento del sustrato
fluorescente BFC realizado por esta proteina quimérica. La emision de fluorescencia
presente en los cultivos control, si bien es bajo, se puede explicar por el hecho de que
las células Hela, al igual que otras células humanas sanas, expresan diferentes
familias de citocromos como los CYP1A1l, 1A2 y 1B1 (Devlin, 2006; Gallego-Fernandez,
2011), las cuales también pueden reconocer y transformar el BFC.
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Considerando los resultados anteriores, en este trabajo se logré construir, expresar,
secretar y translocar eficientemente a la proteina quimérica EspF-CYPBM3 a través del
SST3 de EPEC mediante la expresion heterdloga en una cepa comensal de E. coli
MC4100. La proteina translocada a células HeLa mantuvo su capacidad catalitica, pues
fue capaz de transformar el sustrato fluorogénico BFC al interior celular. El avance
alcanzado, nos permite continuar con la posibilidad de utilizar este sistema de expresion
para la entrega de esta enzima a células de cancer de colon para hacer més eficiente la
transformacion de pro-farmacos anticancerigenos en terapias dirigidas para combatir

este tipo de cancer.
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8. Conclusiones

La proteina quimérica EspF-CYPBM3 que tiene fusionados los primeros 20
aminoacidos del efector EspF a la CYPBM3 se logro expresar de manera heteréloga en
EPEC y MC4100.

La exportacion de la proteina EspF-CYPBM3 al medio de cultivo se logré6 mediante los
SST3 de EPEC WT y de la cepa comensal MC4100/LEE/EspF-CYPBM3.

La proteina EspF-CYPBMS3 secretada al medio de cultivo a través del SST3 de EPEC

conserva su actividad enzimatica.

Se demostro la eficiente translocacién de la proteina quimérica EspF-CYPBMS3 a través
del SST3 de EPEC a partir de la cepa comensal MC4100 a células epiteliales Hela.
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9. Perspectivas

Llevar a cabo ensayos de infeccion de células de cancer de colon con la cepa
MC4100/pLEE/pEspF-CYPBM3 a fin de determinar si la proteina EspF-CYPBM3 activa
de manera eficiente a pro-farmacos anticancerigenos para asi poder inducir la

apoptosis de las células cancerosas.

Construir y evaluar otras proteinas quiméricas con actividad pro-apoptética para su
entrega a células cancerosas a traves de la infeccion con MC4100/pLEE/pEspF-
CYPBMS3.

Evaluar la infeccion de ratones modelo de cancer de colon con las cepas que producen

la proteina quimérica y determinar su efecto in vivo.
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