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RESUMEN

El gen cor que codifica para la proteina Cor fue encontrado en los fagos N15
y @80, observandose que esta proteina es la responsable de excluir a estos
fagos. En nuestro grupo de trabajo, se encontr6 en el fago FhuA-dependiente
mMEp167 un gen cor ortdlogo, que codifica para una proteina Cor, la cual
inhibié la captacion de ferricromo-Fe*® y excluyé a fagos, ambos procesos
FhuA-dependiente. Por otro lado se ha reportado una alta incidencia del
fenotipo cor en fagos FhuA-dependientes. Adicionalmente, la M. en C.
Arguijo-Herndndez Emma encontré los dominios funcionales de Cor, asi
como que Cor asociado a otras proteinas de membrana externa: LamB,
OmpA, OmpC, OmpW y Slp. Asimismo, las cepas lamB~, ompA~, ompC-,
ompW~ con fondo genético fhuA® y cor® permitieron la infeccién del fago
MEp167. Con estos datos se sugirid que pudiera haber una interaccion entre
todas estas proteinas en forma de complejo para excluir fagos FhuA-
dependientes, inactivando al receptor FhuA. Por lo tanto el objetivo de este
trabajo fue evidenciar la posible interaccién de Cor, FhuA, LamB, OmpA,
OmpC, OmpW y Slp, mediante ensayos de purificacibn de Cor en cepas
lamB~, ompA~, ompC~, ompW~ y ensayos de infeccion en estds mutantes
complementadas con sus respectivos genes silvestres en presencia de Cor.
Encontramos que en la ompA~, la expresion de Cor disminuyé notablemente
y al complementarla con pOmpA sé6lo se observé una disminucion en la
intensidad del halo de infeccion del fago mEpl67, aun cuando se sobre
expres6 OmpA. Estos resultados sugieren que debe haber una
estequiometria en las cantidades de OmpA, FhuA y Cor para la eficiente
exclusion de mEpl167.
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ABSTRACT

cor gene codes for Cor protein which was found initially in phages N15 and
®80. This protein is involved in the exclusion of these phages. In our group
an orthologue of cor gene was found in the FhuA-depent mEp167 phage. In
addition Cor protein inhibits the uptake of ferrichrome-Fe* through the FhuA
pathway, as well as excludes the FhuA-dependent phages. A high incidence
of cor gene was found in the FhuA-dependent phages. In addition, functional
domains of Cor were found. Cor co-purified with proteins of the outer
membrane: LamB, OmpA, OmpC, OmpW and Slp. It was found that mutant
strains for these proteins under a fhuA* and cor® background, are infected by
MEp167 phage. This results suggest a possible interaction among Cor, FhuA,
and the outer membrane proteins for the exclusion of mEp167. Therefore, our
goal was to determine the interaction of these proteins using the same Cor
co-purification assay with Cor in these mutant strains (lamB~, ompA~, ompC-,
ompW"), and monitoring the phage infection in mutant cells complementaed
with the outer membrane protein and Cor protein. We found a reduced
expresion of Cor in ompA™ cells and a reduced infection when OmpA was
overexpressed. Therefore, these results suggest that at least OmpA, Cor and
FhuA are closely related, and that some stoichiometric ratio is required for the
exclusion of mEp167.
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1. Introduccion.

1.1 Escherichia coli.

Escherichia coli es un microorganismo que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y al género Escherichia *?. Esta familia esta formada por
bacilos Gram-negativos de 1.5 a 5.5um de largo y de 0.5 a 1.0uym de ancho,
son no esporulados, poseen pared celular y esta compuesta de dos bicapas
lipidicas; membrana externa (OM) y membrana interna (IM) con un espacio

entre ellas conocido como periplasma.

Tienen de 5 a 10 flagelos distribuidos
alrededor de la célula, por lo que son
moviles, también presentan fimbrias que
sirven para el anclaje a los huéspedes,
no presentan un nucleo definido, pero su

DNA se encuentra en el centro de la

célula y se le llama nucleoide (Figura 1).

(1) (12 E| genoma de E. coli K-12 tiene

a
4,639,221 pares de bases y una longitud  rigya 1. Micrografia  electronica de

(13) Escherichia coli cepa W3110. La zona en
' rectdngulo muestra las fimbrias. (Tomada de
Hahn et al. 2002). @

de 1.5mm

1.2 Estructura de la envoltura de E. coli.

Las bacterias Gram-negativas como la Escherichia coli presentan cuatro
estratos: el citoplasma, la membrana interna, el periplasma y la membrana
externa (Figura 2). Tanto la capa interna (que mira al citoplasma) como la

capa externa (que mira al periplasma) de la membrana interna estan

Saida Jessica Briones Pefia ~ CINVESTAV-Genética y Biologia Molecular 12
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compuestas de fosfolipidos (PL), en contraste, la membrana externa es una
bicapa asimétrica de lipopolisacaridos (LPS) contenidos exclusivamente en la
capa externa y fosfolipidos en la capa interna .

La membrana externa contiene numerosas proteinas en forma de barril B
llamadas proteinas de membrana externa (outer membrane proteins, OMPS)
(Figura 3), las cuales tienen diversas funciones como en el transporte y
sefializacién, y otras son esenciales para la biogénesis de membranas .

Estas pueden ser divididas en 5 clases:

1) Proteinas estructurales que interacttan con la capa de
peptidoglicanos.

2) Porinas especificas y no especificas que forman canales en la
membrana.

3) Enzimas.

4) Receptores con alta afinidad a substratos.

5) Proteinas de transporte responsables para la secrecion.

Environment

DINNHNND
(S (RIRIRCAIRINe!

0069006068

\Lipopr@ 5 Outer-membrane protein
5 Peptidoglycan

-
r U -
\ poprotein
\ D, - Periplasm
P 4 X o’
INNDINNDNRMINIINNND NRRRRRINDNNDNDIDNDNNRRNRRRNNRNNMNIRSHDDND R NN N NNIN ‘v).)
§ 4566 5 6646 44 (6 S4SC 08¢ 545848468 (€00 0SS0 50588 5048654848 684846 086656 86541604045 4548 €5 45646 6 48 € S¢S 6¢ 446 G RE €8
)
S Cytoplasm

Inner-membrane protein

Figura 2. Estructura de la envoltura celular de E. coli. Esta constituida de membrana externa, periplasma y
membrana interna. (Tomado de Ruiz et al. 2006) ©
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Figura 3. Estructura de barril B de las proteinas de
membrana externa (OMPs). (Tomado de Buchanan et
al. 1999)

1.2.1 Proteinas de membrana externa como receptores.

Entre las proteinas estructurales que sirven como receptores para la
adsorcién de virus se encuentra la proteina OmpA “©. Las porinas son las
proteinas mas abundantes en la OM y fueron las primeras proteinas de la
OM de microorganismos Gram-negativos en ser caracterizadas. En general,
estan compuestas de 3 subunidades con 16 hebras cada una, que forman
estructuras de barril B y generan poros que permiten la permeacién de
moléculas con masas moleculares de hasta aproximadamente 600 Da @,
Las proteinas de este tipo en E. coli son OmpC y OmpF ®®. Una proteina de
transporte selectivo es LamB, la cual también funciona como receptor para el
fago A. A diferencia de las porinas OmpC y OmpF, la proteina LamB forma un

canal angosto especifico para el transporte de maltosa. Los receptores con

Saida Jessica Briones Pefia  CINVESTAV-Genética y Biologia Molecular 14
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una alta afinidad a sustratos son los componentes del sistema de transporte
activo y su funcién es llevar a cabo primeramente la union de sustancias
como la vitamina B12 y agentes quelantes como los que unen al Fe*® (Figura
4). 19

OmpX OmpW OmpA PagP OmpT OmpLa Fadl Omp85 OmpF
8 8 8 8 10 12 14 12/16 16

Figura 4. Estructura de las proteinas de membrana externa (OMPs). En la parte superior se muestra el nombre de
las OMPs y el nimero de laminas B que constituyen el barril de cada proteina: OmpX se sintetiza en situaciones de
stress para bloquear la entrada de proteinas extrafias; OmpW es un receptor de la Colicina S4; OmpA participa en la
formacion de biofilm, en la evasion inmunoldgica, como receptor de bacteriéfagos T-like, en la adherencia a tejidos, le
brinda estabilidad a la OM; PagP de las bacterias patdgenas funciona como una enzima palmito transferasa que evade
la respuesta inmune del hospedero; OmpT de las bacterias patégenas funciona como una proteasa; OmpLa hidroliza
fosfolipidos; FadL funciona como transportador de é&cidos grasos; Omp85 puede tener 12 o 16 l&minas B sirve para
integrar proteinas a la OM; OmpF funciona como receptor del bacteriéfago K20, sirve para la difusidon de moléculas y
como receptor de la Colicina N (Modificado de Burgess et al., 2008). (©)

1.2.2 Lipopolisacéaridos (LPS) como receptores.

Ademas de las proteinas de membrana externa, los LPS sirven como
receptores para la adsorcion de fagos. ElI LPS es un polimero relativamente
complejo constituido de monosacaridos y acidos grasos. Estructuralmente se
constituye de tres partes: lipido A, “core” o nucleo y la cadena O (Figura 5).
Hay dos tipos de LPS:

1) Tipo liso (Smooth; S), los cuales contienen la estructura clasica como

la antes mencionada.

Saida Jessica Briones Pefla  CINVESTAV-Genética y Biologia Molecular 15



Determinacion de la interaccion de la proteina Cor del fago mEp167

con posibles receptores de membrana externa de Escherichia coli.

2) Tipo rugoso (Rough; R), a los cuales les falta la cadena O.

Existen algunos bacteriofagos que pueden adsorberse en ambos tipos de

LPS. Los fagos especificos para el LPS de tipo S despliegan un estrecho

rango de hospedero y la especificidad estd determinada por la gran

variabilidad de la estructura del antigeno O. Los bacteriéfagos que reconocen

el LPS de tipo R muestran un rango mas amplio de huéspedes ya que la

estructura “core” es mas conservada en varias especies y géneros de

bacterias Gram-negativas. *©.

O-antigen
oligosaccharides

...................

outer
core

inner @ er)

core| = E---szz------

Lipid

Ra-LPS
ATP  ADP +P, cytoplasm

ATP  ADP +P,

Figura 5. Transporte de los LPS a través de la envoltura celular. De lado izquierdo se muestra
la estructura de los lipopolisacaridos de E. coli K-12, los cuales carecen del “antigeno O". EI LPS es
sintetizado como lipido A-Kdoz 0 Re-LPS y cuando se adiciona el “core” de azlcares se produce el
Ra-LPS. De lado derecho se muestra el Ra-LPS localizado en el lado interno de la IM 'y el MshA
provoca el giro del Ra-LPS hacia el lado externo de la IM. Ya en el periplasma el “antigeno O” se
puede ligar al Ra-LPS (no se muestra). Posteriormente el transportador compuesto de LptB, LptC,
LptF y LptG extrae el LPS de la IM mediante hidrolisis del ATP. Después LptA transporta al LPS
hacia la OM a través del periplasma. Ya en la OM, LptD y LptE forman un complejo que recibe y
ensambla al LPS en la superficie celular. Gal, D-galactosa; Glu, D-glucosa; Hep, L-glycero-D-mano-
heptosa; Kdo, acido 3-deoxi-D-mano-oct-2-ulosonico; P, fosfato; PEtN, fosfoetanolamina. Tomado
de (Chng et al., 2010). @
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1.3 Bacteri6fagos.

Los bacteri6fagos o “fagos” son virus que infectan bacterias ©. Su
abundancia sobre el planeta se estima en alrededor de >10° @®  Los
bacteri6fagos pueden tener diferentes aplicaciones tales como en la terapia
de infecciones bacterianas en humanos y animales o para controlar la
contaminacién bacteriana en la industria alimentaria, en la agricultura, asi
como para controlar los patdgenos que causan enfermedades transmitidas

por agua contaminada. ©.

1.3.1 Bacteri6fagos lambdoides.

La estructura del fago lambda (A) esta constituido de la capside (cabeza), y
de una cola flexible. La cabeza es icosaédrica compuesta de 415 copias de
la proteina gpE y de 405-420 copias de la proteina gpD, en su interior se
encuentra el DNA lineal de doble cadena, el cual tiene una extension de
48,490 pb; la cola es helicoidal constituida principalmente de la proteina gpV
(Figura 6) 9
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Figura 6. Estructura y microfotografia del bacteriéfago A. (Tomado
de http://phages.org/lambda-phages/)

Los fagos llamados “lambdoides” son aquellos que estan relacionados con el
fago lambda ya que tienen una organizacion comun de distribucion de sus
modulos funcionales en su genoma, tal como, las regiones o médulos que
codifican para: la recombinacién, la regulacion génica, la exclusion de fagos,
la replicacion del DNA, la lisis celular asi, como los “clusters” de genes que
codifican para las proteinas estructurales de la cabeza y cola. Esta
organizacion geénica ha facilitado la recombinacion entre fagos lamboides
permitiendo que existan un gran numero de fagos hibridos en el ambiente

natural ?®

, por lo que han sido aislados, con diferentes cepas de E. coli de
diferentes regiones. Kameyama y cols. (1999) aislaron y caracterizaron un
grupo nuevo de fagos lambdoides a partir de muestras fecales, los cuales se
clasificaron arbitrariamente en 19 grupos de diferente inmunidad, entre estos

fagos se encontré el fago mEp167, el cual presenta la inmunidad tipo V1.
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1.3.2 Ciclo litico y lisogénico.

Los fagos se dividen en dos categorias de acuerdo al ciclo de vida que llevan
a cabo: en virulentos (ciclo litico) o temperados (ciclo lisogénico) (Figura 7).
En el caso de los fagos virulentos su ciclo de vida, en forma resumida,
consiste en la replicacion de su genoma, multiplicacion de los viriones y
después el lisar a su bacteria huésped; en cambio, los fagos temperados
pueden decidir por alguno de los dos ciclos, es decir que después de
replicarse pudieran lisar a la bacteria o generalmente integrar su genoma al
de la bacteria, de tal forma que ciertos genes se expresen junto con los de la
bacteria. Este fendbmeno es conocido como estado de lisdgenia y en esta

condicion el DNA del fago es llamado profago 2.

Las transicion del estado litico a lisogénico y viceversa depende de las
condiciones del desarrollo de la infeccibn y del genotipo del fago y la
bacteria. Por ejemplo el profago es liberado de las restricciones de la
liségena por medio de un proceso denominado induccion; en donde primero
el DNA del fago es liberado del cromosoma bacteriano por escisién vy
después el DNA libre continla hacia el ciclo litico; mientras que en la
lisogenia, el profago se mantiene por la interaccion del represor con sus
operadores. La transicion entre los dos ciclos se logra por el establecimiento
de la represion (proceso infectivo a liségenia) o por la liberacién de la
represion (induccién del profago a proceso litico) 2.
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e Occasionally, the prophage may

B DAA 0 Phage attaches excise from the bacterial chromosome
¥ 89!: SO to host cell and by another recombination event,
(double stranded) injects DNA initiating a lytic cycle
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( OO ) Many cell
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@ Cell lyses, releasing Phage DNA circularizes and enters @ Lysogenic bacterium
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proteins are synthesized bacterial chromosome by recombination,
and assembled into virions becoming a prophage

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Beryamin Cummings

Figura 7. Ciclo de vida litico y lisogénico de los bacteriofagos. (Tomado de Tortora, 2004) @)

1.4 Infeccidén por bacteriéfagos.

La infeccidn por bacteriéfagos es un proceso que consiste de varias etapas:
la adsorcion del fago a la superficie de la bacteria, penetracién del acido
nucleico al citoplasma, sintesis intracelular de los componentes del fago, su
ensamble, posteriormente la lisis de la bacteria y liberacién del fago (Figura
7) (9,

1.4.1 Adsorcion.

La adsorcién es la etapa clave en el reconocimiento del fago por su bacteria
huésped, por lo tanto la especificidad de la infeccion del fago estéd definida
por este momento ya que como cualquier otro parasito intracelular obligado
el reconocimiento y la penetracion a la célula es la condicion esencial para

continuar con su ciclo de vida “®. El anclaje del fago a su bacteria huésped
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implica la interaccién especifica entre la proteina de union al receptor del
fago (Receptor Binding Protein; RBP) y su receptor de superficie en la
bacteria huésped (Figura 8) %,

1.4.2 Eyeccién del DNA.

La liberacibn del DNA de doble cadena de la capside, estd basado en
consideraciones energéticas donde una alta densidad por el
empaquetamiento del DNA produce una presurizacion de la capside

conduciendo a la eyeccién @9,

Una vez que ocurre la etapa de adsorcién y para el caso especifico del fago
T4, la cola se contrae acercando la capside hacia la superficie de la célula,
por lo que se ejerce cierta presion directamente a la superficie de la célula.
Esta fuerza es transmitida a través de la proteina gp27 y el dominio N-
terminal de la proteina gp5 causando la ruptura de la membrana externa de
la célula; la contraccion sigue progresando de tal forma que se produce un
orificio de 40A de ancho, subsecuentemente cuando la hélice B de gp5 entra
en contacto con la capa de peptidoglicanos del periplasma, se disocia la
punta del tubo activando su dominio de lisozima. Después se digiere la pared
celular permitiendo la penetracion de la cola a la membrana interna y el
trimero gp27 interactda con el receptor de la membrana interna para iniciar

la liberacion del DNA del fago (Figura 8) ©.
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Figura 8. Proceso de infeccion del fago T4. (a) Adsorcion del fago T4. (b) El fago se ancla a la superficie celular
iniciando la contraccion de la cola. (c) La contraccion de la cola causa que la proteina gp5 puncione la membrana
externa. (d) gp5 se disocia de la cola y se activan los tres dominios lisozima. (e) Los dominios lisozima crean un orifico
en la capa de peptidoglicanos. (f) La proteina gp27 se asocia con el receptor de la membrana interna y se inicia la
liberacion del DNA al citoplasma. (Tomado de Leiman et al. 2003) ©
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1.5 Exclusion de fagos.

En el medio ambiente los fagos y sus huéspedes coexisten, o sea, estan
implicados en ciclos continuos de co-evolucién, los cuales, las bacterias se
vuelven resistentes a los fagos y ayudan a la preservacion del linaje
bacteriano. Asi, los mecanismos de resistencia a los fagos mantienen las

poblaciones bacterianas ©.

1.5.1 Mecanismos de exclusion de fagos.

Labrie y cols. (2010) reportan al menos tres niveles de exclusién a fagos: El
primero es evitando su adsorcién, el segundo es evitando la eyeccion del
DNA vy el tercero es el sistema de infeccién abortiva ©.

1.5.1.1 Evitando la adsorcion del fago.

Como se ha mencionado, la etapa de adsorcion es critica para que el fago
pueda infectar a la bacteria. Desde la perspectiva del huésped la bacteria
cuenta con al menos tres mecanismos para bloquear la adsorcion: bloqueo a
los receptores del fago, la produccion de matriz extracelular y la produccién
de inhibidores competitivos (Figura 9) ©.

a) Bloqueo de los receptores del fago. La bacteria puede alterar la

estructura de los receptores de la membrana externa o cambiando su
conformacién. En el caso de la E. coli, una vez que ha sido infectada
por T4, esta produce una lipoproteina (LIp) que bloguea su propio
receptor (FhuA). La lipoproteina se expresa al inicio de la infeccion
por lo que previene la superinfeccion, a su vez protege a la E. coli de
la infeccion de otros fagos como el T5. Por otro lado, la proteina TraT
codificada por el plasmido F modifica la conformacion de OmpA que
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funciona como receptor de fagos T-like ©.

b) Produccién de matriz _extracelular. La produccion de polimeros

extracelulares puede promover la sobrevivencia de la bacteria al
protegerla de condiciones ambientales adversas y también funciona
como barrera entre los fagos y sus receptores; sin embargo, hay fagos
que pueden reconocer estos polimeros y degradarlos ©.

c) Produccion de inhibidores competitivos. Son moléculas provenientes

de la bacteria de manera natural y que pueden unirse
especificamente a los receptores de fagos. En el caso de la E. coli,
donde FhuA es un transportador de hierro y funciona como receptor
de fagos (T1, T5 y ®80), la molécula antimicrobiana como la microcina
J25 reconoce a FhuA como receptor y puede competir por FhuA con
el fago ©.

Modified?

EPS X

o Protein A © Polysaccharide lyase O O Phage receptors 88 eps & Masking
or polysaccharide hydrolase protein

Figura 9. Mecanismos para evitar la adsorcion del fago. a) Bloqueo de los receptores del fago. b) Produccion de
matriz extracelular. ¢) Produccion de inhibidores competitivos. (Tomado de Labrie et al. 2010) ®
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1.5.1.2 Evitando la eyeccién del DNA.

Los sistemas de exclusion de la superinfeccion (Sie) son proteinas que
bloquean la entrada (eyeccion) del DNA del fago en las bacterias, por lo tanto
les confieren inmunidad contra los fagos. Dichas proteinas estan ancladas a

la membrana externa o estan asociadas a los componentes de la membrana
©)

El sistema Sie est4 formado por las proteinas Imm y Sp del fago T4; este
sistema causa la inhibicion rapida de la eyeccion del DNA, previniendo la
infeccion subsecuente de otros fagos. La proteina Imm previene la
transferencia del DNA del fago debido a que altera la conformacion del sitio
de eyeccion, pero Imm solo no confiere la inmunidad ya que debe estar
asociado con otra proteina de membrana para ejercer su funcion y producir
la exclusion. La proteina Sp inhibe la actividad de la lisozima T4 por lo que
previene la degradacién del peptidoglicano y en consecuencia la entrada del
DNA del fago (Figura 10) ©.
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Figura 10. Sistema de exclusion de la superinfeccion. a) Infeccién normal del fago T4 a E. coli. b) Proteina Imm
codificada por el fago T4 bloquea la translocacion del ADN al citolplasma. c) Proteina Sp bloguea la degradacion
del peptidoglicano, deteniendo el DNA entre la capa de peptidoglicano y la membrana externa. (Tomado de Labrie
et al. 2010) ©
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1.5.1.3 Sistema de infeccidon abortiva.

Los sistemas de infeccion abortiva (Abi) inhabilitan a la bacteria infectada, ya
que inhiben la replicacion, transcripcion y traduccion del fago infectante.
Actualmente el sistema Rex reportado para el fago A es el mejor
caracterizado; este sistema requiere de dos proteinas RexA y RexB. Cuando
se lleva a cabo la infeccion del fago T4 se produce un complejo DNA-
proteina como intermediario de la replicacion y se activa RexA, que es un
sensor intracelular y que a su vez activa a RexB, el cual est4 anclado a la
membrana; se requieren de al menos dos proteinas RexA para activar a una
proteina RexB, lo que significa que la proporcion de RexA es importante para
el sistema Abi. RexB es un canal i6nico que reduce el potencial de
membrana ocasionando una disminucién del nivel de ATP y en consecuencia
disminuye la sintesis de macromoléculas y se detienen las funciones basicas

de la célula; afectando a su vez el proceso de infeccion del fago (Figura 11)
©)
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Figura 11. Sistema Rex como sistema de infeccion abortiva en E. coli. (Tomado de Labrie et al. 2010) @
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1.6 Proteina cor del fago mEp167.

En 1982 Kozyrev y cols., observaron y describieron el fenémeno de
exclusion de fagos o conversiéon lisogénica en el fago ®80 @,
posteriormente clonaron y mapearon el gen responsable de esta conversion
al cual llamaron cor 27 El fenotipo de exclusién fue conferido por este gen
y la secuencia de nucleétidos fue determinada por Matsumoto y cols. en
1985 @®): asi mismo, fue clonado y mapeado el gen cor del fago N15, el cual
tiene una masa molecular de 8 kDa 9 G9. Se sugirié que el fenémeno de
exclusién de los fagos FhuA™ dependientes N15 y ®80 por cualquiera de sus
lisogénas era debido a la proteina del fago Cor.

Posteriormente Uc-Mass y cols. (2004) @, encontraron un gen ortélogo a Cor
en el fago mEp167 de 234 nucleédtidos que codifica para una proteina de 77
aminoacidos, la cual tiene un 91% (70/77) de identidad con la proteina Cor
(putativa) del fago HK022 asi como un 61% (47/77) con la proteina Cor del
fago N15 y un 74% (57/77) con la proteina Cor del fago ®80 (Figura 12).

transmembrane domain “TonB box™ conserved domain

ILSGCHG RKONNQTOYRAGYPF

Cormepler | ) ! * 2 [ ‘wi

HKO022 Cor | IAGA ‘LiGC‘GHEKQﬁ RKONNQTOYRAGYPF Wi -7
¢80 Cor | TAGA ! 3 W3 Ej - 77
N15 Cor KNIGK IGFSLIifSlele S S AlS : g S A Wg NigT eGT 78

Figura 12. Alineamiento de la secuencia de la proteina Cor del fago mEp167. Se alineé Cor del fago mEp167 con la
proteina COr de los fagos HK022, ®80 y N15. los aminodcidos idénticos estan en color negro y los aminoacidos
semejantes estan sombreados en gris. Se indica el dominio transmembranal, la TonB box y el dominio conservado.
(Tomado de Uc-Mass et al. 2004) @

Debido a esta alta similitud entre secuencias este gen ortélogo fue clonado
en el plasmido pT41 originando el plamido pKINAM, para sobreexpresar a la
proteina Cor. En células (Cor”) al infectarlas con fagos de la familia mEp de

diferentes grupos de inmunidad ©¥, 13 de 20 fagos, incluyendo ®80, HK022
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y mEp167 fueron excluidos; por lo que se determiné que el gen Cor del fago
MEp167 fue el responsable de la exclusion. Asi mismo, se demostré que el
producto de este gen inactiva las funciones del receptor FhuA, ya que inhibd

la captacion de ferricromo- Fe*3.

Mas tarde Hernandez-Sanchez y cols. (2008)®? al caracterizar
fenotipicamente a los fagos lamboides de la familia mEp y evaluar su
relacion con el fago A encontraron que un 85% de estos fagos (37 de 43) no
crecen en la cepa C600 (fhuA™) por lo que se sugiri6 que requieren del
receptor FhuA para infectar; ademas se encontré que el 58% (25 de 43)

amplificaron para el gen cor; por lo que esta en una alta frecuencia.
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2. Antecedentes

En el laboratorio se han realizado varios trabajos que sugieren que la
proteina Cor estd involucrada en el fendmeno de exclusion de los fagos

lamboides dependientes del receptor FhuA de E. col..

En trabajos previos se encontré que ciertos fagos lamboides de la coleccion
mEp y previamente clasificados en 19 grupos de diferente inmunidad ¥, no
fueron capaces de crecer en la bacteria lisdgena mEpl167, sugiriendo que la
exclusién era por el gen cor del fago mEp167. Este gen también mostré tener
una alta homologia con la proteina Cor de los fagos HK022, ®80 y N15. El
fenémeno de exclusion fue observado tanto para bacterias tonB™ y tonB”,
sugiriendo que el sistema de aporte energético TonB, para ciertos fagos no
esta involucrado. Por otro lado, estos fagos no fueron capaces de infectar
bacterias deficientes del receptor FhuA (fhuA™, como en la cepa C600). En
bacterias con fenotipo FhuA® se puede observar el fenémeno de exclusion
por Cor y adicionalmente se observd que la captacion de ferricromo fue
afectada en estas bacterias; por lo que la actividad de transporte del
ferricromo y la infeccién por fagos via FhuA es inhibida por Cor @.

En un tercer trabajo, usando los mismos fagos lamboides mEp se encontrd
que 37 de 43 fagos (85%) requieren del receptor FhuA de la bacteria para
poder infectarla, y que el fendbmeno de exclusibn en los fagos FhuA
dependientes es debido al producto del gen cor ©2.

Otro trabajo realizado en el laboratorio indic6 que mutaciones a los dominios
funcionales de la proteina Cor, permitieron la infeccion por los fagos FhuA-
dependientes ©2.
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Finalmente, en el trabajo de doctorado de la M. en C. Emma Socorro Arguijo
Hernandez, en el cual desarrollé un ensayo de purificacion con perlas de
HisPurNi-NTA con la proteina Cor-His6 y el extracto de proteinas de
membrana externa, después de un corrimiento en gel se identificaron al
menos cuatro bandas asociadas a Cor, las cuales se mandaron a analizar
por medio de espectrometria de masas y correspondieron a los receptores
OmpA, OmpC, OmpW, LamB. Interesantemente en las mutantes ompA~,
ompC~, ompW ~, lamB~ con un fondo genético fhuA™ y cor®, permitieron la
infeccion del fago mEpl167, desconociendo por consiguiente la accién

ejercida de Cor sobre FhuA.
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3. Justificacion.

La proteina Cor del fago mEp167 (FhuA dependiente) esta descrita como la
responsable de inhibir la infeccién de este fago y a su vez se asume es la
responsable de inactivar las funciones del receptor FhuA. La co-purificacion
de Cor con las proteinas de membrana externa: LamB, OmpA, OmpC,
OmpW y Slp, y los ensayos de infeccién donde mEp167 puede infectar a las
mutantes anteriores aun en presencia de Cor, nos lleva a plantear la posible
interaccién entre estas proteinas. Por lo que resulta importante conocer si
Cor puede interaccionar con éstas, para llevar a cabo el proceso de

inhibicién e inactivacion.

4. Hipotesis.

Dada la infeccién exitosa del fago mEp167 dependiente de FhuA en las
cepas mutantes lamB~, ompA~, ompC™ y ompW"~ y en presencia de Cor,
sugiere una posible interaccion de éstas proteinas con Cor y FhuA
(posiblemente formando un complejo proteinico) en la inhibicion de la
infeccion del fago mEp167.
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5. Objetivo general.

Evidenciar la posible interaccion de la proteina Cor con ciertos receptores de
membrana externa de Escherichia coli.

6. Objetivos especificos.

1) Corroborar si es necesaria la expresion de las proteinas de
membrana externa: OmpA, OmpC, OmpW, LamB y Slp para
gue Cor excluya al fago mEp167 (FhuA-dependiente).

2) Analizar que proteinas interactian con Cor para formar el
complejo proteinico a partir de extractos de membrana en
cepas mutantes ompA~, ompC~, ompW", lamB", slp™.

3) Clonar el gen cor en un plasmido compatible con los plasmidos
gue complementan a las mutantes (coleccion ASKA").

4) Evidenciar la exclusion del fago mEpl67 en las mutantes
complementadas que sobre expresan Cor.
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7. Metodologia.

7.1 Resiembra de bacterias silvestres y mutantes.

Todas las bacterias silvestres se resembraron en cajas de medio LB
partiendo de las suspensiones de bacteria almacenadas a -70°C (gliceroles).
Las bacterias silvestres se resembraron en cajas de medio LB y las mutantes
provenientes de la coleccion Keio, se resembraron en cajas de medio LB con
Kanamicina a una concentracion final de 50ug/mL y se incubaron toda la
noche (O/N) a 37°C. Posteriormente se tomo6 una colonia de cada bacteria y
se estrid nuevamente sobre una caja nueva de medio y se incubaron O/N a
37°C, este paso se repiti6 una vez mas bajé las mismas condiciones para

realizar los siguientes ensayos.

7.2 Propagacion de fagos.

De la segunda resiembra se tom6 una colonia aislada de la cepa silvestre
W3110, se inocul6 en 5mL de medio LB liquido y se incub6 O/N, con
agitacion constante a 250rpm a 37°C. Por otro lado se colocaron 15uL del
stock de fago en una caja de medio T® y se ladeo la caja para escurrir la
gota a través de la caja dejandola secar, después en un tubo de ensaye
(para preparar un tapiz de bacteria) se tomaron 300uL del cultivo O/N de la
W3110 y se mezclaron con 3mL de medio T® liquido previamente fundido a
una temperatura aproximada de 42°C y se vertid6 sobre la caja de T®
dejandolo solidificar y la caja se incubé O/N a 37°C. Al dia siguiente una vez
obtenidas las placas, con una pipeta Pasteur estéril se tomo6 una placa litica y
se colocé en un matraz Erlenmeyer que contenia 300uL del cultivo O/N de la
W3110, se dejo adsorber por 15 minutos a temperatura ambiente y se
agregaron 10mL de medio LB liquido, se incubé O/N, con agitacién constante
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a 37°C por 6 horas, se agregaron 600uL de cloroformo y se volvié a incubar
10 minutos mas. Después el cultivo se transfiri6 con cuidado a un tubo
conico de polipropileno, sin el cloroformo y se centrifugé a 8000xg a 4°C por
10 minutos, el sobrenadante se decantd en un tubo de vidrio estéril y se
almacené a 4°C.

7.3 Titulacién de fagos.

Se realiz6 un tapiz con la bacteria W3110, vertiendo esta, con el T® suave y
la bacteria sobre una caja de medio T® y se dejo solidificar. Posteriormente
se prepararon diluciones seriadas de 10™ hasta 10® en tubos estériles. Se
ponen 100uL del stock de fago con 900uL de solucion TMG y se mezclaron
uniformemente con vortex, de ahi se tomaron 100uL y se mezclaron con
900uL de TMG y asi sucesivamente se realizan las diluciones, después se
colocaron 10uL de cada dilucién sobre el tapiz, se dejaron secar y la caja se
incub6 O/N a 37°C. Al dia siguiente se contaron las placas liticas que se
formaron en la dilucién donde aparezcan, generalmente en la 10% y se

calcularon las unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/mL).

7.4 Extracciéon de plasmidos.

Se inoculé la bacteria en 10mL de medio LB liquido y se adicion6 10uL de
ampicilina de una concentracion de 100mg/mL, se incub6 O/N a 37°C con
agitacion constante a 250rpm. Después el cultivo se enpastillé centrifugando
a 6000xg y se transfirid a un tubo de 1.5mL, para la extraccién del plasmido
siguiendo las instrucciones del fabricante (High Pure Isolation Plasmid,
“Roche”).
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7.5 Preparacion de bacterias electrocompetentes.

Se tomo una colonia aislada de la cepa silvestre W3110, se inoculé en 5mL
de medio LB liquido y se incubd O/N, con agitacion constante a 37°C, de
este cultivo se tomaron 500uL y se inocularon en 50mL de medio SOB
liquido, se incubd a 37°C con agitacion constante a 250rpm hasta alcanzar
una densidad o6ptica de 0.4 (O.D.= 0.4 a una longitud de onda de 600nm). El
cultivo se transfirié a un tubo de 50mL y se coloc6 en hielo por 10 minutos
después se enpastillé centrifugando a 6000xg por 10 minutos a 4°C, se
decant6 el sobrenadante y con el liguido remanente se resuspendio la
pastilla e inmediatamente se colocd en hielo, posteriormente se agregaron
20mL de glicerol al 10% estéril a 4°C, se mezcldé suavemente y se volvié a
centrifugar para enpastillar, se decantd el sobrenadante cuidando no
desechar las bacterias, esto se repiti6 dos veces y después la pastilla se
resuspendié en aproximadamente 1mL de glicerol al 10% a 4°C. Se hicieron
alicuotas de 40uyL y se incubaron en hielo seco por 15 minutos,
posteriormente se almacenaron a -70°C hasta su uso.

7.6 Electroporacion y seleccién de bacterias transformadas.

Una alicuota de las bacterias electrocompetentes se colocdé en hielo,
después se colocarén 20uL en cada celda estéril y fria, en una de ellas se
agregaron 2uL (100ng ADN plasmidico) del plasmido, la otra fue el control
negativo, sélo se agrego la bacteria y se electroporaron en el electroporador
CELL-PORATOR® Electroporation (“LIFE TECHNOLOGIESty") con un
voltaje de 220Volts, una capacitancia de 1180 pyF y una resistencia de 16 kQ.
Posteriormente se colectaron cada una de las alicuotas electroporadas y se
colocaron en tubos de 1.5mL e inmediatamente se agregaron 300uL de
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medio LB liquido y se incubaron por 1 hr a 37°C con agitacion constante a
150rpm. Se depositaron 100uL del cultivo en cajas de medio LB con
ampicilina a una concentracion final de 100ug/mL, luego se espatularon y se
dejaron secar. Las cajas se incubaron O/N a 37°C y al dia siguiente se tomd
una colonia aislada y se resembré en cajas nuevas de medio LB con el
respectivo antibiotico a 37°C. Se tomd una colonia y se inoculé en un frasco
de vidrio con medio “nutrient broth” (stab), para almacenar la transformante a
temperatura ambiente. Se realizaron cultivos en medio LB liquido O/N a 37°C
de las transformantes y se tomd una alicuota de 500uL que se mezcl6 con
500uL de glicerol estéril al 65% para su almacenamiento a -70°C.

7.7 Ensayo de infeccion

Se realizdé un cultivo liquido (5mL de medio LB incubado O.N. con agitacion
constante a 250rpm a 37°C), de las cepas silvestres y las mutantes. A los
cultivos de las mutantes se les adicion6 5uL de Kanamicina de un stock de
50mg/mL, para tener una concentracion final de 50ug/mL. Se preparé un
tapiz usando los cultivos antes mencionados con T® suave y se vacio en
cajas de medio T® para las cepas silvestres. Mientras que para las mutantes
se usaron cajas de medio T® con Kanamicina a una concentracion final de
50ug/mL. Después se prepararon diluciones de los fagos de 10" a 10®y se
gotearon 10uL de cada una sobre el tapiz y las cajas se incubaron O/N a
37°C. Finalmente se observaron la formacion de placas liticas o la ausencia
de estés.

7.8 Obtencidn de las proteinas de membrana externa.

Un cultivo liquido de 5mL de medio SB fue incubado O/N con agitacion

constante a 250rpm a 37°C (a los cultivos de las mutantes se les adicion6
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Kanamicina 5uL de un stock de 50mg/mL, a los cultivos de las mutantes
transformadas con los plasmidos ademas de la Kanamicina se les adicion6
Ampicilina, SuL de un stock de 100mg/mL). En un matraz Erlenmeyer de
250mL se colocarén 30mL de medio SOB y se adicionaron 30uL de los
antibidticos, como previamente se hizo mencién, después se agregaron
300uL del cultivo liquido y se incubaron a 37°C con agitacién constante a
250rpm hasta alcanzar una O.D. de 0.4 a 600nm e inmediatamente se
agrego el inductor de Cor, 30uL de IPTG al (100mM) 6 600uL de arabinosa al
2.5%, dependiendo del plasmido en cuestion y se volvieron a incubar por 3
hr, después el cultivo se transfirié a un tubo para centrifuga de 50mL y se
centrifugbé a 6000xg por 10 minutos. Se desechd el sobrenadante y la pastilla
se resuspendid con el remanente del liquido que queda en el tubo, luego se
agregaron 12mL de buffer NTI-10-G y 1mL de lisozima (10mg/mL) y se
mezcld por inversidn. Para lisar las bacterias se sonicd, por medio de 6
pulsos de 1 minuto cada uno (el lisado debe mantenerse en hielo, para no
dafar las proteinas), después se centrifugdé a 8500xg por 10 minutos a 4°C.
Para obtener las membranas celulares, el clarificado obtenido se transfirié a
un tubo para ultracentrifuga y se centrifugd a 32000xg a 4°C por 1 hora 15
minutos, el sobrenadante (fraccion citoplasmatica) se decanté en un tubo y
se almacené a -70°C, después a la pastilla se le agregaron 600uL del buffer
NTI-10-G mas 119uL del detergente (100mM) n-Dodecil-B-D-maltésido
(nDBDm, “SIGMA-ALDRICH") y se resuspendio utilizando la misma punta;
ya resuspendida se transfirié a un tubo de 1.5mL, posteriormente el tubo se
incub6 O/N a 4°C con agitacion constante. Después se centrifugd a 14000xg
a 4°C por 30 minutos y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo de 1.5mL
nuevo (Método modificado de QIAGEN® Ni-NTA Membrane Protein Kit
Handbook).
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7.9 Cuantificacion de proteinas.

Se prepar6 una curva estandar por duplicado: En la columna Ay B de una
placa de 96 pozos (para ELISA) se depositaron por pozo 0, 2, 4, 6, 8 y 10uL
de una solucién estandar de albimina de 2mg/mL (Bio-rad DC™ Protein
Assay “BIO-RAD”), después se agreg6 20, 18, 16, 14, 12 y 10uL de buffer
NTI-10-G. En la columna C se depositaron 2uL por pozo de cada muestra y
se agreg06 18uL de buffer NTI-10-G a todas las muestras. Posteriormente en
un tubo de 1.5mL se mezclé6 20uL del reactivo S (Bio-rad DC™ Protein
Assay Reagent S “BIO-RAD”) mas 1mL del reactivo A (Bio-rad DC™ Protein
Assay Reagent A “BIO-RAD”) y se agregd 25uL de esta mezcla a cada pozo.
Después se agregd 200uL del reactivo B (Bio-rad DC™ Protein Assay
Reagent B “BIO-RAD”) a cada pozo y se incubd protegido de la luz por 15
minutos a temperatura ambiente e inmediatamente se cuantificé a 750nm en
el espectrofotdmetro Microplate Reader modelo 680 (Bio-Rad Laboratories).
Posteriormente se ajustd el volumen correspondiente a 400ug de proteina y
este se depositd en un tubo de 1.5mL e inmediatamente se almacenaron a -
70°C.

7.10 Ensayo de “pull-down”.

En un tubo de 1.5mL se depositaron 50uL de perlas magnéticas de niquel
“Ni-NTA Magnetic, Agarose beads”; (QIAGEN) y se agreg6 500uL de buffer
NTI-10-G, se enjuagaron tres veces con el mismo volumen de 500uL de
buffer NTI-10-G y se incubaron 15 minutos cada una a temperatura ambiente
y con agitacion constante. Posteriormente los tubos se colocaron en la
gradilla magnética “12-Tube Magnet” (QIAGEN) para concentrar las perlas
magneéticas y el sobrenadante se extrajo con una punta, el cual se desecho.
Posteriormente, se agreg6 buffer NTI-10-G y 25uL de Tween al 1%, se
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incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente y con agitacion constante,
después se le agrego el volumen correspondiente a 400ug de proteina y se
incubaron por 2 hr mas a temperatura ambiente con agitacion constante. Los
tubos se volvieron a colocar en la gradilla magnética y el sobrenadante se
extrajo con una punta y se le desechd. Luego se agrego 200uL de buffer NTI-
10-G més 10uL de Tween al 1%, se incub6 O/N a 4°C con agitacion
constante. Al dia siguiente los tubos se colocaron en la gradilla magnética y
el sobrenadante se le extrajo con una punta y se le desechd. Después se
realizaron 4 lavados de 1 hr a 4°C con agitacién constante usando 500uL de
buffer NTI-25-G méas 25uL de Tween al 1% en cada uno, luego los tubos se
colocaron en la gradilla magnética y el sobrenadante se le extrajo con una
punta y se le desechd. Finalmente se agregaron 15uL de buffer NTI-500-G,
se incubo a temperatura ambiente por 15 minutos con agitacion constante y
se le adicion6 10uL de buffer de carga para proteinas, se hirvid por 10

minutos, e inmediatamente se almacenaron a 4°C.

7.11 SDS-PAGE.

Se prepar6 un gel separador de acrilamida al 13%, se mezcld 1.3g de glicerol
con 5.2mL de (acrilamida/bisacrilamida; 29:1), 4mL buffer Tris-HCI/SDS; pH=
8, se mezcld hasta disolver el glicerol, después se agregé 60uL de persulfato
de amonio (APS) al 10%, 12uL de TEMED y 1.5mL H»O destilada, e
inmediatamente se vertié entre las placas de vidrio previamente acopladas al
soporte para los vidrios y se dej6é polimerizar a temperatura ambiente por 15
minutos. Después se prepard el gel concentrador mezclando 300uL de
acrilamida/bisacrilamida, 750uL buffer Tris-HCI; pH= 8, 30uL de persulfato de
amonio (APS) al 10%, 5puL de TEMED y 2mL H>O destilada, e
inmediatamente se vertié sobre el gel separador y se dej6 polimerizar a

temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente se vacio el buffer al

Saida Jessica Briones Pefla  CINVESTAV-Genética y Biologia Molecular 39



Determinacion de la interaccion de la proteina Cor del fago mEp167

con posibles receptores de membrana externa de Escherichia coli.

reservorio interno de la camara de electroforesis para el catodo y después se
depositaron 15uL de cada muestra en los pozos, se usaron 2uL de marcador
de proteinas “Precision Plus Protein Dual Xtra Standards” (BIO-RAD),
posteriormente se vaciaron 400mL de buffer para el anodo a la camara para
electroforesis. Las condiciones para las electroforesis fueron 0.4mA por
aproximadamente 6 hr (hasta ver la separacién de las bandas del marcador).

7.12 Tincién con nitrato de plata.

Una vez terminada la electroforesis el gel se coloc6 en un recipiente de vidrio
y se enjuagd con 30mL de H,O desionizada (milliQ), el agua se desechd y se
agregaron 30mL de solucién de fijacion y se incubé O/N a temperatura
ambiente con agitacién constante, esta solucion se desechd, después se
agrego6 etanol al 20% para hidratar el gel y se incubd O/N a temperatura
ambiente con agitacion constante, se desechd esta solucién y se enjuago
con 30mL de H,O milliQ por 10 minutos, después se agregd la solucién de
tiosulfato de sodio a 20ppm y se incub6 a temperatura ambiente por 1 minuto
con agitacién constante, se desechd la solucion y se enjuagé con 30mL de
H>O milliQ por 10 minutos, después se agregd 50mL de la solucién de nitrato
de plata 0.01M, se cubrié con aluminio (protegido de la luz) y se incub6 a
temperatura ambiente por 45 minutos con agitacion constante, se desecho la
solucion y se enjuag6 dos veces con 30mL de H,O milliQ por 10 minutos, la
solucion se desechd y el gel se revel6 con 50mL de una solucion de
carbonato de sodio 0.3M mas 16uL de tiosulfato de sodio previamente usado
mas 33uL de formaldehido y se incubd a temperatura ambiente con agitacion
constante hasta la aparicion de las bandas e inmediatamente se agregé 5mL
de &cido acético, después se desechd la solucién y se agregdé 30mL de acido
acético al 5% para conservar el gel por 3 dias. Posteriormente el gel se
escaned y seco.
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7.13 Amplificacion de cor a partir de pPHCCor.

Se amplificd el gen Cor a partir del plasmido pPHCCor usando un volumen
de reaccion de 100puL, la mezcla (master mix) fue: 10uL de buffer (10X), 3uL
de MgCl, (50mM), 2uL de dNTP’s, (10mM), 1uL de cada oligonucledtido
(4pM/uL) (“SIGMA™; Ver Tabla 4, anexo 1), 50ng de ADN (pPHCCor), 0.5uL
de “Taq DNA polymerasa” (5000U/mL) (NewEngland Biolabs®) y 81.5uL de
H,O inyectable. Las condiciones de amplificacién fueron:

25 ciclos

94rc & o4

4min % 50seg 722¢ + 7200

1:30min § 15min

50 seg
4°C
©o

Desnaturalizacion Elongacién

Se uso el termociclador “Applied Biosystems” Modelo 9700.

7.14 Clonacién del producto de PCR de cor en pJET1.2.

Se siguieron las instrucciones del fabricante “CloneJET PCR Cloning kit”
(Thermo Scientific).

7.15 Transformacion del producto de ligacion de pJET1.2

A una alicuota de 100uL de la cepa W3110 quimio-competente se le
agregaron los 20uL del producto de ligacién y se incub6 por 30 minutos en
hielo, después se incubaron por 2 minutos a 37°C e inmediatamente se
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coloco en hielo por 5 minutos. Posteriormente se agregaron 300uL de medio
LB liquido y se incub6 a 37°C con agitacion constante a 250rpm por 1.5 hr.
Después se depositaron 100uL del cultivo en una caja de medio LB con
Ampicilina a una concentracion final de 100ug/mL, se espatularon con una
varilla codeada estéril y se dejé secar, en seguida la caja se incub6 O/N a
37°C. Por estria en cuadrantes se aislaron 10 colonias en una caja nueva de
medio LB con Ampicilina a una concentracion final de 100ug/mL y se incubd
O/N a 37°C.

7.16 PCR de colonia.

Se usé un volumen de reaccién de 25uL para cada colonia previamente
aislada y la master mix que se utilizd fue: 5uL de buffer (10X), 0.6uL de
MgCl, (50mM), 0.4uL de dNTP’s, (10mM), 1uL de cada oligonucleétido
(4pM/pL; “SIGMA”; Ver Tabla 4, anexo 1), 0.25uL de Tag DNA polimerasa
(5U/uL; “NEW ENGLAND Biolabs®™) y 18.25uL de H.O inyectable; después
con una asa bacteriolégica se tomé una colonia y se disolvio en el tubo de
reaccion. Las condiciones de amplificacion fueron las mismas del apartado
7.13.

7.17 Electroforesis.

Se prepar6 un gel de agarosa (HMP, High Melting Point; “SIGMA-ALDRICH”)
al 1% (1g de agarosa disuelta en 100mL de buffer TAE 1X), tefiido con
Bromuro de Etido (BrEt) (“SIGMA-ALDRICH”). Los productos de
amplificacion (amplicones) se depositaron en los respectivos pozos y como
marcador de peso molecular se us6 1luyL de 1Kb plus DNA ladder

(“invitrogen™"”

). Las condiciones para la electroforesis fue 1 hr a 80 volts,
posteriormente el gel se visualiz6 con luz ultravioleta en el foto

documentador.
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7.18 Restriccion de pJET1.2 cor y pBAD28.

Se realiz6 la extraccion de los plasmidos pJET1.2 y pBAD28 con el método
descrito en el apartado 7.4 y después se realizé una doble restriccion usando
las enzimas Nhel y Hindlll (‘“NEW ENGLAND, Biolabs®). En un volumen de
reaccion de 30uL se mezclaron: 3uL de buffer 2.1 (10X), 1uL de cada
enzima, 20uL de ADN (600ng) y 4uL de H,0 inyectable, después se incubo
O/N a 37°C. Posteriormente se realizd una electroforesis de los 30uL de
reaccion en un gel de agarosa de LMP (Low Melting Point; “SIGAMA-
ALDRICH") al 1% tefido con BrEt a 80Volts y la banda de ~378pb se
recuperd con columnas GENELUTE AGAROSE SPIN COLUMNS “SIGMA®”)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

7.19 Ligacion.

Una vez restringidos pJET1.2_ cor de donde se liber6 un fragmento de
~378pb asi como pBAD28 (vector de clonacion) se realizé la reaccion de
ligacién en un volumen de 20uL, se mezcld 2uL de buffer T4 ligasa 10X, 5uL
de ADN del inserto (100ng; “cor”), 10uL de ADN del vector pBAD28 (200ng),
1uL de T4 DNA ligase (“NEW ENGLAND Biolabs®) y 2uL de H,0 inyectable;
como control de ligacién se usd ADN del fago A cortado con Hindlll, después
se incubd O/N a 15°C.

7.20 Electroporacion del producto de ligacion pBAD28 cor y seleccidn
de las clonas.

La electroporacion y la seleccion de las clonas se realiz6 de la forma ya
descrita en el apartado 7.6, usando 2uL del producto de ligacion.
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7.21 PCR de las clonas y electroforesis.

La PCR de las clonas se realizé conforme al apartado 7.16 y la electroforesis
conforme al apartado 7.17.

7.22 Secuenciacién de las clonas.

En un tubo para PCR se mezclé 4uL de buffer 5X, 8uL de MMx (“BigDye®
v3.1 Terminator Cycle Sequencing kit"), 1uL de oligonucléotido (4pM/uL;
“SIGMA”; Ver Tabla 4, anexo 1), 2uL de H,O milliQ y 5uL del amplicon

purificado. Las condiciones de secuenciacion fueron:

25 ciclos

96°C = 96°C

imin i 10seg

©o

Desnaturalizacion Elongacion

Se uso el termociclador “Applied Biosystems” Modelo 9700.

7.23 Purificacién de lareaccidon de secuenciacion.

La reaccién de secuenciacion (20uL) se transfirio a un tubo de 1.5mL y se
agrego6 80uL de isopropanol al 80%, después se centrifugé a 3700xg por 1
hr, se decantd el sobrenadante y se agregdé 80uL de etanol al 70%, se
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centrifugé a 3700xg por 20 minutos y se decantd el sobrenadante, se dej6
secar el etanol e inmediatamente se agregé 14uL de formamida y se
resuspendid, después se centrifugd a 3700xg por 1 minuto y el tubo se
almacend a -20°C hasta meterlo al secuenciador.

7.24 Western blot.

Se realizé un SDS-PAGE como ya se describié en el apartado 7.11, después
este gel se transfirio a la membrana de nitrocelulosa (“Amersham”) a 30Volts
por 3 hr, después la membrana se colocé en un recipiente y se agregé 30mL
de solucién de bloqueo (leche “svelty” al 5% disuelta en buffer PBS), se
incub6 a temperatura ambiente por 2 hr con agitacién constante, después se
enjuagd con buffer PBS y se agregd 30mL del anticuerpo primario (anti-tag-
Histidinas), se incubd a temperatura ambiente por 2 hr con agitacion
constante, después se enjuago6 tres veces con buffer PBS y se agregé 30mL
del anticuerpo secundario (anti-mouse), se incubé a temperatura ambiente
por 1 hr con agitacion constante y se enjuagé tres veces con buffer PBS.
Posteriormente se revel6 la membrana usando el kit “Supersignal®West
Femto Maximum Sensitivity Substrate” (Thermo Scientific), de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

7.25 Ensayo de complementacion de la mutante ompA™.

Una vez que se obtuvo la resiembra de la mutante ompA™ como se describe
en el apartado 7.1; de esta se prepararon células electrocompetentes como
se describe en el apartado 7.5 y se electroporaron 2uL de ADN del pldsmido
pBAD28 cor (pC8; candidata numero 8) de acuerdo al apartado 7.6, se
usaron cajas de medio LB con Ampicilina a una concentracion final de
100pug/mL més Kanamicina a una concentracion final de 50ug/mL, para la

selecciéon de las transformantes. Posteriormente de estas transformantes se
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prepararon electrocompetentes y se electroporaron 2uL de ADN del pladsmido
pOmpA, se usaron cajas de medio LB con Ampicilina a 100ug/mL,
Kanamicina a 50ug/mL y Cloranfenicol a 10ug/mL para la seleccion de las

transformantes.

7.26 Ensayo de infecciéon en la mutante ompA™y en la complementada

con pOmpA.

Se realiz6 un cultivo liquido (5mL de medio LB incubado O/N con agitacion
constante a 250rpm a 37°C) de las cepas silvestres, de las mutantes y las
mutantes complementadas. Al cultivo de las mutantes transformada ademas
de la Kanamicina (5uL de un stock de 50mg/mL), se le adicion6 Ampicilina
(5L de un stock de 100mg/mL); para la mutante transformada vy
complementada ademas de la Kanamicina y la Ampicilina se le adicioné
Cloranfenicol (1.5uL de un stock de 34mg/mL). Se preparé un tapiz usando
los cultivos anteriores y se vaciaron en cajas de medio T® para las cepas
silvestres mientras que para las mutante se usaron cajas de medio T® con
Kanamicina a 50ug/mL mas Ampicilina a 100ug/mL y para las mutante
complementada se usaron cajas de medio T® con Kanamicina a 50ug/mL,
Ampicilina a 100pg/mL y Cloranfenicol a 10ug/mL. Posteriormente, del cultivo
O/N de la mutante complementada se tomé 300uL y se agreg6 3uL de IPTG
(10mM) mas 6uL de arabinosa al 2.5%, se incubé a 37°C por 3 hr con
agitacion constante a 250rpm, después se preparod un tapiz y se vacio en una
caja de medio T® con Kanamicina a 50ug/mL, Ampicilina a 100ug/mL y
Cloranfenicol a 10ug/mL. Después se realizaron diluciones del fago mEp167
de 10" a 10® y se depositaron 10uL de cada una sobre el tapiz y las cajas se
incubaron O/N a 37°C. Finalmente se observa la formacién de placas liticas o

la ausencia de estas.
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8. Resultados

8.1 La expresion de las proteinas de membrana externa OmpA, OmpC, OmpF,
OmpW, LamB y FhuE es necesaria para que Cor excluya al fago mEp167, FhuA-
dependiente.

Para corroborar si es necesaria la expresion de las proteinas de membrana
externa OmpA, OmpC, OmpF, OmpW, LamB y FhuE para que Cor excluya al
fago mEp167, FhuA-dependiente; se realizaron dos ensayos de infeccién, en
el primero se usaron cepas silvestres y cepas mutantes que tenian deletado
el gen que codifica para la proteina de membrana externa (provenientes de
la coleccion Keio), en el segundo se usaron las mismas cepas pero se les
sobre expres6 la proteina Cor. Ambos ensayos fueron realizados
previamente por la M. en C. Emma Socorro Arguijo-Hernandez (datos no

publicados).

El resultado del primer ensayo de infeccion se muestra en la Tabla 1, en la
cual los fagos mEp332, A, ®80 y mEp167 crecen en las dos cepas silvestres
porque estas tienen sus receptores completos y la cepa C600 que tiene
fondo genético fhuA™ se usé como control para los fagos FhuA dependientes
por lo que se observé la no infeccion de estos fagos. Mientras que en las
cepas mutadas, los cuatro fagos crecen en cada una, excepto aquellas que
carecen del receptor para los respectivos fagos. Es decir, mEp332 requiere
de OmpC, por lo que no crecié en la BW25113 ompC::Tn10; lambda requiere
de LamB, asi que no crecio en la BW25113 lamB::Tn10, mientras que ®80 y
MEpl167 requieren de FhuA y por lo tanto no crecieron en BW25113
fhuA::Tnl10.
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Tabla 1. Ensayo de Infeccion en cepas mutantes de E. coli con los fagos
mEp332, A, P80 y mEp167.

CEPAS DE E. coli TGOS
mEp332" A* ®80° | mEp167°

CEPAS BW25113 +++ +++ +++ +++
SILVESTRES W3110 +++ +++ +++ +++

CEPA CONTROL C600 (fhuA~) +++ . - -
BW25113 ompC::Tn10 - +++ +++ +++

a BW25113 fhuA::Tn10 T+t T+t - -
g BW25113 fhuD::Tn10 it it it it
S BW25113 fhuE::Tn10 it it it it
é’ % BW25113 fhuB::Tn10 T+t T+t Tttt T+t
% 8 BW25113 tolB::Tn10 s s s Tt
= 3 BW25113 btuB::Tn10 er er er e
% ?‘, BW251130mpW:Tn10 | 4os et et er
i BW25113 ompF::Tn10 T+t T+t Tttt T+t
é BW25113 lamB::Tn10 T+t - T+t T+t
fg) BW25113 ompA::Tn10 T+t T+t T+t T+t
BW25113 slp::Tn10 T+t T+t T+t T+t

(+++) Lisis total, (++) Lisis parcial, (-) No infeccion. W OmpC dependiente, ¥ LamB
dependiente, 8 FhuA dependiente.

El resultado del segundo ensayo de infeccién se muestra en la Tabla 2, en el
que se sobre expreso la proteina Cor e interesantemente los fagos ®80 y
mEpl167 (FhuA dependientes) crecieron en las mutantes: ompC~, fhuE",
ompW~, ompF-, lamB~, ompA™ no obstante que presentaban un fondo
genético fhuA®.
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Tabla 2. Ensayo de infeccion de las cepas mutantes de E. coli con
pPHCCor con los fagos mEp332, A, ®80 y mEp167.

_ FAGOS
CEPAS DEE. coli - . . .
mMEp332 A ®80 mMEp167
CEPAS BW25113 +++ +++ +++ +++
SILVESTRES W3110 +++ +++ +++ +++
C600 (fhuA") +++ +++ - -
CEPAS
BW25113/pPHCCor +++ +++ - -
CONTROL
BW25113 ompC::Tn10/pPHCCor - +++ +++ +++
= BW25113 fhuA::Tn10/pPHCCor +4++ +4++ - -
‘O
(72)
3 BW25113 fhuD::Tn10/pPHCCor +4++ +4++ - -
(%2)
c
) BW25113 fhuE::Tn10/pPHCCor +++ +++ +++ +++
)
v o
< S BW25113 fhuB::Tn10/pPHCCor +4++ +4++ - -
o c
<< O .
= 5 BW25113 tolB::Tn10/pPHCCor +4++ +4++ - -
) -
(¢B]
E g BW25113 btuB::Tn10/pPHCCor +4++ +4++ - -
<C —
o =4 BW25113 ompW::Tn10/pPHCCor +++ +++ +++ +++
© o
B BW25113 ompF::Tn10/pPHCCor +++ +++ +++ +++
[<B)
8 BW25113 lamB::Tn10/pPHCCor +4++ - +4++ +4++
o=
:%, BW25113 ompA::Tn10/pPHCCor +++ +++ +++ +++
BW25113 slp::Tn10/pPHCCor +4++ +4++ - -

(+++) Lisis total, (++) Lisis parcial, (-) No infeccion. W OmpC dependiente, ¥ LamB dependiente, § FhuA
dependiente.
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Los resultados de los dos ensayos de infeccidon sugieren que las proteinas
OmpA, OmpC, OmpW, OmpF, LamB y FhuE son necesarias para que Cor
excluya al fago mEp167 FhuA dependiente.

8.2 La falta de expresién de OmpA y OmpW afecta la presencia de Cor
sobre la membrana externa.

Después de obtener las proteinas de membrana de cada mutante
transformada con el plasmido que expresa Cor (pPHCCor) y purificar estas
junto con la proteina Cor a través del tag de histidinas acopladas a las perlas
magnéticas de niquel (pull-down), se corrié el gel SDS-PAGE al 13% para
identificar a Cor, Figura 13.

Interesantemente se observd una gran disminucién de Cor en la mutante
ompA~, mientras que en la mutante ompW~ también se notd cierta

disminucién y en el resto de las mutantes Cor se observo intensamente.

Por lo que este resultado sugiere que la proteina Cor de alguna forma
interactia directamente con OmpA para que Cor pueda ser localizado en la

membrana externa.
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Figura 13. Ensayo de “pull-down” de Cor en las diferentes mutantes. La fleca indica la banda correspondiente a la
proteina Cor de 8kDa. Controles negativos: W3110 y BW25113. Controles positivos: W3110/pPHCCor y
BW25113/pPHCCor. SDS-PAGE al 13% tefiido con nitrato de plata. Se usaron 15pL de cada muestra.

8.3 Clonacién del gen cor en pBAD28.

Debido a que el pldsmido pPHCCor no era compatible por tener el mismo
origen de replicacion (origen de replicacion de pBR322) con los plasmidos
que complementan a las mutantes (plamidos de la coleccion ASKA™) para
poder realizar el ensayo de complementacién en presencia de Cor, fue

necesario amplificar a Cor a partir de pPHCCor y clonarlo en otro vector, en
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este caso pBAD28 (origen de replicacion de pACyC184). Primero se
amplific6 cor usando como molde el pPHCCor y los oligonucléotidos (Ver
Tabla 4; anexo 1) que tienen la secuencia de reconocimiento para las
enzimas Nhel en sentido y Hindlll para el antisentido, se clon6 en
pJET1.2/blunt y se transformé en la bacteria W3110, obteniéndose 10
colonias, a las cuales se les realizé una PCR para amplificar el fragmento de
378pb, correspondiente al gen cor. El producto de PCR se muestra en el gel
de la Figura 14.

1Kb
pb plus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
12000 ——
1650 ——
400 ——

Figura 14. Amplificacion del gen cor en las 10 clonas de pJET1.2/blunt. La flecha sefiala el amplicon de 378 pb
que corresponde al gen cor. Gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de etidio. Se usarén 5uL de cada amplicon.
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De las 10  colonias
obtenidas, se aislaron la 1,
2y 7, siendo la 7 la usada
para realizar la doble
restriccion 'y liberar el
fragmento de 378pb, a su
vez se restringio el plasmido
pBAD28 con las enzimas
Nhel y Hindlll, y se corrié en
un gel como se muestra en

la Figura 15.

1Kb <&,\\\ N s
| 3 A3
plus &
pb
12000 ——
1650 ——
400 —

Figura 15. Doble restriccion de pJET cor y pBAD28 con Nhel y
Hindlll. Se liberé el fragmento de 378ph, el cual se muestra en el
recuadro y se observa la forma lineal de pBAD28. Gel de agarosa al 1%
tefiido con Bromuro de etidio. Se usaron 5uL de cada restriccion

Posteriormente se realiz6 la ligacién y el producto de ligacion se electroporé

en la bacteria W3110 obteniéndose nuevamente 10 candidatas, las cuales se

aislaron. Para saber si tenian el inserto se realizé6 una PCR de colonia con

los mismos oligonucléotidos del apartado 8.3 y el resultado se muestra en la

Figura 16, donde se observo la amplificacién de cor sélo en las colonias 2,5y

8; como control positivo se uso6 la W3110 transformada con pPHCCor.
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400

Figura 16. Amplificacion de cor en las clonas pBAD28_cor. Las colonias 2,5y 8 amplificaron el fragmento de 378pb.
Control positivo W3110/pPHCCor. Gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de etidio. Se usaron 5uL de cada
amplicon.

Dado que no todas las candidatas amplificaron, posiblemente por la falta de
namero de ciclos en la PCR; se realiz6 la extraccion de plasmido de cada
una y se transformaron en la bacteria W3110. Posteriormente se realiz6 el
ensayo de infeccion con el fago mEpl67 y se pudo comprobar cuales
presentaban la exclusibn por Cor, como control positivo se uso la
W3110/pPHCCor. El resultado fue que las 10 candidatas excluyeron al fago.

Solo se muestra el goteo en 3 de ellas, en la Figura 17. Por lo que las 10

Saida Jessica Briones Pefia  CINVESTAV-Genética y Biologia Molecular 54



Determinacion de la interaccion de la proteina Cor del fago mEp167

con posibles receptores de membrana externa de Escherichia coli.

candidatas se almacenaron en “stabs” y en gliceroles. S6lo se seleccioné la
candidata 8 y su plasmido para los ensayos siguientes.

/’E“L,‘\-*

W3110/pBAD28_cor o

Figura 17. Ensayo de infeccion de las candidatas pBAD28 cor. Exclusion del fago mEp167 en las candidatas 1, 3y 10.
Control positivo: W3110/pPHCCor. Control negativo: W3110. Se gotearon por duplicado 10uL de las diluciones -2 a la -8.
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Para determinar cudl era la concentracion idénea de arabinosa para inducir
la expresion Cor, se realiz6 una curva a concentraciones crecientes de
arabinosa, tanto para la cepa W3110 como para la BW25113 y se corridé un
SDS-PAGE, el cual se muestra en la Figura 18, en el cual a la 3* hora se
aprecié una banda de mas de 10 kDa que se va haciendo “més intensa”
conforme aumenta la concentracion de arabinosa, pero esto sélo se observo
para la cepa BW25113; por lo que se procedid a detectar a Cor por Western
blot.

Cepa W3110 BW25113
Tiempo (hr) = 0 3 0 3
Arabinosa (%) g 03 .05 .08 03 .05 08
kDa °
170
130
100
70
55 ——

15—

10 ——

Figura 18. Induccién de Cor con arabinosa usando el plasmido de la candidata 8. La flecha
sefiala la proteina mayor a 10 kDa. Control: W3110/pBAD28. SDS-PAGE al 13%, tefiido con azul de
coomassie; se usaron 15uL de muestra.
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El Western blot se realiz6 usando un gel diferente al anterior con las mismas
concentraciones de arabinosa pero a diferentes tiempos, el cual se presenta
en la Figura 19. En este resultado se observé que 4 horas con 0.03% de
arabinosa es suficiente para inducir Cor (pBAD28_Cor).

Sin embargo, desconocemos porque a 0.05 y 0.08% de arabinosa la seial es
mas débil, contrario a lo esperado, por lo que quedara pendiente repetir el
ensayo.

BW25113

Cepa
Arabinosa (%)

0.03 0.05 0.08
2 4 6 2 4 6 2 4 6

Control

Tiempo (hr)
150

100
75

50

37

25

20

Figura 19. Western blot de la induccion de Cor con arabinosa. Expresion de Cor con diferentes concentraciones
de arabinosay a diferentes tiempos. SDS-PAGE al 13%, se usaron 15uL de muestra.
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Finalmente, se repitié el ensayo de “pull-down” de Cor en las mutantes, pero
transformadas con el plasmido de la candidata 8 (pBAD28 cor = pC8),
esperando observar un resultado equivalente que en la Figura 13, ya que de
acuerdo al resultado del Western blot, Cor si se expresa. El SDS-PAGE de
proteinas de membrana se muestra en la Figura 20, en donde el resultado de

la mutante ompA™ correlaciona con lo que se obtuvé, cuando se uso el

plasmido pPHCCor.
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Figura 20. Ensayo de “pull-down” de Cor en las diferentes mutantes usando el plasmido pC8. La flecha
sefiala la proteina Cor de aproximadamente 8kDa. Controles negativos: BW25113 y BW25113/pBAD28. Control
positivo: BW25113/pC8. SDS-PAGE al 13% tefiido con nitrato de plata. Se usaron 15)L de cada muestra.
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8.4 La cantidad de las proteina OmpA y Cor es importante para la

exclusion del fago mEp167.

Una vez que se transformé la mutante ompA™ con el pBAD28 cor, tanto con
la candidata 2 (C-2) como con la candidata 8 (C-8), Figura 21. Se realizo la
transformacion con el plasmido pOmpA (coleccién ASKA™) que complementa
a esta mutante y que tiene resistencia a Cloranfenicol, las transformantes
obtenidas se muestran en la Figura 22.

= e

ompA~/pBAD28_cor ©9) P| ompA™ (NEG)

Figura 21. Transformacién de la mutante ompA™ con los plasmidos de las candidatas pC2 y pC8. Cajas con medio
LB méas Kanamicina (50ug/mL) y para seleccionar las transformantes se usd Ampicilina (100ug/mL). Se espatularon
100pL de cultivo.
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P -\

OmpA”~
pBAD28_cor

ompA” ompA”~
4 pBAD28_cor ©8) /pOmpA \ , pBAD28_cor

(NEG)

Figura 22. Complementacion de ompA’/pC2 y ompA™/pC8 con el plasmido pOmpA. Cajas con

medio LB mas Kanamicina (50ug/mL) y Ampicilina (100ug/mL), para seleccionar las transformantes

se uso Cloranfenicol (10ug/mL). Se espatularon 100uL de cultivo.
Una vez obtenidas las transformantes, se realizo el ensayo de infeccion con
el fago mEp167 y asi determinar si OmpA es necesaria para la exclusion del
fago. Los resultados se muestran en la Figura 23, en la cual se observé que
en la mutante ompA~ complementada con pOmpA sin induccion hay
infeccidn. Por lo que se realizé la induccién del plasmido pOmpA con IPTG
en concentraciones crecientes como se muestra en la Figura 23 y la
induccién de Cor (pC8) se mantuvo constante con 0.05% arabinosa. Sin
embargo solo se observo una disminucion en la intensidad del halo de goteo
de fago, sugiriendo una posible disminucion en la infeccion.
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) BW25113 parental N BW25113/pBAD28_cor(C>8) 0mpA‘/pBAD28_cor(C>8)
(FhuA , OmpA ) ) (FhuA’, OmpA’, Cor) (FhuA”, Cor’)

e —

OompA~/pBAD28_cor . . /pOmpA 0.05% Arabinosa + 0.1mM IPTG 0.05% Arabinosa + 0.3mM IPTG 0.05% Arabinosa + 0.5mM IPTG
(FhuA’, OmpA’, Cor ) ompA~/pBAD28_cor  )/pOmpA ompA™/pBAD28_cor _ )/pOmpA ompA™/pBAD28_cor _ )/pOmpA

(FhuA+, OmpA+, C0r+) (FhuA+, OmpA+, C0r+) (FhuA+, OmpA+, C0r+)

Figura 23. Ensayo de infeccion de ompA’/pC8 complementada con el plasmido pOmpA. Control negativo: BW25113 y ompA7/pBAD28_cor. Control positivo:
BW25113/pBAD28_cor. Se gotearon 10uL de la dilucién 101 hasta 108 del fago mEp167.
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9. Discusioén

En este trabajo, encontramos que las proteinas de membrana externa
OmpA, OmpC, OmpW, LamB son necesarias para que Cor pueda excluir al
fago FhuA-dependiente mEpl67; este comportamiento ya habia sido
observado por la M. en C. Emma Socorro Arguijo Herndndez (datos no
publicados) y correlaciona con lo que Uc-Mass et al., (2004), observo en su
trabajo y quien propuso que debido a la localizacién transmembranal de Cor
y a sus posibles residuos de aminoacidos que quedan libres en el periplasma
pudieran facilitar su interaccion con FhuA, de tal manera que Cor actuaria a
nivel de membrana bloqueando la eyeccion del DNA del fago. Este tipo de
sistema de exclusion de fagos ya ha sido reportado por ejemplo; la proteina
SieA del fago P22 de Salmonella typhimurium @ (9 @8 asimismo en la
conversion litica del fago T5 de E. coli la lipoproteina Llp inactiva al receptor
FhuA @7,

Por otro lado, cuando las diferentes mutantes que tienen fondo genético
fhuA® se transformaron con el plasmido pPHCCor y se gotearon los fagos
®80 y mEp167 (FhuA-dependientes) se esperaba observar exclusion de
estos fagos, pues como ya se hizo mencion Cor actla sobre FhuA para
inhibir a los fagos FhuA dependientes, sin embargo, no fue asi para algunas
mutantes, ya que la ompA~, ompC, ompF, ompW ~, lamB™ y fhuE"
presentaron infeccion positiva, ademas, este resultado coincidié con las
proteinas que co-purificaron en el ensayo de “pull-down” de Cor a partir de la
cepa silvestre W3110, las cuales se identificaron como LamB, OmpC, OmpA,
Slp y OmpW. Por lo que para tratar de determinar el posible orden en caso
de que hubiese, el hipotético complejo proteinico, se realiz6 nuevamente el
ensayo de “pull-down” de Cor pero ahora con cada una de las mutantes.
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Se encontré que la proteina Cor de 8kDa aparece en todas las mutantes
lamB~, fhuA~, fhuE™, ompC~, ompF~ y ompW", pero interesantemente en la
ompA~ la expresion de Cor mostr6 una notable disminucién aun cuando la
concentracion de proteina que se uso en el gel fue la misma para todas las
muestras. Esto nos condujo a otro planteamiento sobre la proteina OmpA, en
el cual al no estar presente OmpA, Cor pudiera no mantenerse en la
membrana por alguna inestabilidad (se explicara mas adelante) o Cor
pudiera no anclarse a OmpA y asi a la membrana externa. Por lo que una
posible explicacién es la evidencia que se tiene sobre el dominio C-terminal
de lipoproteinas PAL (Peptidoglycan-associated lipoproteins), que comparten
cierta homologia con el dominio C-terminal de OmpA, de tal forma que
ambos se asocian en el periplasma de manera no covalente con los
peptidoglicanos y por ende asociados a la membrana externa ©® ©9: incluso
a los PAL se les ha nombrado proteinas OmpA_C-like; por lo que ambos
dominios C-terminal pueden estar anclados a la membrana externa “9.
Entonces ya que se sugiere que Cor es una lipoproteina, puede ser que su
dominio C-terminal pudiera tener cierta homologia al de OmpA y por lo tanto
ambos estén anclados a los peptidoglicanos y por ende asociados a la
membrana externa. En adicién, la proteina OmpA es una de las proteinas

mas abundantes sobre la membrana externa de E. coli “?

, ya que existen
aproximadamente 100,000 moléculas por célula, por lo que es importante
para la estructura y estabilidad de la membrana externa “? “® Este
argumento fue demostrado por Wang “? al analizar la funcién estructural de
OmpA usando una mutante ompA™ (E98) y una mutante en el C-terminal
(E58), en donde la mutante E58 fue mas sensible al SDS (Dodecil sulfato de
sodio) que la mutante E98. Por lo tanto aunque Cor se esta sobreexpresando
no todas las moléculas pudieran estar anclandose a la membrana externa de
la mutante OmpA™. Esté inestabilidad de la OM debida a la falta de OmpA

pudiera ser la explicacion de la observaciéon difusa de la banda de Cor en el
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“pull-down”; mientras que en el resto de la mutantes si se observo a Cor ya
que estads son ompA” y en ellas la membrana externa seria mas estable, de
tal forma que en estds las moléculas de Cor quedarian ancladas

exitosamente a la membrana.

Finalmente encontramos que es las cantidades de las proteinas OmpA 'y Cor
son importantes para la exclusion del fago mEpl67 ya que, si se
complementd la mutante ompA~ y ademas esta expresando Cor (ompA”’ y
cor’), entonces deberia comportarse como la cepa control BW25113; pero no
fue asi, pues se observaron halos de infeccién. Esto nos llevé a plantear la
posibilidad de que no se estaban produciendo suficientes moléculas de
OmpA, de tal forma que fue por eso que se fue aumentando la concentracion
de IPTG para lograr producir mas OmpA, manteniendo constante la
concentracion Cor usando la arabinosa al 0.05% (esto porque de acuerdo al
Western blot (Figura 19), con esta concentracion se sobre expresa Cor); sin
embargo se observa que conforme se aumentd la IPTG sdélo se disminuyo la
intensidad del halo de infeccién adn y cuando se usé 0.5mM de IPTG;
cuando lo que esperabamos era observar la inhibiciébn completa del halo de
infeccion. Asi que otra vez esto nos lleva a plantear que el niumero de
moléculas de OmpA gue se estan produciendo aun no son suficientes para la
interaccién con Cor para que se excluya al fago. Por lo que si se retoma lo
antes mencionado acerca de que OmpA es de las proteinas mas abundantes
(100, 000 copias por célula), sobre la membrana externa y por ende su
funcién estructural. Entonces la posible explicacion es que aunque se esta
sobrexpresando OmpA en la mutante aln no se alcanzaria el niamero de
copias para mantener integra a la membrana y con ello darle estabilidad para
gque Cor quede anclado a la membrana externa, de tal manera que la
membrana continda en un estado laxo y sélo algunas moléculas de Cor

guedarian ancladas permitiendo la entrada del fago.
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De acuerdo a los objetivos, resultados y lo ya mencionado, las conclusiones

a las que llegamos son las siguientes.

10. Conclusiones

1. La expresion de las proteinas OmpA, OmpC, OmpW, LamB y Slp es
necesaria para que Cor excluya al fago mEp167 (FhuA-dependiente).

2. La proteina OmpA es necesaria para identificar la presencia de Cor en
la membrana externa de E. coli.

3. Se clon6 la proteina Cor en un vector inducible con arabinosa
compatible con el plasmido (coleccion ASKA™) que complementa a la
mutante OmpA.

4. La relacién estequiométrica de las proteinas OmpA y Cor sobre la
membrana externa es importante para la exclusion del fago mEp167.
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11. Conjetura

Con base en la literatura se plantea como perspectiva otra forma en que Cor
y OmpA probablemente interaccionan. Pudiera ser a través de TonB, ya que
se ha encontrado que el C-terminal de TonB interactia de manera no
especifica con otras proteinas de membrana externa independientes de
TonB, incluyendo a OmpA “® ¥ Aunado a esto se ha encontrado que el
mismo C-terminal forma un “motif” BRaB que se dimeriza “” “® y recluta
otros polipéptidos dentro de su lamina B “? ®%, de tal forma que Kaserer et
al. (2008), descubrié que la sobreexpresion de polipéptidos en un fondo
genético tonB*, inhibe la captacién de sideroforos “®. Por lo que cuando Cor
se transloca hacia la membrana externa posiblemente pudiera unirse al
dimero del C-terminal de TonB y este a su vez estuviera interactuando ya
sea con OmpA (TonB-independiente) o con FhuA (TonB-dependiente). Esta
posible interaccion del C-terminal de TonB con FhuA coincide con lo
observado por Uc-Mass et al. (2004), ya que en una mutante fhuA™ a la cual
se le deleto la TonB box, las funciones de TonB no se alteraron, por lo que
sugiri6 que TonB y FhuA podian interactuar por medio de otras regiones
ademas de la TonB box ®. Asi que esta observaciéon y sugerencia fue
demostrada por Kaserer et al. (2008), quien purifico el dominio C-terminal de
TonB y realiz6 ensayos de adsorcion en los que este se adsorbié a FepA
(TonB dependiente), a OmpA (TonB-independiente) y a una mutante en
TonB box de FepA, de tal forma que comprueba que la TonB box no es
indispensable para la interaccion de TonB con las proteinas de membrana
externa “®. Por lo que quedaria pendiente realizar experimentos para

comprobar si realmente TonB, Cor y OmpA, pueden estar relacionados.
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ANEXO 1.

Cepas, bacteriéfagos y plasmidos.

Tabla 3. Cepas de E. coli K-12, bacteriéfagos y plasmidos

Cepas, bgcte_riofagos y Genotipo o marcador Referencia
plasmidos relevante
Cepas
WSL10 F~ " rph” (51)

BW25113 rrnB3, Alacz4787, hsdR514
A(araBAD)567, (52)
A(rhaBAD)568, rph-1

C600 leuB6 thi-1 lacY1 supE44

thr-1 rfbD1 fhuA21 (53)

F, A(araD-araB)567,
AlacZ4787(::rrnB-3), 4,

BW25113 ompC::Tnl0 AompC768: :kan, rph-1, (54)
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F, A(araD-araB)567,
AlacZ4787(::rrnB-3), 1,

BW25113 fhuA::Tn10 AfhuA766::kan, rph-1, (54)
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F, A(araD-araB)567,
AlacZ4787(::rrnB-3), 4,

BW25113 fhuC::Tn10 AfhuC767: -kan, rph-1, (54)
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F, A(araD-araB)567,
AlacZ4787(::rrnB-3), 1,

BW25113 thuD::Tn10 AfhuD768: :kan, rph-1, (54)
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F, A(araD-araB)567,
AlacZ4787(::rrnB-3), 4,

BW25113 fhuE::Tn10 AfhuE764::kan, Vph-l, (54)
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514
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F, A(araD-araB)567,
AlacZ4787(::rrnB-3), 1,

BW25113 tolB::Tn10 AtolB789: :kan, rph-1, (54)
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F, A(araD-araB)567,
AlacZ4787(::rrnB-3), 1,

BW25113 ompW::Tn10 AompW764: :kan, rph-1, (54)
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F, A(araD-araB)567,

AlacZ4787(::rrnB-3), 1,
BW25113 lamB::Tn10 AlamB732: :kan, rph-1, (54)
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F, A(araD-araB)567,

BW25113slp::Tnl0  AlacZ4787(::rmB-3), 4, (54)
Aslp761::kan, rph-1,
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

A immy, CSH Collection

mEp167 immy, COImep167 (21)
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Plasmidos
pPHCCor bla lacl® pTrc cormepisr Arguijo-Hernandez., 2010.
pBAD28 bla rrnB pBAD (56)
pBAD28_cor bla rrnB pBAD cOrmepi67 En este trabajo.
pOmpA cat lacl® pT5-lac

(57)

Oligonucledétidos.

Tabla 4. Oligonucle6tidos usados para la Amplificacion de cor a partir de pPHCCor

Sentido_Nhel 5’ CTA GCT AGC TAG CAC ACA GGA AACAGACC 3

Antisentido_Hindlll 5° CAA AGC TTT TAT TTA CAT GTC GTG CTT GTG 3’
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ANEXO 2.

Medios de Cultivo.

Medios liquidos
1. Medio Luria Bertani (LB).

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 2L y se le agreg6 el agua destilada
~300mL, se agité hasta disolucion total y se llevo al volumen final de 1L e
inmediatamente se esterilizd en autoclave a 121°C por 15 minutos y una

presion de 15 Psi.

10g de Triptona
5g de Extracto de levadura
5g de Cloruro de sodio (NaCl)
1L de Agua destilada

2. Medio Super Optimal Broth (SOB).

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 2L y se le agreg6 el agua destilada
~300mL, se agitd hasta disolucion total y se llevo al volumen final de 1L, e
inmediatamente se esterilizO en autoclave a 121°C por 15 minutos y una
presion de 15 Psi, se dej6 temperar aproximadamente a 40°C y se
adicionaron las soluciones de KCl y MgSO, y se mezclo.

20g de Triptona
5g de Extracto de levadura
0.5g de Cloruro de sodio (NaCl)
2.5mL de Cloruro de potasio (KCI) al 1M; estéril.
10mL de Sulfato de magnesio (MgSO,) al 1M; estéril.
1L de Agua destilada
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3. Medio T® suave.

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 2L y se le agreg6 el agua destilada
~300mL, se agité hasta disolucion total y se llevo al volumen final de 1L e
inmediatamente se esterilizO en autoclave a 121°C por 15 minutos y una
presion de 15 Psi, se dej6 temperar aproximadamente a 40°C y se
adicionaron las soluciones de NaOH y MgSO, y se mezclo.

10g de Triptona

2.5g de Cloruro de sodio (NaCl)

2mL de Hidréxido de sodio (NaOH) al 2M; estéril.
10mL de Sulfato de magnesio MgSQO, al 1M; estéril.

4. Medio Super Broth (SB).

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 2L y se le agreg6 el agua destilada
~300mL, se agité hasta disolucion total y se llevo al volumen final de 1L e
inmediatamente se esterilizd en autoclave a 121°C por 15 minutos y una
presion de 15 Psi.

32g de Peptona

20g de Extracto de levadura
5g de Cloruro de sodio (NaCl)
1L de Agua destilada

Medios sélidos
1. Cajas con medio LB

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 2L y se le agreg6 el agua destilada
~300mL, se agité hasta disolucion total y se llevo al volumen final de 1L e

inmediatamente se esterilizd en autoclave a 121°C por 15 minutos y una
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presién de 15 Psi, se dej6 temperar aproximadamente a 45°C y se vaciaron
30mL en cada caja Petri.

10g de Triptona
5g de Extracto de levadura
5g de Cloruro de sodio (NaCl)
15g de Agar
1L de Agua destilada

2. Cajas con medio LB mas antibiotico.

Las cajas se preparon de la misma forma que la ya mencionada y los
antibidticos se agregaron una vez que el medio se tempero. Las
concentraciones finales de los antibiéticos usados en 1L de medio, se

muestran abajo.

Antibiético Concentracion del Volumen del Conce_ntracién
stock stock final
Ampicilina 100mg/mL 1mL 100pg/mL
Kanamicina 50mg/mL 1mL 50pug/mL
Cloranfenicol 34mg/mL 900uL 10pg/mL

3. Cajas de medio T® suave.

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 2L y se le agreg6 el agua destilada
~300mL, se agité hasta disolucion total y se llevd al volumen final de 1L e
inmediatamente se esterilizO en autoclave a 121°C por 15 minutos y una
presién de 15 Psi, se dejé temperar aproximadamente a 40°C y se adiciond
la solucién de NaOH, se mezcl6 y se vaciaron 30mL de cada caja Petri.

10g de Triptona

2.5g de Cloruro de sodio (NaCl)

10g de Agar

2mL de Hidréxido de sodio (NaOH) al 2M; estéril.
1L de Agua destilada
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4. Frascos con medio Nutrient Broth (stabs).

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 2L y se le agreg6 el agua destilada
~300mL, se agitd hasta disolucién total y se llevo al volumen final de 1L, se
esteriliz6 en autoclave a 121°C por 15 minutos y una presion de 15 Psi, se
dejé temperar aproximadamente a 40°C y se depositaron aproximadamente
3mL cada frasco.

10g de Nutrient Broth
8g de Cloruro de sodio (NaCl)
6g de Agar
1L de Agua destilada

Soluciones

1. Buffer TMG (Tris-base, Magnesio, Gelatina) pH 7.4

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un vaso de precipitados de 1L y se le agregé el agua destilada
~300mL, se agitdé hasta disolucién total y se llevo al volumen final de 1L,
después se adicionaron las soluciones de Tris-HCl y MgSO4 y se ajusto el
pH a 7.4 con KOH. Posteriormente se vaciaron 100mL en botellas con tapa
de baquelita y se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos y una
presion de 15 Psi.

11.79g de Cloruro de sodio (NaCl)

1g de Gelatina

1mL de Tris-HCl al 1M pH 8.0; estéril.

0.5mL de Sulfato de magnesio MgSO, al 1M; estéril.
1L de Agua destilada
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2. Buffer para electroforesis Tris-Acetato-EDTA (TAE) 50X.

Se peso el Tris y se colocd en un vaso de precipitados de 1L se agrego
500mL de agua destilada, se disolvid y se agreg6 el acido acético, se mezclo
y se adicion6 la solucion de EDTA pH 8.0. De esta solucion se tomaron 20mL
y se llevo a un volumen final de 1L para obtener una concentracion final de

1X para la electroforesis.

2429 de Tris-base
57.1mL de Acido acético glacial
100mL de EDTA al 5M pH 8.0

3. Solucién Acrilamida/Bisacrilamida 29:1.

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un vaso de precipitados de 500mL y se le agreg6 el agua
destilada ~50mL, se agité hasta disolucién y se llevo al volumen final de
100mL, después se filtré aplicando vacio.

299 de Acrilamida
19 de Bisacrilamida
100mL de Agua desionizada (MilliQ)

4. Buffer Tris-HCI/SDS PAGE.

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un vaso de precipitados de 500mL y se le agreg6 el agua
destilada ~50mL, se agité hasta disolucién y se llevo al volumen final de
100mL y se almacend en una botella con tapa de baquelita.
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36.4g de Tris-HCI
0.3g de SDS
100mL de Agua desionizada (MilliQ)

5. Buffer para SDS-PAGE anodo.

Se pes6 12.1g de Tris-base, se colocé en un vaso de precipitados de 1L y se
le agregd 800mL de agua destilada, se agitd hasta disolucién total y ajusto el
pH a 8.9 con HCI, se llevé al volumen final de 1L y se almacend en frasco de
1L.

6. Buffer para SDS-PAGE cétodo.

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un vaso de precipitados de 1L y se le agreg6 800mL de agua
destilada, se agitd hasta disolucion total y se ajusté el pH a 8.2 con KOH, se

llevé al volumen final de 1L y se almacend en un frasco de 1L.

12.1g de Tris-base
17.1g de Tricina
1.0g de SDS
1L de Agua destilada

7. Buffer PBS (Phosphate Buffered Saline) 1X

Se pesaron cada uno de los siguientes reactivos (ver abajo), después se
colocaron en un vaso de precipitados de 1L y se le agreg6 800mL de agua
destilada, se agitdé hasta disolucion total y se ajusto el pH a 7.4, se llevé al
volumen final de 1L y se almacené en un frasco de 1L.

8.06g de NaCl
0.22g de KCI
1.159 de Na,HPO,4
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0209 de KH>PO4
1L de Agua MilliQ

8. Buffer NTI-10-G

Se pesaron el Tris-base, NaCl y el Imidazol y se colocaron en un vaso de
precipitados de 1L y se le agregd 500mL de agua destilada, se agit6 hasta
disolucién total y se ajust6 el pH a 7.5 con HCI, después se agrego la Azida
de sodio y el glicerol, se mezclé y se llevdo al volumen final de 1L.
Posteriormente se filtré aplicando vacio y se almacené en un frasco de 1L.

2.5¢g de Tris-base
29.2g de NaCl
0.7g de Imidazol
0.4g de Azida de sodio
1269 de Glicerol
1L de Agua desionizada (MilliQ)

9. Buffer NTI-25-G

Se pesaron el Tris-base, NaCl y el Imidazol y se colocaron en un vaso de
precipitados de 1L y se le agreg6 500mL de agua destilada, se agit6 hasta
disolucién total y se ajust6 el pH a 7.5 con HCI, después se agrego la Azida
de sodio y el glicerol, se mezclé y se llevo al volumen final de 1L.
Posteriormente se filtré aplicando vacio y se almacend en un frasco de 1L.

2.5¢g de Tris-base
29.2g de NaCl
1.7g de Imidazol
0.4g de Azida de sodio
1269 de Glicerol
1L de Agua desionizada (MilliQ)
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10. Buffer NTI-500-G

Se pesaron el Tris-base, NaCl y el Imidazol y se colocaron en un vaso de
precipitados de 1L y se le agregé 500mL de agua destilada, se agitd hasta
disolucién total y se ajust6 el pH a 7.5 con HCI, después se agrego la Azida
de sodio y el glicerol y se llevé al volumen final delL. Posteriormente se filtrd
aplicando vacio y se almacené en un frasco de 1L.

2.5¢g de Tris-base
29.2g de NaCl
34.0g de Imidazol
0.4g de Azida de sodio
1269 de Glicerol
1L de Agua desionizada (MilliQ)
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