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RESUMEN

La exclusion a la superinfeccion (Sie) por bacteridfagos, es observada frecuentemente en
bacterias lisogenas. Se le ha asociado a un gen moron (unidades de transcripcion
independientes diseminadas entre los genomas del fago mediante transferencia horizontal de
genes), relacionado con la region de plasticidad gendomica del profago. El producto del gen cor
del profago mEpl67 lleva a cabo la Sie de fagos FhuA dependientes. En este trabajo
presentamos las evidencias de que Cor es una lipoproteina de membrana externa (OM). Las
mutantes de Cor corCl17F y corAl8D pierden la capacidad de excluir fagos FhuA
dependientes en la cepa silvestre de Escherichia coli W3110. Cor silvestre presentd dos
bandas que corresponden a las pre-prolipoproteina/prolipoproteina y la lipoproteina. La
mutante CorC17F present6 solo una banda relacionada con la pre-prolipoproteina, y CorA18D
dos bandas similares a la Cor silvestre, sin embargo debido a que en esta ultima, la
lipoproteina tiene al Asp en la posicion +2, podria hacer que se quede en la membrana
citoplasmatica (IM). Cor reconocié a una proteina entre los 25 y 37 kDa, que podria
corresponder a OmpA en el ensayo de Overlay, y en el ensayo de Co-purificacion con Cor
aclopadao al andlisis de LC_ESI MS/MS, se detectaron los péptidos para OmpA, OmpC,
OmpF, OmpW y LamB. Las células FhuA* con mutaciones en cualquiera de las proteinas de
membrana externa (ompA-, ompC-, ompF-, ompW-, fhuE"y lamB") y que sobreexpresan Cor no
fueron capaces de excluir a fagos FhuA dependientes. Sin embargo cuando se suplementaron
con los plasmidos para sobreexpresar las proteinas de membrana correspondientes, se
restablecid la exclusion. Se puede decir que en el mecanismo de Sie mediado por Cor sobre
fagos FhuA dependientes requiere proteinas adicionales y especificas que permitirdn la

exclusion.



ABSTRACT

Superinfection exclusion (Sie) of FhuA-dependent phages is carried out by Cor in the
Escherichia coli mEpl167 prophage lysogenic strain. In this work, we present evidence that
Cor is an outer membrane (OM) lipoprotein that requires the participation of additional outer
membrane proteins (OMPs) to exclude FhuA-dependent phages. Two Cor species of ~13 and
~8.5 kDa corresponding to the preprolipoprotein/prolipoprotein and lipoprotein were observed
by Western blot. Cor cell mutants CorC17F, CorA18D, CorC17FA18D, CorAS57E, CorN62D,
CorS67R and CorA57-59 lost the Sie phenotype for FhuA-dependent phages. A copurification
affinity binding assay combined with LC_ESI MS/MS showed that Cor bound to OMPs:
OmpA, OmpC, OmpF, OmpW, LamB, and Slp. Interestingly, Sie for FhuA-dependent phages
was reduced on Cor overexpressing FhuA+ mutant strains, where ompA, ompC, ompF, ompW,
lamB, fhuFE, genes were knocked out. The exclusion was restored when these strains were
supplemented with plasmids expressing these genes. Sie was not lost in other Cor
overexpressing FhuA+ null mutant strains JW3938(btuB-), JW5100(t0/B-), JW3474(slp-).
These results indicate that Cor interacts and requires some OMPs to exclude FhuA-dependent

phages.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de bacteriofagos

Los bacteriofagos definidos como: “los que comen bacterias” son las entidades genéticas
semi-autonomas mas abundantes en el planeta; los fagos existen en la naturaleza como
viriones o profagos, la cual es una forma en la que sus genomas son mantenido como un
plasmido de replicacion autonoma o estan integrados en el cromosoma bacteriano y se replica
pasivamente. Diversos en tamafo, morfologia y organizacion genomica, todos, contienen un
genoma de acido nucleico empaquetado por una cubierta de proteinas, la capside, que protege
el acido nucleico del entorno extracelular [1], en los fagos caudovirales, la cola o cauda es una
maquina compleja que desempefia un papel central en el reconocimiento y fijacion a la célula
huésped, la penetracion a la membrana celular y la eyeccion del genoma viral [2]; por ejemplo
el cromosoma del bacteriéfago A forma una molécula de ADN (Acido desoxirribonucleico )de
doble cadena, de 48,502 pb, la capside tiene una estructura icosaédrica, con un didmetro
aproximado de 0.05 p, y unido a ésta, la proyeccion tubular de 0.15 pm de longitud [3].

Se estima que la relacion bacteria fago en la naturaleza es de 1:10; descritos hace
aproximadamente un siglo por Frederick Tworty Félix d'Herelle, han sido elementos
fundamentales como modelos, para comprender los principios de la biologia molecular; son
ubicuos y algunos autores consideran la teoria “everything is everywhere”, esto es que todos
los tipos de fagos estdn en todas partes, sin embargo los estudios biogeograficos han
determinado que las bacterias tienen localizacion y temporalidad especifica, por ende los fagos
también tendran que tener patrones de localizacion acorde a su hospedero. En los ecosistemas,
la mortalidad inducida por los fagos es el principal mecanismo para el mantenimiento
sustentable de los microbiomas e indirectamente contribuyen al reciclado de nutrientes
organicos e inorganicos. Los bacteriofagos son especificos con respecto a sus hospederos, y
por lo general, solo infectan una especie bacteriana o incluso solo cepas especificas de una
especie. Fagos y bacterias estan inmersos en un ciclo continuo de coevolucién o seleccion
natural, representado por la resistencia del hospedero y mediada por estructuras superficiales y
mecanismos intracelulares que actian como sistemas antivirales a la infeccion, versus la
diversificacion de los fagos para sortear los mecanismos de resistencia. A este fendmeno de
cambios entre la resistencia de la bacteria y la infectividad de los fagos se ha denominado

coevolucion antagonista [4], en donde la variabilidad genética de la bacteria aumenta en
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proporcion a la presion ejercida por su depredador. Los huéspedes insensibles a los fagos
emergentes contribuyen a preservar los linajes bacterianos. Como parasitos, los fagos realizan
su ciclo bioldgico en una bacteria hospedera; para el éxito de la infeccion (definido por la
produccion de progenie viral), se requiere que ademés de ser infectada, la célula sea
permisible, esto significa que cuente con los requerimientos necesarios para el ensamblado de
viriones. La infeccion de fago puede alterar también la fisiologia bacteriana, mediante la
transferencia horizontal de genes adaptativos accesorios, tales como resistencia a antibidticos
o produccion de toxinas en cepas lisogénicas; ejemplos son la toxina del colera en Vibrio
cholerae, la toxina diftérica en Corynebacterium diphtheriae, la neurotoxina botulinica en
Clostridium botulinum, la toxina binaria de Clostridium difficile y la toxina Shiga de especies
de Shigella. Aunque los bacteridfagos no pueden infectar ni replicarse en células humanas, son
parte importante del microbioma humano y un mediador critico del intercambio genético entre

bacterias patogenas y no patdgenas mediante mecanismos de transduccion [1, 5, 6, 7].

1.2 Proceso de infeccion bacteriofago vs bacteria

1.2.1 Adsorcion del bacteriofago a la bacteria

El proceso infectivo del bacteriéfago inicia por el sondeo y rastreo del receptor en el
hospedero, seguido de la adsorcion que se realiza en dos etapas, la primera tiene caracter
reversible y localiza a un receptor primario (por ser el primero en ser reconocido), por
ejemplo, los lipolisacaridos (LPS) para los fagos T5, K20, Ox2, T2, A, mEp021, mEp167 y
mEp213 [8, 9, 10, 11, 12], en esta etapa, la disociacion de los fagos de la superficie celular es
posible, con la preservacion de la viabilidad de la particula viral, en la segunda etapa el fago
reconoce a su receptor principal o secundario, proceso altamente especifico e irreversible que
conduce a la activacion de mecanismos moleculares de infeccion (contraccion de la cola en el
caso de los myo- fagos caudovirales) en el virion, necesarios para formar un canal con funcion
de eyeccion y suministro del genoma del fago a través de la envoltura celular que finalmente
resulta en la infeccion celular. A nivel molecular la adsorcion implica la interaccion entre el
receptor y las adhesinas presentes en la cola del fago, también llamadas proteinas de union a
receptores (RBPs), esta interaccion tiene una correspondencia estérica exacta como la descrita
en el reconocimiento antigeno anticuerpo; en algunos casos, la adsorcion también puede

involucrar proteinas de la capside, por ejemplo, el fago phiCb13 de Caulobacter crescentus
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tiene protuberancias filamentosas localizada en los vértices de su capside icosaédrica, estos
filamentos interactiian con la flagelina de las células moviles de C. crescentus y enrollan el
filamento flagelar de tal manera que, debido a la rotacion del flagelo, la particula del fago
desciende a la superficie de la célula como una tuerca que se mueve alrededor del hilo en un
tornillo. La transicion a la adsorcion irreversible generalmente requiere la union adicional de
una proteina del fago al receptor secundario, ya sea utilizando el mismo RBP u otro diferente
al empleado para la unién reversible [13], por ejemplo el fago TS5 tiene dos componentes en la
cola para adsorberse en la membrana: la RBP (pb5 codificado por el gen oad) y las fibras de la
cola en forma de L, que se unen a FhuA (receptor para ferricromo) y al lipopolisacarido (LPS),
respectivamente [14]. La naturaleza de los receptores utilizados por los fagos es diversa (ver
Tabla 1) e incluye porinas como OmpA presentes en la OM de E. coli en cantidades de hasta
10° copias, también proteinas como NfrA (receptor del fago N4), con 5 copias por célula; el
nimero de copias por célula contribuye a variaciones en la cinética de adsorcion del
bacteriofago, pero tedricamente solo una molécula receptora es suficiente para que una

infeccion sea exitosa [13].

Tabla 1
Ejemplo de receptores de bacteriofagos
Fago Grupo Hospedero Receptor Receptor Observaciones
primario secundario
T1 T1-like E. coli ? FhuA Se han obtenido mutantes en una
(requiere bacteria que no necesita la energia
TonB) transducida por TonB y un fago que no
depende en la proteina FhuA.
T4 T4-like E. coli, Shigella OmpC LPS fosfolipidos de la IM
puede ser un receptor terciario; el
fago interactua con mucina a través de
la proteina Hoc
T5 T5-like E. coli Antigeno O de FhuA
LPS
BF23 T5-like E. coli LPS BtuB
Iy Lambdoide E. coli OmpC LamB
(A —like)
P22 Lambdoide E. coli Antigeno O de LPS?
(P22-like) LPS
Sfe ? Shigella LPS OmpA, Loops 2, 4 de OmpA.
flexneri OmpC
N4 N4-like E. coli ? NfrA La interaccion es via la proteina del
tallo (gp65).
G7C N4-like E. coli Antigeno O de ? La acetilacion de los LPS es necesaria.
LPS
CP81y ? Campylobacter  Exopolisacarido ?
fagos Jjejuni
relacionados NCTC12658
VP35 ? Vibrio cholera ? OmpW

Ol El Tor
(?) Desconocido. Tomada y modificada de Letarov y Kulikov (2017) [13].
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1.2.2 Inyeccion del genoma fagico

Posterior al reconocimiento del receptor principal sigue la eyeccion del genoma de la cépside
del bacteriofago a la célula hospedera, para realizar este proceso, en los podofagos la cola del
fago penetra a través de la membrana celular. La estructura de la cola es una compleja
maquinaria dindmica, en el fago T7 estd conformada de 12 unidades de la proteina gp8, seis
trimeros de gpl7, dos dodecameros de gpll y un hexdmero de gpl2, la cola atraviesa
aproximadamente 450 angstrom (A) de envoltura celular y en la parte interna de la cola, las
proteinas gpl4, gpl5 y gp16 forman un poro por el cual el ADN liberado de la capside pasa al
citoplasma de la célula, este proceso no esta totalmente descrito, y el comienzo de la eyeccion
es un proceso fisicoquimico regulado por cambios estructurales en la cola (Figura 1). Un
mecanismo similar se ha descrito en el fago $29 de Bacillus subtilis, en este caso la cola del
fago penetra hasta la IM y permite la liberacion del ADN al citoplasma bacteriano [2].
También se han descrito otras funciones de la cola por ejemplo en el fago P22 la gp9 se une a
el antigeno O de los LPS y rompe el enlace a (1,3-) O-glicosidico entre la galactosa y la
ramnosa [15]. Después de la entrada de aproximadamente 1/3 del genoma, el proceso se
suspende, y empieza la transcripcion de genes tempranos o precoces ubicados en el segmento
del genoma penetrado, los productos de estos genes aseguran el "secuestro" de la maquinaria
celular para el metabolismo del fago. Por ejemplo, el fago T7 tiene genes inhibidores de los
sistemas de restriccion-modificacion de células hospedadoras y el fago T5 provoca la
degradacion del ADN celular incluso antes de la completa internalizacion del genoma del
fago. La penetracion completa del ADN requiere de la actividad de proteinas del fago
expresadas desde el segmento "lider" de su genoma y depende de la energia metabolica
celular, en el fago T7, el motor que empuja el ADN a la célula es la T7- ARN polimerasa [13].
Posterior al reconocimiento del receptor principal en la OM, para la inyeccidon de su genoma,
A requiere sortear el obstaculo de la IM, y para esto utiliza el complejo PtsM [16]. Por otro
lado, los fagos C1 y C6, cuyos receptores hospederos son BtuB y FhuA, y para llevar
eficientemente sus infecciones requieren de las proteinas DcrA de IM y DcrB del espacio
periplasmico, respectivamente [17]. El fago T1 que utiliza también a FhuA como receptor,
ademdas es TonB dependiente, por esto, aunque varios fagos utilicen un mismo receptor
requieren de proteinas adicionales y diferentes para que el material genético atraviese la

estructura membranal, recientemente, se ha reportado que la Tape measure protein (TMP) de
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la cola del fago HK97, requiere de la chaperona del periplasma FkpA y de la proteina PtsG

(Phosphotransferase system of Glucose) de IM para su eyeccion [18].

Pre adsorcion

€ o~

Durante lainyeccion del material genético

gpll

b gp17_>J KJ {—Esplculas
W
Cépside Membrana externa
gplz—%
) i % Cola
[ ; = - 1

> .

/ Membrana interna

Formacioén de poro interno por las
proteinas gpl14,gpl5ygpl6

Figura 1 Representacion del cambio estructural de T7 durante la infeccion. (a) Estructura en la pre adsorcion
y (b) durante la inyeccion del material genético. Durante la adsorcion las fibras de la cola se reordenan y la cola a
traviesa la OM. El ADN pasa a través de un poro que se forma en el nucleo de la cola. Tomada y modificada de
Bhardwaj et al., 2014 [15].

1.3 Sie (Exclusion a la Superinfeccion)

Aun las bacterias lisdgenas, estan en riesgo de sufrir la superinfeccion por otros fagos; de
efectuarse esta infeccion, el fago infectivo competira por los recursos de la célula hospedera.
Ciertos profagos han desarrollado diversos mecanismos, alterando la morfologia de la
envoltura de las bacterias o bien expresando proteinas especificas que las vuelven resistentes a
la infeccion por otros fagos. A este fenomeno se le ha definido como Exclusién a la
Superinfeccion (Sie: Superinfection exclusion) [19]. La Sie esta regulada por proteinas fagicas
que bloquean la entrada del ADN del fago superinfectante a la célula por lo que se sugiere que
estas proteinas estdn ancladas en la membrana celular y asociadas a las proteinas que son
reconocidas por los fagos, como son los receptores.

Las cepas infectadas con el fago TS expresan la lipoproteina Llp que bloquea la funcionalidad
del receptor para ferricromo FhuA e impide la reinfeccion por fagos FhuA dependientes [20].

La inactivacion del receptor no solo es ventajosa para prevenir la superinfeccion de la bacteria
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lisdgena, sino que también impide la adsorcién de los fagos liberados durante la lisis celular

[21].

El fago T4, inhibe la reinfeccion por dos sistemas independientes: I) la proteina Imm de T4 se
localiza en la membrana de las células infectadas y modifica la conformacion del sitio de
inyeccion impidiendo la entrada de otro ADN al citoplasma bacteriano; II) la proteina Sp de
T4 impide la degradacion del peptidoglucano por la lisozima presente en la cola del fago de
esta manera imposibilita la infeccion. El profago TP-J34 de Streptococcus thermophilus
codifica para la lipoproteina LTP que también inhibe la infeccion por este mecanismo [22].
SieA y SieB del profago P22 de Salmonella typhimurium excluyen a los fagos heteroinmunes
L, MG178 y MG40 [23], se propone que SieA es una proteina de IM que bloquea la
transferencia de ADN al citoplasma [24, 25]. El producto gp15 del profago HK97 de E. coli es
una proteina de IM y excluye a los fagos HK75 y HK97, funciona independiente del represor
de inmunidad, recientemente se reportd que gpl5 interactua sobre un complejo TMP-PtsG
(Tape measure protein-Phosphotransferase system of Glucose) cambiando su conformacion e

inhibiendo la inyeccion del ADN al citoplasma [18, 26].

1.4 Infeccion abortiva (Abi)

Las bacterias pueden utilizar estrategias suicidas para abortar la propagacion de los fagos. El
sistema Rex (Abi) descrito en lisogenas del fago A, codifica para dos proteinas RexA y RexB
que excluyen el fago mutante T4rll. Cuando ocurre la eyeccion del ADN del fago en la
lisdgena, una proteina se une al ADN que estd ingresando a la célula y activa a RexA. RexA es
un sensor intracelular que activa la OMP RexB. Se necesitan al menos dos proteinas RexA
para activar una proteina RexB. RexB forma un canal i6nico que despolariza la membrana,
con una caida de ATP intracelular, se disminuye la sintesis de macromoléculas y detiene la
multiplicacion celular [22]. El profago el4 de E. coli K12 codifica para la proteina Lit que
abortan la infeccién por inhibicion de la traduccion. Lit posee un dominio de metaloproteasa
de zinc y escinde el factor de elongacion Tu (EF-Tu) y de esta manera bloquea la sintesis de
proteinas celulares (Figura 2). Lit es activado cuando la proteina principal de la capside Gp23

(o Péptido Gol) del fago T4 se une al factor de elongacion ribosomal Tu (EF-Tu). Derivados
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de T4 que tienen mutaciones en gol no activan Lit y por lo tanto son capaces de replicar en

cepas Lit" [27].
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Figura 2 Mecanismo de Sistema abortivo de la infeccion (Abi). (a) RexAB es activado por el complejo
formado entre el ADN del fago y proteinas durante la replicacion. RexB es activada por RexA y forma un canal
ionico en la membrana celular que la desporaliza y la célula muere. (b) Lit es una metaloproteasa que bloquea
la maquinaria de traduccion, al escindir el factor de elongacion EF-Tu, de tal manera que la produccion de
proteinas del fago y de la bacteria es inhibida, entonces la bacteria muere. Tomada de Dy et al., 2014 [27].

1.5 Mecanismos bacterianos de resistencia a fagos

La bacteria resiste la infeccion fagica mediante diversos mecanismos como son: la resistencia
a la adsorcion que reduce la interaccion entre la bacteria-fago, y el bloqueo a la introduccion

del genoma viral, la restriccion-modificacion y por el sistema CRISPR [28].

1.5.1 Resistencia a la adsorcion

En la inhibicién de la infeccion por interferencia en la adsorcion (Figura 3) se han descrito tres
estrategias: I) Mutacién o bloqueo del receptor: Staphylococcus aureus produce la proteina
A que es un factor de virulencia asociado a la superficie celular, se ha demostrado que la
adsorcion de fagos disminuye en presencia de esta proteina. El plasmido F codifica para la
OMP TraT que enmascara al receptor OmpT e inhibe la adsorcion de colifagos T-like [13]. IT)
Produccion de una matriz extracelular que oculta los receptores: de manera natural, estos
polimeros promueven la supervivencia de la bacteria en microambientes hostiles e inhiben
mecanismos de defensa, a su vez forman una barrera fisica entre el fago y su receptor; la
naturaleza de esta matriz es variada, por ejemplo: a) en Pseudomonas spp y Azotobacter spp la
matriz estd compuesta de alginatos e incrementan la resistencia a fagos, b) en cepas de

Lactococcus, la adsorcion se inhibe por un aumento en el nivel del acido lipoteicoico en la
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superficie de la célula y por la produccion de una capa que contiene galactosa y/o ramnosa, los
genes involucrados en estos productos se encuentran codificadas en un plasmido. La
produccion de la matriz extracelular no siempre es eficaz para prevenir la adsorcion del fago,
algunos fagos reconocen los polimeros de la matriz y portan enzimas (hidrolasas y liasas)
capaces de degradarla, por ejemplo, el fago F116 de Pseudomonas spp produce una liasa que
dispersa los alginatos. Ademas algunos fagos utilizan componentes de la matriz durante el
proceso de infeccion, por ejemplo, el fago ¢PLS-1 de Pseudomonas spp se adsorbe en los
alginatos, el P22 de Salmonella en el antigeno O de los lipolisacaridos, el fago ¢$V10 reconoce
al antigeno O de E. coli O157:H7, en estos casos, las mutantes previenen la adsorcion; en
cepas de Haemophilus influenzae la modificacion del gen lic2A que codifica para una proteina
con funcidn en la sintesis de LPS, previene la adsorcion del fago HP1cl. Cepas de Klebsiella
bloquean la infeccion por el fago FC3-10 al inhibir la produccion de su propia cépsula. IIT)
Produccién de inhibidores competitivos: en este caso las moléculas que naturalmente estan
presentes en los microambientes bacterianos pueden unirse a los receptores de la membrana
celular e impiden que estos puedan ser reconocidos por los fagos, por ejemplo, la microcina
J25 producida por cepas de E. colien condiciones de déficit de nutrientes se une a FhuA y

compite con fagos FhuA dependientes, por ejemplo, T1, TS5 y ¢80 entre otros [22].

/a
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K 0 ProteinaA © l::;::;:::;do ’ O O Receptoresdefagos Q8 ppg ®enmascaramient0/

Figura 3 Diferentes estrategias utilizadas por las bacterias para bloquear la adsorcién de fagos. La
adsorcion de fagos a la superficie de las células bacterianas se produce mediante el reconocimiento de un
receptor. a: (1) Modificacion de receptores de superficie celular; (2) los fagos se pueden adaptar para reconocer
estos nuevos receptores. (3) Las bacterias también pueden producir proteinas que enmascaran el receptor del
fago; (4) Staphylococcus aureus produce proteina A, que reduce la adsorcion de fagos. b: La adsorcion de fagos
también puede ser bloqueada por la produccion de exopolisacaridos (EPS), pero los fagos producen una
polisacérido liasa o la polisacarido hidrolasa para escindir EPS. c: Los fagos también han evolucionado para
reconocer especificamente polisacaridos tales como Antigenos O y antigenos K. Tomada de Labrie et al., 2010
[22].
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1.5.2 Bloqueo de la introduccion del genoma viral

Estos mecanismos evitan que los genomas de los fagos adsorbidos lleguen al citoplasma
bacteriano, algunos genes estan asociados con el cromosoma bacteriano y otros a plasmidos o
a genes de profagos (ver apartado 1.3 Sie). Fagos de Lactococcus requieren de la proteina de
membrana PIP (phage infection protein) para introducir su genoma, cuando esta proteina es

mutada la bacteria es resistente a la infeccion [28].

1.5.3 Restriccion modificacion (R-M)

La funcion principal del sistema R-M es proteger a la célula contra la invasion de un ADN
foraneo, por lo que se considera el sistema inmune innato de las bacterias.

Los sistemas R-M estan compuestos por: (a) una metiltransferasa (MTase) que modifica las
bases de ADN de una secuencia especifica mediante la transferencia de un grupo metilo a
ambas cadenas y (b) una endonucleasa de restriccion (REase) que reconoce y escinde las
secuencias de ADN no metilado. Las secuencias metiladas se discriminan entre ellas, por lo
que estan protegidas, mientras que las secuencias extrafias no metiladas se consideran no
propias y son degradadas. Los sistemas de R-M, se clasifican en cuatro familias, 1) por la
composicion de sus subunidades, 2) reconocimiento de la secuencia de ADN, 3) la posicion de
escision, requisitos del cofactor y 4) especificidad del sustrato. El ADN del fago no metilado,
en la célula es reconocido por el sistema R-M y es rapidamente degradado, o en menor
medida, metilado por la metilasa bacteriana, para evitar su restriccion, lo que conduce a la
iniciacion del ciclo litico del fago. El destino del ADN del fago es determinado por la tasa de
procesamiento de las enzimas. Cuando el ADN del fago es metilado, los nuevos viriones se
vuelven insensibles a la enzima de restriccion analoga e infectan facilmente a las células que
contienen el mismo sistema R-M. Para hacer frente a los sistemas R-M, los fagos han
desarrollado estrategias antirrestriccion; una es la ausencia en su genoma de sitios de
reconocimiento para endonucleasa a través de la acumulacion de mutaciones puntuales, por
ejemplo, el fago K de Staphylococcus no tiene sitios para Sau3A. La eficacia antiviral de un
sistema R-M es directamente proporcional al nimero de sitios de reconocimiento en un ADN
del genoma viral. Ademads, algunos fagos han superado los sistemas R-M a través de la

adquisicion de gen(es) metilasa(s) en su genoma. El genoma del fago T4 contiene la base
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inusual hidroximetilcitosina (HMC) en lugar de la citosina, esta modificacion lo hace
insensible a los sistemas R-M. En la carrera de co-evolutiva, algunas bacterias han adquirido
la capacidad de atacar el ADN del fago modificado, por ejemplo, la E. coli CT596 es capaz de
atacar el ADN glucosilado. Algunos fagos similares a T4 tienen un gen que codifica para la
proteina interna I (IPI), que desactiva el sistema GmrS-GmrD, durante la infeccion, la IPI
madura se inyecta en la célula huésped junto con el genoma del fago e interactua con el
complejo GmrS-GmrD para desactivar su actividad de restriccion. El colifago P1, posee

proteinas que se inyectan con su genoma y enmascaran los sitios de restriccion [22].

1.5.4 CRISPR

CRISPR significa repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas, y son locis generalmente compuestos por repeticiones de 21-48 pb e
intercalados por espaciadores no repetitivos (26-72 pb) de largo, y flanqueados por un nimero
variable de genes cas que confiere inmunidad adaptativa contra elementos exdgenos. El
sistema tipo I-F de CRISPR-Cas regula la defensa contra los fagos. La inmunizacion mediada
por CRISPR ocurre en tres pasos, en primer lugar, las proteinas Casl y Cas2 reconocen una
secuencia diana dentro del genoma del fago invasor y la incorporan en el /oci de CRISPR
como un espaciador. A continuacion, el /oci CRISPR se transcribe en un ARN pre-CRISPR
largo (ARNcr) y se escinde en las secuencias repetidas para producir el ARNcr maduro que
proporcionan el emparejamiento de bases complementarias con el ADN extrano invasor. Esta
union estd mediada por la endonucleasa de la proteina Csy4, que permanece unida al extremo
3' del ARNcr. Finalmente, el complejo crRNA-Csy4 interactiia con las proteinas Csyl, Csy2 y
Csy3 para formar el complejo Csy. Una vez que se une al ADN, el complejo Csy recluta la
proteina Cas helicasa-nucleasa, que media la degradaciéon del ADN diana. Fagos de
Pseudomonas aeruginosa codifican para proteinas que inactivan el sistema CRISPR-Cas. Se
identificaron un total de cinco familias diferentes de proteinas anti-CRISPR que inhiben el
sistema de tipo I-F y cuatro familias de proteinas que inhiben el sistema de tipo I-E. Los genes

anti-CRISPR se expresan en el profago y durante una infeccion por fagos liticos [29].
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Figura 4 Representacion del ciclo de infeccion de los fagos liticos y los sistemas bacterianos antifagos. La
bacteria posee estrategias de defensa en las diferentes fases del ciclo de infeccion viral, adsorcion vs inhibicion
de la adsorcion; inyeccion del genoma viral vs inhibicion de la inyeccion; cuando el ADN fagico esta en el
citoplasma se pueden activar mecanismos de Restriccion-modificacion; durante la replicacion la infeccion se
aborta por la activacion del sistema CRISPRs. Tomada de Dy et al., 2014 [27].

1.6 Envoltura bacteriana

En el proceso de infeccion la envoltura bacteriana representa la barrera fisica que el fago debe
de sortear. En las bacterias Gram-negativas esta ésta conformada por: 1. La OM, formada por
una bicapa lipidica de forma asimétrica, compuesta de fosfolipidos y de LPS porcion interna y
externa, respectivamente, que separa el periplasma del medio externo 2. El periplasma, que es
aproximadamente el 10% del volumen celular, de consistencia viscosa y compuesto de
peptidoglucano y proteinas solubles. Funciona como un citoexqueleto extracitoplasmatico, en
este compartimento se realiza el plegamiento y transporte de OMPs, y 3. La IM que separa y
esta en contacto directo con el citoplasma y el periplasma; conformada por una bicapa de
fosfolipidos y proteinas de dos tipos: 1) integrales de membrana generalmente formada por o-
hélices y II) lipoproteinas ancladas a la porcion interna de la membrana [30]. Los fosfolipidos
presentes en la OM son andlogos a los de IM. Ademas por encima de la OM algunas cepas
presentan polisacaridos capsulares, exopolisacaridos y otras moléculas de polisacaridos, que

forma una capa morfolégicamente estructurada, que pueden actuar como el componente
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principal de la matriz del biofilm y como mecanismo de resistencia a la infeccion por fagos.
La distribucion espacial de los componentes membranales, y en especifico de las proteinas no
esta completamente descrita, en E. coli los flagelos y el pili estdn anclados alrededor de toda la
membrana, mientras que en Pseudomona aeruginosa 'y Vibrio cholerae solo se encuentran en
un polo. Se han descrito que el receptor LamB no se distribuye de manera uniforme en la
membrana y asi su patrén de distribucion se clasifica en dos poblaciones, una movil y otra
inmovil, la distribucion de la poblacion movil depende del tamano de la célula y sigue un

patrén relacionado a la poblacion inmévil [31].

Espacio utﬂcelth

Citoplasma
Proteina de brana interna

Figura 5 Estructura general de la membrana de Escherichia coli. El citoplasma estd rodeado por una IM, el
periplasma y la OM. La IM es una bicapa lipidica simétrica compuesta por fosfolipidos (PL) y proteinas
integrales de membrana con caracteristicas o-hélices con dominios transmembrana. El periplasma es un
compartimiento acuoso ubicado entre el MI y la OM, que alberga la pared celular compuesto por peptidoglucano.
La OM es una bicapa lipidica asimétrica que contiene PL en la porcion interior y LPS en el espacio externo. La
OM también contiene proteinas integrales, plegadas en conformacion de B-barril. Ambas membranas contienen
lipoproteinas que estan ancladas a sus caras periplasmicas. Tomada y modificada de Ruiz et al., 2006 [30].

1.6.1 Membrana externa (OM)

La OM funciona como una barrera de protecciéon que controla la entrada y salida de solutos,
evita la entrada de moléculas toxicas y le permite a la bacteria habitar en diferentes
ecosistemas; una caracteristica fundamental de las proteinas de OM son los [-barriles
transmembranales que la conforman, también presentes en la membrana de cloroplastos y
mitocondrias, y que pueden ser reconocidos como receptores primarios o secundarios; el canal

de los barriles es de caracter hidrofilico, mientras que el exterior es hidrofobico, las regiones
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que unen las cadenas B de la estructura secundaria de porinas se denominan “loops” y también

puede ser reconocidos dos por fagos para el inicio del ciclo de infeccion [13].
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Figura 6 Las proteinas de membrana externa (OMPs) se encuentran predominantemente como p-barriles.
Como monomero, Pla de Yersinia pestis; como dimero y trimero de -barriles individuales, OmpLA de E. coli y
OprP de Pseudomonas aeruginosa, respectivamente; a diferencia de las anteriores TolC de E. coli es ejemplo de
un oligdmero donde tres subunidades se unen para formar un B-barril. Tomada y modificada Kim et al., 2012
[32].

Basados en la funcion las proteinas de OM (OMPs) se clasifican en seis categorias: I) porinas
no especificas, II) canales sustrato especificos, III) translocones para exportacion de sustratos,
IV) autotransportadores, V) enzimas y VI) proteinas estructurales de membrana. Las porinas
no especificas permiten el paso por difusion pasiva de moléculas hidrofilicas pequefias. Los
canales sustrato especifico permiten el paso solo de determinadas moléculas por difusion
pasiva y transporte activo, por ejemplo, vitaminas y azucares (ver Tabla 2). Los translocones
incluyen OMPs con funciones de exporte de proteinas, farmacos y moléculas relacionadas.
Los autotransportadores pertenecen a la categoria de OMPs que secretan desechos, proteinas
como factores de virulencia, moléculas para adhesion celular, son encontrados en cepas
patdégenas. Las OMPs que se clasifican como enzimas tienen actividad de proteasas y
fosfolipasas. La ultima categoria de OMPs contribuye a la formacion de la pared celular con
funcién estructural para el mantenimiento de la integridad, incluye proteinas y receptores. El
rango de tamafio de las OMPs va de 8 a 26 cadenas B, arregladas en monomeros a trimeros y
en un numero de copias de cientos a miles de copias por célula, por ejemplo, la fosfolipasa
OmpLA solo es funcional cuando esta como dimero [32]. En algunos casos, las proteinas de

sistemas de transporte especificos se puede unir a proteinas citoplasmaticas a través de
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proteinas periplasmicas (transductores de energia). Para algunos fagos, la energia es necesaria
para la internalizacion exitosa de el material genético; en otros casos, la proteina de OM (que

actiia como receptor) es suficiente.

Tabla 2

Ejemplo de OMPs de Escherichia coli

Proteina Numero de Peso molecular Estado de Funcién
cadenas 8 (kDa) oligomerizaciéon

OmpA 8 37.2 Dimero Porina y receptor

OmpW 8 ? ? Canal

OmpX 8 ? ?

OmpT 10 35.6 Posible pentamero Proteasa
TolC 12 53.7 trimero Transportador
EspP 12 ? ? Autotransportador
NanC 12 ? ? Porina

OMPLA 12 ? ? Fosfolipasa
Tsx 12 ? ? Transportador

OmpG 14 ? ? Canal

OmpC 16 40.4 Trimero Porina

OmpF 16 39.3 Trimero Porina
PhoE 16 38.9 Trimero Porina
LamB 18 49.9 Trimero Porina
BtuB 22 Transportador
FepA 22 Transportador
FhuA 22 Monomero Transportador
FimD 24 96.5 Dimero Transportador

Tomada de Kim et al., 2012 [32] y Fairman et al., 2011 [33].

1.6.2 Biogenesis de las OMPs

Las OMPs sintetizadas en el citoplasma, con una secuencia sefial peptidica de membrana en el
extremo amino terminal, se unen a la chaperona SecB y es translocada a través de la IM hacia
el periplasma por el translocon SecYEG en un proceso ATP (Adenosina trifosfato)
dependiente mediado por la ATPasa SecA. Simultdneamente la porcion peptidica del N-
terminal es removido por la peptidasa I (SPasel). La proteina se libera en el periplasma y es
transportada por la chaperonas SurA o por la via Skp/DegP a la porcion interna de la OM; las
chaperonas evitan plegamientos irregulares y agregacion de proteinas, por lo que la OMP es

reconocida para su insercion en la OM por el complejo de BAM (maquinaria de ensamblado
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de B-barril) en la secuencia consenso del C-terminal X-Z-X-Z-X-Z-Tyr-Z-Phe/Trp, donde X es
un aminoacido hidrofébico y Z es cualquier aminoacido [32]. En E. coliel complejo BAM es
conformado de cinco proteinas BamA, BamB, BamC, BamD y BamE [33, 34]. La proteasa

Deg detecta la acumulacion de proteinas sin plegar y las degrada.

Umon'de la omp
p“;‘::/a\ a plegada
— ; - Membrana
P d > Madum externa

Las proteinas \
desplegadas son

degradadas Reconocimiento de

° la proteina por BamA
.' Skp / \ .
Periplasma
”, o SurA
X
DegP/DegS Chaperonas
mantienen las
OMPs desplegadas
2 Membrana
% interna
# SecA
—~ o wOMP
Wo¥
U it )
& ; == Citoplasma

haad SecB %
Péptido sefial
escindido

Figura 7 Esquema en donde se muestra los componentes involucrados en la biogénesis y la inserciéon
secuencial de las OMPs nacientes en bacterias Gram-negativas. La proteina sintetizada es liberada del
ribosoma y reconocida por la chaperona citoplasmatica SecB después es translocada del citoplasma al periplasma
a través de la IM por el trasnlocon SecYEG, la energia requerida para este proceso es suministrada por la ATPasa
SecA. En este proceso el péptido sefial es removido. En el periplasma la proteina es secuestrada por la chaperona
Skp o SurA. Las chaperonas previenen el plegamiento aberrante de la proteina y la mantienen soluble a pasar de
su naturaleza hidrofobica. Las OMP que no son reconocidas por chaperonas forman agregados y son degradadas
por la proteasa DegP. El polipéptido unido a Skp o SurA es liberado y reconocido por el complejo BAM para su
ensamble a la OM. Se ha reportado que este reconocimiento es mediado por una secuencia consenso en el
carboxilo terminal de la proteina. Después del reconocimiento, BamA facilita el plegamiento espontaneo de la
OMP y terminado el proceso, el B-barril es liberado de BamA a la OM. Tomada de Chaturvedi et al., 2017 [35].

1.6.3 Lipoproteinas de membrana

Ancladas por un N-acil-diacilglicerolcisteina a la IM y OM, se encuentran las lipoproteinas,
con funciones celulares diversas, por ejemplo, participan en la biogenesis y mantenimiento de
la membrana celular, transporte de sustratos y eliminacion de drogas; en Borrelia burgdorferi
las lipoproteinas localizadas en la superficie celular tienen importancia medica derivado de
que inducen la respuesta inflamatoria del hospedero. En la mayoria, la porcidn proteica queda
expuesta en el espacio periplasmatico, pero se ha reportado que puede extenderse al espacio
extracelular, por ejemplo, LbpB y TbpB de Neisseria meningitidis, los cuales son

componentes de los receptores de lactoferrina y transferrina, respectivamente [36]. E. coli
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expresa 90 lipoproteinas; el analisis “in silico” predice que la mayoria estan localizadas en la
OM vy en menor proporcioén en la IM, en ambos casos el péptido es desplegado en el lado
periplasmatico [37].Los precursores portan la secuencia sefial de lipoproteinas de membran en
el extremo amino terminal y son translocadas a la IM por el sistema Sec, en la membrana
ocurre la lipidacién y el plegamiento [38]. La secuencia sefial de lipoproteinas de membrana
consta de tres regiones (“n”, “A”y “c”); laregioén “n”’ o amino terminal acarrea una carga neta
positiva, la regién “h” compuesta en mayor proporcion de residuos hidrofobicos y la region

¢” o carboxilo terminal que es el sitio entre la region de procesamiento y el inicio de la

proteina madura [39].

En la secuencia consenso de procesamiento para lipoproteinas de membrana se identifican los
aminoacidos Leu-(Ala/Ser)-(Gly/Ala)-Cys que van de la posicion -3 a +1, tomando como +1
la Cisteina dado que es el primer a.a de la proteina madura, el procesamiento de las pro-
lipoproteinas comprende tres pasos: I) formacién de un enlace tidester entre el grupo
sulfidrilo de la Cys de “lipobox” (extremo amino) y un diacilglicerol, reaccion catalizada por
la prolipoproteina diacilglicerol transferasa (Lgt); II) escision del péptido sefial por la
lipoproteina sefial peptidasa (LspA o Sefal peptidasa II) y III) aminoacilacion en la Cys (+1)
catalizada por una transacilasa de fosfolipidos / apolipoproteina transacilasa (Lnt). Todo el
procesamiento ocurre en la porcion periplasmica de la IM [39, 40]. La naturaleza de las
lipoproteinas es altamente hidrofobica por lo tanto el transporte a la OM a través del
periplasma hidroéfilico requiere un mecanismo especializado. Las lipoproteinas se separan de
la IM por la uniéon al transportador dependiente de ATP, LolCDE, en presencia de una
proteina portadora periplasmica, LolA. LolCDE reconoce las lipoproteinas y las libera de la
IM hacia el periplasma en un proceso dependiente de ATP, se ha reportado que la presencia de
Asn, Phe, Trp, Tyr, Gly y Pro actua como una sefial de retencion de la proteina en la IM,
ninguna lipoproteina de E coli tiene alguno de estos aminoacidos en esta posicion, lo que
conduce a la formacion de un complejo soluble entre una molécula de LolA y la lipoproteina.
El complejo LolA-lipoproteina formado se mueve a través del periplasma, y luego interactua
con un receptor especifico de lipoproteinas, LolB, que a su vez es una lipoproteina anclada a la
OM Luego, se transfiere la lipoproteina de LolA a LolB, esta ultima incorpora la lipoproteina

en la placa interior de la OM [41].
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Figura 8 Maduracién de lipoproteinas y ruta de exportacion. Lipoproteina (verde) es sintetizada en el
citoplasma con una secuencia sefial (SS) en el amino terminal (rojo) y con marcas para su translocacion a la
IM por el translocon Sec o Tac. La lipoproteina permanece anclada a la IM por su SS y la Lgt adiciona un
diacilglicerol a la Cisteina. LspA escinde la SS y Lnt adiciona un grupo acilo al amino terminal que acaba de
formar. La lipoproteina es reconocida por el complejo de IM LolCDE que extrae la lipoproteina de la IM con
consumo de ATP. La lipoproteina es liberada al periplasma en complejo con la chaperona LolA. LolA
entrega la lipoproteina al aceptor de OM LolB que esta localizado en la parte interna de la OM Cuando LolA
queda vacio es reciclado por LolCDE Tomada de Narita et al., 2006 [41].
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2. ANTECEDENTES
2.1 Mexican E. coli phages (mEp)

Kameyama et al., 1999 [42] aislaron y caracterizaron la coleccion “Mexican E. coli phages”
(mEp). 95 fagos temperados se clasificaron en 20 grupos de inmunidad, de estos 19 son
lambdoides con un total de 43 fagos. Un fago de cada grupo de inmunidad se ensay6 para
determinar el patron de exclusion en las lisogenas de los mismos fagos (Tabla 3). Cada
bacteria lisogena (debido a la inmunidad por represor) excluy6 a su fago correspondiente. Las
cepas lisogenas para los profagos mEp167, mEp173 y mEp506 excluyen fagos de diferentes
grupos de inmunidad. Los fagos excluidos en las lisogenas de ¢80 y HKO022 utilizan FhuA

como receptor.

Tabla 3
Perfil de exclusion de fagos mEp y sus lisogenas

| Lisogenas derivadas de W3110(mEp)

Fago 038 003 023 043 064 167 173 174 213 237 390 410 416 460 506 G-3 ABLK20 A D80 HK022
mEp

038 - + + + + + + + + + + + + + + + + + - +
003 - - + + + + + + + + + + + + + + + +

023 + + - + + + + + + + + + + + + + + + - +
043 + + + - + + - + + + + + + + + + + + +

064 + + + + - + + + + + + + - + + + + + + -
167 + + + + + - - + + + + + + + - + + - + +
173 + + + + + + - + + + + + + + + + + + + +
174 + + + + + + + - + + + + + + + + + + +
213 + + + + + - + + + + + + - + + + + - +
237 + + + + + + + + + + + + - + + + + +
390 + + + + + + + + + - - + + + + + + + + +
410 + + + + + - + + + + + - + + + + + + + -
416 + + + + + + + + + + + + - + + + + + + +
460 + + + + + + + + + + + + - + + + + + +
506 + + + + + + + + + + + + + - + + + + +
G-3 + + + + + + + + + + + + + + - + + + -
ABLK20 + + + + + + + + + + + + + + + - + + +
A + + + + + + - + + + + + + + + + + - + -
80 + + + + + + + + + + + + + + + + + + - +
HKO022 + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Grupo de 1 i it I\Y% v VI Vil Vi X X XI X Xl XV XV XVI XVII XVIIT XIX XX

inmunidad

A, $80 y HK022 son fagos representativos de los grupos de inmunidad XVIII, XIX y XX, respectivamente. (+) Crecimiento
de fagos en W3110, (+) los fagos son excluidos de 10% a 10* veces en comparacion a W3110, (-) fagos que son excluidos
>10%en comparacion a W3110. Tomada de Kameyama et al., 1999 [42].

Sin desarrollo por Exclusién por mecanismo desconocido

inmunidad

2.2 Fago mEp167

Para investigar el gen responsable de la exclusion de los fagos mEp213, mEp237 y mEp410 en
la lisogena para mEp167, Uc-Mass et al., 2004 [43] construyeron una biblioteca gendmica del

fago mEp167, de las construcciones, obtuvo el plasmido pT41 y fué transformado en W3110,
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la cual excluyd 13 de los 20 fagos de diferentes grupos de inmunidad, de los reportados por
[42] y a 10 fagos més (ver Tabla 4).

El aumento en el numero de fagos excluidos se atribuye a la sobreexpresion de la proteina. El
analisis “in silico” de la secuencia de pT41 mostr6 un “ORF” (Marco de Lectura Abierto) que
codifica para un péptido de 77 aminoacidos homologo a la proteina Cor reportada en los fagos
HKO022, N15 y 980, con porcentaje de homologia 91%, 74% y 61%, respectivamente.

El gen cor se clond en el vector de expresion pPROEXd [43], y a esta construccion se le
denomino pKINAM vy fué transformado en W3110, la cual presenta el patron de exclusion
similar al observado con pT41. La Sie mediada por Cor solo se observo en células fhud*, lo
que indica que los fagos reconocen como receptor a la OMP FhuA, ademas la sobrexpresion
de Cor alter6 la funcion fisiologica de FhuA. La captacion de ferricromo se inhibe en células

Cor™, Figura 9.

Tabla 4
Perfil de exclusion mediada por Cor de fagos mEp
Cepa
Fago Grupo de W3110 W3110 W3110 W3110 C600 C600 KP1039 KP1039 KP1039
inmunidad (mEp167) [pT41;Cor] [PKINAM;Cor*] FhuA [pUCJA;FhuA*] TonB [PRZ540:;TonB*] [PKINAM;Cor*]

A XV + + + + + + + + +
mEp167 VI + + +
mEp237 X + + +
mEp410 X + + - +
mEp213 X + + + +
mEp003 i + + + +
mEp023 it + + + +
mEp043 I\Y% + + + +
mEp174 Vit + + + +
mEp390 XI + + + - +
mEp416 Xl + + + + +
mEp506 XV : ; - ; ; ; -
mEp038* 1 + + + + + + + + +
mEp553 v + + + + + + + + +
mEp409 Vil + + + + + + + + +
mEp460 XV + + + + + + + + +
mEp505 XVI + + + + + + + + +
ABLK-20 XVII + + + + + + + + +
80 XIX + + + - +
HKO022 XX + + + + +

+ + + +

T5*

(+) Crecimiento de fagos, (-) sin crecimiento de fagos, * fagos no lambdoides.
Tomada y modificada de Uc-Mass et al., 2004 [43].
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Figura 9 Efecto de Cor mrpi67 en la captacion de
[**Fe] -ferricromo. C600 (fhud’) (0-0), W3110 (m-m) y
células W3110/pUCI18 (A-A), pT4l (o-0)y
pKINAM (¢-0). Tomada de Uc-Mass et al., 2004 [43].

Captacién deferricromo, pmoles / 10e8 células

Aunque el fago mEp237 es excluido en W3110/pKINAM la tasa de adsorcion es igual que en
W3110/pPROEXd. Ademas la produccion de particulas virales en W3110/pKINAM post
electroporacion del ADN de mEp237 fué de 0.768+0.089 relativo a 1 en W3110/pPROEXd,
esto sugiere que la inhibicién de la superinfeccion medidiada por Cor se ejerce a nivel de la

entrada del ADN.

2.3 Diversos estudios han determinado la exclusion mediada por Cor

Asi como lo reporté Uc-Mass et al., 2004; en la literatura se encuentran reportes de la
exclusion mediada por Cor utilizando diversos fagos; Kozyrev et al., 1982 [44] reporto la Sie
por liségenas de ¢80, la secuencia correcta de ¢80 la reportdé Vostrov et al., 1996 [45]
observando la inhibiciéon de la adsorcidon y determinaron al producto del gen cor como el
responsable de la “conversion lisogenica” e inhibicion de la funcionalidad de TonA (FhuA).
Malinin et al., 1993 [46] reportd que la conversion lisogénica del fago N15 es mediada por
Cor y que inhibe la adsorcion de T1, ¢80 y N15. Decker et al., en 1994 [20] reportaron la

resistencia a la infeccion derivada de la expresion de la Lip (polipéptido de 7.8 kDa) expresada
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por el fago TS5, y a este fendmeno lo denomind como “conversion litica”; con sus ensayos
concluyeron que la resistencia a la superinfeccion, por TS5 es derivada de la inhibicion de la
adsorcion del fago. Braun et al., 1994 [47] reportd que la inactivacion de FhuA por la
lipoproteina Llp (reportada como Lip 7.8 por [20]) del fago TS5 es causada por una posible
interaccion con FhuA; en adicion a lo reportado por Decker ef al., en 1994 [20], describen que
cepas Llp” son resistentes al fago ¢80, colicina M, albomicina y los niveles de absorcion de
ferricromo disminuyen. En 1996 Vostrov et al.,[45] determinaron la conversion lisogénica en
las liségenas de N15 y ¢80 y propusieron que Cor podria estar interactuando directamente con
FhuA o indirectamente con TonB. Mondigler, Ayoub y Heller, 2006 [48] mencionan que la
Llp de TS bloquea FhuA por un cambio conformacional que impide la infeccion, mientras que

la Llp del fago BF23 bloquea al receptor BtuB.

2.4 Cormepi67 y proteinas ortologas

Wietzorrek et al., 2005 [21] analizaron “in silico” la secuencia de Cor de los fagos: ES18S,
N15, mEpl167, HK022, 080, T1 y de las lipoproteinas de BF23 y T5. En todas las secuencias
encontraron el péptido sefial de lipoproteina de membrana en el extremo N-terminal y en la
posicion (+2) los a.a. (A, S) caracteristicos para que la lipoproteina madura se ancle a la
porcién interna de la OM, ademds un dominio conservado en los a.a. 45 a 75 con un alto
porcentaje de homologia inter secuencia (ver Figura 10). En un trabajo previo Arguijo
Hernandez E., (tesis de maestria, resultados no publicados) clono el gen cor del pKINAM
(Uc-Mass et al., 2004 [43]) en el plasmido pPROEX-1 que tiene una bandera de Histidinas
posterior a la Metionina de inicio del SD, a este plasmido se denomino pPROEX-cor. La
proteina sobreexpresada con de pPPROEX-cor solo se logro visualizar en gel de SDS-PAGE y
no por Inmunodeteccion, este resultado suguiere que la prepoliproteina Cormepis7 se modifica
en el C17 y la porcioén anterior a este amimoacido es escindida (bandera de Histidinas de
pPROEX-1) segun el proceso que se describe en el apartado 1.6.3; de ser asi solo se podra

monitorear a la proteina madura si se coloca una bandera en el extremo carboxilo terminal.
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Aminoacidos

Secuencia sefial de que determinan la Dominio
lipoproteinas de localizacién membranal conservado
membrana

ESl18-Cor
N15-Cor :
mEpl67-Cor :
HK022-Cor
®80-Cor
T1-Cor
BF23-Llp
Rtp45
T5-Llp

Cisteina conservada

Figura 10 Alineamiento de la lipoproteina Cor de los fagos NS18, N15, mEp167, HK022, ¢80, T1 y las
relacionadas de BF23, Rtp45 y TS. La cisteina conservada en la posicion 20 de todas las secuencias constituye
el aminoacido del N-terminal de la lipoproteina madura. Es el sitio de escision de la secuencia sefial y
modificacion lipidica. El Cor de T1 es el miembro mas distante de la familia de las seis proteinas que se han
reportado. Las Llp de TS5, BF23 y Rtp45 muestran homologia en la secuencia sefial de lipoproteinas de
membrana. Los a.a. conservados en todas las secuencias estdn resaltados en negro, en gris los que son
conservados solo en algunas proteinas.Tomada de Wietzorrek et al., 2005 [21].

2.5 Mutaciones puntuales en Cor generan fenotipo Cor

Arguijo Hernandez E (tesis de maestria, resultados no publicados) reportd que deleciones y
mutaciones puntuales en el gen cor tienen efecto en la funcionalidad de Cor, de tal manera que
la expresion de las proteinas mutantes presenta fenotipo Cor-. Las deleciones de los a.a. 15-17,
29-31 tiene un fenotipo Cor-; sin embargo, la delecion 49-52 excluye a los fagos mEpl167,
mEp043, mEp237, pero no a los fagos ¢80 y mEp506 ya que estos pueden infectar. Las
mutantes 127N, C28G, 143N, Y44C, AS7E, V66R, S67R, A68V y T72P tambien presentan

fenotipo Cor-.

/ a.a que determinan \

localizacién en
Secuenciasefialde O.MolM
lipoproteinas de Dominio conservado
membrana

I \" I T NGN INC A H | E ID kRV P
MKRLIISMAI ALMLSGCAGV LEKQEPICSG TAYMGDHENN VMIYGVRKQN NQTQYRAGYP ENWRWVSANT FTSTTCK

En azul mutaciones Cor+
Qﬂ rojo mutaciones Cor- /

Figura 11 Mutaciones en la proteina Cor tienen efecto en el fenotipo. Los plasmidos mutagenizados se
transformaron en W3110, se realiz6 el goteo y se determiné la infeccion/exclusion. En rojo las mutaciones con
fenotipo Cor’, en azul mutantes sin efecto en el fenotipo.
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2.6 Prevalencia de Cor en coleccion de fagos mEp

El estudio reportado por Hernandez-Sanchez et al., 2008 [49] determind que 37 de los 43
fagos (86%) clasificados en los grupos de inmunidad II al XIX descritos por Kameyama et al.,
1999 [42] son FhuA-dependientes, de los restantes, tres son LamB dependientes y otros tres
son OmpC dependientes, cor se amplificd en 25 de los 43 (58%) fagos analizados (Vease
Tabla 5). Se sugiere que la exlusion competitiva mediada por Cor es un fendémeno que estd

extendido ampliamente en la naturaleza.

2.7 Receptor de membrana FhuA

El sistema transportador de ferricromo en bacterias Gramnegativas consta de cuatro proteinas
(FhuA, FhuB, FhuC y FhuD) y un sistema transductor de energia (Complejo TonB). FhuA
ademas es utilizado como receptor por los fagos T1, TS5, 680, UC-1 y mEp167 (Uc-Mass et
al., 2004 [42]) y de los antibidticos como albomicina o rifamicina y de la colicina M. La
estructura de FhuA consta de dos dominios: 1) El N-terminal a.a del 19 al 160 denominado
“cork” (tapon) formado por cuatro hojas B entre los residuos 47 a 154, el resto de los a.a
forman cuatro pequefias a hélices; 2) El C-terminal (a.a del 161 al 725) consta de 22 cadenas 8
antiparalelas que forma un B-barril. EI dominio “cork™ ocluye el lumen del barril, impidiendo
la difusion pasiva de ferricromo. Las interacciones del dominio “cork” con el interior del barril
son por interacciones ionicas y puentes de hidrégeno. La interfase entre el dominio “cork” y el
3 barril esta altamente hidratada, ya que la presencia de moléculas de agua en la interfase
reduce la energia requerida para efectuar los cambios conformacionales necesarios para el
transporte del sider6foro [50, 51]. Las-cadenas B del dominio barril estan conectadas por once
“loops” extracelulares y diez vueltas en la porcion periplasmatica [52]. El ferricromo se une a
los “loops” extracelulares del receptor FhuA y a las regiones apicales del dominio “cork”.

En diversos estudios se ha reportado la repercusion bioldgica de mutaciones en FhuA [53]
reportaron que la captacion de ferricromo y albomicina en mutante FhuA A322-355 no
requiere de el complejo TonB. El proceso se convierte en una captaciéon por difusion pasiva,
ademas las bacterias muestran sensibilidad a dodecil sulfato de sodio (SDS) y bacitracina. Las
células que expresan la proteina mutada también resisten la infeccion por los fagos T1, ¢80 y

T5 y no son sensibles a colicina M. La delecion de Asp-348 reduce la sensibilidad de 1 a 10%
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hacia T5, es resistente a colicina M y a los fagos T1, ¢80. Endrif y Braun (2004) [54]
reportaron que los “loops” 3 (a.a 243-273), 5 (a.a 394-419), 7 (a.a 502-515), 8 (a.a 552-558) y
11 (a.a 689-701) de FhuA contribuyen al transporte de ferricromo, la deleccion del 3 y 11 lo
inactiva por completo mientras que el 3, 5, 11 son esenciales para la union. El loop 4 (318-
339) es esencial para la infeccion por los fagos T1 y ¢80 (TonB dependientes), pero no para el
fago TS5 TonB-independiente. El loop 8 también es necesario para la infeccion por T1, TS y
080, ademas, la bacteria presenta fenotipo de resistencia a colicina y los loops 3, 7, 8 son
esenciales para la sensibilidad hacia colicina M. Estas mutaciones indican que FhuA es una

proteina con varios sitios de reconocimiento para los ligandos.

2.8 Actualidad de la relacion Cor-FhuA

Aunque diversos autores sugieren que la Sie de fagos FhuA dependientes es resultado de la
interaccion de Cor con FhuA, a la fecha no se tiene evidencia experimental que avale esta
hipotesis, solo se puede concluir que la produccion de una proteina ajena al genoma
bacteriano, en este caso Cor o Llp asegura la resistencia de la cepa a la reinfeccion para un
determinado grupo de fagos, o desde otro punto de vista, el mecanismo por el cual el
bacteriofago asegura su supervivencia como profago. Aun mads, no se tienen reportes de la
interelacion entre la inactivacion del receptor y la activacion o represion de vias de

sefializacion intracelulares.
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Tabla 5
Anadslisis requerimiento de receptor y amplificacion de cor en fagos mEp

Cepa
Fago Grupo de W3110 C600 C600/ MCR106 MH760 Amplificacion
inmunidad (fhud") (pUCJA; (AlamB) (ompC) de cor
FhuA®)

mEp003 I + B + + + +
mEp141 I + . + + + +
mEp147 II + . + + + +
mEp450 I + . + + + +
mEp468 I + . + + + +
mEp023 11 + . + + + +
mEp145 11 + . + + + +
mEp498 11 + . + + + -
mEp504 11 + . + + + -
mEp534 I + . + + + -
mEp543 11 + . + + + -
mEp043 v + . + + + -
mEp064 \Y4 + . + + +

mEp263 \Y4 + - + + i )
mEp553 \Y4 + + + _ + }
mEp167 VI + . + + + +
mEp173 VIl + . + + + +
mEp409 Vil + + + + -
mEp414 Vil + + + - + -
mEp524 VIl + - " + " n
mEp174 VIII + - + + i n
mEp539 VIII + . + + + -
mEp213 IX + . + + + +
mEp237 X + - + + + +
mEp390 XI + . + + + -
mEp410 XII + . + + + +
mEp502 XII + . + + + +
mEp416 XIII + . + + + +
mEp457 XIII + . + + + +
mEp460 XIV + + + ¥ B} )
mEp506 XV + . + + + +
mEp505 XVI + + + + - _
mEp235 XVII + . + + + +
mEp120 XVIII(A) + . + + + +
mEp123 XVIII(L) + . + + + +
mEp155 XVIII(L) + . + + + +
mEp234 XVIII(L) + . + + + +
mEp332 XVIII(L) + + + + - _
mEp500 XVIII(L) + . + + + +
mEp533 XIX + . + + + -
mEp266 XIX + . + + + -
mEp138 XX + - + + i ]
mEp144 XX + . + + + -
A XVIII + + + - + -
D80 XIX + : + + + +

(+) Infeccion y/o amplificacion positiva (-) infeccion y/o amplificacion negativa. Tomada de Hernandez
Sanchez et al., 2008 [49].
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3. JUSTIFICACION

El 85% de los fagos lambdoides aislados por Kameyama et al., 1999 son FhuA dependientes.
De estos el 58% porta en su genoma el gen cor que excluye a los fagos FhuA dependientes. La
captacion de ferricromo se inhibe en cepas Cor” con fondo genético fhuAd*. La determinacion
de la interaccion de Cor con proteinas membranales del huésped, es crucial para el

entendimiento de proceso bioldgico que regula la Sie.

4. HIPOTESIS

Cor se transloca a la membrana externa e interacciona con varias proteinas del sistema
transportador de ferricromo, altera la funcion fisiologica de FhuA y la exclusion de fagos

FhuA-dependientes.
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5. OBJETIVO

Determinar la localizacion celular de Cor y su interaccion con proteinas de OM asociadas a la

Sie de fagos FhuA dependientes.

5.1 Objetivos particulares

I.  Anadir una bandera de seis Histidinas en el extremo carboxilo terminal del gen cor
para el seguimiento de la proteina procesada en su extremo amino terminal.

II.  Realizar mutaciones en la posible secuencia sefal (SS) de lipoproteinas del gen cor y
en los aminoacidos conservados para determinar su modificacion postraduccional y
reclutamiento en membrana.

III.  Sobreexpresion de Cor y sus mutantes, purificacion de Cor silvestre.
IV.  Separacion de proteinas de IM y externa para la localizacion de Cor y sus mutantes.

V. Determinar si Cor interacciona con proteinas Cor mediante un ensayo de
tipo“Overlay ”.

VI.  Coopurificacion de Cor y analisis por espectrofotometria de masas para identificar las
proteinas coopurificadas.
VII.  Determinar in vivo si la participacion de las proteinas identificadas en el objetivo VI es

crupcial para la Sie de fagos FhuA dependientes.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Bacterias, bacteriofagos y plasmidos

Las cepas bacterianas, bacteri6fagos y plasmidos utilizados en este trabajo, estan enlistados en
la Tabla S1. Todas las cepas son derivadas de la E. coliK-12. La cepa W3110 se utiliz6 para la
propagacion de fagos y para los ensayos de exclusion, la cepa C600 (fhuA-) sirvid como
control negativo en la infeccion de fagos FhuA dependientes, la cepa XL1-blue (para Fenotipo
ver Tabla 21) se utiliz6 para la transformacion y para la seleccion de plasmidos provenientes
de la mutagénesis sitio dirigida, y la cepa BW25113 y las mutantes derivadas de la misma,
pertenecen a la coleccion Keio [55], y se obtuvieron amablemente del Dr. Drimitis Georgellis.
Los fagos mEp utilizados en este estudio pertenecen a la coleccion del Laboratorio y estan
descritos en Kameyama et al., (1999) [42]. Los bacteriéfagos A, ®80 y HKO022 fueron

utilizados como controles de infeccion.

6.2 Medios y condiciones de crecimiento del cultivo

Los medio LB, TB, SOB, NZY y el medio de dilucion TMG para fagos, fueron preparados de
acuerdo a [56]. Para el crecimiento de las bacterias se utiliz6 el medio LB y las condiciones de
cultivo se realizaron a 37°C, con agitacion constante a 200 rpm. Para los experimentos de
exclusion, se tomaron 300 pl de células del cultivo de toda la noche (O/N) y se mezclaron con
3 ml de agar del medio TB suave, realizdndose el tapiz en el mismo medio. Cuando se
requirio, el medio fue suplementado con 100 pg/ml ampicilina, 41 pg/ml kanamicina y 14

pg/ml cloranfenicol, concentracion final (F.C.).
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Tabla 6

Formulacion y procedimiento para preparacion de medios de cultivo

Medio Reactivo Gramos/ Procedimiento de preparacion
concentracion

LB liquido Bacto triptona 10g Disolver los reactivos en agua
Bacto extracto de 5¢g destilada, ajustar a pH 6.8 con NaOH y
levadura aforar a un litro. Esterilizar en
NaCl 5g autoclave.

LB para cajas de petri Bacto triptona 10g Disolver los reactivos en agua
Bacto extracto de 5¢g destilada, ajustar a pH 6.8 con NaOH y
levadura aforar a un litro. Esterilizar en
NaCl 5¢g autoclave. Posteriormente vaciar de 25
Agar 15¢g a 30 ml en cajas de petri. En caso de

requerir antibidtico, adicionarlo en la
concentraciébn necesaria cuando el
medio esté a una temperatura de 50-
55°C, previo al vaciado.

SOB Bacto triptona 20g Disolver los reactivos en agua destilada
Bacto extracto de S5¢g y paralelamente, preparar una solucion
levadura 250 mM de KCI, de este stock se
NaCl 05¢g adicionan 10 ml por cada litro de medio
KCl 2.5mM a preparar. Ajustar a pH 7.5 y aforar a
MgCl, 10 mM un litro. Esterilizar en autoclave.

Posterior a la esterilizacion, enfriar a
50-55°C y afiadir 10 ml de MgCl, 1M
estéril

Agar Suave Bacto triptona 10g Disolver los reactivos en agua
Bacto  extracto  de S5¢g destilada, ajustar a pH 6.8 con NaOH
levadura aforar a un litro y distribuir alicuotas de
NaCl 5¢g 100ml, esterilizar en autoclave y
Agar 7g almacenar a TA. El medio se funde

previo al uso.

Medio para “stabs” Caldo nutritivo-Bacto 10g Disolver los reactivos en agua y
NaCl 8g calentar hasta fundir completamente el
Bacto Agar 6g agar. Distribuir 3 ml de medio por vial

y esterilizar. Realizar prueba de
esterilidad después de la solidificacion
del agar. Cerrar perfectamente los
viales para evitar la deshidratacion.

NZY Extracto de levadura 5¢g Disolver los reactivos en agua
Triptona 10g destilada, ajustar a pH 6.8 con NaOH y
NaCl 5¢g aforar a un litro. Esterilizar en
MgSO4:7H,0 2g autoclave
Bacto Agar 6g

T™MG Tris base 121g Disolver el tris base en agua y ajustar el
Gelatina 0.1g pH 7.0; disolver la gelatina en agua
MgS0O4 5 mM caliente mezclar con la solucién de tris,

aforar a 1 litro, esterilizar en autoclave.
Una vez atemperado adicionar 5 mL de
solucién 1m de MgSOs.
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6.3 Aislamiento de ADN plasmidico

Los plasmidos se aislaron y se purificaron por el método de la lisis alcalina en “minipreps”
[57]. 5 ml de un cultivo O/N se centrifugd a 12,000 xg por 15minutos a 4°C, se removio el
sobrenadante y se resuspendié en 100ul de una solucion (50mM Tris clorhidrato pHS.0, 10
mM EDTA), previamente enfriada. Posteriormente se le agregaron 200 pl de solucion 11
recién preparada (0.1% de SDS en 0.2N de NaOH), se mezcl6é suavemente, y se le agregaron
150 pl de la solucion III (3.0 M acetato de potasio), y se agitd nuevamente. Se centrifugd a
12,000 xg por 15minutos a 4°C, el sobrenadante se transfirid a un tubo eppendorf y se le
agregd un volumen igual de la mezcla fenol: cloroformo (24:1), se agitd vigorosamente y se
volvid a centrifugar 10 minutos a 12,000 xg 4°C, se extrajo el sobrenadante, y el ADN se
precipitdé con dos voliimenes de etanol absoluto, se mezcld suavemente y se dejo reposar a -
20°C por una hora. Posteriormente el tubo se centrifugé a 12,000 xg 4°C por 15 minutos. La
pastilla obtenida se lavo con etanol al 70% y posteriormente se secd a 55°C. El ADN obtenido

se resuspendi6 en agua estéril y se almacend a -20°C.

6.4 Induccion de Cor

El pie de cultivo se crecié en medio NZY con 100 nug/ml de ampicilina concentracion final (F.
C.) y por O/N, se diluy6 1/100 y se monitore6 hasta alcanzar una ODgoonm de 0.4, condicion
que se utilizd6 para inducir la expresion con 1 mM IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside SIGMA-ALDRICH), F. C. Para homogenizar la cantidad de la proteina
total, las muestras se ajustaron a una ODsoonm de 1.0, el cultivo se centrifugd a 7,000 x g por 3
minutos, y se le adiciond 500ul de Laemmli buffer (0.125 mM Tris-HCI pH 6.8, 1% de SDS,
2% glicerol, 0.1% 2-B-Mercaptoetanol, .01% azul de bromofenol).

6.5 Construccion del plasmido pPHCcor

A partir del plasmido pKINAM (Uc-Mass et al., 2004), el gen cor de mEp167 fue restringido
con las enzimas EcoRI (G'AATTC) y Nspl (RCATG'Y) (NEB ENGLAND BioLabs®). La
banda de ~300 pb fue escindida del gel y purificada utilizando las columnas Gel Extraction Kit
(QIAGEN). Por otro lado, se hibridaron los oligonucleétidos complementarios Fw-CCHT y
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Rv-CCHT (secuencias en Tabla S2) se mezclaron 100 pg de cada oligo y calentaron a 96°C
cinco minutos, la temperatura fué¢ disminuida hasta 26°C a intervalos de 5 grados menos cada
tres minutos. La banda de ~300 pb previamente mencionada, y restringida con EcoRI y Nspl
fue ligada en el sitio Nspl con la doble cadena de oligonucledtidos, para después amplificar el
producto de ligaciéon con los primers Fw-COR y el Rv-CCHT (secuencias en Tabla S2)
utilizando la Taqg ADN Polimerase (NEB ENGLAND BioLabs®).

Tabla 7
Condiciones de amplificacion para cor

Ciclo de amplificacion

Desnaturalizacion 25 ciclos Amplificacion Enfriamiento
inicial Desnaturalizacion  hibridaciéon amplificacion final
Temperatura 94°C 94°C 62°C 72°C 72°C 4°C
Tiempo 5 40" 30" 50" 4 )

El producto de la PCR se digiri6 con las enzimas EcoRI y Hindlll, y se clond en el vector de
expresion pPROEX-1 [58], previamente digerido con las enzimas anteriores. Las ligaciones se

incubaron de 16 a 24 horas a 16°C.

6.6 Construccion de mutantes

Para la construccion de las mutantes corC17F, corA18D, corC17F-A18D, corA57E, corA57-
59 y corN62D se empled el método de la mutagénesis sitio dirigida de acuerdo al QuikChange
Site-directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE); se utiliz6 el par de oligonucledtidos
degenerados Fw-MUTC17A18 y Rv-MUTCI17A18; para generar la mutante AS7E se
disefiaron los oligonucledtidos Fw-MUTAS57 y Rv-MUTAS7; para la delecion de los
aminodcidos 57-59 se utilizaron los oligos Fw D-Cor y Rv D-Cor y para la mutaciéon de N62D
los oligos Fw62-AACGAC y Rv62-AAC GAC. La secuencia de los oligonucleoétidos se puede
consultar en la Tabla S2. Una vez realizada la mutagénesis, el producto de la reaccion se
transformé en células XL1-Blue y se seleccionaron candidatas con fenotipo Cor-, se aislo
ADN plasmidico de dichas clonas y el mismo se secuenci6. Los cambios esperados se

identificaron en la lectura del electroferograma.
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Tabla 8
Condiciones de PCR para mutagenesis

Ciclo de amplificacion

Desnaturalizacion 25 ciclos Amplificacion Enfriamiento
inicial Desnaturalizacion  hibridaciéon amplificacion final
Temperatura 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C 4°C
Tiempo 5 30" 30" 6 10 )

6.7 Electroforesis de geles de agarosa

En la electroforesis del ADN se utilizaron geles de agarosa del 1 al 1.5% con el buffer TAE

1X.

Tabla 9
Formulacion y preparacion de buffer TAE

Reactivo Gramos Concentracion Procedimiento de preparacion
Tris base 484 ¢ 40 mM Mezclar el EDTA vy tris base, adicionar
EDTA 037¢g 1 mM aproximadamente 700 ml de agua destilada y
Acido acético 1.1 ml 20 M agitar, adicionar el acido acético, aforar a un

litro.

6.8 Reaccion de secuenciacion y purificacion del producto

La secuenciacion se realizd segin el protocolo del set BigDye® Terminator de Applied

Biosystems.
Tabla 10
Condiciones de PCR para secuenciacion
Desnaturalizacion Ciclo de amplificacion Amplificacion enfriamiento
inicial 40 ciclos final
Desnaturalizacion  hibridaciéon —amplificacion
Temperatura 94°C 94°C 55°C 60°C 60°C 4°C
Tiempo 3 30" 20" 4 4' 0

Terminada la reaccion de secuenciacion, se purificaron los productos para eliminar los

nucledtidos y demads sustancias residuales. Cada reaccion se colocod en un Eppendor de 1.5 ml

y se le agregd Sul de EDTA 125mM pH 8.0 y 60 ul de etanol absoluto previamente enfriado a

-20°C, se agit6 en el vortex y se dejo precipitando a temperatura ambiente por 30 minutos. Se

centrifugd 20 minutos a 13,000 xg, el sobrenadante se removid y se lavo dos veces con etanol

al 70%, los tubos se secaron en la mesa por 10 minutos. Se guardaron a -20 °C hasta su uso.
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6.9 Transformacion

Para obtener las células competentes, el cultivo se crecio en el medio SOB. La transformacion
quimica se realizé segin el método descrito por Hanahan (1985) [59]. Las bacterias
provenientes de las preparaciones quimicas, asi como las eletro-competentes, primero se
congelaron en hielo seco a -20°C, y después se llevaron a -70°C, hasta su posterior uso. En la
electroporacion, las células fueron preparadas segin Hanahan et al., 1991 [60]. Se tomd una
alicuota de 19uL de células electro-competentes, se colocaron en la celda de electroporacion
(previamente enfriada), se le adiciono 1 pl del ADN plasmidico, o de la mezcla de ligacion, se
mezcld lentamente, y se incubd ~20 min, en el hielo. La celda se colocd en la cdmara de
electroporacion, del aparato CELL-PORATOR®, (Gibco BRL Technologies), y se dio un
pulso eléctrico, con carga de 200 Ohms (£2), una capacitancia de 1180 uF y una tensioén de
refuerzo (Voltaje booste) de 4 KQ, por un lapso de 20-100 milisec. La muestra se retird y se
coloco en un vial estéril, con 1 ml de medio LB y su antibidtico y se llevdo a 37°C con
agitacion lenta por una h, para después espatular la mezcla transformante, en cajas con medio

agar Luria.

6.10 Propagacion de fagos y ensayo de exclusion por goteo

La propagacion de fagos se realizd segun lo descrito por Kameyama ef al., 1999, las bacterias
lisogenas W3110 (mEp) se resembraron en cajas de LB, se tomd una colonia aislada y se
sembro en 3 ml de medio LB liquido a 37°C, O/N. El cultivo se centrifugd a 4,000 RPM por
10 minutos. En una caja de medio LB se escurrieron 20 pl del sobrenadante en diagonal a
partir del extremo superior, se dejo secar a temperatura ambiente y se vertio una suspension de
300pl de cultivo de W3110 O/N en 3 ml de medio agar suave atemperado a 55°C £ 5, después
de que el medio solidifico, se verifico que el tapiz formado estuviera homogéneo, las cajas se
incubaron a 37°C, hasta que la presencia de placas liticas fu¢ visible. Con una pipeta Pasteur
estéril se tomo una placa y se depositd en un matraz Erlemeyer con 300ul de un cultivo O/N
de W3110, después de 15 minutos de haber dejado la placa en el medio se agregaron 15 ml de
medio LB liquido y se incubo a 37°C con agitacion constante (200 RPM) hasta que fué visible
la lisis celular (aproximadamente seis horas). En ese momento se agregaron 500ul de

cloroformo, se incub6 15 minutos mas a 37°C, procurando no arrastrar cloroformo el cultivo
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se vertid en un tubo estéril y se centrifugd a 4,000 RPM por 15 minutos, el sobrenadante
(suspension de fagos) se almacend en tubos estériles a 4°C. Cado stock se considera adecuado
cuando su titulo estd por arriba de 10° UFP/ml, en caso contrario se realizO una nueva
propagacion. Para verificar la pureza de los “stock™ se realizaron diluciones de 102, 104,10y
108, y se gotearon sobre un tapiz de su lisogena.

El ensayo de exclusion se realizé de acuerdo a Kameyama et al., 1999 [42], a partir de un
cultivo O/N de la cepa a ensayar se tomaron 300 pul y se mezclaron con 3 ml de medio Agar
suave, la suspension formada se vertio en una caja de Petri de medio agar suave a temperatura
ambiente, la caja se deja entreabierta por 10 minutos o hasta que solifique por completo, una
vez que el tapiz esta formado se reviso que estuviera homégeneo y se gotearon 10 ul las

diluciones de fagos a ensayar.

6.11 Obtencion de membranas citoplasmatica y externa

Para la obtencion de la membrana citoplasmatica y externa, primeramente, se procedio a la
obtencion de la fraccidon membranal total. De 1 L de cultivo bacteriano inducido por 1 h, las
bacterias se cosecharon por centrifugacion. La pastilla se resuspendié en 12 ml de buffer NTI-
10G descrito en Ni-NTA Magnetic Agarose Beads (QIAGEN), y se le adicionaron 12 mg de
lisozima, 1 pl de Benzonase® Nuclease recombinant y Protease Inhibitor Cocktail al 2%
[todos los reactivos fueron de (SIGMA-ALDRICH)]. Esta suspension se incubd por 1 h en
hielo. Después se sonico con 3 pulsos de 30 seg cada uno a 12 micrones de amplitud en el
sonicador (Soniprep 150). El lisado se clarificd centrifugando a 8,000 x g por 10 min, el
sobrenadante se recuperé en un tubo (Ultra-Clear™ 13 x 51mm), y se ultracentrifugd a
100,000 x g por 45 min a 4°C. Terminado el proceso, el sobrenadante correspondié a la
fraccién citoplasmatica y la pastilla a la membranal. Para solubilizar la membrana
citoplasmatica, el procedimiento fue: La pastilla de la fraccion membranal se lavo 3 veces con
buffer NTI-10G, y se resuspendid en el mismo buffer, pero ahora adicionado dodecil
sarcosinato de sodio (Sarcosyl) al 0.5%. Esta suspension se incub6d 30 min, con agitacion
constante. La suspension se centrifugd a 100,000 x g por 45 min., a 4°C. El sobrenadante
correspondi6 a la membrana citoplasmatica y el precipitado a la OM. Antes de recuperar la

pastilla, esta se lavo 3 veces con buffer NTI-10G.
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6.12 Purificacion de la proteina Cor

La fraccion membranal de W3110/pPHCcor se solubilizé durante 3 h. con agitacién constante
a 4°C en buffer NTI-10G (20 mM Tris base, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 0.04% Azida de
Sodio y10% Glicerol) con 20 mM de n-Dodecyl B-D-maltoside (SIGMA-ALDRICH). La
suspension obtenida se centrifugd a 12,000 x g por 30 min. La fraccion soluble es en la que
estan las proteinas de membrana solubilizadas, ésta se decantd y se congeld a -70°C. Por otro
lado, se prepar6é una columna de 12 x 0.5 cm con una cama de perlas de Ni-NTA agarose
Superflow, de 4 cm, se enjuagaron con 6 ml de agua miliQ, por cada ml de suspensién de
perlas, y se equilibr6 con un volumen de buffer NTI-10G adicionado con 20 mM de n-
Dodecyl B-D-maltoside. La mezcla de proteinas membranales se pasé a través de la columna a
un flujo de 0.5 ml/min, después se lavd con 10 vol. de buffer NTI-25G (25mM de imidazol),
dependiendo del volumen de extracto pasado por la columna. Se eluyé con un gradiente de

NTI-50G a NTI-500G (500 mM de imidazol) a un flujo de 0.5 ml/min.

6.13 Dialisis de proteina

La proteina purificada se coloc6 en una membrana (Spectra MWCO 3.5 kD) y se dializoé con
buffer 20 mM de Tris HCI, 200 mM de NaCl, 50 mM de NaH,PO4, 0.004% de azida de sodio

y 5% de glicerol, a un pH de 7.2 final. La proteina dializada se conservé a -70°C hasta su uso.

6.14 Ensayo tipo Overlay

Primeramente, las muestras de proteinas se corrieron en geles de Tricina-SDS, segun la
técnica descrita por Schagger y Jagow (1987) [61], en geles de 1mm de espesor, el Voltaje
inicial de corrimiento fue de 20V, después se dejo correr toda la noche a 90V. Para la tincion
de geles de poliacrilamida, se fijé el gel por 10 min en soluciéon 50% de metanol y 10% de
acido acético. Después se tiiido con 0.1% de Blue R-250 Comassie Brillant, 50% de metanol y
10% de acido acético. El exceso de colorante se elimin6 enjuagando el gel con una mezcla de
40% de metanol y 10% de 4cido acético. Para la electrotransferencia se utiliz6 la membrana de
nitrocelulosa (Hybond ECL), y se sigui6 el método descrito por Towbin et al., (1979) [62]. Se

verificd agregando a la membrana una mezcla de colorante (Ponceau S 0.33% y 0.03% de
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acido acético), el exceso de colorante se elimind con buffer de fosfatos. Para la
inmunodeteccion: Después de la electrotransferencia, la membrana se bloqued por 2 h con
leche descremada al 5% en PBS 7.4 (137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCI, 10mM de Na,HPO4 y
1.8 Mm de KH>POj4) adicionado 0.05 % Tween 20. Para eliminar el exceso de leche se le
dieron 3 lavados con PBS de 5 min cada uno. Después se incub6d por 2 h. con el anticuerpo
primario diluido en PBS y 1 h con el anticuerpo secundario. Para la incubacién del anticuerpo
secundario, al buffer de PBS se le adicion6 0.25% de gelatina, 5.5 mM de EDTA pH 8.0 y
0.1% de Tween 20. Después de incubar cada anticuerpo con la membrana, ésta se lavo 3 veces
por 15 min, cada vez. Las diluciones utilizadas para los anticuerpos fueron: anti polihistidinas
1:3,000; anti_raton 1:5,000; anti_lamB 1:8,000; y anti_conejo 1:15,000. Para revelar se utilizé
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Termo Scientific).

El Overlay se realizo como lo reporta Cruz et al., (2009) [63], con algunas modificaciones. El
gel de poliacrilamida fue preparado sin SDS, seglin lo descrito por Jansen et al., (2000) [64].
Después de la transferencia, la membrana fue bloqueada y se le adiciond la proteina Cor
previamente purificada y dializada en buffer de fosfatos con 0.004% de azida de sodio, se
incub6 por 12 h a 4°C, Después se realizaron los lavados para eliminar el exceso de proteina e
interacciones inespecificas, y la membrana se incub6 con anti-poliHistidine (SIGMA) por 2 h,
se realizaron los lavados y posteriormente la membrana se volvid a incubar con anti_mouse

(Amersham).

6.15 Ensayo de la Copurificacion

Primeramente, se tomo6 una alicuota de 200 pl de Ni-NTA Magnetic Agarose Beads
(QUIAGEN), se separ6 de la solucion de conservacion y las perlas se equilibraron en buffer
NTI-10G adicionado con 20 mM de n-Dodecyl B-D-maltoside, y se incubaron con el buffer
por 30 min a temperatura ambiente. Las perlas se sedimentaron utilizando la gradilla
magnética de separacion. En el tubo que contenia las perlas, se agregaron 200 pug de extracto
membranal con 0.05% Tween 20, el volumen se ajusté a 500 pl con el mismo buffer y la
mezcla se incub6 2 h a 4°C. Terminada la incubacion, las perlas se sedimentaron y se hicieron
4 lavados con 500 pl de buffer NTI-50G adicionado con Tween 20 y n-Dodecyl B-D-

maltoside, a las concentraciones antes referidas. Finalmente, todo el buffer del ultimo lavado
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se retird y las perlas se mezclaron con Laemmli buffer, se hirvieron por 8 min y se cargaron en

gel de acrilamida.

6.16 SDS PAGE

Los extractos de proteina se cargaron en un gel de acrilamida de 1mm, de espesor Tris —
Tricina. El porcentaje de preparacion del gel se indica en cada figura; después del corrimiento,
el gel se fijo con acido acético al 10% y se tino con azul de Coomasie. Las soluciones y
volimenes utilizados para la preparacion de geles se muestran en la siguientes Tablas
(tomadas de A Practical Guide to Membrane Protein Purification, Capitulo 3 Denaturing

Electrophoretic Techniques Hermann Schigger).

Tabla 11
Concentracion de las soluciones Stock para la elaboracion de geles Tri-Tricina-SDS PAGE"
Buffer Tris(M) Tricina (M) pH SDS%
Anodo 10X 1.0 - 8.9° -
Catodo 10x 1.0 1.0 8.25¢ 1.0
Buffer de gel 3x 3.0 - 8.45% 0.3
AB-mix¢ Acrilamida (g/100ml) Bisacrilamida (g/100ml)
S (49.5% T, 3% C) 48 1.5
H (49.5% T, 6% C) 46.5 3.0

?Las soluciones de acrilamida se mantienen en refrigeracion y protegidas de la luz.

® El pH se ajusta con HCI,

¢ No requiere ajustar el pH per se su pH es 8.25

4 AB-mix S, solucién de acrilamida-bisacrilamida estandar; AB-mix H, solucion de acrilamida-bisacrilamida con alto
cross-linker concentracion.

% T, concentracion total de ambos mondmeros

% C, porcentaje relativo de cross-linker

Tabla 12

Composicion de geles, concentrador, espaciador y separador
Gel separador

Gel Gel 10% 16.5% 16.5%

concentrador espaciador T3%C T3%C T 6% C
AB-mix S I ml 3ml 6 ml 10 ml -
AB-mix H - - - - 10 ml
Buffer de gel 3x 3ml S5ml 10 ml 10 ml 10 ml
Glicerol - - 3g 3g 3g
Agua csp 12 ml 15ml 30 ml 30 ml 30 ml
APS (10%)? 90 ul 80 ul 150 pl 100 pl 100 pl
TEMED® 8 ul 8 ul 15ul 10ul 10ul

2 Persulfato de amonio de preparacion reciente
b Tretrametiletilenamina
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Tabla 13

Formulacion y procedimiento para preparacion de soluciones para SDS-PAGE y tincion de

membranas.
Solucion Reactivos Gramos/ Procedimiento de preparacion
concentracion

PBS 1X NaCl 8g Disolver los reactivos en agua destilada y aforar a
KCl 02¢g un litro. En caso de ser necesario esterilizar en
Na,HPO4 144 ¢ autoclave.
KH,PO4 024¢

Solucioén de fijacion Metanol 50% (v/v) Mezclar todos los reactivos.
Acido acético 10% (v/v)
Agua 40%

Solucioén de tincidon
azul de comassie

Solucion de destefiido

Solucidén de
conservacion

Ponceau S

Metanol
Coomasie brillant
blue R-250
Acido acético
Agua

Metanol

Acido acético
Agua

Acido acético

Ponceau S
Acido acético

50% (v/v)
0.1% (w/v)

10 %
40%

40% (vIv)

10% (v/v)
88%

5%

0.033 g
0.3 ml

Diosolver el reactivo Coomasie brillant blue R-
250 en metanol, adicionar el acido acetico y
aforar con agua.

Mezclar todos los reactivos. Estable por aprox 1
mes a temp ambiente

Mezclar el acido acético con el agua.

Mezclar el acido acetico con el Ponceau S hasta
disolver por completo, aforar a 30 ml con agua
miliQ.

6.17 Analisis de espectrometria de masas.

Las porciones de SDS-PAGE conteniendo la proteina se digirieron en gel con Tripsina, de
acuerdo con el protocolo modificado de Shevchenko et al., 2006 [65]. Las bandas de proteina
escindidas del gel se lavaron con una solucion mixta de acido acético al 5% y metanol al 50%,
durante 12 h. Los fragmentos se lavaron con agua Milli-Q, se sumergieron en una solucion de
bicarbonato de amonio 100 mM durante 10 minutos y se deshidrataron con acetonitrilo al
100% en seco al vacio. Para reducir las proteinas, se us6 DTT 10 mM, y se alquild la Cisteina
con lodoacetamida 100 mM en bicarbonato de amonio 100 mM. La digestion en gel se realizd
con 600 ng de Tripsina grado espectrometria de masas (Promega, Madison, WI, EE. UU.), en
bicarbonato de amonio 50 mM durante 12 h 25 ° C la extraccion de péptidos se realizd por

duplicado con 4acido férmico al 5% y acetonitrilo al 50% durante 30 minutos y se secaron al

vacio y se suspendieron en 20 pl de &cido formico al 0,1%.
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El analisis HPLC / MS/MS de péptidos tripsinizados se llevo a cabo utilizando un equipo
nano-LC_ESI MS/MS integrado, que consiste en un cromatdgrafo liquido de ultra-
rendimiento NanoAcquity (UPLC) (Waters, Milford, MA) acoplado al Espectrometro de
masas de alta definicion Q-ToF SYNAPT G2 (Waters, Milford, MA) y equipado con una
fuente de iones NanoLockSpray. El solvente binario utilizado fue: fase movil A (mph-A)
(4cido formico al 0.1% con 2% de acetonitrilo en agua Milli-Q) y para la fase movil B (mph-
B) (0.1% de acido férmico con 98% de acetonitrilo en Milli-Q agua). Los péptidos tripticos se
concentraron y se desalaron en linea mediante inyeccidon en una columna de trampa Symmetry
C18 UPLC (Waters, Milford, MA) a una velocidad de flujo de 5 pl/min con 1% mph-B.
Después de 3 minutos, la columna de trampa se cambid a la linea de columna analitica. Los
péptidos se separaron en una columna BEH, C18 UPLC (Waters, Milford, MA), usando un
gradiente lineal de 3-40% mph-B, en un intervalo de 30 minutos, a un caudal de 0,3 ml/min,
seguido de un enjuague de 10 minutos con 95% mph-B. La columna se volvi6 a equilibrar en
condiciones iniciales, pero con 3% mph-B durante 25 minutos.

El espectrometro de masas se calibré con una soluciéon NACS (espectrometro de composicion
de atmoésfera neutra) (rango de masas: 50 a 2000 Da) y se operé en modo V positivo
(ionizacion por electrospray) a una resolucion de 10,000 de ancho completo y a altura media
maxima (FWHM). Los espectros se adquirieron de modo automatico con la adquisicion
dependiente de datos (DDA). Los archivos RAW generados, que contienen espectros de MS y
MS/MS, fueron deconvolucionados y comparados utilizando el software ProteinLynx Global
SERVER version 2.4 (PLGS) (Waters, Milford, MA), contra la base de datos E. coli K 12
(http: www. Uniprot.org/), y MASCOT (Version 1.6b9, Matrix Science, Londres, disponible
en http://www.matrixscience.com) para investigar algoritmos y lograr la busqueda para la

identificacion de proteinas.
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7. RESULTADOS
7.1Construccion del plasmido pPHCcor.

Con el objetivo de tener una “etiqueta” con la cual, se pudiera detectar por inmunodeteccion y
purificar por afinidad a la proteina Cor, la secuencia del gen se analiz6 en el servidor
NEBcutter V2.0 para identificar un sitio de restriccion lo mas cercano al extremo 3" y clonar
en esa posicion la bandera de Histidinas; en la Figura 12 se indica la presencia de un sitio de
restriccion para Nspl (CATG) que va del nucledtido 224 al 227, solo antes de 7 nucleotidos
restantes 5’ TAAATAA3', donde TAA es el codon de paro. Se disefiaron los oligos Fw-CCHT
y Rv-CCHT, el oligo Rv-CCHT (ver Tabla S2), deja en su extremo 3" terminal la secuencia
5’-CATG-3" de 4 nts de cadena sencilla (sitio de reconocimiento de la enzima Nspl), en
adicion, los oligos complementarios presentan las bases que codifican para 6xHis, el codon de

paro TAA, un sitio de corte para BamHI (G'‘GATCC) y el sitio HindIIl (A*AGCTT).

11 L 1 L 1 234
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*¥BfuCI ¥Acil *Saugsl
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Figura 12 Analisis de la secuencia de cor en NEBcutterV2.0. Ubicacion de los sitios de restriccion en la
secuencia de cor; a partir del nucleotido 224 al 227 se identifico el sitio de restriccion para Nspl.

La clonacién de los oligonucledtidos hibridados se disefaron para realizarla sobre el plasmido
pKINAM (Uc-Mass et al., 2004), sin embargo la restriccion con Nspl gener6 un patron de 5
bandas Figura 13 (A) carril 4, (por la presencia de otros cuatro sitios Nspl) en el plasmido (que
previamente no se habian contemplado), por tal motivo se decididé cambiar la estrategia y se
escindio el gen cor a partir de pKINAM con EcoRI y Nspl, para después ligarlo con los oligos
previamente hibridados. En la Figura 13 (A) se observa el patréon de corrimiento de pKINAM,
carril 2 sin restringir, carril 3 con EcoRlI, carril 4 con Nspl, carril 5 con EcoRl y Nspl, la banda

de interés es la que migra a 250 pb aproximadamente, esta se escindio del gel y se purificé con
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la columna de adsorcion para ADN Gel Extraction Kit (QIAGEN®). El fragmento purificado
se ligd con la doble cadena de oligonucledtidos Fw-CCHT y Rv-CCHT, el producto de
ligacion se amplifico con los primers Fw-cor y el Rv-CCHT Figura 13 (B). El producto de la
PCR se digiri6 con las enzimas EcoRl'y Hindlll y se lig6 en el vector de expresion pPROEX-1
[58], previa restriccion con las enzimas antes mencionadas; la mezcla de ligacion se
transformé en W3110. De las clonas obtenidas se realizé la PCR a ocho colonias (Figura 13

Q).

Figura 13 Clonacion del fragmento de ADN que contenia el gen cor con las Histidinas adicionadas e
insercion en el plasmido de expresiéon pPROEX-1. Geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.
(A) Digestion de pKINAM. Carril 1, marcador de peso molecular (M); carril 2, sin restringir (SR) usado como
control; carril 3, con EcoRI el plasmido se observa linealizado; carril 4, con Nsp! corte en la secuencia de cor'y
en los cuatro sitios Nspl del plasmido; carril 5, doble digestion EcoRI y Nspl, la banda de interés ~300 pb se
resalta con un cuadrado rojo. (B) Amplificion de cor. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2,
amplificado de cor con los oligonucledtidos Fw-cor y Rv-CCHT; carril 3, control negativo de reaccion. Se
amplifico el producto de la ligacion de cor digerido con EcoRl/Nspl y ligado con los oligonucledtidos Fw-
CCHT y Rv-CCHT. (C) PCR de colonia de clonas transformantes. Carril 1, marcador de peso molecular; carril
2, control negativo (CN) de reaccion; carriles 3 a 10 producto de PCR de clonas candidatas con amplificacion
positiva en las clonas 3 a 7; carril 12, control positivo (CP) de reaccion.

De las clonas positivas que por PCR se amplifico cor, se purificaron seis. La expresion de Cor
se evalud goteando diluciones de fagos FhuA dependientes sobre el tapiz bacteriano de cada
una de éstas, observandose la Sie. Se purificé el ADN plasmidico de una cepa que excluyo a
los fagos FhuA dependientes y se secuencié el inserto utilizando el oligonucleotido Fw-
pPROEXsec (ver Tabla S2), después de verificar el marco de lectura en el electroferograma
(Figura S1), a dicho plasmido se le identific6 como pPHCcor. Este plasmido presenta dos

banderas de Histidinas, una proveniente del vector, localizada dos codones rio abajo del codén
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de inicio [58]. El 6xHis se expresa junto con la region de clonacién multiple y el sitio de
reconocimiento de la proteasa rTEV, la cual traduce un péptido de 28 a.a, previo al codon de
inicio para la Metionina de Cor. La otra bandera de Histidinas estd en la region COOH
terminal de la proteina, adyacente al sitio Nspl. El pldsmido pPHCcor present6 caracteristicas
similares al plasmido pKINAM, su expresion no alter6 el crecimiento de la bacteria, y la

funcién biologica de Cor a la Sie fue equivalente (véase Tabla 14).

Tabla 14
Fenotipo de Sie del plasmido pPHCcor
BACTERIOFAGOS

CEPA mEp 167 HK022 mEp506 mEp409 mEp173

Grupo de Inmunidad VI HK022 XV VII VII

Receptor requerido para FhuA FhuA FhuA LamB FhuA
infectar

W3110 - - - +H+ +H+
W3110/pPROEX-1 - - - +H+ +H+
W3110/pKINAM - - - T+
W3110/pPHCcor - - - ++

+++ Formacion de placas de lisis

- Sin formacién de placas de lisis

7.1.2 Induccion de Cor

Para evaluar el tiempo al que se expresa Cor a partir del plasmido pPHCcor post induccion, se
tomaron muestras del cultivo inducido con IPTG y de los cultivos control a diferentes tiempos.
Como controles se utilizaron las cepas, W3110, W3110/pPROEX y W3110/pPHCcor sin
IPTG. Las muestras se cargaron en un SDS-PAGE, Figura 14(A). Se visualiza la acumulacion
de una proteina a partir de la hora uno post induccién con IPTG entre los marcadores de 5y 15
kDa, esta se mantiene constante hasta las ocho horas que se sigui6é la induccion, el peso
esperado de la proteina inducida es de 9 kDa. Figura 14 (B) Inmunodeteccion con el
anticuerpo poli-Histidinas. En los carriles 6 al 10 (que corresponden al extracto de proteina
inducida con IPTG a diferentes tiempos) se observan dos bandas, la superior o de mayor peso
molecular corresponde a la proteina con dos banderas de Histidinas, la expresada a partir del
plasmido que va desde el codon de inicio inmediato al SD del plasmido se expresa junto con
un péptido de 28 aminodcidos antes de la Metionina de inicio de Cor, y la otra bandera de

Histidinas esta cercana al extremo carboxilo de la proteina Cor. Por lo que la banda que migra
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mas (con un peso molecular menor) corresponder a la proteina madura que solo tiene la
bandera de Histidinas préxima al carboxilo terminal. Segun lo descrito para lipoproteinas por
Hayashi y Wu, 1990 [39]; Tokuda y Matsuyama, 2004 [40] los primeros 16 a.a.(péptido
sefal) de la prolipoproteina se escinden después de que en la Cisteina 17 se forma un enlace
tidester entre el grupo sulfidrilo y un diacilglicerol, reaccion catalizada por la prolipoproteina
diacilglicerol transferasa (Lgt); y el péptido sefial es escindido por la lipoproteina sefal
peptidasa (LspA o Sefal peptidasa II), por ultimo la transacilasa de fosfolipidos /
apolipoproteina transacilasa (Lnt) efectia la aminoacilacion en la misma Cisteina que pasa a

ser el primer a.a. de la Lipoproteina madura.
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Figura 14 Sobreexpresion de Cor en W3110/pPHCcor. (A) SDS-PAGE del extracto total. Gel tris-tricina al
16.5% T, 6% C, tefiido con azul de Comassie. Carril 1, marcador de peso molecular; los extractos de proteina
total se cargaron en los carriles 2 al 10, carril 2, W3110; carriles 3 y 4 W3110/pPROEX sin y con IPTG,
respectivamente; carril 5, W3110/pPHCcor 5 horas sin induccion, carriles 6 al 10 W3110/pPHCcor con IPTG 1,
2, 3, 5y 8 horas respectivamente. Entre los marcadores de peso de 5 y 15 kDa se observa la sobreproduccion de
una proteina. (B) Western blot de Cor. La expresion de Cor es detectada por el anticuerpo polihistidinas se
manifiesta por la presencia de dos bandas en la placa. Las flechas indican la posicion del péptido sobreexpresado.

7.2 Mutagénesis de pPHCcor para generar las mutantes C17F, A18D, C17FA18D,
AS7E, N62D, S62R y AS57-59

El analisis bioinformatico de Cormepi67 muestra que en la porcion NHj3 terminal, porta la
secuencia LSGC del lipobox, caracteristico de la secuencia sefial (SS) de lipoproteinas de
membrana [LVI][ASTVI][GAS]C, reportada por Konovalova y Silhavy (2015) [66]. Con la
finalidad de indagar la posible modificacion post-traduccional que sufre Cor, se realizod la
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mutagénesis sitio dirigida, segin lo reportado por Hayashi y Wu (1990) [39] (ver materiales y
métodos), de la secuencia sefial LSGC, en la Cys17 (posicion +1), en la Alal8 (posicion +2) y
la doble Cysl7-Alal8; en dominio conservado las mutaciones Ala57Glu, Asn62Asp,
Ser67Arg y la deleccion de los aminoacidos 57-59. Los oligonucleodtidos utilizados para cada
reaccion se enlistan en la Tabla S2. En la Figura 15 se observa el producto de PCR de la
mutagénesis sitio dirigida, este se transform6 en células XLI1-Blue; de las clonas
transformantes se aisl6 una de cada reaccion, el ADN plasmidico se purificd y se secuencio, el
marco de lectura y el cambio de nucleotidos para las mutaciones C17F, A18D, C17FA18D,
A57-59, N62D y S67R, se verificaron por los electroferogramas, Figuras S2 al S7,

respectivamente.

PRODUCTO DE REACCION
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Figura 15 Producto de la PCR de la reaccion de mutagénesis. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio. El plasmido pPHCcor se mutagenizdé con el QuikChange Site-directed Mutagenesis Kit
(STRATAGENE). 5 ul de la reaccion se cargaron en gel. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2,
control negativo (CN); carril 3, plasmido silvestre (WT); carril 4, amplificado de C17F; 5 amplificado A18D;
carril 6 amplificado C17FA18D; carril 7, amplificado AS7E; carril 8, A57-59; carril 9, N62D.

Los tapices de las mutantes en la region “lipobox” mostraron un crecimiento “difuso” (datos
no mostrado), por lo que se cuantificd la absorbancia a ODgoonm respecto al tiempo post-
induccion de las proteinas mutantes, como controles pPROEX-1 y pPHCcor; en la Tabla 15 se

muestran los valores de absorbancia obtenidos.
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Tabla 15
Valores de absorbancia a OD600... de Cor silvestre y mutantes

W3110/
TIEMPO EN
HORAS pPROEX-1 pPHCcor pPHCcorC17F pPHCcorC17FA18D  pPHCcorA18D
Post-induccion
0 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
1 1.059 0.856 0.481 0.476 0.539
2 1.498 1.211 0.493 0.57 0.664
3 1.88 1.497 0.497 0.644 1.048
4 2.49 2.114 0.501 1.12 1.64
5 2.675 2.396 0.509 1.584 2

En la Figura 16 se muestran los graficas de los valores de absorbancia respecto al tiempo post-
induccion, claramente se observa una inhibicion en el desarrollo bacteriano cuando se

sobreexpresan las proteinas mutantes, siendo la mas dréastica, la C17F.

Cinetica de crecimiento
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Figura 16 Grafica de cinética de crecimiento de Cor y mutantes derivadas. Se tomaron muestras post-
induccion cada hora de los cultivos indicados y se midi6 la absorbancia a OD600nm. En el eje de las X el
tiempo en horas, en el de Y unidades de densidad optica a 600nm.

Para establecer el efecto de las mutaciones en la Sie se realiz6 el ensayo por goteo de los fagos
FhuA dependientes con diferentes diluciones; se observd que todas las mutantes de cor
presentaron el fenotipo Cor- (véase Tabla 16), o sea, los fagos FhuA dependientes se

desarrollaron normalmente.
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Tabla 16
Fenotipo de mutantes en Cor

BACTERIOFAGOS
mEp167 HKO022 mEp506 mEp409 mEp173
CEPA Receptor
requerido para FhuA FhuA FhuA LamB FhuA

infectar
W3110 +4+ +4+ +4+ A+ A+
W3110 / pPROEX-1 +++ +++ +++ +++ +++
W3110/ pPHCcor - - - ++ -
W3110/ pPCcorC17F - - - +H+ +H+
W3110/ pPCcorA18D - - - +H+ +H+
W3110/ pPCcorC17FA18D - - - +H+ +H+
W3110/ pPHCcorA57E - - - +H+ +H+
W3110 / pPHCcorN62D - - - +H+ +H+
W3110 / pPHCcorS67R - - - +H+ +H+
W3110 / pPHCcorA57-59 +++ +++ +++ o o

+++ Formacion de placas de lisis

- Sin formacién de placas de lisis

7.2.1 Western Blot de mutantes

Para evaluar si la infeccion con los fagos FhuA dependiente, de las cepas transformadas con

los plasmidos mutantes se relacionaba con una baja o nula produccién de la proteina, se

realizd la inmunodeteccion con anticuerpos polihistidinas, de muestras de extracto total de

proteinas a tres horas post-induccion. La Figura 17(A) muestra el gel de proteinas silvestre y

mutantes; la Figura 17(B) el Western blot, cargado con las mismas muestra que en 17(A), se

observa la presencia de dos bandas en los carriles 3, 5, 7, 8, 9 y 10 similar a lo observado en el

Western blot de la induccion del Cor silvestre y una sola banda en los carriles 4 y 6 que

corresponde a las mutantes C17F y la doble mutante C17FA18D indicando que la C17F no

puede ser procesada. La cantidad de proteina en las mutantes es similar respecto a la

visualizada en el Cor silvestre.
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Figura 17 Expresion de proteina en la cepa W3110 con plasmidos mutantes de cor. (A) SDS-PAGE de
extracto total 3 horas post-induccion. Gel tris-tricina al 16.5% T, 6% C, tefiido con azul de Comassie. Carril 1,
marcador de peso molecular que se indican junto a las fechas; carril 2, pPPROEX-1 (control negativo de
expresion); carril 3, pPHCcor con la proteina silvestre; carriles 4 a 10, proteinas mutantes. (B) Western blot de
Cor y mutantes. La expresion de Cor silvestre y mutantes es detectada por el anticuerpo polihistidinas y se
manifiesta por la presencia de dos o una banda en la placa.

7.3 Cor es una proteina de membrana.

En un trabajo previo, Uc-Mass et al., (2004) reportaron que células que expresan a Cor",
comparadas con las Cor, presentaron la misma tasa de adsorcion para los fagos FhuA
dependientes. Sin embargo, en cepas Cor" la formacion de placas liticas fue nula. Cuando el
ADN del fago fue introducido en las cepas Cor”, utilizando el método de la electroporacion, se
desarroll6 la progenie viral, sugiriendo que la exclusion mediada por Cor, debe de ser a nivel
de la envoltura celular, en la etapa inicial de la entrada del ADN a la célula; asi la localizacion
celular de Cor nos diria que tan importante seria la envoltura en la Sie.

Con la finalidad de determinar la localizacion de Cor en la célula, se realizdo el
fraccionamiento celular descrito por Aono et al., 1997 [67], a partir de tres cultivos
bacterianos W3310/pPROEX-1, W3110/pPHCcor y JW3996 (lamB), en el gel de proteinas se
cargo el extracto total clarificado, la fraccion citoplasmatica y la fraccion membranal de cada
cepa. En el Western blot de la Figura 18 (A), revelado con el anticuerpo anti-polihistidinas se
pueden observar las 2 configuraciones de Cor en las tres fracciones indistintamente (carriles 3,
6y 9). En la porcién citopldsmatica en menor proporcion (carril 6) y en la fraccion membranal
muy enriquecida (carril 9). Para corroborar que la fraccion membranal era la correspondiente,
se realizo el Western blot con las mismas condiciones que las anteriores, pero utilizando en

este caso, el anticuerpo anti LamB Figura 18 (B). El anticuerpo anti LamB detecta
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indistintamente monomeros de LamB y OmpA (Ricci et al., 2012) [68]. Para asegurar la
especificidad del anticuerpo, se utilizd la cepa control JW3996 (lamB°). En los carriles del
extracto total clarificado de W3110/pPROEX-1, W3110/pPHCcor se observan las bandas de
OmpA y LamB carril 2 y 3, y en el carril 4 correspondiente a JW3996 (lamB") se observa solo
la banda de OmpA. En la fraccion citoplasmatica carriles 5, 6 y 7, la sefal es equivalente a la
del extracto total, pero en una menor proporciéon. En la fraccion membranal, se observa la
sefial con mucha mayor intensidad carriles 8, 9 y 10, y equivalentemente en el carril 10, no se
aprecia la banda correspondiente a LamB. Este resultado indica que en el fraccionamiento
celular, la separacion de las fracciones, se hizo adecuadamente, y de que Cor se transporta a

la membrana celular.

Extracto Fraccion Fraccion
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Figura 18 Localizacion intracelular de Cor. Western blot para Cor y maltoporina LamB de extracto total
clarificado, fraccion citoplasmatica y fraccion membranal (A) Las fracciones celulares reveladas con el
anticuerpo poli-histidina, carril 1 marcador de peso; carriles 2, 3 y 4, extracto total clarificado de
W3310/pPROEX-1, W3110/pPHCcor y JW3996 (lamB") respectivamente; carriles 5, 6 y 7, fraccion
citoplasmatica de W3310/pPROEX-1, W3110/pPHCcor y JW3996 (lamB") respectivamente; carriles 8, 9 y 10,
fraccion membranal de W3310/pPROEX-1, W3110/pPHCcor y JW3996 (lamB") respectivamente, las flechas
indican la sefal de Cor. (B). Western Blot con las mismas muestras que en A, pero reveladas con anti-LamB que
reconoce ademas a OmpA, la flecha indica la sefial de LamB y la banda inferior corresponde a OmpA. Los geles
se prepararon al 10% T, 3% C, amortiguador tris-tricina.
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7.3.1. Cor esta enriquecido en la fraccion de OM

Seglin lo reportado para proteinas de membrana por Yamaguchi et al., (1988) [38], mutaciones
en el péptido senal de la proteina y en el primer aminoacido de la proteina madura, limitan el
procesamiento post-traduccional y modifican la localizacion celular respectivamente; el
cambio en la Cisteina de la “lipobox” impide el procesamiento de la proteina y la presencia de
un acido Aspartico en la posicion +2 de la proteina madura es responsable de pemanencia en
la IM. Las mutantes de Cor en dichas posiciones presentaron un fenotipo Cor- y para
especificar la localizacion subcelular en OM o IM de Cor y las mutantes C17F, A18D y AS7E
a partir de la fraccion total de membrana se solubiliz6 la IM con el detergente Sarcosil y por
ultracentrifugacion se separ6 la OM (ver material y métodos, seccion 6.11).

El Western blot de la Figura 19 se reveld con anticuerpo anti-polihistidinas y se observa que la
proteina madura (menor peso) de Cor y la mutante AS7E estan enriquecidas en la fraccion de

OM mientras que la mutante C17F esta en mayor proporcion en la IM.

W3110/pPHCcor
MEMBRANA MEMBRANA
N EXTERNA INTERNA
&

& < P "’ & D g

M EESTE LSS
» B .- ¢ <— PP
- ; - — < PM

12345678910

Figura 19 Western blot revelado con anticuerpo anti-polihistidinas. Carril 1, marcador; carril 2, fraccion
membranal de pPROEX-1, control negativo de sefial; carriles 3 a 6 OM de Cor silvestre, mutantes C17F, A18D y
ASTE, respectivamente; carriles 7 a 10 IM de Cor silvestre, mutantes C17F, A18D y A573, respectivamente. La
flecha superior indica la preproteina (PP) y la inferior la proteina madura (PM). El gel tris-tricina se preparo al
16.5% T, 6% C

7.4 Purificacion de Cor

Con el proposito de tener la proteina Cor purificada para ser utilizada en experimentos
posteriores, a partir de un litro de cultivo inducido se separd la fraccion de membrana total y
se solubiliz6 con n-Dodecyl B-D-maltoside, en la Figura 20 se observa el gel de proteinas

tefiido con azul de Comassie de muestras obtenidas durante el proceso de purificacion,
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corresponden al extracto de membrana total, solubilizada, “flow through”, lavados y a partir

del carril 9 las fracciones eluidas de la columna.
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Figura 20 Purificacién de Cor. (A) Proceso de purificacion. SDS PAGE tris-tricina al 16.5% T, 3% C, tefiido
con azul de Comassie. Carril 1, (M) marcador de peso molecular que se indican junto a las fechas; carril 2,
pPROEX-1 control negativo de expresion; carril 3, extracto total deW3110/ pPHCcor; carriles 4, 5, fraccion
membranal solubilizada; carril 6, “flow through”; carriles 7, 8, lavados; carriles 9 a 14 fracciones eluidas. (B)
Western blot La expresion de Cor silvestre y mutantes es detectada por el anticuerpo anti-polihistidinas.

7.5 Cor reconoce fuertemente a una OMP que migra entre los 25y 37 kDa

Para determinar si la exclusion mediada por Cor es el resultado de la interaccion proteina-
proteina, se realizo el ensayo de Overlay, segin lo descrito por Cruz et al., (2009) [63], con
algunas modificaciones (ver material y métodos). Los geles de poliacrilamida fueron
preparados sin SDS, segtn lo descrito por Jansen et al., (2000) [64]. El gel se cargd con el
extracto celular total clarificado, la fraccion de OM y la fraccion de membrana citoplasmatica,
de las cepas W3110, C600 (fhuA") y C600/pUCJA (fhuA*) Figura 6.10 (A). Las dos fracciones
membranales se obtuvieron después de solubilizar la fraccion de membrana total (ver material
y métodos). El gel se realizé por triplicado, uno para teiir, los dos restantes se transfirieron a
membrana, de estas una se utilizd para inmunodeteccion de Cor y la otra para el ensayo de
Overlay. En el carril 2 de la Figura 21 (B) y (C) en ambas placas se visualiza la sefal de Cor,
que fue utilizado como control positivo del ensayo.
El Overlay de la figura 21 (C), que en resumen se realizé: primeramente, las proteinas fueron
transferidas a la membrana, posteriormente fueron incubadas con Cor (6xHisCor6xHis y/o

Cor6xHis), después con anticuerpo anti-polihistidinas y anti-raton y finalmente se revel6 la
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placa. En los carriles 2 al 4 se carg6 la fraccion total de membrana. En los carriles 5 al 7 se
carg6 la fraccion de OM en estos carriles la intensidad de la sefal es mayor respecto a los
carriles en los que se carg6 la fraccion total de membrana. En los carriles 8 al 10 se carg6 la
fraccion de IM (no present6 sefial). La sefial que se visualiza en los carriles 3 al 7, y entre los
marcadores de PM de 25 y 37 kDa, es la afinidad que presenta Cor por una proteina especifica
de OM. Es de notar que en los carriles 5, 6 y 7 se utilizaron la fraccion enriquecida de OM de
las cepas W3110, C600 y C600/pUCJA (fhuA+), respectivamente. C600 (fhuA-) tiene una
sefal débil, sin embargo, la sefial en W3110, es equivalente a C600/pUCJA (FhuA+).
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FEELEELES . .
E FE o+ o+ o+ o4 . oM Figura 21 Overlay con Cor detectado con anticuerpo
Ms+s+ +. .. +4+ +1IM anti-polihistidinas. (A) SDS-PAGE 12%, tefiido con
— s O 0m 00 B8 azul de Comassie. Carril 1, marcador de peso molecular;
37— -—y - : carriles 2, 3, 4, membrana total (OM+IM+)
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W3110/pPHCcor, W3110 y C600, respectivamente;
carriles 5, 6, 7 fraccion de OM+, W3110, C600 y
C600/pUCJA(fhuAd+) respectivamente; carriles 8, 9, 10
fraccion de IM+ de  W3110, C600 'y
C600/pUCJA(fhud+). (B) Inmunodeteccion para Cor se
realiz6 con las mismas muestras y condiciones que el
gel (A), la flecha indica la presencia de Cor, radiografia
utilizada como control positivo de anticuerpo anti-
polihistidinas. (C) Western Blot para el ensayo de
Overlay de Cor. El ensayo fue realizado con las mismas
muestras y bajo las mismas condiciones anteriores, con
excepcion de la incubacion primaria con 6xHisCor6xHis
y/o Cor6xHis. La flecha superior se relaciona con un
péptido entre 25 y 37 kDa.

7.6 Seis proteinas de OM copurifican con Cor

Para identificar la proteina putativa que la lipoproteina Cor detecto en el ensayo de Overlay, se
realiz6 el ensayo de Coopurificacion (ver material y metodos), En los carriles 2, 5y 8 de la
Figura 22 se observa el extracto de las proteinas de la fraccion membranal de W3110,
W3110/pPROEX-1 y W3110/pPHCcor, respectivamente que se utiliz6 para realizar el ensayo,

en los carriles 3, 4, 6, 7, 9 y 10, se muestran las fracciones eluidas de proteinas de las bacterias
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anteriores, las bandas de interés son las que solo se observan en los carriles 9, 10 y que no se
observan en los otros carriles en que se cargd la elucion de W3110, W3110/pPROEX-1. Las
proteinas que se observan en todos carriles de las fracciones eluidas se consideraron como
fondo. Las proteinas eluidas del extracto membranal de W3110/pPHCcor menores de 60 kDa
fueron escindidas del gel SDS-PAGE y enviadas a identificar por espectrometria de masas
LS ESI MS/MS. Las proteinas identificadas se muestran en la parte contigua de la Figura 22;
todas son OMPs. Los péptidos identificados correspondieron para LamB, OmpC, OmpA,
OmpW, Slp y a Cor. En los péptidos de LamB, OmpW y Slp se detectaron, ademas, los
fragmentos de Cor que van del a.a. 57 al 77. La banda de migracion mas rapida se identifico
como Cor, el porcentaje de cobertura fue del 58%, la secuencia reportada empez6 en el a.a. 24
de Cor. El porcentaje de cobertura para los otros péptidos estan descritos en la Figura 22. En
un segundo ensayo de coopurificacion se identificd nuevamente a péptidos de OmpC, pero en

adicion, ahora a péptidos de OmpF.
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Figura 22 Coopurificacién de proteinas con Cor. SDS-PAGE tris-tricina al 16.5% T, 3% C, tefiido con
plata, carril 1 marcador de peso; carriles 2, 5 y 8 proteinas de membrana total solubilizadas con n-Dodecyl B-
D-maltoside de las cepas W3110, W3110/pPROEX-1 y W3110/pPHCor; carriles 3 y 4, proteinas eluidas del
ensayo con W3110; carriles 6 y 7, proteinas eluidas del ensayo con W3110/pPROEX-1; carriles 9 y 10
proteinas eluidas del ensayo con W3110/pPHCor.

7.7 Cor requiere de al menos 6 proteinas para ejercer su accion.
Para establecer si alguna de las proteinas identificadas por la espectrometria de masas estaba
relacionada con la exclusion de fagos FhuA dependientes, se hicieron los ensayos de goteo en
las cepas mutantes de la coleccion Keio (Baba et al., 2006) [55] con fagos mEp167, mEp416 y
¢80, FhuA dependientes; ademés con los fagos mEp332 y A (FhuA independientes), y que
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fueron utilizados como controles positivos de la infeccion. Las mutantes ensayadas
corresponden a genes deletados que ya no codifican para las proteinas respectivas, como los
que codifican para proteinas del sistema transportador de ferricromo-Fe3* y otras OMPs
relacionadas. Estas se transformaron con los pldsmidos pPROEX-1 y pPHCcor. Todas las
cepas mutantes transformadas con pPROEX-1 fueron infectadas por los fagos FhuA
dependientes véase Tabla 17, a excepcion de la JWO0146 (fhuA-); el fago mEp332 no infecto a
la cepa JW2203 (ompC-) y el fago A tampoco infecto a la cepa JW3996 (lamB-), verificando el

correcto fenotipo de las cepas.

Tabla 17
Infeccion de diferentes fagos en cepas deficientes en diversos genes transformadas con pPROEX-1
BACTERIOFAGOS
CEPA mEp332 mEpl67 ) ¢80 mEp416
Grupo de inmunidad: A VI Iy $80 XII
Receptor para infectar: OmpC FhuA LamB  FhuA FhuA
W3100 ++ ++ ++ ++ ++
BW25113 +++ +++ +++ +++ +++
C600 -+ - -+ - -
BW25113 / pPROEX-1 -+ -+ -+ +++ +++
IW0940(ompA") / pPROEX-1 - - - +H+ +H+
JW02203(ompC’) / pPPROEX-1 - e +++ ++ o+
IW0912(ompF*) / pPROEX-1 - - - +H+ +H+
IW1248(ompW*) / pPROEX-1 -+ -+ -+ +++ +++
JWO0146(fhuAd”) / pPROEX-1 - - ++ - -
JWO0149(fhuB’) / pPROEX-1 - - - +H+ +H+
JW0148(fhuD") / pPPROEX-1 -+ -+ -+ +++ +++
JW1088(fhuE") / pPPROEX-1 -+ -+ -+ +++ +++
IW3996(lamB’) / pPROEX-1 -+ -+ - +++ +++
JW3938(btuB’) / pPPROEX-1 -+ -+ -+ +++ +++
JW5110(tolB") / pPROEX-1 -+ -+ -+ +++ +++
JW3474(slp”) / pPPROEX-1 - - - +H+ +H+
+ Formacion de placas de lisis - Sin formacién de placas de lisis
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7.7.1 Expresion de Cor a partir de pPHCcor en cepas mutantes de la coleccion
Keio
Por Western blot se verificd en todas las cepas mutantes, transformadas con pPHCcor, Cor se
estuviera expresando. En el carril 4 de la Figura 23, se carg6 el extracto total de proteinas de
W3110/pPHCcor y en los carriles del 5 al 10, los extractos totales de las mutantes
JW0940(ompA~), JW2203(ompC), JWO0912(ompF~), IW1248(ompW~), JWI1088(fhuE") vy
JW3996(lamB"), todas transformadas con pPHCcor. En el Western blot se observa que Cor se

esta expresando en todas las mutantes.
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Figura 23 Expresion de la proteina Cor en BW25113 y en las mutantes derivadas. (A) SDS-PAGE tris-
tricina al 16.5% T, 3% C, tefiido con azul de Comassie de extracto celular total 1 hora post induccion. Carril 1,
marcador de peso (M); carril 2, 3 BW25113 y esta transformada con pPROEX-1, respectivamente, ambos
controles negativos de expresion de Cor; carril 3, W3110/pPHCcor, control positivo de expresion; carriles 5 a 10,
JW0940 (ompA"), IW2203 (ompC"), IW1088 (fhuE"), IW1248 (ompW"), IW0912 (ompF*) y JW3996 (lamB),
respectivamente, todas transformadas con pPHCcor. (B) Western Blot usando las mismas muestras y las mismas
condiciones que en (A), se aprecian dos bandas, la banda superior corresponde a la pre-prolipoproteina de Cor y
la banda inferior corresponde a la lipoproteina de Cor

7.7.2 Exclusion-Infeccion de fagos FhuA dependientes en cepas de la coleccion

Keio transformadas con pPHCcor

Una vez comprobada la expresion de Cor, se realizo el ensayo de goteo sobre cada una de las
mutantes transformadas con pPHCcor, para observar el comportamiento de la
infeccion/exclusion, de los fagos FhuA dependientes. Sorpresivamente, en las mutantes

JIW0940(ompA~), JW2203(ompC), JWO0912(ompF~), IW1248(ompW~), JWI1088(fhuE") y
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JW3996(lamB"), las cuales contenian el fondo genético FhuA+, y aun cuando se sobre-expreso
a Cor, todas éstas fueron infectadas por los fagos FhuA dependientes (véase Tabla 18 y Figura
24). Por otro lado, la Sie de fagos FhuA dependientes, por Cor, en las otras mutantes JW0149
(fhuB), JIW0148 (fhuD-) JW3938 (btuB-), JIW5100 (t0/B-), y JW3474 (slp), se realizo similar

que, en la cepa silvestre.

Tabla 18

Fenotipo de cepas deficientes en varios genes transformadas con pPHCcor

BACTERIOFAGOS
CEPA mEp332 mEp167 ¢80 mEp416 A
Grupo de Iy VI $80 XII Iy
inmunidad:
Receptor para OmpC FhuA FhuA FhuA LamB
infectar:
W3100 - - - +H+ +H+
BW25113 +4+ +4+ +4+ A+ A+
C600 - - - - ++
BW25113 / pPROEX-1 -+ -+ -+ +++ +++
BW25113 / pPHCcor ++ - - - et
IW0940(ompA) / pPHCcor - - - +H+ +H+
IW02203(ompC’) / pPHCcor - -+ -+ +++ +++
IW0912(ompF*) / pPHCcor - - - +H+ +H+
IW1248(ompW*) / pPHCcor -+ -+ -+ +++ +++
JWO0146(fhud’) / pPHCcor ++ - - - et
IW0149(fhuB") / pPHCcor - - - - ++
JWO0148(fhuD") / pPHCcor ++ - - - et
JW1088(fhukE") / pPHCcor -+ -+ -+ +++ +++
IW3996(lamB’) / pPPHCcor +++ ++ +++ ++ -
JW3938(btuB") / pPHCcor ++ - - - et
JW5110(t0lB") / pPHCcor -+ - - +++ o+
JW3474(slp”) / pPPHCcor - - - - ++
+ Formacioén de placas de lisis - Sin formacién de placas de lisis
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BW25113/pPROEX1 BW25113/pPHCcor

Dilucién de fagos

JW0940(ompA’) / JW2203(ompC) / JW0912(ompF) / JW12480mpW') /
pPHCcor pPHCcor pPHCcor pPHCcor

Dilucién de fagos

JW1088(fhuE’) / JW3996(lamB’) /
pPHCcor pPHCcor
mEp33
mEp167
mEp4l
Lambda

-8 -6 -4 -2

—_—

-8 -6 -4 -2

Figura 24 Ensayo de exclusiéon/infeccion en cepas mutantes en OMPs. Tapices de cepas goteadas con fagos
para visualizar la Sie. (A) BW25113 transformada con pPROEX-1 y pPHCcor, utilizadas como control positivo
de infeccion y control de especificidad de fagos, respectivamente. (B) Cepas mutantes JW0940(ompA),
JW02203(ompC), IW0912(ompF*), IW1248(omp W), IW1088(fhuE") y JW3996 (lamB’) transformadas con
pPHCcor; placas de lisis correlacionadas con los datos de la Tabla 18.
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7.7.3 Plasmidos complementarios de la coleccion ASKA para cepas de la coleccion

Keio

Posterior al ensayo de exclusion/infeccion, las mutantes: JW0940 (ompA~), IW2203(ompC"),
IW1248(omp W), IW1088(fhuE") y JW3996(lamB") se lisogenizaron con el fago mEp167, y
se les transformo con su plasmido complementario de la ASKA Collection (Kitagawa et al.,
2005) [69] respectivo a cada mutante; previa complementacion los plasmidos fueron
restringidos con Sfil para verificar que el inserto en cada uno correspondiera con el tamano de
cada gen; en la Figura 25 se muestra el gel de agarosa con los pldsmidos restringidos y el

tamafio de cada inserto liberado.

M12 345678910

<« 2190 (fhuE)

< 1134 (JlamB)
1089 (ompC)

31041 (ompA)

<«—— 780 (ompW)

Figura 25 Restriccién de plasmidos complementarios con Sfil. Gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de
etidio. Carriles 1, 3, 5, 7y 9 plasmidos pthuE, pompC, plamB, pompA, y pompW sin restringir; carriles 2,
4, 6, 8 y 10 plasmidos pfthuE, pompC, plamB, pompA, y pompW restringidos con Sfil, en los tltimos se
observa la liberacion del inserto, la masa molecular se indica con una flecha para cada uno.

7.7.4 Complementacion de cepas de la coleccion Keio lisogenas para mEp167

En el ensayo de complementacion (véase Tabla 19) se puede apreciar que la infeccion de
fagos FhuA dependientes, ahora es revertida. Cor vuelve a ser funcional inhibiendo la
infeccion de fagos FhuA dependientes, como se aprecia para mEp167 y otros fagos; mEp237 y
mEp410. Aun sin induccién con el IPTG, la complementacion es observada, sugiriendo que la
fuga transcripcional para cada uno de los factores es suficiente para complementar la funcion.
La inhibiciéon del desarrollo de los fagos FhuA dependientes por Cor del profago, fue
observada similar a lo observado por Uc-Mass et al., (2004) [43].
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Por otro lado, e interesantemente, en la cepa JW0940 [(ompA~), (mEp167)] / pompA, cuando
se sobreexpresa a OmpA se excluye el fago mEp332 el cual es OmpC dependiente, pero
OmpA y FhuA independiente (véase Tabla 19), se sugiere que Cor ahora podria excluir a otros

fagos FhuA independientes, como es el caso de mEp332.

Tabla 19
Fenotipo de cepas deficientes en diversos genes complementadas y lisogenizadas con mEp167.
BACTERIOFAGOS
CEPA mEp332 mEp167 A mEp237 mEp410
Grupo de
inmunidad: A V1 A X X1I
Receptor para OmpC FhuA LamB FhuA FhuA
infectar:
IW0940 (ompA") / pompA ++ +++ T+ R N
JW2203 (ompC) / pompC +H+ +H+ +H+ +H+ +H+
ITW1248 (ompW") / pompW +++ +++ +++ +++ +++
JW1088 (fhuE") / pfhuE +-- -+ +-- +++ +++
IJW3996(lamB") / plamB - - - +H+ +H+
Sin IPTG
IW0940 [(ompA7),(mEp167) ]/ pompA +-- - +++ - R
JW2203 [(ompC),(mEp167)] / pompC A+ - - - _
IW1248 [(ompW"),(mEp167)] / pompW +++ - ++ - -
JW1088 [(fhuE"),(mEp167)] / pfhuE SDB SDB SDB SDB SDB
JW3996 [(lamB),(mEp167)] / plamB +++ - ++ - -
Con IPTG

IW0940 [(ompA7),(mEp167) ]/ pompA - - +++ R _
IW2203 [(ompC),(mEp167)] / pompC +++ - ++ - -
JW1248 [(ompW-),(mEp167)] / pompW SDB SDB SDB SDB SDB
JW1088 [(fhuE"),(mEp167)] / pthuE SDB SDB SDB SDB SDB
JW3996 [(lamB),(mEp167)] / plamB +++ - ++ - -

+ Formacion de placas de lisis
- Sin formacién de placas de lisis

SDB Sin desarrollo bacteriano
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7.8 Ensayos complementarios

7.8.1 Localizacion celular de Cor por gradiente de sacarosa

En adicion a la solubilizacion de la IM con sarcosyl, se determind la localizaciéon de Cor
utilizando la técnica de gradiente de sacarosa segun lo reportado por Reveg et. al., 2012 [70];
gradiente de 30 a 55%, 170,000 g, 17 horas, rotor SW40. El boton del gradiente corresponde a
la OM y la membrana citoplasmatica se concentra aproximadamente en el 35%. En los carriles
5 a 9 se corrieron algunas de las fracciones colectadas, en el carril 10, la pastilla, Cor se
visualiza desde la fraccion 4, Figura 26 (B), carril 6, sin embargo, la mayor concentracion se
observa en la pastilla, misma que corresponde a la OM. Como control de fragmentacion se
realizd la Inmunodeteccion de proteinas de OM con el anti-LamB que también reconoce
OmpA, estas dos proteinas se identificaron a partir de la fraccion 6, Figura 26 (C) carril 7, de
igual manera mayor concentracion se visualiza en la pastilla, estos resultados confirman la

localizacion de Cor en la OM.
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Figura 26 Cor es una proteina de membrana. Gradiente de sacarosa. (A) SDS PAGE tris-tricina al
16.5% T, 3% C, tefiido con plata; carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, extracto total (E.T); carril 3,
fraccion citoplasmatica (F.C); carril 4, fraccion de membrana total (F.M) utilizada para realizar el gradiente;
carriles 5 al 9 fracciones obtenidas después de centrifugar el gradiente; carril 10, pastilla sedimentada. (B)
Radiografia de Western blot revelado con el anticuerpo anti-polihistidinas. (C) Radiografia de Western blot
revelado con anti -LamB que también reconoce OmpA.
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7.8.2 Inmunoprecipitacion de Cor

En un primer intento por identificar in vitro interacciones proteina-proteina con Cor se utilizo
la técnica de inmunoprecipitacion. Primero 10 pl de proteina G se incubaron con 2.5 pL de
anticuerpo anti-polihistidinas en un volumen de 500 pl ajustado con buffer, para formar el
complejo matriz-anticuerpo se incubaron 4 horas a 4°C, después para eliminar el buffer, se
centrifugaron 5 minutos a 10 000 xg y el sobrenadante se retird, se adicionaron 100 pg de
proteinas de membrana solubilizadas en 20 mM de -Dodecyl B-D-maltosido, el volumen se
ajusté a 500 pl con buffer, la mezcla se incubd 2 horas a 4°C, entonces se centrifugd 20
segundos a 14, 000 xg y se lavaron 2 veces, finalmente se adicionaron 10 pL de buffer de
carga, se calentaron a ebullicion 10 minutos y se cargaron en un SDS PAGE. En la Figura 27
se muestra el gel del ensayo, las flechas indican la presencia de proteinas que solo se
identificaron en el inmunoprecipitado de W3130/pPHCcor. La mayor parte de proteinas

observadas son fondo lo que limito la eleccion de esta técnica.
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Figura 27 Inmunoprecipitacion de Cor con anticuerpo anti-polihistidinas. SDS PAGE tris-tricina al 16.5%
T, 6% C, teflido con plata. Carril 1, marcador de peso molecular; carriles 2, 3, 4, control negativo de
inmunoprecipitacion, sin anticuerpo anti-polihistidinas, de W3110, /pPROEX-1 y /pPHCcor, respectivamente;
carriles 5, 6, 7, inmunoprecipitado con anticuerpo anti-polihistidinas de W3110, /pPROEX-1 y /pPHCcor,
respectivamente.
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7.8.3 Estandarizacion de coopurificacion

En la Tabla 20 se muestra las diferentes condiciones en que se realiz6 el ensayo de
coopurificacion para encontrar la condicion mds favorable de obtener complejos y eliminar la

mayor cantidad de proteinas que se unen inespecificamente a las perlas.

Tabla 20
Condiciones ensayadas para estandarizacion de coopurificacion.
Condicion Cantidad Tiempo de Composicion de buffer de lavado Cantidad
de proteina  incubacién Concentracion ~ Concentraciéon  Concentracién de
(ng) para acople de imidazol de Tween 20 de n-Dodecyl p-  Lavados
perlas- (mM) (%) D-maltoside
complejo de (mM)
proteinas
(horas)
1 40 4 50 - 2 4
2 20 3 100 0.05 2 6
3 20 2 50 0.05 2 4
Observaciones

1) El ensayo se realiz6 en tubos eppendor de 1.5 ml.

2) Para la estandarizacion se utilizaron volumenes de 20 pl de perlas magnéticas Agarosa Ni-NTA.

3) Antes de empezar el acople las perlas primero se separaron de la solucién de conservacion, después se enjuagaron con
agua miliQ, por tltimo, se equilibraron 30’ en NTI-10G con 2 mM de n-Dodecyl -D-maltoside.

4) El volumen de muestra se ajustd a 200pul.

5) La incubacion para el acople perlas-complejo de proteinas se realiz6 a 4°C y agitacion constante de aproximadamente
20 revoluciones por minuto.

6) Los recambios de buffer en cada lavado se realizaron a intervalos de 30’ a 4°C y agitacion constante de
aproximadamente 50 revoluciones por minuto.

7) La separacion de perlas-mezcla se realizd utilizando una gradilla magnética.

En el SDS PAGE tefiido con plata de la figura 28 se corrieron las proteinas que coopurificaron
al utilizar las condiciones enumeradas en la Tabla 20, con las condiciones 1 y 3 las proteinas
que coopurifican se visualizan muy similares, pero con un fondo mayor en la condicion 1 y
con la condicion 2 la cantidad de proteinas que se visualizan en muy poca en comparacion con

las otras, de esta manera se considero la condicidon 3 como la optima para realizar el ensayo.
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Figura 28 Estandarizacion de coopurificacion. SDS PAGE tris-tricina al 16.5% T, 3% C, tefiido con
plata. Carril 1, marcador de peso molecular; carriles 2 al 7 proteinas eluidas de los ensayos con W3110/pPROEX-
1 (carriles pares) y W3110/pPHCcor (carriles impares), carriles 2, 3, ensayo realizado con las condiciones # 1
(C1); carriles 4, 5, ensayo realizado con las condiciones # 2 (C2); carriles 6, 7, ensayo realizado con las

condiciones # 3 (C3).
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8. DISCUSION

Uc-Mass y cols. (2004) reportaron que el bacteriofago mEp167 depende del receptor FhuA
para infectar. Ademads, el producto del gen cor del profago mEpl67 excluye a la
superinfeccion de otros fagos FhuA dependientes, y que Cor puede bloquear la introduccion
del sideroforo ferricromo-Fe3" al citoplasma. Wietzorrek et al., (2006) [21] al analizar la
region NH3 terminal de Cor en varios fagos lambdoides, observaron que tenian una secuencia
sefial (SS), caracteristicas de lipoproteinas. La SS de las lipoproteinas tiene la secuencia
consenso [LVI][ASTVI][GAS]C y es conocida como “lipobox” (Konovalova y Silhavy, 2015)
[66]. A la posicion del a.a. Cys del lipobox se le ha asignado +1 (Inouye et al., 1983) [71], y el
destino de la lipoproteina hacia la OM ¢ IM, es dado por el aminoécido en la posicion +2. Un
residuo de Asp en +2 causara que la lipoproteina se retenga en la IM (Takuda and Matsuyama
2004; Konovalova y Silhavy, 2015 [66]. La proteina Cor del fago mEp167 consta de 77 a.a., y
tiene la secuencia de aminoacidos LSGC caracteristico del lipobox. En la posicion +1 estéd la
Cys, y en la posicion +2 la Ala, y de acuerdo a la proposicion anterior, el destino de Cor es
sugestivo que sea en la OM. En este trabajo primeramente se construy6 el plasmido pPHCcor
conteniendo la bandera de Histidinas en el extremo carboxilo terminal para monitorear a Cor;
en el ensayo sobre la exclusion a la superinfeccion con los fagos FhuA dependientes: HK022,
mEpl167, mEpl73 y mEp506 todos fueron excluidos por el Cor expresado a partir de
pPHCcor, similar a lo observado por Uc-Mass et al., (2004) Tabla 14. En la Figura 14 (A) se
muestra el gel del extracto total de proteinas de la cepa W3110 pPHCcor inducida con IPTG a
diferentes tiempos, se puede apreciar desde la 1* h, una banda ~13 kDa, que posiblemente sea
la expresion correspondiente a Cor. Para verificar que esta banda correspondia a Cor, se
realizo el Western blot utilizando anticuerpos anti-polihistidinas. En los carriles
correspondientes a la inducciéon de pPHCcor en la Figura 14 (B), se puede apreciar dos bandas
bien definidas y perfectamente separadas, una de ~ 13 y la otra de ~ 8.5 kDa. La presencia de
las mutantes corC17F, corA18D, o la doble mutante corC17F-A18D expresada en plasmidos
no excluyeron a los fagos FhuA dependientes ensayados, el mismo fenotipo es observado en
las mutantes de la region conservada de Cor AS5S7E, N62D, S67R y A57-59 (Tabla 16),
indicando que por los aminoédcidos mutados, esta region es esencial para el funcionamiento de
Cor. En el Western blot de la Figura 17, se observaron dos bandas relacionadas a Cor: la pre-

prolipoproteina/prolipoproteina y la lipoproteina [nomenclatura referido en Kovacs-Simon, et
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al., (2011) [72]. En la mutante corC17F, unicamente se observa una banda, sugiriendo ser la
pre-prolipoproteina, debido a que en la ausencia de Cysl7 no debe ser reconocida por la
enzima fosfatidil diacilglicerol transferasa (Lgt), y como consecuencia no debe ser procesada
por la senal peptidasa II (LspA), quedando como una proteina de mayor peso molecular ~ 13
kDa (Fig. 17; carril 4). En el fraccionamiento celular se encuentra enriquecida en la fraccion
de IM (Figura 19, carril 8). En la mutante corA18D se puede apreciar dos bandas, similar a lo
observado con la Cor silvestre, la pre-prolipoproteina/prolipoproteina y la lipoproteina (Figura
17 carril 5), sin embargo, la lipoproteina Cor mutante corA18D fue incapaz de llevar a cabo la
Sie, sugiriendo que no es reconocida por el transportador LolCDE para su translocacion a la
OM (Hayashi y Wu, 1990) [39]. En el fraccionamiento celular se encuentra en mayor
proporcion en la fraccion de IM con respecto a la observada en la OM (Figura 19, carril 9, 5).
Estos resultados apoyan fuertemente de que Cor debe de ser una lipoproteina de OM.

En un intento por conocer la proteina blanco de Cor, se realizo el ensayo de Overlay (ver
material y metodos). La autoradiografia del Western blot, proveniente del ensayo con la cepa
W3110/pPHCcor (control positivo), y sin la incubacién con Cor, se pudo apreciar una Unica
banda correspondiente a la migracion de Cor (Figura 21 carril 2). Interesantemente, la
autorradiografia del Western blot, incubados con Cor (6xHisCor6xHis y/o Cor6xHis), y
proveniente de los extractos de membrana total y OM, se pudo observar una banda adicional a
Cor que hibrid6 entre los 25 y 37 kDa (Figura 21 carriles 3 al 7) siendo la sefial més intensa en
los carriles 5, 6 y 7 que corresponde a la fraccion de OM. Vostrov, et al (1996) [45] sugirieron
la posible interaccion de Cor con FhuA de ~78 kDa; sin embargo, en el carril en los que se
corrieron las proteinas de la cepa W3100/pPHCcor y en la que sobreexpreso FhuA no se
observd una hibridacion adicional a la observada, ni en los otros carriles ni en el peso
aproximado de 70 kDa. Asi, para averiguar el polipéptido de esta banda, se realiz6 el ensayo
de Copurificacion. El racional es que conforme se van eluyendo las fracciones, se iran
desapareciendo las bandas de proteinas que se unen inespecificamente a la matriz. Si en las
ultimas fracciones, la intensidad de las bandas permanece constante suponemos que estas
bandas pudieran ser acarreadas por Cor (la solubilizaciéon de la fraccibon membranal fue
realizada con el detergente no i6nico n-Dodecyl B-D-maltoside, el cual separa los complejos
proteina-proteina en su forma nativa).

La copurificacion del extracto membranal se realizé con las cepas W3110, W3110/pPROEX-1
y W3110/pPPHCcor (Figura 22). Las proteinas provenientes de las eluciones de Ila
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copurificacion de W3110/pPHCcor (Figura 22; carril 9 y 10), tuvieron bandas adicionales que
no se presentaron en sus controles (W3110 y W3110/pPROEX-1). En el andlisis por
espectrometria de masas LC_ESI MS / MS (MS) se identificaron los siguientes fragmentos
peptidicos se emparejaron con las proteinas: para LamB 16 péptidos (pts) con un 51% de
cobertura, para OmpC 23 pts con 88%, para OmpA 24 pts con 73%, para OmpW 7 pts con
50%, para Slp 7 pts con 51%, y para Cor 3 pts con 58%. Por lo tanto, OmpA, OmpC, OmpW,
LamB y Slp se asociaron fuertemente con Cor (Fig 22) Curiosamente, dos fragmentos de Cor
(de 57 a 64 aa y de 65 a 77 aa) se asociaron con LamB, OmpW y Slp cuando estas bandas
proteicas fueron cortadas, procesadas y analizadas por MS, lo que sugiere una asociacion mas
estrecha. A partir de un segundo ensayo de MS, adicionalmente, se identifico el OmpF.
Tomado en cuenta la migracion de las proteinas en el gel de la copurificacion y la unica sefal
observada en la placa del Overlay, se sugiere que ésta podria ser alguna de las porinas: OmpA,
OmpC u OmpF.

Para determinar si alguna de las proteinas identificadas por masas estaba relacionada con la
exclusion de fagos FhuA dependientes, se pidieron las cepas mutantes JW0940ompA-,
IW22030mpC-, IW09120mpF-, IW12480mpW~, IW3474s y JW3996/amB-, derivadas de
BW25113 de la coleccion Keio (Baba et al.,, 2006) [55], En adicién las cepas mutantes
IWO0149/huB- y JW0148fhuD- del sistema transportador de ferricromo-Fe3", y las OMPs
como JWI1088 fhuE-, JW5100¢0/B- y JW3938 btuB-, se transformaron con el plasmido
pPROEX-1 y pPHCcor. Todas las cepas mutantes transformadas con el plasmido control
pPROEX-1 fueron infectadas normalmente por los fagos FhuA dependientes, a excepcion de
la BW25113 (fhuA-) (Tabla 4). Lo que indica que estos factores no participan en el proceso
infectivo.

Sin embargo, en el ensayo de infeccion/exclusion, Unicamente en las 6 cepas mutantes
(ompA-, ompC-, ompF-, ompW-, fhuE-y lamB-), transformadas con pPHCcor, los fagos FhuA
dependientes, no presentaron la Sie (Tabla 5), aun cuando las cepas tuvieron el fondo genético
FhuA+, y la proteina Cor se sobre-expreso, tal como fue verificada por la sefial positiva de Cor
del Western blot (Figura 23). Este resultado sugiere que, para que Cor+ actue y excluya en
forma eficiente a los fagos FhuA dependientes, requiere de la participacion de al menos éstos
6 factores.

En el ensayo de complementacion, primeramente, se lisogenizé cada una de éstas mutantes

con el profago mEp167, y se les transformo con el plasmido del gen complementario (Tabla
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19). En el ensayo de infeccion/exclusion de fagos FhuA dependientes, la Sie ahora es
revertida, o sea, Cor vuelve a ser funcional inhibiendo la infecciéon de fagos mEp167, mEp237
y mEp416 FhuA dependientes. Es de notar que la exclusion se observd aun sin inducir el
plasmido complementario y en las mismas condiciones en la cepa JW1088 [(fhuE"),(mEp167)]
/ pthuE, el crecimiento fue casi nulo, evaluado por la presencia de un tapiz bacteriano difuso.
Por otro lado, e interesantemente, en la cepa JW0940 [(ompA~),(mEp167)] / pompA, cuando
se sobreexpresa a OmpA se excluye el fago mEp332 OmpC dependiente (Tabla 19); se sugiere
que un exceso de OmpA, altera la proporcion que tiene con respecto a OmpC, y permite que
Cor pueda excluir a fagos OmpC dependientes, como es el caso del fago mEp332. Asi, Cor
debe de estar relacionada de alguna forma con OmpA y OmpC. Si asi es el caso, éste tltimo
resultado refuerza los resultados anteriores.

Dado que la lipoproteina fordnea Cor requiere del Complejo de al menos 6 OMPs, para ejercer
su accion sobre FhuA, se propone al menos dos posibilidades en su accion: 1. Cor se une
preferencialmente a una porina [como lo muestra en ensayo de Overlay (Figura 21)], ésta a su
vez ejerce la accion sobre otra(s) porina, hasta que finalmente afecte la funcion de FhuA. Si
alguna de éstas esta ausente, la accion de Cor sobre FhuA se verd interrumpida, permitiendo la
infeccion de fagos FhuA dependientes. 2. La siguiente posibilidad se detalla en 4 pasos: I. En
condiciones normales estas porinas estan distribuidas posiblemente rodeando a FhuA en una
forma normal u “ordenada” (FhuA es reconocida por fagos infectivos), II. En ausencia de
cualquiera de estas porinas, habrd un reacomodo “semi-ordenado” de las porinas respecto a
FhuA, sin afectar la funcionalidad de FhuA, III. Cuando se expresa la lipoproteina Cor, debera
de producirse un reacomodo equivalente al “semi-ordenado” anterior, donde Cor puede actuar
sobre FhuA, y se lleve a cabo la Sie, y IV. Sin embargo, si a cada una de las mutantes (por
separado), se le adiciona el factor foraneo Cor, estos dos reacomodos (diferentes y “semi-
ordenados”, deberd de tomarse en cuenta) y por lo tanto pasa a un reacomodo que se propone
“caodtico”, ya que el resultado es la inhabilitacion de Cor sobre FhuA, y por consiguiente
permite nuevamente la infeccion de fagos FhuA-dependientes, atin en presencia de Cor.

La accidn y/o participacion de proteinas foraneas dentro de la célula puede ser completamente
inesperada, asi la expresion, sobreexpresion o modificacion de ésta puede conducir a
comportamientos complejos, desde una alteracion o modificacion al metabolismo hasta la
inhibicion del crecimiento celular o su muerte. Por ejemplo: la expresion del polipéptido

ORF4.1 de 83 a.a., proveniente del colifago mEp021 permite un crecimiento normal a la
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célula; sin embargo, el péptido de 82 a.a. (ORF 4.2), con la delecion inicamente de la primera
Metionina, inhibe el crecimiento de la célula (Martinez-Penafiel et al., 2012) [73]. Wagemans
et al,, (2014) [74] identifican 6 ORFans del genoma del fago LUZ7 de Pseudomonas
aeruginosa que al expresarlas cada una en forma independiente, actian como bactericidas. En
este trabajo, la mutante corC17F dificulta el crecimiento de la célula.

La idea de proponer a las porinas formando redes de interaccion, ya sea en forma lineal o
espacial alrededor de otras porinas, no es nueva, sin embargo, el proponer arreglos ordenados,
semi-ordenados a cadticos, puede ser plausible. Estudios globales de proteomas, o de
interaccidon proteina-proteina, alterando factores celulares como las mutantes nulas y/o
afiadiendo factores foraneos como Cor, podran dar una mayor riqueza e informacién sobre su
distribuccién en la que constantemente estan sometidas las células en su ambiente natural.

El transporte de ferricromo y la infeccion por fagos dependientes de FhuA son inhibidos por
Cor (Uc Mass et al., 2004). Sie mediado por Cor, posiblemente involucre alguna interaccion
con su receptor principal (Vostrov et al., 1996) [45]. No se ha documentado ninguna evidencia
de la interaccién de Cor con sus proteinas diana. Los resultados presentados en este trabajo
indican que in vitro las OMP LamB, OmpA, OmpC, OmpF, OmpW y Slp interactian con Cor
(Figura 22). La participacion de estos OMP en Sie por fagos dependientes de FhuA se
corrobora in vivo en las cepas mutantes “knockout” que sobreexpresan Cor, donde la
reduccion de exclusion es llevada a cabo, sin embargo, la excepcion es para el mutante Slp.
Para el mutante Slp, Sie de fagos dependientes de FhuA por Cor, la exclusion no se pierde ni
se reduce, similar al observado en W3110 que expresa el tipo silvestre Cor. Slp es un OMP
que se expresa en fase estacionaria (Price y St John, 2010) [75]; como el ensayo se realizé con
células en fase logaritmica, sugiere que esta condicion emula el crecimiento de tipo salvaje
W3110, donde Slp es escaso o esta ausente.

Sorprendentemente, Sie para el fago mEp332 OmpC-dependiente se observo en la cepa
{JW0940 [(ompA-), (mEp167)] / pPOmpA} que expresa Cor + y sobreexpresa OmpA (véase la
Tabla 19). Si Cor, que estad asociado a la inhibicion de la infeccién por fagos dependiente de
FhuA, como ahora puede excluir al fago dependiente de OmpC (mEp332), ésta es una
pregunta que esta abierta. Para mEp237 y mEp410 que son fagos dependientes de FhuA, no
pudieron infectar células que sobreexpresan OmpA [JW0940 (ompA -) / pOmpA] (véase la
Tabla 6). Estas observaciones sugieren que de alguna manera Cor, FhuA, OmpA y OmpC

pueden estar asociados formando una red de interaccion.
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En cuanto a las interacciones proteina-proteina entre OMP, Kleanthous et al., 2005 [34]
Informan algunas interacciones promiscuas entre B-barril de OMP generan un ensamblaje
supramolecular o microdominios (Kleanthous et al., 2015 [34]). Parent, et al., [76] informaron
que aunque el receptor principal del fago Sf6 de Shigella flexneri es el antigeno-O de LPS, la
presencia de OmpA y OmpC aumentan la eficacia de la infeccion (Parent, et al., 2014) [76].
Zhang et al., 2008 [77] identificaron una interaccion OmcA-MtrC (citocromos de OM) en
Shewanella oneidensis MR-1.

Finalmente explicar o proponer un modelo de comportamiento de cémo Cor requiere estos
factores para inhibir los fagos dependientes de FhuA, no es una tarea facil. Los resultados
presentados en este trabajo sugieren que: 1. Cor no actiia directamente sobre FhuA y 2. Que al
menos estos seis OMP diferentes pueden requerirse para excluir los fagos dependientes de
FhuA. Teniendo en cuenta que las OMP pueden distribuirse en una simetria hexagonal, como
las celdas de un panal [Klebba (2016)] [78]; proponemos que FhuA puede estar rodeado por
estos 6 OMP diferentes y que la ausencia de alguno de ellos da como resultado un desarreglo
en esta distribucion que altera la conexion entre Cor y FhuA, permitiendo la infeccion de fagos
dependientes de FhuA. Si la formacion en la distribucion OMP es de simetria hexagonal, y si
esta estd asociada con la exclusion; y si otros tipos adicionales de OMP estan implicados,

queda por determinarse.
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II.

I11.

IVv.

VI
VIL

. CONCLUSIONES

La exclusion mediada por Cor a partir de pPHCcor, con dos etiquetas de Histidinas,
una en el amino y otra en el Carboxilo fue similar a la observada por pKINAM.

Se lograron visualizar dos bandas bien definidas y perfectamente separadas de Cor, los
resultados sugieren que la banda que migra menos corresponde a la pre-prolipoproteina
y la banda que migra mas rapido a la lipoproteina madura.

Cor es una proteina que se transporta a la membrana celular y se encuentra enriquecida
en la fraccion de OM mientras que la mutante C17F, no es procesada y solo se
visualiza en la IM.

La sobreexpresion de las proteinas mutantes de Cor C17F, A18D y C17F-A18D,
disminuyen la tasa de desarrollo celular, y se relacionan a la funcionalidad de la
proteina para efectuar la Sie ya que permiten la infeccion de los fagos FhuA
dependientes.

Cor interactua con una proteina OMP que migra entre los 25 y 37 kDa.

Seis proteinas de OM y Slp coopurifican con Cor.

Cor requiere de al menos 5 proteinas de OM LamB, OmpC, OmpF, OmpA y OmpW

para ejercer su accion.
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10.PERSPECTIVAS

I.  Construccion de cepas doble mutantes en diferentes combinaciones de las proteinas
que se identificaron en este trabajo, necesarias para que Cor excluya fagos FhuA
dependientes.

II.  Determinar si las mutantes LamB~, OmpA", OmpC’, OmpF, OmpW" y Slp™ tienen efecto en
la captacion de ferricromo en cepas FhuA*.

III.  Realizar ensayos de competencia con las proteinas identificadas para determinar si Cor

sirve como proteina de andamiaje o Cor se une a un complejo presente en la célula.
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APENDICE I: LISTADO DE CEPAS Y OLIGONUCLEOTIDOS
UTILIZADOS.

Tabla 21
Cepas, bacteridfagos y plasmidos utilizados en este estudio
Cepas Genotipo o marcador relevante Referencia
W3110 F X rph Bachmann (1972) [79]; Jensen
(1993) [80]
C600 leuB6 thi-1 lacY1 supE44 thr-1 rfbD1 fhud21 Appleyard (1954) [81]
BW25113 rrnB3, AlacZ4787, hsdR514 Baba et al., 2006 [55]
A(araBAD)567, A(rhaBAD)568, rph-1
XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB  Stratagene
laclq ZAM15 Tn10 (Tetr)
JW0940 (ompA) BW25113 AompA772::kan
JW2203 (ompC) BW25113 AompC768::kan
JW0912 (ompF) BW25113 AompF746::kan
JW1248 (ompW") BW25113 AompW764::kan
JW0146 (fhud’) BW25113 AfhuA766::kan Baba et al., 2006 [55]
JW0149 (fhuB") BW25113 AfhuB769::kan
JW0148 (fhuD") BW25113 AfhuD768::kan
JW1088 (fhukE) BW25113 AfhuE764::kan
JW3996 (lamB") BW25113 AlamB732::kan
JW3938 (btuB) BW25113 AbtuB754::kan
JW5100 (t0lB) BW25113 Ar0/B789::kan
JW3474 (slp) BW25113 Aslp761::kan
Bacteriéfagos
I immy, CSH Collection
D80 immaoso Matsushiro (1963) [82]
HKO022 immuko2n Dhillon and Dhillon, 1976
[83]
Fagos mEp Varios grupos de inmunidad Kameyama, et al., 1999 [42]
Plasmidos
pPROEX-1 lacl®, pTrc Polayes y Huges, 2004 [58]
pUCJA cat® fhud™* Uc-Mass, et al., 2004 [43]
pKINAM bla lacl® pTrc cormepier Uc-Mass, et al., 2004 [43]
pPHCCor bla lacI® pTrc cormepis7-6XHis Este estudio
pPHCCorC17F bla lacI? pTrc cormepisrtaTir-6XHis Este estudio
pPHCCorA18D bla lacI® pTrc cormepisrceris-6XHis Este estudio
pPHCCorC17FA18D  bla lacI® pTrc cormepisrraTizacTis-6XHis Este estudio
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pPHCCorAS7E bla lacI® pTre cormepisrcees7-6 XHis Este estudio
pPHCCorN62D bla lacI® pTrc cormepisrance-6XHis Este estudio
pPHCCorS67R bla lacI® pTrc cormepisracTer-6 XHis Este estudio
pPHCCorA57-59 bla lacI® pTrc cormepis7a5760cGGATAT-6 X His Este estudio
JW0940-AM cat lacl® pT5-lac (pOmpA) ASKA Collection [69]
JW2203-AM cat lacl® pT5-lac (pOmpC)
JW1248-AM cat lacl® pT5-lac (pOmpW)
JW3996-AM cat lacl® pT5-lac (lamB)
JW1080-AM cat lacl® pT5-lac (pthuE)
Tabla 22

Oligonucledtidos utilizados en este estudio

Nombre

Secuencia

Utilizacion

Fw-pPROEXsec

5’ATCTGTGGAATTGTGAGC-3’

Secuenciacion de
plasmidos

Fw-cor 5’GGAATTCAAATGAAAAGGCTAATTATCAGCA’-3 Amplificacion de cor
Fw-CCHT 5’TAAACATCATCATCATCACCATTAAGGATCCA-3’ Clonacion de 6His
Rv-CCHT 5’AGCTTGGATCCTTAATGGTGATGATGATGATGTTTACATG-3’ Clonacién de 6His

Fw-MUTC17A18D

Rv-MUTC17FA18D

5’GCATGGCGATCGCTTTAATGCTGTCTGGTTKTGMTGGTGTACT
TGAGAAACAGGAACCTATTTGC-3’

5’GCAAATAGGTTCCTGTTTCTCAAGTACACCAKCAMAACCAGA
CA GCATTAAAGCGATCGCCATGC-3’

Mutagénesis de C17F,
A18D, C17FA18D

Mutagénesis de C17F,
A18D, C17FA18D

Fw-MUTAS57 5’"CGAAAACAAAACCAGACTCAATACCGGNNNNNNTATCCCTTC

AACTGGCGTTGGGTAAGTGC-3’ Mutagénesis de ASTE
Rv-MUTAS57 5’GCACTTACCCAACGCCAGTTGAAGGGATATYCGGMCCGGTAT

TGAGTCTGGTTGTTTTGTTTTCG-3’ Mutagénesis de ASTE
Fw-62AACGAC 5’"GGGCCGGATATCCCTTCGACTGGCGTTGGGTAAGTGC-3’ Mutagénesis N62D
Rv-62AACGAC 5’GCACTTACCCAACGCCAGTCGAAGGGATATCCGGCCC-3’ Mutagénesis N62D
Fw-D-Cor 5’AAACAAAACAACCAGACTCAATACCGGCCGTTCAACTGGCGT

TGGGTAAGTG-3’ Delecién 57-59
Rv-D-Cor 5’CACTTACCCAACGCCAGTTGAACGGCCGGTATTGAGTCTGGTT

GTTTTGTTT-3’ Delecioén 57-59
Tabla 23

Secuencia de cormepisr

ATGAAAAGGCTAATTATCAGCATGGCGATCGCTTTAATGCTGTCTGGTTGTGCTGGTGTACTTGAGAAAC
AGGAACCTATTTGCAGCGGCACGGCATATATGGGTGACCATGAGAATAACGTTATGATTTACGGCGTTCG
AAAACAAAACAACCAGACTCAATACCGGGCCGGATATCCCTTCAACTGGCGTTGGGTAAGTGCGAACACA
TTCACAAGCACGACATGTAAATAA

92



APENDICE II: ELECTROFEROGRAMAS
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