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RESUMEN

La microcina E492 (MccE492) es un polipéptido antibidtico que presenta
actividad bactericida sobre cepas de la familia Enterobactereaceae mediante la
formacion de canales iénicos en la membrana citoplasmatica. Los determinantes
genéticos necesarios para su produccion, presentes en el genoma de Klebsiella
pneumoniae RCY492, se clonaron y expresaron en Escherichia coli, obteniéndose

una microcina recombinante con propiedades bioquimicas y biolégicas idénticas a

la producida por Klebsiella. Mediante mutagénesis con Tn5 se determind la

exigtencia de al menos 8 genes, ademas del gen estructural, involucrados en
procesos de maduracién, procesamiento y exportacion de la microcina.

La MccE492 es secretada en forma activa (Mcc®) durante la fase
exponencial de creciﬁ1iento, e inactiva (Mcc®) durante la fase estacionaria,
fenémeno asociado a la falta de expresién de los genes mcel y J durante esta
tltima fase. Mutantes por transposicién en los genes mceC, | y J sélo producen
Mcc? en forma independiente de la fase de crecimiento, indicando que la
produccién de Mcc® es causada por la falta de un proceso de maduracién a cargo
de los productos de estos genes. Este proceso de maduracién no implica

modificaciones postraduccionales de la MccE492, ya que ambas formas de la

Mmicrocina presentan la misma masa molecular, con un valor que es idéntico al

valor esperado a partir de la secuencia del gen estructural. Se determiné que la
diferencia funcional entre ambas formas de la microcina no se debe a diferencias

en -su estructura primaria, sino a diferencias en el contenido de estructura
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secundaria. La Mcc® presenta una mezcla de hélice-a y estructura al azar, en
tanto que Mcc® presenta un alto contenido de hoja-B. La Mcc® mantiene la
capacidad para formar canales idnicos en la membrana citoplasmatica, lo cual fue
demostrado en experimentos in vitro con bicapas fosfolipidicas e in vivo mediante
esferoplastos, los cuales son sensibles a la Mcc®. Estos experimentos ademas
demuestran que la Mcc® es incapaz de atravesar la membrana externa de la
célula blanco. Por ofro lado, ensayos de competencia entre ambas formas de la
microcina muestran que la actividad de Mcc® no es inhibida por Mcc?® en

concentraciones saturantes (100 veces mayor). Este resultado sugiere que Mcc®

~ falla en el reconocimiento de un receptor, ya que si ésta quedara “atrapada”

durante la translocacién hacia el periplasma, bloquearia la via de entrada de Mcc?
e inhibiria su actividad bactericida. Por lo tanto, el proceso de maduracion le
confiere a la MccE492 la conformacion/dligomerizacion correcta para que pueda
reconocer/interaccionar con un receptor en la membrana externa de la célula
blanco.

La existencia de dos formas funcionales de la MccE492 con idéntica
estructura primaria pero con diferente conformacion, asemejan a la MccE492 con
el fendbmeno que se ha descrito para priones. Un prién se define como una
proteina con caracteristicas infecciosas, que puede inducir un cambio desde una
estructura normal a una infecciosa. Al igual como sucede en priones, la Mcc®

" (mayor contenido de estructura hoja-B) posee la capacidad de convertir a la forma
inactiva hacia la forma activa, como se demostré en ensayos de activacion

disefiados para tal efecto, en los cuales se observé una ganancia en la actividad
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que va desde 2 a 27 veces. Esta ganancia de actividad fue acompariada por un
incremento en el contenido de conformacién hoja-B, determinado mediante
dicroismo circular en el UV-lejano. Estas conversiones se alcanzaron utilizando
muestras de microcina altamente puras, y el fenémeno de activacién fue
propagado a través de ciclos de activacién. Este resultado sugiere fuertemente
que la informacién conformacional se transmite de proteina a proteina siendo
menos probable la necesidad de algin otro factor. Un segmento de la MccE492
(residuos 16-38) presenta homologia con la regién conservada PrP (106-126) de
los priones de mamiferos, responsable de la conversién conformacional. En
ensayos de conversion in vivo, la cepa mutante np220 productora de MccE492(1-
43), fue capaz de activar a Mcc'® fo que se abservo como un halo de inhibicion de
crecimiento cuando ambas cepas son sembradas juntas sobre un césped de
células sensibles, fendmeno que no se observa cuando ambas cepas son
sembradas por separado. Estos resultados sugieren fuertemente que ésta region
es la que le confiere el comportamiento pridnico a la microcina E492.

La proteina integral de membrana MceB confiere inmunidad a la MccE492,
en un mecanismo altamente eficiente y especifico. El mecanismo mas probable
para su accién incluye una interaccién con TonB, proteina esencial en la accién de
la microcina. TonB seria necesaria para la insercién de la microcina en la
membrana citoplasmaética, ya que esferoplastos TonB™ no presentan sensibilidad a
Mcc® ni a Mcc® Se utilizé una aproximacion genética de compensacién de
mutantes puntuales, para estudiar la existencia de una interaccién entre MceB y

TonB. Mediante mutagénesis quimica del gen mceB se aislaron las mutantes




puntuales MceBA17V y MceBA77V asociadas con una pérdida de la inmunidad,
cambios ubicados en la primera y fercera hélice de transmembrana
respectivamente, de acuerdo al modelo topolégico de MceB. Este modelo es:
apoyado por fusiones obtenidas entre MceB y la proteina PhoA, ya que sélo las
fusiones que ocurrieron en la vuelta periplasmatica de MceB presentaron actividad
PhoA, contrario a lo observado en fusiones en hélices de transmembrana. Los
cambios obtenidos en MceB son conservados y afectarian la interaccion
especifica de MceB con TonB a través de sus hélices de transmembrana, como
consecuencia de un cambio en el empacamiento de la hélice, hecho que se ha
demostrado disminuye la constante de unién entre hélices de transmembrana.
Estt:J. se demostré en experimentos de mutagénesis en los que se encontrd
mutantes de TonB con la capacidad de compensar el fenotipo imm™ de mutantes
en MceB. Estas correspondieron a 3 tipos: las mutantes truncas TonBA43-239 y
TonBA109-239, y la mutante puntual TonBS16L localizada en la hélice de
transmembrana de la proteina, mutantes de TonB que no cumplen su funcién
biolégica normal. TonB se encuentra en permanente transicién entre isdmeros
energéticos, propiedad que depende de su interaccién con receptores de
membrana externa a través del extremo carboxilo terminal y con {a proteina ExbB
a través de la hélice de transmembrana. Las mutantes de TonB pierden esta
capacidad, lo que aumentaria -la disponibilidad de TonB para interaccionar con
MceB. De este modo se compensa la disminucién en la afinidad entre ambas
proteinas que provocan las mutaciones puntuales en MceB. No obstante, las

células que portan las mutantes truncas de TonB presentaron sensibilidad a la
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MccE492. Estos resultados nos permiten concluir que sélo la regién N-terminal de
TonB interactiia con MceB y, ademas, que sélo ésta region es necesaria para a la
accién de MccE492. Por lo tanto, la proteina TonB estaria implicada en la
insercion de la MccE492 en la membrana interna, y no en la translocaciéon de
través de la membrana externa, a través del dominio periplasmatico, como se ha
descrito para otros procesos TonB-dependientes, incluida la accién de colicinas
formadoras de poros. Lo anterior es apoyado por la resistencia a la microcing que
presentan los esferoplastos TonB™ y mediante ensayos con el pentapéptido
sintético caja-TonB, el cual no posee un efecto inhibitorio sobre la actividad de la
MccE492, como se ha descrito para la importacién de moléculas que requieren de

la profeina TonB para su translocacidn a través de la membrana externa.




ABSTRACT

Microcin E492 (MccE492) is an antibiotic polypeptide active on strains of the
family Enterobacteraceae. lts mechanism of action is through ion channels
formation into the inner membrane of the target cell. The genefic determinants
necessary for the production of active microcin are located in the chromosome of
Klebsiella pneumoniae RCY492. These were cloned and expressed in E. coli and
the recombinant microcin obtained had identical biochemical and biological
properties compared with the native microcin. The existence of eight accessory
genes necessary for the production of active microcin was determined through
random Tn5 mutagenesis. These genes are involved in maturation, processing and
export of microcin E492.

MccE92 is secreted in an active (Mcc®) and inactivé (Mcc™) form in the
exponential and stationary phase of growth, respectively. This phenomenon
correlated with the lack of transcription of mcel and J genes in the stationary
phase. Mutations in mceC, | and J genes result in the production of Mcc® at any
growth phase, indicating that the production of Mcc® is caused by the lack of a
maturation process. This process does not imply posttranslationa!l modifications of
MccE492 because both forms, active and inactive, present the same molecular
mass, with a value that is identical to the expected value deduced from the gen
sequence. The functional difference between both microcin forms is not due to a
difference in the primary structure, but to a difference in secondary structure. Mcc®?

presents a high content of a-helix structure, while Mcc® has a high content of p-
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sheet structure. Mcc”® is able to form ion channels in phospholipidic bilayers,
although with differences in conductance when compared with Mcc®. On the other
hand, Mcc® has a lethal effect when incubated with spheroplasts of sensitive cells,
indicating that the inactive microcin is not able to cross the outer membrane of the
target cell. In addition, the activity of Mcc? is not inhibited by high concentrations of
Mcc™ (100-fold over Mcc® concentration), indicating that the defect of Mcc? is at the
level of receptor recognition, because a defect in the translocation process should
result in a blockade of the entryway of Mcc?, reducing its lethal effect. Therefore, it
is possible to conclude that the maturation process confers MccE492 the correct
conformationfoligomerization necessary in the recognitionfinteraction with the
recéptor in the outer membrane of the target cell.

The existence of two functional forms of MccE492 with identical primary
structures but with differences in their conformation resembles the phenomenon
that has been described for prions. A prion is a protein with infectious properties
that induces a cl;lange from a normal protein to an infectious one. As happens in
prions, Mcc® (high B-sheet content) possesses the ability to convert the inactive
form into the active form, as was shown in activation assays performed in different
solvents, in which an increase of acfivity of 2 - 27 fold was observed. This increase
in the actlivity was accompanied by an increase in the p-sheet conformation,
determined by far-UV circular dichroism. These conversions were performed with
highly purified microcin samples and the acfivation phenomenon was propagated
in cycles of activation. These results strongly suggest that the conformational

information is propagated from protein to protein and the need of another factor is




less probable. A segment of the MccE492 (residues 16-38) is homologous to the
conserved region PrP (106-126) of mammalian prions, a region responsible for the
conformational conversion process. A growth inhibition halo was observed when
the mutants np220 (MccE492(1-43)) an inactive truncated microcin) and np133
(Mcc®, a maturation mutant in mceC) were seeded together onto a sensitive cell
lawn. This phenomenon was not observed when both strains were seeded
separately, indicating that Mcc® was activated by MccE492(1-43). These results
strongly suggest that this region confers the prion-like properties to MccE492,

The integral membrane protein MceB confers immunity to MccE492, in a
spgciﬁc and highly efficient mechanism. The most probable mechanism includes
an interaction with TonB, a protein that is essential for the microciﬁ action. TonB is
necessary for the insertion of microcin into the cytoplasmic membrane, because
TonB" spheroplasts are not sensitive to Mcc? or to Mcc?. To study the existence of
an interaction between MceB and TonB, genetic experiments involving
compensation of point mutations were performed. After chemical mutagenesis of
the mceB gene, the point mutations MceBA17V and MceBA77V associated with
the loss of immunity were isolated. Both mutants presented conserved changes,
which are located in transmembrane helices according to a topological model of
MceB. Fusions obtained between MceB and PhoA protein were consistent whit this
model, because fusions that occurred in the periplasmic loop of MceB presented
PhoA activity, in contrast whit the lack of activity found in the fusions that occurred
in transmembrane-helices. The point mutations in MceB would modify the helix
packing value, an important parameter in the interaction between transmembrane

helices. In this way, point mutations in MceB would diminish the binding constant




between this protein and TonB through their ransmembrane segments. This was
confirmed by compensatory mutations in TonB. Three kinds of TonB mutants with
the ability to compensate the imm™ phenotype of the MceB point mutants were
isolated: truncated TonBA43-239 and TonBA109-239 mutants, and the TonBS16
point mutant. These mutants do not carry out the normal biological function ‘of
TonB. This protein is in a permanent transition between energetic isomers,
property that depends on its interaction with the outer membrane receptors through
the C-terminal region and with the ExbB protein through the transmembrane helix.
The lack of isomerization process of TonB mutants would increase its availability to
intgract with MceB and in this \u;ay would compensate the decrease in the affinity
between both proteins due to the point mutations in MceB. Truncated TonB
proteins are sensitive to MccE492 action, indicating that only the N-terminal region
of TonB is necessary for microcin action, probably for the insertion of MccE492 into
the cytoplasmic membrane. TonB would not be involved in the translocation of
microcin across the outer membrane, as it has been described for other TonB-
dependent processes such as the action of pore-forming colicins, because the
TonB mutants lack the C-terminal domain responsible for the interaction with the
receptors. This is further confirmed by the lack of inhibition of microcin activity by
the pentapeptide corresponding to a synthetic TonB-box. In similar conditions, this
peptide produces the inhibition of the import of molecules that requires the TonB

protein for them translocation across the outer membrane.




INTRODUCCION

1.1. Bacteriocinas.

Las bacteriocinas son agentes antimicrobianos de naturaleza
proteica producidas por una amplia variedad de bacterias gram positivas vy
negativas, que actian sobre bacterias de la misma especie o especies
relacionadas a la cepa productora (Riley y Wertz, 2002). Esta familia incluye una
diversidad de proteinas en términos de tamafio, blanco bacteriano, modo de
accion y mecanismo de inmunidad. Con respecto a las bacterias gram negativas,
muchos miembros de la familia Enterobactereaceae producen sustancias
antibidticas que inhiben el crecimiento de bacterias cercanamente relacionadas.
Estas bacteriocinas han sido clasificadas deniro de 2 grupos: colicinas y
microcinas. Las colicinas son proteinas toxicas con tamarios que varian en el
rango de 25 a 70 KDa, producidas en E. cofi y activas contra este microorganismo
y especies muy relacionadas. Estas proteinas que estan codificadas en
plasmidios, son producidas en grandes cantidades. Su produccién es mediada por
las condiciones que inducen el sistema SOS, y en su mayoria son liberadas al
espacio extracelular mediante la ruptura selectiva de la célula (Lazdunski, 1998;
Riley, 1993).. Las microcinas representan una familia de antibiéticos que se
distingue de las colicinas por su menor tamafio molecular (<10 KDa) (Baquero y
Moreno, 1984), no son inducidas por el sistema SOS vy la liberacién no es letal
para la cepa productora, pues son secretadas por sistemas de exportacion
dedicados (Kolter y Moreno, 1992). Presentan resistencia a algunas proteasas, a

condiciones extremas de pH y temperatura, y son solubles en metanol. La




actividad toxica de las microcinas se lleva a cabo a fravés de diversos
mecanismos, como la inhibicién de la sintesis proteica (microcinas del grupo A y
C), inhibicién de la replicacion del ADN (microcinas del grupo B) y disipacion del
potencial de energia celular (microcinas del grupo D y F) (Kurepina y Khumel,
1986). Tanto las cepas productoras de colicinas como microcinas se protegen de
la autodestruccion mediante la sintesis de proteinas altamente especificas que
han sido llamadas de “inmunidad”.

En el presente frabajo de tesis se tuvo como modelo de estudio la microcina
E492, bacteriocina que ejerce su accion téxica mediante la disipacién del potencial
de membrana de la célula blanco (Lagos ef al, 1993). Se estudiaron aspectos
relacionados con su produccion en forma activa y a su mecanismo de accién
sobre la célula blanco. También se abord6 el mecanismo de inmunidad a Ia
microcina E492 en la célula productora, lo cual nos permitid entender algunos

aspectos del mecanismo de accion de la microcina E492.

1.2. Sistema microcina E492.

1.2.1. Origen y propiedades de la microcina E492.

La cepa de Klebsiella pneumoniae RCY492 produce la microcina E492, un
polipéptido antibidtico hidrofébico con un pl de 3.8, que presenta toxicidad sobre
cepas de E. coli, Klebsiella, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter y algunas cepas
de Vibrio (de Lorenzo, 1984; de Lorenzo ef al, 1984; de Lorenzo y Pugsley, 1985).
Es resistente a tripsina, a condiciones de pH acido y a temperaturas sobre los
90°C. Mediante experimentos in vifro con bicapas fosfolipidicas, se determiné que

la accién bactericida de la microcina E492 se debe a la formacion de canales




ibnicos que conducen a la despolarizacién de la membrana cifoplasmaética
(Lagos.et al., 1993). Presenta la particularidad de ser producida en forma activa
solo durante ia fase exponencial del crecimiento bacteriano, hecho que la
diferencia de las demas microcinas descrifas, las cuales son producidas
principalmente durante la fase estacionaria (de Lorenzo ef al, 1984; Orellana y
Lagos 1986). En la fase estacionaria de crecimiento se produce una disminucién
en la actividad de la microcina, lo que se debe en parte a la produccién de un
antagonista el cual ha sido identificado como enteroquelina (Orellana y Lagos,

1998).

1.2.2. Genética del sistema microcina E492,

Los determinantes genéticos necesarios para la sintesis de microcina E492 y su
inmunidad, presentes en el cromosoma de Klebsiella pneumoniae y que
corresponden a un fragmento de 13 Kb, fueron clonados y expresados en E. coli
VCS257 (Wilkens ef al., 1997). La microcina recombinante obtenida presenta las
mismas propiedades bioquimicas y electrofisiolégicas que la producida por
Kiebsiella (Wilkens ef al, 1997). Mediante mutagénesis al azar utilizando el
transposon Tn5 se determind la existencia de al menos 8 genes, ademaés del gen
esfructural de la microcina, que son necesarios para la produccion de una
microcina activa (Lagos ef al, 2001). Los productos de estos genes estarian
involucrados en procesos de maduracién, procesamiento y exportacion de la
microcina E492 (figura 1). Mutantes en los genes mceC, mcel y mcel, producen

una microcina que es exportada al espacio extracelular y que presenta una




P

,"5.{—5,01
00000 UT0 RS ‘lmmmnw "
0000000008 0000000000000 8Faic
0O00 ! 0000000000 (metesw i OG0T 000000000000
0000 . 0000000000(IN HCSRAARRL 0000000000

QU0 0ROLEL00E000 0T
BO0000G000C00G000000

= ©

Célula Blanco gty meel3 e (N
(Enterobacteriaceae
Célula Productora

Figura 1. Etapas en la produccién y accion de la microcina E492. ME,
membrana externa; MI, membrana intema. La microcina E492 (MceA) es
sintetizada como un precursor (pre-MceA) que sufre un proceso de maduracion
(MceC, |, J), procesamiento y exportacion (MceG, H, F, TolC). La microcina no
puede ejercer su accién sobre la cepa productora debido el efecto protector de la
proteina de inmunidad MceB. La microcina madura interactia con el receptor, es
translocada a través de la membrana externa hacia el periplasma y se inserta en
la membrana citoplasmatica en la célula sensible.




movilidad relativa (Mr) en geles denaturantes indistingtible a la producida por la
cepa silvestre, pero que carece de actividad sobre ia célula blanco (Lagos ef
al,2001). La comparacién de secuencias para estos genes mostré que el gen
meceC codificaria para una proteina de 370 aminoacidos, homéloga a una
glicosiltransferasa, el gen mcel para una proteina de 163 aminoacidos con
homologia a una aciltransferasa, en tanto que el gen mceJ codificarfa para una
proteina de 524 aminoacidos sin homélogo conocido (Lagos et al., 2001). Estos
genes estarian implicados en un proceso de maduracion de la microcina E492,
proceso que podria corresponder a modificaciones de tipo postraduccionales
como se ha descrito para ofras microcinas. Este tipo de modificaciones confieren a
la microcina la actividad tdxica que de ofra forma no tendria, como es el caso del
inhibidor de la DNA-girasa microcina B17, cuya eficacia antibiética depende de
modificaciones postraduccionales de 8 residuos de cisteina y serina a tiazoles y
oxazoles respectivamente (Sinha ef al, 1998). Estas modificaciones son realizadas
por un complejo enzimatico denominado microcina B17 sintasa el cual esta
compuesto por tres enzimas codificadas en el sistema de ia microcina B17: McbB,

McbC y McbD ( Li ef al,, 1996; Madison et al., 1997).

1.3. Mecanismo de accién de las bacteriocinas formadoras de poros.

Como ya se menciond, la microcina E492 forma canales idnicos en la
membrana interna de la célula blanco. Existe escasa informacién acerca del modo
de accién de ofras microcinas formadoras de poros, en cambio si existe variada

bibliografia acerca del modo de accion de colicinas formadoras de poros. Debido a

esto y a que la microcina presenta similitudes con algunas colicinas formadoras de




poros en cuanto al requerimiento proteico para poder ejercer su accién idxica, en
adelante analizaremos el mecanismo de accién de colicinas formadoras de poros
paralelamente a la microcina E492 para un mejor entendimiento de su posible
mecanismo de ingreso a la célula blanco.

La principal barrera en la accién de las bacteriocinas formadoras de poros
en bacterias gram negativas es la presencia de la membrana exierna, barrera que
permite el paso hacia el periplasma sélo de moléculas hidrofilicas pequeiias
{(menor a 600 Da en E. coli) (Postle, 1990). En colicinas formadoras de poros, el
modo de accién ha sido dividido en tres etapas. Primero se unen a un receptor
especifico en la superficie celular. Para este propdsito, algunas colicinas utilizan
profeinas de la membrana externa cuya funcién es dedicada al transporte de
sideroforos (FepA, FhuA, FhuE, Cir), o vitamina B12 (BtuB), o nucledtidos (Tsx).
Mutaciones en el receptor de una colicina en particular deja a la célula
compietamente resistente a la accion de ésta (Konisky, 1982; Pugsley y Reeves,
1976). Estudios destinados a encontrar un receptor para la microcina E492 no han

tenido eéxito, y s6lo se ha descrito la obtencién de una cepa mutante de E. coli

(SemA~) que presentd una sensibilidad disminuida exclusivamente a esta
microcina (Pugsley ef al., 1986). Sin embargo, el analisis en geles bidimensicnales
del contenido proteico de la membrana externa, no presentd diferencias entre la
cepa normal y la mutante SemA-. Ademas, esta mutante presentd sensibilidad a
altas concentraciones de microcina, lo cual sugiere la posibilidad que la microcina
posea mas de una via para atravesar la membrana externa. Esto fue confirmado

muy recientemente en nuestro laboratorio, donde se determiné que la microcina es




reconocida por fres receptores, FepA, Fiu y Cir (E. Strashburger y R. Lagos,
resultados no publicados).

En la segunda etapa del mecanismo de accion de las colicinas formadoras
de poros, liamada “translocacion”, las colicinas atraviesan la membrana externa y
el periplasma para finalmente alcanzar la membrana interna. Para este efecto, las
colicinas y una variedad de bacteriéfagos utilizan complejos proteicos destinados a
la importacién de nutrientes en la bacteria. Un grupo importante de mencionar
debido a su similitud con la microcina E492, en cuanto al requerimiento proteico en
esta etapa, son las colicinas del grupo B (A, B, E1,la, Ib, N, y K} las cuales
dependen de la funcién de la proteina TonB para poder ejercer su accién
(Lazdunski, 1998). Esta proteina es indispensable en la accién de la microcina
E492 ya que mutantes carentes de TonB son resistentes a altas concentraciones
de microcina (Pugsley et al., 1986). En la tercera etapa, una vez que la colicina
alcanza la membrana intema, ésta se inserta en la membrana citoplasmatica y
forma el canal iénico.

Consistente con las tres etapas en el modo de accidén de las colicinas
formadoras de poros, su cadena polipeptidica comprende tres dominios
linealmente organizados correspondientes a cada una de estas etapas. El dominio
N-terminal esta envuelto en la etapa de translocacién, el dominio central es
responsable de la union al receptor y el dominio C-terminal participa en la
actividad toxica. La microcina E492 debe cumplir esencialmente las mismas
etapas para alcanzar su blanco de accién, y debido a su tamario significativamente

menor que las colicinas, la posible existencia de estos dominios funcionales en

ella la convierte en un modelo de estudio muy atrayente.




Para poder tener una nocidén de la funcién que cumpliria la proteina TonB
en el mecanismo de accion de la microcina E492, analizaremos la funcién
biologica en la célula bacteriana y la funcion que se ha propuesto para esta

proteina en la accidn de las colicinas formadoras de poros.

1.4. Sistemna de translocacién dependiente de TonB.

TonB en E. coli es una proteina de 239 aminoacidos que esta anclada a la
membrana citoplasmatica a través de su extremo amino terminal, atraviesa el
espacio periplasmatico y transduce energia desde la membrana citoplasmatica a
receptores en la membrana externa (Guerinot, 1994; Postie, 1990). En [a funcién
fisiolégica normal, la proteina TonB parece estar envueita Unicamente en el
transporte de solutos a través de la membrana externa hacia el espacio
periplasmatico, a través de una interaccion con receptores de membrana externa a
los cuales se unen estos solutos. En la actualidad se han identificado mas de 20
proteinas de membrana externa cuya funcién depende de TonB, entre ellas los
receptores de enteroquelina férrica (FepA), de ferricromo-Fe (FhuA) y de vitamina
B12 (BiuB) (Postle, 1990). Estos receptores y las colicinas formadoras de poros
comparten homologia en una zona de su regidon N-terminal llamada caja-TonB
(Asp[Glu]-Thr[lle]-X-Val{X}-Val}, secuencia importanie como un mediador en
algunas interacciones fisicas enire TonB con receptores TonB-dependientes
(Lazdunski et al., 1998; Moeck y Coulton, 1998). En las colicinas se ha propuesto

la existencia de una interaccion directa de TonB con el complejo receptor-colicina,

provocando un cambio conformacional en el receptor que conduciria a la




liberacién de la colicina en el espacio periplasmatico (Moeck y Coulton, 1998).
Este paso de translocacion finalmente seria comandado por la colicina, la cual
compite ahora con su receptor por la unién a TonB, a través de la interaccion de
su dominio de translocacion (que contiene la caja-TonB), que permite finalmente la
franslocacién de su dominio C-terminal hacia la membrana interna (Wiener ef al.,
1897; Goaux, 1997).

En su momento, el desconocimiento de los receptores involucrados en el
pasc de la microcina E492 a través de la membrana externa, dificulté la
extrapolacién de la funcion de TonB en la accién de la microcina. Mediante
anélisis de secuencia se examind la posible existencia de una caja-TonB en la
microcina E492, obteniéndose un resultado ambiguo, pues la tnica posible caja-
TonB estaria en la regiébn comprendida entre los aminoacidos 69 a 73 (Asp-His-
Gly-Pro-Val} de la microcina, pero esta secuencia refleja solo pobremente la
secuencia consenso (Lagos et al, 1999). La posibilidad de que esta caja-TonB
cumpla una funcion importante en la franslocacion de la microcina E492, fue
explorada en ensayos de inhibicién con un pentapéptido sintético caja-TonB, el
cual inhibe procesos TonB-dependientes cuandc es adicionado a un cultivo
bacteriano (Tuckmany Osburne, 1992 ), resultados que se incluyen en esta tesis.

Los resuitados obtenidos en nuestros estudios con células carentes de Ia
barrera de permeabilidad que constituye la membrana externa (esferoplastos)
indican la posible existencia de una interaccién de la microcina E492 con TonB
posterior a su translocacion a través de la membrana externa. Ademas, microcinas
aisladas desde mutantes en los genes de maduracion que no presentan actividad

sobre células intactas, presentan actividad sobre esferoplastos TonB*, pero no




sobre esferoplastos TonB. Este resultado nos sugiere la existencia de una
interaccién enfre la microcina E492 y TonB en el periplasma en forma
independiente y posterior a su interaccién con el receptor. Mediante experimentos
de mutagénesis realizados en esta tesis determinamos que esta interaccién
ocurriria en la regién N-terminal de TonB, diferente a lo descrito para colicinas

formadoras de poros las cuales interactdan con la region C-terminal de TonB.

1.5. Inmunidad a bacteriocinas formadoras de poro.

Las bacteriocinas no causan dafio a la cepa que las produce, proteccién
que es conferida por proteinas que han sido llamadas de inmunidad, codificadas
en plasmidics o en el cromosoma de la célula productora de la bacteriocina
(Lazdunski et al, 1998). Para protegerse de la colicina liberada al espacio
extracelular, la cepas productoras de colicinas sintetizan proteinas de inmunidad
que son integrales de la membrana citoplasmatica (Geli y Lazdunski, 1992), al
igual que la proteina de inmunidad (MceB) de la mi}:mcina E492 (Lagos ef al.,
1999). Las proteinas de inmunidad a colicinas formadoras de poros protegerian a
la célula Unicamente confra colicina externa, ya que ésta no podrfa formar e! canal
desde dentro de la célula debido a que la polaridad del potencial transmembrana
es opuesto al requerido para su formacidn (Géli ef al, 1986). Teniendo en
consideracién que la cantidad de moléculas de colicina que alcanzan la membrana
interna depende del namero de sitios de importacién (= 400 por célula), una baja
cantidad de proteinas de inmunidad seria suficiente para proteger a la célula, Io

que explicaria porqué la inmunidad a colicinas formadoras de poros es

10




constitutivamente producida a un bajo nive! a pesar del aito nivel de expresién de
la correspondiente colicina, como es el caso de la inmunidad a colicina E1 (Duché
et al, 1995; Song y Cramer, 1991). Este fendmeno también se observa en ia
inmunidad a la microcina E492, ya que cuando el gen mceB se clona bajo el
control del promotor T7, se observa que las células son inmunes a altas
concentraciones de microcina adn cuando el sistema no esta inducido (Lagos ef
al., 1999). La accion de estas proteinas de inmunidad es altamente especifica y a
menudo esta especificidad es utilizada para diferenciar colicinas cercanamente
relacionadas (Pilsl et al., 1998). Esta alta especificidad sugiere Ia formacion de un
complejo molecular entre la proteina de inmunidad y la correspondiente colicina.
Se han descrito dos mecanismos para la accidén protectora de proteinas de
inmunidad a colicinas formadoras de poros: i) una interaccion directa de la
proteina de inmunidad con el dominio formador de poro de la colicina, provocando
su inactivacion (colicinas A y B) (Geli y Lazdunski, 1992). ii) ademas, la proteina
de inmunidad interaccionaria con proteinas del aparato de translocacién (Cramer
et al, 1995).

Este Gitimo mecanismo explicaria mejor porqué bajos niveles de expresion
de MceB confieren proteccién a la microcina E492, ya que ia probabilidad de
encuenfro y asociacion con el aparato de translocacion seria mayor. En este
contexto, el mecanismo de accibn mas probable de MceB implicaria una
interaccion con TonB, para impedir de esta forma la correcia insercién de Ia
microcina en la membrana interna. Este modelo no descarta la posibilidad de la

existencia de una interaccion entre MceB y [a microcina E492.
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Las proteinas de inmunidad presentan variabilidad en cuanto a la insercion
en la membrana (topologia), lo que esta de acuerdo con la especificidad que esfas
poseen. El conocimiento de fa topologia de la proteina de inmunidad es crucial
para el entendimiento de su mecanismo protector. La topologia de proteinas de
inmunidad a colicina A y E1 (Cai y Cei, respectivamente) han sido determinadas
en forma experimental. Cai contiene cuatro segmentos de transmembrana con sus
regiones N- y C-terminal ubicadas hacia el citoplasma, mientras que Cei tiene
solamente 3 segmentos de transmembrana con sus regiones N- y C-terminal
dirigidos hacia el citoplasma y periplasma respectivamente (Géli ef al., 1988; Song
et al., 1991). De acuerdo a su perfil de hidrofobicidad y a programas de prediccion
de topologia de proteinas de membrana, MceB constaria de 3 dominios
transmembrana con su extremo N- y C-terminal ubicados hacia el periplasma y
citoplasma respectivamente. Los resultados de los estudios de la topologia de
MceB en la membrana interna utilizando fusiones con la proteina fosfatasa alcalina

(PhoA) obtenidos en esta tesis concuerdan con el modelo predictivo.

1.6. Adquisicién de propiedades téxicas en las microcinas.

Normalmente las microcinas son sintetizadas como precursores sin
actividad bactericida, los cuales son modificados postraduccionalmente
adquiriendo de esta forma su actividad téxica. Como ya se menciond, fa microcina
E492 requiere de un proceso de maduracion para ser producida en forma activa,
proceso en el cual estan involucrados los productos de al menos tres genes
(mceC, |, J). La falta de cualquiera de estos productos génicos resulta en la

produccion de una microcina inactiva, lo cual se observa al aislar microcina desde
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de maduracién. En nuestiro laboratorio determinamos que el defecto de la forma

inactiva altera el reconocimiento de los receptores en la superficie de la célula
blanco {Corsini ef al., 2002).

Uno de los objetivos de Ia presente tesis, fue estudiar las diferencias entre
las formas activa e inactiva de la microcina, especificamente pensando que las
diferencias entre ambas formas eran debidas a modificaciones postraduccionales.
Los genes de fa maduracién sintetizarian proteinas encargadas de dicho proceso,
y en la propuesta original se plante¢ su estudio. Sin embargo, durante el desarrolio
de esta tesis esta posibilidad fue descartada al establecer que tanto la forma
activa como la inactiva tienen la misma estructura primaria. La existencia de dos
formas de una proteina, una activa y ofra inactiva, ha sido descrita en priones de
marmiferos, hecho que nos llevé a explorar la posibilidad que la microcina presente
propiedades que [a asemejen a un prion.

El prion fue originalmente identificado como el agente infeccioso causante
de ia encefalopatia espongiforme transmisible. Este agente carece por completo
de acidos nucleicos y consiste solo de una proteina “infecciosa” capaz de convertir
la proteina normal, llamada PrPC, a la forma anormal PrP®° (Prusiner, 1998;
Heppner y Aguzzi, 2001). El mayor contenido de estructura hoja-B presente en
PrP%¢ comparado con PrP€ constituye la principal diferencia estructural entre
ambas proteinas (Caughey et al, 1991). En la actualidad se han identificado
muchas enfermedades que son causadas por priones, las cuales han sido

agrupadas como “desordenes conformacionales proteicos” y se caracterizan por: i)
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cambios en la esiructura terciaria 0 secundaria de la proteina sin cambios en su
estructura primaria; ii) la proteina puede adoptar al menos dos conformaciones
estables; iii) la forma t6xica es capaz de convertir la forma normal hacia la forma
toxica; iv) la forma pridnica posee un alto contenido de estructura hoja-B. Todo lo
anterior lleva a una ganancia de una actividad t6xica o la pérdida de la funcién de
la proteina que finalmente causa la enfermedad (Prusiner, 1998; Soto, 2001).
Ambas isoformas de la proteina son idénticas en tamafo, secuencia y
modificaciones postraduccionales. La conversién de PrP® denfro de PiP%°
involucra un cambio conformacional dramético donde el contenido de hélice-o y
estructura al azar de la proteina normal disminuye y el contenido de hoja-B
aumenta (Cohen y Prusiner, 1998),

El fenémeno pridn ha sido descrito también en levaduras, en las cuales los
factores [PS/+] y [URE3] producen cambios fenotipicos heredables transmitidos en
forma citoplasmatica. (Wickner, 1994; Lindquist, 1997; Sparrer et al,, 2000). No
obstante, en este caso los cambios no son fransmitidos de célula a célula en
forma horizontal y no tienen un efecto nocivo para la célula portadora. Puesto que
se han encontrado priones primerc en mamiferos y posteriormente en levaduras,
es probable que estos también estén presentes en procariontes. La existencia de
este fendmeno no ha sido descrito en bacterias, pero, los resultados obtenidos en
nuestros estudios nos llevan a postular que la microcina presenta propiedades que
la asemejan a un prién, lo que podria convertir a la microcina E492 en el primer

prién bacteriano en ser descrito.
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HIPOTESIS.

Sobre la base de los antecedentes presentados, se puede postular que la
microcina E492 interacciona con la proteina TonB. Esta interaccién es necesaria
para su translocacion e insercion en la membrana interna de la célula blanco. La
baja cantidad de proteina de inmunidad que confiere proteccion a microcina E492
permite postular que el mecanismo mas probable para su accion seria a través de
su interaccidbn con proteinas del aparato de franslocacion, impidiendo Ila
translocacion y/o insercién de la microcina en la membrana citoplasmatica.

Se plantean las siguientes hipétesis de frabajo, las que seran sometidas a
confirmacion experimental:

1. El proceso de maduracién de la microcina E492 es necesario para que
ésta pueda interaccionar con el receptor yfo con proteinas del sistema de
translocacién TonB.

2. La microcina E492 interacciona directamente con la proteina TonB y esta
interaccion seria necesaria para su insercién en la membrana citoplasmatica de la
célula blanco.

3. La proteina de inmunidad ejerce su accién protectora en la membrana
citoplasmatica por su interaccién con proteinas del sistema de translocacion TonB,
evitando de este modo la inserciéon de la microcina en la membrana interna de la
célula blanco. A este respecto se postula como hipotesis alternativa la existencia
de una interaccién directa enire la proteina de inmunidad y la microcina E492, o

ambas interacciones.
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OBJETIVOS.

Objetivo general
Caracterizar la interaccién tanto de la microcina E492 como de la proteina

de inmunidad con el aparato de translocacion TonB.

Objetivos especificos:

1. Determinar la interaccién de la microcina E492 con proteinas del aparato

receptor/translocador, y la importancia del proceso de maduracién en esta

interaccioén.

2. Establecer la naturaleza del proceso de maduracidn de la microcina E492.

3. Identificar los dominios de [a proteina de inmunidad que estan involucrados en

su posible interaccidn con la proteina TonB y determinar la topologia que presenta

en [a membrana citoplasmatica.
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Materiales y Métodos.

2.1, Materiales.

Cepas bacterianas, fagos y plasmidios obtenidos desde fuente externa
estan descritos en la tabla 1.
De Gibco, BRL (Grand Island, NY, USA) se obiuvo enzimas de restriccién, Taq
DNA polimerasa, Elongasa, desoxinucleétidos, marcador DNA A Hindill, CIAP, kit
CONCERT™ Rapid PCR Purification System, PCR dsDNA Cycle Sequencing
System.
De Sigma Chemical Co. (St Louis, Mo, USA) se obtuvo ribonucleasa A,
fluorescamina, anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina, bis-
acrilamida, BSA, SDS, azida de sodio, fosfato di-acido de potasio, azul brillante de
Coomassie, estandar de bajo peso molecular para péptidos, glucosa, Tween 20,
fricina.
De Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Alemania) se obtuvo DNAsa |
De Amersham Bitech Lida (UK) se obtuvo membranas de nitrocelulosa.
De BioRad Laboratories Inc., Hercules (Ca, USA) se obtuvo acrilamida, persulfato
de amonio, TEMED.
De Merck, (Darmstadt Alemania) se obtuvo azul de bromofenol, cloroformo,
alcohol isoamilico, isopropanol, etanol, metanol, carbonato acido de sodio, cloruro
de calcio.
De Winkler Limitada (Santiago, Chile) se obtuvo cloruro de sodio, agar, clorurc de

magnesio hexahidratado, dimetilformamida, cloruro de guanidinio, tris, glicina,
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Tabla 1. Cepas bacterianas, plasmidios y fagos utilizados en este frabajo.

Cepa Genotipo/Fenotipo

Fuenie o Referencia

E. coli

CC118 araD139A(ara. Leu)7697 AlacX74AphoA20 Manoil y Beckwith 1985

galE galK recA1 rpsE

BL21(DE3) F ompT rs mg

K38pGP1-2 HfrC (1) portando plasmidio que codifica el
gen ci857 y RNA-polimerasa de T7 bajo
control de Py, kan'

X8605 F trpR A(lac)U169 strA A(tonB-lacP)

VCS257 DP50 sup F[supE44 supF58 hsd53(rB mB)
dapD8 lacY1 ginV44 D(gal-uvrB)47 tyrT58
gyrA29 tonA53D(thyA57)]

S. typhimurium

MST2002  hisC10091.:TnphoAhis(HoA)9556::MudP22/
PJS28 P22 gen 9+ Amp’

MST308 phoN51::Tn10Tet

Plasmidios

pJEM15 Codifica los determinantes genéticos para
microcina E492 e inmunidad. Duplicacion
del fragmento de 2.5kb Sall (gen mceF).

p157 fragmento de 0.3-kb Ndel-EcoR! (mceB)
desde pBSC-47 en pT7-7.

pIM91 pSU2718 fonB

Fagos

P22 HT hint int-201

Novagen
Tabor y Richarson 1985

Guarente y Beckwith
1978
Stratagene

S. Maloy

S. Maloy

Wilkens ef al., 1897.

Lagos et al., 1999.

Traub et al., 1993

Anderson y Roth 1978.
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glicerol, EDTA, fenol, fosfato acido de sodio, BSA, MOPS, formamida, B-
mercaptoetanol, citrato de sodio, marcador de protefna pretefiido, agarosa, acetato
de amonio 7.5 M, pH 7.5, glicerol, sacarosa, TEMED, acritamida, bis-acrilamida,
fenol-cloroformo basico, marcador DNA LAMBDA/HIndIII, marcador DNA escaia
1kb, marcador DNA escala 100 bp, Tritdn X-100, 5-bromo-cloro-indolil fosfato,
fenol saturado basico, mitomicina C, dodecilsulfato de sodio, DL-ditiotreitol, EDTA
sal disodica 2-hidrato,

De Novagen se obtuvo ADE3 Lisogenization Kit.

De FERMELO (Santiago, Chile) se obtuvo Kit Wizard Plus SV, nucleétido 10 mM
dNTP set, * P- yATP 500 uCi,

De TCL (Santiago, Chile) se obtuvo reactivos grado técnico: acido acético, etanol,
metanol, acetona, acido clorhidrico.

De Fundacién Para Estudios Biomédicos Avanzados de la Facultad de Medicina
Universidad de Chile, se obtuvieron los partidores T7-pro, HC-rev, y el péptido
ETVIV.

De BUHOS Sociedad Comercial Industrial Limitada (Santiago, Chile), se obtuvo
Rx Revelador P/4 LTS KODAK, RX Fijador P/4 LTS KODAK.

De Fluka Chemie AG Messerschmittstr (Suiza) se obtuvo cloruro de potasio,
sulfato de magnesio, cloruro de calcio,

De DIFCO Laboratories (Detroit, Michigan, USA) se obtuvo triptona, extracto de
levadura, casamioacidos.

De J. T. Baker Edo de México (México) se obtuvo hidréxido de sodio.

De Polaroid (Santiago Chile) se obtuvo pelicula instanténea 667.
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De Waters (USA) se obiuvo cartuchos Sep-Pak C18.

De US Biologicals Swampscott (MA USA) se obtuvo arabinosa.

De Flamingo Pharmacedticals se obtuvo cloranfenicol.

De Laboratorio Benguerel, Ltda. (Santiago, Chile) se obtuvo tetraciclina.
De Lyka Lab. Limited se obtuvo ampicilina.

De Boehringer Mannheim Corp. (Indianapolis, USA) se obtuvo Tritdn X-100.

2.2, Técnicas moleculares.

Todas las operaciones no detalladas (subclonamientos, PCR, aislamiento
de ADN, preparacibn de células electrocompetentes, transformacion,
electroporacién, secuenciaciéon efc.) se realizaron ufilizando métodos

estandarizados (Sambrook ef af., 1989; Ausubel et al., 1892).

2.3. Aislamiento y purificacion de microcinas.
2.3.1. Purificacién de la forma activa.

La forma activa de la microcina E492 fue exiraida desde el sobrenadante de
la cepa de E. coli VCS257pJEM15 crecida en medio minimo MS (Milier, 1972)
suplementado con citrato y glucosa al 2 % p/v (Orellana y Lagos, 1996). El
sobrenadante de 1 litro de cultivo en fase exponencial (Asgo~0.7) se filtrd a través
de una columna Sep-Pack C18 (Waters). La columna se lavé con 5 ml de metanol
60% y la microcina se eluyé con 3 ml de metanol 95% (de Lorenzo, 1984). La
microcina obtenida en metanol es estable y mantiene su actividad por meses.

2.3.2. Purificacion de formas inactivas de Ia microcina.
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2.3.2.1. Purificacion desde la fase estacionaria.

La cepa de E. coli VCS257pJAM434 se crecié en medio M9 suplementado
con glucosa y citrato al 2% pfv, y 200 uM FeSO, hasta la fase estacionaria. Las
células se obtuvieron por centrifugacion, se lavaron 2 veces y se resuspendieron
en el mismo volumen de medio fresco. Después de incubaciones de 6 a 14 h a
37°C, la microcina producida en fase estacionaria se purificd desde el

sobrenadante de acuerdo a lo descrito en el punto 2.3.1.

2.3.2.2. Purificacién desde mutantes en los genes de maduracion.
La microcina se aislé desde el sobrenadante de las cepas de E. coli np133,

np205, np218 y np221, utilizando la metodologia descrita en el punto 2.3.1.

2.3.3. Geles de poliacrilamida SDS (PAGE-SDS) y marcacion fluorescente de

las muestras de microcina.

Alicuotas de 100 ul de muestra de microcina se evaporaron a 35°C al vacio
(Labconco Centrivap Console) hasta un volumen final de 10 pl. Se adiciond 8 pl de
solucién de fluorescamina en DMSO, 4 pl de borato de sodio 0.4 M, pH 9.0, y 4 pl

de amortiguador de carga 4x. La mezcla se calenté a 100°C por 3 min y se

resolvido en PAGE-SDS al 16%.

2.3.4. Cromatografia en fase reversa.

Las microcinas se sometieron a una mayor purificacion mediante

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Beckman System Gold).
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Alicuotas de 1.5 ml de la muestra de microcina se diluyeron con agua np hasta un
volumen final de 5 ml y se inyectaron en un sistema de columna C4 (Vydac). La
purificacion mediante HPLC de fase reversa se realiz6 usando un gradiente lineal
de metanol en agua desde 30 a 100% con un flujo de 0.5 mi/min durante 60 min.
Se registré la absorbancia a 214 nm y se determiné la actividad microcina de las
fracciones colectadas sobre un césped sensible. En el caso de las formas
inactivas, la aparicién de microcina en las fracciones colectadas se determind

mediante PAGE-SDS.

2.3.5. Caracterizacién de agregados formados por muestras de microcina.

La formacion de agregados en soluciones que contienen las muesfras de
microcina se determinaron mediante dispersion de luz en un espectrométro de
Luminiscencia Perkin Elmer LS50, utilizando una celda de 1 cm de paso de luz y
atenuadores de intensidad de 2%. Se registré la luz dispersada en un angulo de

90° con respecto de la luz incidente de 350 nm.

2.4. Ensayos de la actividad bactericida de muestras de microcina.
2.4.1. Ensayo en cultivos liquidos.

Cada vez que se ensayd la actividad de la microcina en cultivos celulares,
el metanol se evapord y la muestra se resuspendié en el mismo volumen de agua
o buffer correspondiente. Alicuotas de 100 pl de la muestra de microcina se
mezclaron con 100 ul de un cultivo de Ia cepa de E. coli BL21(DE3)p11a2 (Asoo =

0.6) sensible a la microcina y se incubé por 15 min a 37°C. Diluciones seriadas de
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esta mezcla fueron sembradas sobre agar-LB y el nimero de células
sobrevivientes fue determinado mediante el conteo de las unidades formadoras de
colonias (UFC). El porcentaje de células sobrevivientes fue estimado con respecto

al control sin tratamiento con microgina.

2.4.2. Ensayo sobre césped bacteriano.

Alicuotas de § pl de diluciones seriadas de la muestra de microcina fueron
depositadas sobre un césped de E. coli BL21(DE3)p11a2. Después de una
incubacion de 12 h a 37°C, la actividad bactericida se visualizé como un halo de
inhibicién de crecimiento y se expresé en unidades arbitrarias por mi (AU/ml)

(Mayr-Harting et al., 1972).

2.4.3. Determinacion de la actividad formadora de canales in vitro.

Las bicapas se formaron usando una mezcla 4:1 de palmitoil-oleoil-
fosfatidiletanolamina (POPE) y fosfatidilcolina (PC) para dar una concentracion
final de 20 mg/ml en decano (Lagos ef al, 1993). La membrana separd dos
compartimentos acuosos de 0.1 M KCI, 0.01 M &cido 2-N{morfolino)etanosulfonico
(MES)-KOH, pH 6.7. Uno de los compartimentos (lado cis) fue conectado a una
fuente de poder que permitié la aplicacion de potenciales desde 0 a + 200 mV. El
flujo de corriente a través de la membrana, como resultado del potencial aplicado,
fue medido por un transductor de cormrriente-voltaje conectado al otro

» compartimiento (lado frans). La corriente se registrd simultaneamente en papel, en
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un osciloscopio y se grabé en una cinta de video para analisis posteriores. La

microcina se adicioné directamente sobre la membrana en el compartimiento c¢is.

2.5, Caracterizacién biol6gica de las distintas formas de la microcina E492.

2.5.1. Actividad sobre esferoplastos.

2.5.1.1. Preparacién de esferoplastos..

Los esferoplastos se prepararon basicamente de acuerdo a lo descrito por
Weiss (1976). La cepa de interés se crecié en 100 ml de medio M9 suplementado
con glicerol al 0.5% p/v hasta una Aswo ~ 0.5. Las células se colectaron por
centrifugacion, se lavaron 2 veces con 20 ml de 10 mM Tris-HCl, pH 8.0, y se
resuspendieron en 20 ml de 100 mM Tris-HCI, 20% p/v de sacarosa, pH 8.0.
Mientras se aplicaba agitacion constante, se adicioné 1 ml de solucion de lisozima
(6 mg/ml) y se incubéd la mezcla por 15 min a 37°C. Se adiciond lentamente 2 mi
de una solucién de 0.1 M EDTA, pH 8.0, y se incubé por ofros 15 min. En forma
rutinaria la cantidad de esferoplasios se determiné por la disminucién del titulo

celular después de diluciones en agua (solucién hipoténica).

2.5.1.2. Ensayo de sensibilidad a microcina.

Se incubaron alicuotas de 100 p! de esferoplastos con 100 pl de muestra de
microcina por 15 min a 37°C. Se sembraron diluciones seriadas sobre placas agar-
LB, el titulo celular fue determinado mediante el conteo de las UFGC y el porcentaje
de sobrevida de los esferoplastos se estimd respecto del control sin tratamiento

con microcina.
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2.5.2. Ensayo de inmunidad a [a microcina E492.

Alicuotas de 300 pl de cultivo de la cepa a analizar se mezclaron con 3 mil
de agar blando { 0,75 % p/v) y se esparcieron sobre placas agar-LB. Sobre este
césped se sembraron alicuotas de 5 ul de diluciones seriadas de microcina E492
purificada. Las células inmunes no presentaron la formacién de halos de

inhibicion.

2.5.3. Ensayos de competencia entre las formas activa e inactiva de la
microcina E492.

[os ensayos se realizaron utilizando la aproximacién experimental descrita
por Orellana y Lagos (1996). 100 ul de la forma inactiva de la microcina se
adicionaron a 100 pl de un cultivo de E. coli BL21(DE3)p1102 (Aseo = 0.6) y la
mezcla se incubd por 15 min a 37°C. Posteriormente se adicioné 100 i de la
forma activa y se incubé por otros 15 min a 37°C. El titulo celular se determind

mediante el conteo de UFC sobre placas de agar-LB.

2.54. Ensayo de competencia con pentapéptido caja-TonB. Los
ensayos se realizaron de acuerdo a lo descrito por Tuckman y Osburne (1992). Se
utilizd el pentapéptido sintético caja-TonB Glu-Thr-Val-lle-Val. Cultivos de E. coli
BL21 (Asoo 0=0.6) se trataron con 100 pg/ml del pentapéptido caja-TonB por1 h a
37°C. Se adicioné microcina E492, se incubd por 15 min y se determiné el titulo

celular.
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2.6. Ensayos de conversion de la forma inactiva a la forma activa de la
microcina E492.

Los ensayos de conversion consistieron basicamente en incubar la forma
activa de la microcina con un exceso molar de la forma inactiva, la mezcla fue
sometida a una desnaturacion suave, después de lo cual se determind la actividad
microcina resultante. Se utilizaron ires métodos en la activacion, los que se

diferenciaron basicamente en el solvente utilizado.

2.6.1. Activacién en agua.

Alicuotas de 100 pl de una mezcla de forma inactiva y activa de la microcina
9:1 (v/v) en metanol 95% se evaporaron a 35°C al vacio (Labconco Centrivap
Console) hasta un volumen final de 10 pl. Se adicion6é 90 ul de agua np y se
incub6 por 10 min a 37°C. La actividad de la muestra se determiné mediante

ensayo en cultivo liquido como se describe en el punto 2.4.1.

2.6.2. Activacion a pH acido.
Este ensayo correspondié a una variacién del ensayo descrito en el punto
anterior. En lugar de agua, las muestras se resuspendieron en 90 pl de

amortiguador 20 mM NaHzPQ4, pH 2.3, e incubadas por 60 min a 37°C.
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2.6.3. Activacion en metanol.

La mezcla de ambas formas de la microcina (9 inactiva : 1 activa v/iv) se
evapord hasta un volumen final de 10 pi, se adicioné 10 ul de agua np estérily se
incubd por 10 min a 37°C. Se adicioné 80 pi de metanol p.a. y la actividad se
determind mediante el ensayo sobre césped sensible.

En cada ensayo de activacién los controles correspondientes a la forma
acliva e inactiva de la microcina por separado se irataron de la misma forma que

la mezcla de activacion.

2.6.4. Ciclos de activacion.

En los experimentos de ciclos de activacién, la microcina que ya ha sido
activada en un primer ciclo se utilizd para activar a mas forma inactiva en un
segundo ciclo. Cada ciclo de activacién se realizé como se describié en el punto

2.63.

2.7. Caracterizacion de formas activas e inactivas de la microcina.
2.7.1. Espectrometria de masa.

Alicuotas de 100 pl de las muestras de microcinas en metanol se
evaporaron en un concentrador Centrivap y se resuspendieron en el mismo

volumen de solucién de acetonitrilo, acido trifluoroacético 0.1%, metoxietano! e
isopropanol. Se inyectd directamente 10 pl de cada muestra en la fuente del
espectrometro de masas y se analizaron utilizando un instrumento Quattro Il con

un analizador de masa de triple cuadruplo (SOP MS - 102) con un rango de masa
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m/z 1350-2850. La elucién se efectud usando los mismos volimenes de
acetonitrilo, &cido frifluoroacético al 0.1%, metoxietanol e isopropanol a un flujo de

10 pl/min (SOP MS - 108).

2.7.2. Dicroismo circular.

Los espectros de soluciones que contenian las muestras de microcina en
metanol se registraron en un espectropolarimefro Jasco J-810 a 25°C, utilizando
una celda de 0.1 cm de paso de luz. Se acumularon los espectros de 10 corridas a
intervalos de 1 nm en un rango de longitud de onda entre 190-250 nm. El espectro
de metanol obtenido bajo condiciones idénticas fue restado. Los datos se
analizaron mediante los programas contenidos en DICROPROT (hitp:/dicroprot-
pbil.ibcp.fr/Documentation-dicroprothtml) y entre ellos el programa CONTIN
(Provencher, 1982ab) se utilizd para expresar el porceniaje de estructura

secundaria.

2.7.3. Microscopia electrénica.
Las muestras de microcina se tifieron negativamente con acetato de uranilo
al 2% sobre grillas de 300 mesh revestidas de carbén, y se examinaron en un

microscopio electrénico JEOL JEM-100SX.
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2.8. Obtencién de mutantes compensatorias entre MceB y TonB.
2.8.1. Mutagénesis in vitro del gen mceB.

La mutagénesis se realizd de acuerdo a lo descrito por Miller (1972). El
plasmidio p157 (que porta el gen mceB), se incubd durante 36 ha 37°C con 0.4 M
hidroxilamina, 0.5 M fosfato de potasio, 5 mM EDTA. Las muestras se dializaron
contra 2 L de 10 mM Tris-Hcl, 1 mM EDTA, pH 7.5, por 2 h a 4 °C con cambios de
buffer cada 40 min. El ADN se precipitd con etanol y se utilizé para transformar
mediante electroporacién la cepa de E. coli X8605 (AtonB). Las células
transformanies que presentaron un fenolipo imm™ se seleccionaron mediante
réplica de placa sobre agar-LB/amp y césped de E. cofi VSC257pJEM15 (cepa
productora de microcina E492). El fenotipo imm™ se confirmé sembrando 5 pl de
cultivo celular de cada clon sobre un césped productor de microcina,
seleccionandose los clones incapaces de crecer sobre este césped. Se aisl6 el
ADN plasmidial de los clones seleccionados y el gen mceB se secuencid utilizando

los partidores T7-pro y HC-Rev (tabla 2).

2.8.2. Sensibilidad a microcina de mutantes puntuales en NceB.
La sensibilidad a la microcina de mutantes en MceB se analizé en cultivos

liquidos y en césped como se describe en los puntos 241 y 252

respectivamente.




Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en reacciones de PCR y secuenciacion.

Pariidor Secuencia (5'—>3")

Tn1i AGGTCACATGGAAGTCAGATGCTGGAAAA
T7-pro TAATACGACTCACTATAGGG

HC-rev ATCGATGATAAGCTTGGGCT

M13F CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG

MP18 AGCGGATAACAATTTCACACAGGAT
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2.8.3. Mutagénesis /n vitro del gen fonB.

El plasmidio plM81 (que porta el gen fonB) se tratd con hidroxilamina como
se describio pa_lkra el plasmidio p157 y se transformd mediante electroporacién en
las cepas de; E. coli X8605(pM157A17) y X8605(pM157A77), las cuales
corresponden a células TonB™ que portan una mutanie puntual de MceB codificada
por los plasmidios indicados en paréntesis (tabla 3). La suspension celular
obtenida después del tratamiento se separd en alicuotas de 100 ul y se incubaron
por 2 h a 37°C. A cada alicuota se adicion® 100 pul de microcina E492 purificada,
se incubd por 15 min a 37°C y la mezcla se esparcié sobre placas agar-
LB/amp/cm. Las colonias obtenidas en las placas (fenotipo imm®) se crecieron en
caldo LB/amp/cm y alicuotas de 5 pl se depositaron un sobre césped productor de
microcina para confirmar el fenotipo imm®. Se aisld el ADN plasmidial desde estos
clones y se utilizé para transformar la cepa de E. coli X8605. Las fransformantes
se analizaron mediante réplica de placa sobre placas agar-LB/cm y agar-LB/amp,
seleccionandose los clones que presentaron un fenotipo amp® - cm' (clones que
portan solo el plasmidio pIM91 mutado), desde los cuales fue secuenciado el gen

fonB utilizando los partidores M13F y MP18 (tabla2).

2.8.4. Sensibilidad de mutantes en TonB a la microcina E492.

La sensibilidad a la microcina de mutantes puntuales de MceB se realizd
como se describe en el punto 2.5.2. El mismo método se uiilizd para ensayos de

complementacion entre TonB y MceB.

31




Tabla 3. Plasmidios que portan mutaciones puntuales en los genes mceB y
fonB obtenidas mediante mutagénesis in vifro con hidroxilamina.

Plasmidio Vector origen — mutante
pM157A17 p157 —» MceBA17V
pM157A77 p157 - MceBA77V
piM16 piMS1 - TonBS16L
piM42 pIM91 — TonBA43-239
pIM108 pIvi91 - TonBA109-239

Para cada plasmidio se indica el vector desde el cual fue obtenido mediante
mutagénesis con hidroxilamina, y la mutante puntual para la cual codifican es

indicada después de la flecha.
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2.9. Construccion de fusiones entre la proteina de inmunidad a ia microcina

(MceB) y la proteina fosfatasa alcalina (PhoA).

2.9.1. Construccién de la cepa pMST308(p157).

La cepa de S. fyphimurium MST308 se transformé mediante electroporacion
con el plasmidio p157, y las transformantes 6btenidas fueron analizadas mediante
replica de placa sobre placas agar-LB/amp y césped productor de microcina. Se
seleccionaron los clones capaces de crecer sobre el césped productor (fenotipo
imm®) y el fenotipo fue confirmado mediante ensayos de inmunidad a la microcina

E492 como se describe en el punto 2.5.2.

2.9.2. Obtencion de lisado del fago P22 (lisado-P22).

La cepa de S. fyphimurium MST2002 se creci® a 37°C hasta fase
exponencial media (Asopo = 0.5), se adicion6 mitomicina C a una concentracién
final de 2 pg/ml y se incubd por 12 h. El cultivo se centrifugd para eliminar los
restos celulares y se adicionaron gotas del cloroformo al sobrenadante (que
contiene las particulas del fago P22), el cual fue alicuotado y guardado a -80°C

hasta su uso.

2.9.3. Infeccion de S. typhimurium con fago P22 y seleccién de clones con
fusiones.

Alicuotas de 100 pl de la cepa receptora de S. fyphimurium pMST308(p157)
crecida en medio NB se mezclé con volimenes crecientes (0, 50, 100 y 200 pl) de
lisado-P22 diluido 1/50 en solucién 0.85% p/v de NaCl estéril. Se realiz6 un control
solamente con 200 pl de lisado-P22, para descartar la presencia de bacterias en

éste. La mezcla se esparcid sobre placas agar-NB/amp-kan y las colonias

33




obtenidas en cada placa se resuspendieron en 1 mi de medio NB, suspension

celular desde la cual se extrajo el ADN plasmidial.

2.9.4. Construccion de la cepa de E. coli CC118(DE3).
La cepa de E. coli CC118 {PhoA)) se transformé en CC118(DE3) utilizando
el “ADE3 Lysogenization Kit" de Novagen y de acuerdo a las instrucciones

descritas por el proveedor.

2.9.5. Obtencion de las fusiones en E. coli y seleccion de fusiones en el gen
de inmunidad.

El ADN plasmidial obtenido en el punto 2.9.3 se utiliz6 para transformar
mediante electroporacion la cepa de E. cofi CC118(DE3). Las transformantes se
seleccionaron sobre placas agar-LB/amp/kan a las cuales se ha adicionado el
reactivo cromogénico BCIP a una concentracion final de 40 pg/ml. Este reactivo
permite diferenciar entre fusiones PhoA™ (colonias azules) y fusiones PhoA’
(colonias blancas). Las fusiones que presentaron la insercién del transposén en el
gen de inmunidad se seleccionaron mediante replica de placa sobre placas agar-
LB/amp/kan y césped E. coli VSC257pJEM15, seleccionandose aquellas colonias
incapaces de crecer en este césped (fenofipo imm). Los clones seleccionados se
crecieron en caldo LB/amp/kan y alicuotas de 5 ul de cada cultivo se sembraron

sobre un césped productor de microcina para confirmar el fenotipo imm’.

2.9.6. Caracterizacién de las fusiones mediante PCR.

Se aislé el ADN plasmidial de cada uno de los clones seleccionados y se
utilizé en reacciones de PCR en las que se utilizaron los partidores T7-pro y Tn1.
Los productos de la reaccion se resolvieron en geles de agarosa al 3% y los

clones se agruparon de acuerdo al tamaiio del producto de PCR obtenido. Para
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estimar la localizacién donde ocurri6 la fusion, del tamafio del amplificado obtenido
se resté 136 bp, valor que corresponde a ambos partidores mas parte de la
secuencia de sus respectivos veciores (pT7-7, Tn5). La diferencia, que
corresponde exclusivamente a la secuencia de mceB, se dividi6 por 3: G150bp —

(150-136)/3 = 5, G200bp — (200-136)/3 = 21, G320bp — (320-136) /3 =61.

2.9.7. Secuenciacién de las fusiones.
Una vez que los clones se agruparon mediante PCR, se eligieron clones
representativos de cada grupo y el ADN se secuencié por ambas hebras ufilizando

los partidores T7-pro y HC-rev.

2.9.8. Medicion de la actividad de fosfatasa alcalina.

Se centrifugaron alicuotas de 1 ml de cultivo celular (Asoo = 0.5) v las
celulas se resuspendieron en 1 M Tris-HCI, pH 8.0. Se adicioné 50 pl de
cloroformo y 50 ul de SDS 0.1% plv, se agité la mezcla en Vortex y se incubd a
37°C por 5 min. Se adicioné 100 pl de 0.4% p/v p-nitrofenol, y se incubd por otros
20 min. La reaccién se detuvo por la adicion de 100 pl de KH.PO4 pH8.0, las

células se removieron por centrifugacion y se medié la absorbancia del

[

sobrenadante a 410 y 550 nm. La actividad fosfatasa alcalina especifica se calculé

de acuerdo a lo descrito por Brickman y Beckwith (1975).
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Resultados.

3.1. La microcina E492 requiere de un proceso de maduracién para ser
producida en forma activa.

La microcina E492 es producida en forma activa s6lo en ia fase exponencial
de crecimiento. Mediante experimentos de RT-PCR se ha determinado que el gen
estructural (mceA) como el de la inmunidad a la microcina (mceB) son transcritos
tanto en fase exponencial como estacionaria de crecimiento (Corsini ef al., 2002).
Resultados de nuestro laboratorio muestran que es posible aislar la proteina
microcina desde el sobrenadante de cultivos en fase estacionaria (determinado
mediante PAGE-SDS), lo cual descarta la posibilidad de que la produccién de
microcina sea reprimida a nivel traduccional en dicha fase. Durante la fase
estacionaria de crecimiento se observé la produccion de un inhibidor de la
microcina, el cual fue identificado como enteroquelina. Se determind que esta
molécula quelante de hierro posee un efecto inhibitorio sobre la actividad de la
microcina solo cuando se encuentra en su forma no-férrica, efecto que no es
observado cuando la enteroquelina estd acomplejada con hierro. Sin embargo, la
produccion de este inhibidor no seria la responsable de la inactivacion total de la
microcina producida durante la fase estacionaria (Orellana y Lagos, 1996). Una
posibilidad es que durante esta fase de crecimiento la microcina sea producida y
excretada al medio en forma inactiva, fenémeno que se deberia al apagamiento

que se ha observado en la transcripcién de los genes mcel y J durante esta fase,
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genes que estan implicados en el proceso de maduracién de la microcina (Corsini

et al., 2002).

3.1.1. La microcina E492 es producida en forma inactiva durante la fase
estacionaria de crecimiento.

Para confirmar si la falta de los productos de los genes de maduracion
determinan ia produccién de una microcina que es inactiva, se purificé microcina
desde cultivos de la cepa productora creciendo en fase estacionaria. Para evitar la
sobreproduccion de enteroquelina no-férrica, los cultivos se crecieron en medios
suplementados con 200 pM de FeSOQ.. El sobrenadante de un cultivo en fase
estacionaria tardia se reemplaz6 por el mismo medio fresco, lavado, y después de
una incubacion de 6 a 16 h se purificé solamente la microcina producida durante
la fase estacionaria. En la figura 2A se puede observar que existe produccién de
proteina microcina durante la fase estacionaria. La microcina producida en esta
fase presenta una Mr en PAGE-SDS que es indistinguible a la producida en fase
exponencial y no presenta actividad cuando se ensaya sobre un césped de células

sensibles.

3.1.2. Mutantes en los genes de maduracién producen una forma inactiva de
la microcina E492.
En nuestro laboratorio se dispone de una coleccién de mutantes obtenidas
mediante mutagénesis con el transposén Tn5, las cuales se aislaron por su

incapacidad para producir un halo de inhibicidn de crecimiento sobre un césped de
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Figura 2. PAGE-SDS de diferentes preparaciones de microcina. A, microcinas
aisladas desde cullivos de ia cepa de £. colff pJAM434 en fase exponencial ya
distintos tiempos de incubacién en fase estacionaria. B, microcinas aisladas
desde mutantes en los genes de maduracion, los nimeros indican diferentes
preparaciones. Las muestras se purificaron utilizando columnas Sep Pak-C18,
marcadas covalentemente con fluorescamina y se resolvieron en PAGE-SDS
como se describe en Materiales y Métodos. E! marcador de peso molecular (V)
corresponde a fragmentos de mioglobina y sus Mr estan indicadas a la izquierda
de cada figura. La flecha indica la banda de proteina correspondiente a la

microcina.
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células sensibles. Se obtuvieron varios clones que presentaron la insercion del
transposén en genes que estarian implicados en la maduracion de la microcina. La
microcina producida por estas mutantes se purificd desde el sobrenadante de las
cepas, Y se analizd mediante PAGE-SDS. En la figura 2B se observa que los
mutantes en los genes mceC y J producen una microcina que presenta una Mr
indistinguible de la silvestre y que es inactiva.

La produccién de microcina inactiva desde mutantes en mcel y mcel es
acorde con los resultados obtenidos al purificar la microcina desde la fase
estacionaria. En el caso de mutantes en el gen mceC, Ia produccién de una
microcina inactiva no se relaciona en forma directa con lo que sucede en fase
estacionaria, ya que este gen es transcrifo tanto en la fase exponencial como
estacionaria de crecimiento. Estos resultados demuestran que los productos
génicos MceC, | y J participan en el proceso de maduracién de la microcina E492

Y que son necesarios para la produccion de la forma activa de la microcina.

3.2 El proceso de maduracién de la microcina E492 es necesario para que
ésta pueda reconocer a un receptor en la célula blanco.

La microcina debe alcanzar la membrana citoplasmatica de bacterias gram
negativas para poder ejercer su efecto téxico, proceso en el cual la membrana
externa presente en estas células constituye la principal barrera. El paso de
componentes desde el medio externo al interno en bacterias gram negativas

consta de al menos 3 etapas: a) reconocimiento de un receptor en la membrana
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externa; b) translocacién a fravés de la membrana externa y liberacion en el
espacio periplasmatico; y ¢) introduccion en la célula o insercién en la membrana
citoplasmatica. En el caso de la microcina E492, una vez en el periplasma, ésta
debe interaccionar con la proteina TonB para poder insertarse en la membrana
interna y formar el canal. En este contexto, la falta de actividad de las microcinas
producidas por mutantes en genes de maduracion, podria deberse a que estas

microcinas son defectuosas en una (o varias) de las etapas mencionadas.

3.2.1. Las microcinas producidas por mutantes en los genes de maduracién
forman canales idnicos en bicapas fosfolipidicas.

Para investigar si la falta de actividad de las formas inmaduras de la
microcina se debe a una incapacidad para formar canales iénicos, se analiz6 esta
propiedad en experimentos in vitro con bicapas fosfolipidicas artificiales, método
que fue utilizado para definir el mecanismo toxico de la microcina E492 (Lagos ef
al., 1993). En la figura 3 se muestran los resultados de estos experimentos y en
ella se puede observar que las microcinas producidas por las mutantes son
capaces de formar canales iOnicos en estas bicapas, aunque con algunas
propiedades distintas a la microcina silvestre, como es la magnitud de la
conductancia. Estos resultados sugieren fuertemente que Ia falta de actividad de
las microcinas aisladas desde mutantes no esté relacionada con su incapacidad
de insercién en la membrana citoplasmatica de la célula blanco, ni con la

formacion del canales idnicos.
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Figura 3. Fluctuaciones de conductancia inducidas en bicapas fosfolipidicas por
microcinas aisladas desde las cepas silvestre y diferentes mutantes en los genes
de maduracion. Las condiciones experimentales son las descritas en Materiales y
Métodos. Las conductancias de canal Gnico para microcina silvestre fueron 333 pS
y 327 pS a + 60 mv; para np229 fueron de 125pS y 83 pS a + 60 mv; para np218
fueron de 125 pS a + 60 mv; y para np133 fue de 83 pS a + 60 mv.
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3.2.2. Las formas inactivas de la microcina son incapaces de atravesar la
membrana externa de la célula blanco.

Como ya se menciond, el primer paso necesario en la accién de la
microcina E492 es el reconocimiento de un receptor en la membrana externa y la
translocacion a través de ésta. Con el fin de verificar si la membrana externa es la
barrera que impide la accion de las formas inactivas de la microcina, las células
se trataron como se describe en Materiales y Métodos para la formacion de
esferoplastos. Con este tratamiento se logra permeabilizar la membrana externa lo
que permitiria la interaccién directa de la microcina con TonB. En la tabla 4 se
puede observar que las microcinas aisladas desde mutantes en los genes mceJ y
mceC presentan una actividad bactericida significativa sobre los esferoplastos. £n
el control de esferoplastos TonB", no se observd un efecto tdxico por parte de la
microcina aisladas desde la cepa silvesire o desde las mutantes, indicando que la
proteina TonB es critica para la insercion de la microcina en la membrana
citoplasmatica y/o en la formacion del canal propiamente fal. Este resultado nos
confirma que las microcinas inmaduras son capaces de formar canales iGnicos en
la membrana interna de la célula blanco, y nos sugiere fuertemente que la falta de
actividad de dichas microcinas se debe a su incapacidad de atravesar la
membrana externa de la célula blanco. La microcina aislada desde mutantes en el
gen mcel no presentd actividad bactericida sobre esferoplastos. En analisis
realizados mediante PAGE-SDS de muestras de microcina obtenidas desde esta

mutante, se observo la aparicidon de una banda de proteina microcina difusa. Una
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Tabla 4. Efecto de las microcinas producidas por mutantes en los genes de
maduracion sobre la sobrevida de esferoplastos.

% sobrevida E. coli BL21

Células TonB™ Esferoplastos Esferoplastos
no tratadas células TonB" células TonB"

conirol 100 100 100
mccE462 (wi) 0.0007 + 00005  0.0002 + 0.00027 106 +8
np133 (mceC) 94 +6 0.22 £0.33 112 +25
np205 (mcel) 101 £ 29 106 £ 31 82 +10
np218 (mced) 89 + 17 44+28 86 + 12
np221 (mcelJ?) 105 + 11 0.021 +0.015 110 £15
np229 (mceJ) 91 £ 11 34286 130 £25

Los porcentajes son el promedio de tres experimentos independientes. La cepa
bacteriana usada como TonB" fue E. coli BL21(DE3) y como TonB" E. cofi X8605.
La concentracion final de las microcinas utilizadas varié de 50 a 100 pg/ml. Los
esferoplastos se prepararon como se describe en Materiales y Métodos. El
metano! de las muestras de microcina se evaporé y reemplazé por el mismo
amortiguador de los esferoplastos.

43




posible explicacion para estos resultados es que las preparaciones de microcinas
fueron inestables y sensibles a proteasas cuando se ensayaron in vivo con
esferoplastos (Lagos et al.,, 2001). Por esta razén no se utilizé esta forma de la

microcina en las caracterizaciones posteriores.

3.2.3. El requerimiento de TonB durante la translocacién de la microcina
E492 no involucra interacciones proteicas con TonB mediadas por la
secuencia caja-TonB.

Para cumplir la funcién de la franslocacién de componentes a través de Ia
membrana externa, la regiéon C-terminal de TonB interacciona con una secuencia
del receptor denominada caja-TonB, interaccidbn que permite la liberacién del
ligando en el periplasma. Esta secuencia caja-TonB también existe en colicinas
formadoras de poros, en las cuales mediaria la interaccién directa entre la colicina
y TonB necesaria para la liberacién de la colicina en el periplasma en la etapa de
translocacion a través de la membrana exierna (Wiener, 1997; Moeck y Coulion,
1997, Lazdunski ef al, 1998). Mediante la adicion al medio de cultivo del
pentapéptido sintético ETVIV (consenso caja-TonB) se logra inhibir los procesos
dependientes de TonB, incluidos el importe de enteroquelina-férrica, infeccién por
el fago ¢-80, y accién del colicinas (Tuckman y Osburne, 1992 ). Se determind el
efecto que produce este pentapéptido sobre la actividad de la microcina. En los
ensayos realizados no se observd un efecto inhibitorio del peptapéptido sobre la
actividad de la microcina E492 (tabla 5), indicativo de que las interacciones

descritas para la regién C-terminal de TonB no serian fundamentales para la
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Tabla 5. Efecto del pentapéptido ETVIV sobre la actividad de la microcina E492.

% de sobrevida de E. coli BL21

Control 100

+PP 129+ 25
+Mcc 2104
+PP + Mcc 2602

Las determinaciones se realizaron como se describe en Materiales y Métodos. Los
resultados son el promedio de tres mediciones independientes. Mcc, microcing;
PP, pentapéptido caja-TonB. La concentracion de PP utilizada fue de 100 pg/ml,
concentracién a la cual inhibe los procesos TonB-dependientes (Tuckman y
Osburne, 1992). La concentracién de Mcc utilizada fue de 75 pg/ml.
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acciébn de microcina E492. Esto nos sugiere que fa funcién de TonB en el
mecanismo de accién de la microcina no seria a nivel de la translocacién a través
de la membrana externa en el modo clasico en que se ha descrito para otros

procesos dependientes de TonB.

3.24. Las formas inactivas de Ila microcina son defectuosas en el
reconocimiento de un receptor en la membrana externa de la célula
blanco.

E! paso de componentes a ftravés de la membrana externa consta
basicamente de 2 etapas, que son el reconocimienio de un receptor y la
translocacién a través de esta membrana. En el sisiema de translocacién TonB-
dependiente, la unién del ligando a su receptor provoca un cambio conformacional
en éste que permite la interaccién de TonB con el complejo receptor-ligando. Esta
Glfima interaccién permite la liberacién del ligando en el periplasma (etapas 1y 2
respectivamente en esquema de la tabla 6). Basicamente, se han descrito las
mismas etapas en la translocacidn de colicinas del grupo B a través de la
membrana externa (Lazdunski, 1998), grupo de bacteriocinas con las cuales la
microcina E492 presenta semejanza en cuanto al requerimiento de {a proteina
TonB para su accion. En el caso de las formas inactivas de la microcina, su
incapacidad de atravesar la membrana externa podria deberse a defectos en uno
de estos pasos. Para distinguir entre ambas posibilidades realizamos ensayos de
competencia entre las formas inactivas y activa de la microcina. En estos ensayos,
si la microcina inactiva no es capaz de interaccionar con el receptor (disminucién ¢

pérdida de la afinidad por este), no representaria un impedimento para que la
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Forma Inactiva
Microcina E492

Vitamina B12
Sideroforos )

Tabla 6. Efecto de microcinas inactivas sobre la actividad de microcina E492.

% de células sobrevivientes

+ microcina E492 (wt), [ug mI™"]

Fuente microcina__[ugml”] 0 1.5 15 150

no adicién 0 100+20 043:012 0.07+0025  0.003 +0.001

desde fase (14h) 85 80+16 0.23+0.03 0.03+0.004 0.004 +0.001
estacionaria* (6h) 220 71+6 0.22:018 0.02+0.002  0.004 +0.001

no adicién 0 100+45 045:030 0.10x0.01 0.022 + 0.003

np133 (mceC’) 150 145+90 0.90:x026 0.15%0.07 0.017 +0.009
np205 (mcel) 150 75+25 0451030 0.05:002 0.023 £ 0.002
np221 (mceJ’) 150 124+9 0.20+009 0.16+0.02 0.019 £ 0.001

*La microcina inactiva se aislo desde la cepa silvestre después de 6 o0 14 h de
incubacién en fase estacionaria. Los porcentajes son representativos de 3
experimentos independientes. Cada determinacién fue hecha por duplicado. En el
esquema se muestra la translocacién de componentes a través de la ME mediada
por TonB. (1) interaccién del ligando con el receptor; (2) interaccion del receptor
con TonB y liberacién del ligando en el periplasma. Las formas inactivas de la
microcina fallarian en uno de estos pasos (?).
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forma activa (afinidad mayor) pueda interaccionar con este. En cambio si la forma
inactiva interacciona con el receptor pero no puede ser liberada hacia el
periplasma, bloquearia de esta forma la via de entrada de la forma activa lo que se
traducirfa en un efecto inhibitorio sobre la actividad de esta tltima (esquema de la
tabla 6). Los resultados de estos ensayos estan resumidos en la tabla 6, y en ella
se puede observar que tanto las formas inactivas aisladas desde un cultivo en fase
estacionaria como las aisladas desde mutantes en los genes de maduracidn no
presentaron un efecto inhibitorio sobre la actividad de la forma activa en
condiciones muy saturantes para la forma inactiva (10 a 100 veces). Sobre la
base de estos resultados podemos concluir que la falta de actividad de las formas
inactivas de la microcina E492 se debe a su incapacidad de interactuar de manera
eficiente con un receptor en la membrana externa de la célula blanco.

La incapacidad de las formas inactivas de la microcina E492 para
interaccionar con un receptor en la célula blanco, se debe a la falta de un proceso
de maduracién en el que estan implicados los productos de los genes mceC, |, J.
Se exploré la posibilidad que este proceso de maduracion implicara
modificaciones postraduccionales como se ha descrito para otras microcinas, en
las cuales este tipo de modificaciones otorgan a la microcina el efecto tdxico que
de otra forma no tendria. De acuerdo con estudios de homologia de secuencia de
los genes de maduracion, estas modificaciones podrian corresponder a
glicosilaciones y/o acilaciones {mceC-—glicosiltransferasa; mcel—aciltransferasa)
(Lagos ef al, 2001). Sin embargo, como se describird a continuacién este resultd

no ser el caso.
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3.2.4. La microcina E492 no presenta modificaciones postraduccionales.

Para determinar si durante el proceso de maduracién la microcina E492 es
modificada en forma covalente, y si la falta de actividad de las microcinas
inmaduras se debe a la falta de algln tipo de modificacion, muestras de ambas
formas de la microcina se analizaron mediante espectrometria de masas. La
microcina E492 es sintetizada como un precursor que es procesado en un motivo
de doble glicina durante su exportacidn y la masa esperada para la forma
procesada es de 7885.5 (Lagos ef al,, 1999; 2001). Como se observa en [a tabla 7,
la forma activa de la microcina presenté una masa experimental de 7886.15, valor
que se corresponde con el esperado a partir de la secuencia del gen estructural.
Ademas, las microcinas inactivas aisladas ya sea desde la fase estacionaria o
desde mutantes en los genes de maduracion, presentaron una masa que es
idéntica a la masa de la microcina activa. Estos resultados descartan la existencia
de modificaciones de tipo covalente en la microcina, lo que implicasia un
mecanismo novedoso de maduracién para esta bacteriocina. Por otro fado, la
diferencia funcional existente enire ambos tipos de microcina no puede ser
atribuida a diferencias en la estructura primaria de éstas.

Ambas formas de la microcina corresponden a ia misma entidad molecular,
por esto en adelante seran referidas como Mcc® para el caso de la microcina
activa y como Mcc? para la forma inactiva. Cuando sea necesario especificar la
fuente de Mcc?, ellas seran referidas como Mcc®(C), Mcc®(J) y Mcc®(st) para
formas inactivas aisladas desde mutantes en los genes de maduracién mceC,

mcel y desde fase estacionaria respectivamente.
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Tabla 7. Determinacion de las masas de la microcina E492 activa aislada desde la
cepa silvestre y de las microcinas inactiva aisladas desde la fase estacionaria y
desde mutantes en los genes de maduracion.

Fuente de Mcc Masa molecular observada®
wt (activa) 7886.15 £ 0.02
wt fase estacionaria (inactiva} 7886.93 + 1.04
mutante mceG" (inactiva) 7885.65 + 0.23
mutante mceJ” (inactiva) 7886.02 + 0.88

La masa se determind por espectrometria de masa “electrospray”.
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La existencia de formas activas e inactivas de la microcina E492, implica
necesariamente la existencia de diferencias estructurales entre ellas. Ya que esta
diferencia no se encuentra a nivel de la estructura primaria de las proteinas, se
estudi6 la posibilidad que esta diferencia funcional sea producto de diferencias en

la estructura secundaria.

3.3.1. Las formas activa e inactiva de la microcina E492 se diferencian en la
estructura secundaria.

La posibilidad de que Mcc® y Mcc® se diferencien en la estructura
secundaria, se investigé mediante dicroismo circular en el UV-lejano. La figura 4
muestra que la Mcc® posee un especiro caracteristico de un alto contenido de
estructura hoja-p (minimo a 216 nm), en tanto que Mcc'®(C) y Mcc™(J) presentan
un espectro acorde con un alto contenido de estructura hélice-a. (minimos a 208 y
221 nm), al igual que Mcc(st). Los porcentajes de cada tipo de esiructura se
calcularon utilizando el programa computacional CONTIN, y estos resuitados se
resumen en la tabla 8. Ambas formas de la microcina presentaron un contenido
similar de vuelta y estructura al azar, diferenciandose en el contenido de estructura
hoja-p vy hélice-o. Mientras el contenido de estructura hoja-p en Mcc® es casi el
doble que de hélice-o (29% y 16% respectivamente), esta proporcion en Mcc® se
invierte. Este resultado indica que la diferencia funcional entre Mcc® y Mcc”® es

consecuencia de diferencias en su estructura secundaria. Ademas podemos
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Figura 4. Estructura secundaria de diferentes formas de la microcina E492.
(—), Mcc®, (—), Mcc?® aislada desde fase estacionaria; (—), Mcc®(C); (—),
Mcc?(J). El andlisis de la estructura secundaria de las muestras de microcina en
metanol 95%, se realizd mediante dicroismo circular en el UV-lejano como se
describe en Materiales y Métodos.
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Tabla 8. Contenido de estructura secundaria de diferentes formas de la microcina

E492.
Porcentaje de
Fuente Mcc
Hélice-a Hoja-p Vuelta Azar

Mec? 16+ 4 29+4 2442 3112
Mcc? (st) 29+ 2 18+2 29 + 1 26 + 1
Mcc? (C) 37+3 16+ 4 28 + 2 19+2
Mcc® (J) 33+2 17 +3 29 + 1 22 +1

Las determinaciones se realizaron mediante dicroismo circular en ef UV-lgjano y
analizadas utilizando el programa CONTIN para el célculo de los porcentajes de
estructura secundaria.
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concluir que la actividad toxica de la microcina E492 (que tiene que ver con el
reconocimiento de un receptor) esta asociada con un alto contenido de estructura
hoja-B, el cual se ve disminuido en la forma inactiva, aumentando el contenido de
hélice-a.

La existencia de dos formas funcionales de la microcina E492 (Mcc® y
Mcc®) con igual estructura primaria pero con notables diferencias en su
conformacion, se corresponde con el fendmeno que ha sido descrito para priones
de mamiferos. Por ello se estudid la posibilidad que la microcina posea
propiedades que son caracteristicas de los priones descritos en la literatura.

Un prién es definido como una proteina infecciosa capaz de propagar
informacién biol6gica en ausencia de acidos nucleicos a través de replicacion de
plegamiento proteico (Prusiner, 1998). La proteina infecciosa corresponde a una
forma corformacionalmente alterada de una proteina celular con idéntica
secuencia. La forma priénica, que posee un mayor contenido de estructura hoja-
B, es capaz de convertir a la forma normal hacia la forma toxica, proceso que
involucra un cambio conformacional dramatico con aumento en el contenido de
hoja-By una disminucién del contenido de hélice-a y estructura al azar de la
proteina normal (Cohen y Prusiner, 1998).

De las dos formas de la microcing, la Mcc® es la que posee un mayor
contenido de esiructura hoja-B, hecho que la convierte en nuestro candidato para
comportarse como un prién. De ser asi, ésta deberia poseer la capacidad de

convertir la forma inactiva de [a microcina a una forma activa.
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3.3.3. Mcc? induce la activacién de Mcc® in vitro.

Para investigar la posibilidad de que Mcc® pueda ser activada por una
interaccidn con la forma activa de la proteina, desarrollamos ensayos de
activacién que basicamente consistieron en mezclar Mcc® con un exceso molar de
Mcc®. Habitualmente la microcina se conserva en metanol, por lo que el primer
paso fue evaporar el metanol de las mezclas y resuspender las muestras en el
solvente adecuado. Después de incubar las muestras se determinaron las
actividades de éstas comparandolas con los controles de Mcc® y Mcc™ que se sido
trataron de igual forma que el ensayo de activacion. En los primeros ensayos
utilizamos condiciones drasticas, como es la evaporacién de la mezcla de
microcinas a 90 °C y posterior resuspension en agua. En estos experimentos se
observd una marcada activacion de Mcc® como se resume en la tabla 9 (menor
sobrevida en la mezcla de activacién comparada con el control de Mcc®), sin
embargo los resultados obtenidos presentaron mucha variabilidad con
activaciones en el rango de 4 a 100 veces, variaciones que se pueden atribuir a lo
extremo del tratamiento. Un método mas reproducible consistid en evaporar el
metanol de la mezcla de microcinas a 35 °C al vacio, resuspension en agua, e
incubacién por 10 min a 37°C, resultados que son resumidos en la tabla 10. En
esta tabla se observa que la Mcc® fue capaz de activar a la Mcc?(C) y Mcc?(J) en
13 y 17 veces respectivamente. Este resuitado sugiere que la Mcc? actuaria como
semilla para la conversién de Mcc® Para Mcc®(st) también se observd una

activacion significativa que vari6 de 4 a 7 veces.
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Tabla 9. Activacion de la Mcc™? por la Mcc® mediante evaporacion a 90 °C.

% de sobrevida de E. coli BL21

+ Mcc® (ug/mi) [Mcc®
—_— Razén de
Fuente de Mcc 0 25 Mec™ activacion
no adicién 100 6.8+56 — 1
Mcc'® (C) 115+ 25 0.33+0.32 60 21
Mcc? (J) 93 + 20 0.43 + 0.47 64 16

Los resultados son el promedio de 10 experimentos independientes. Mcc® (C) y
Mcc® (J), microcinas inactivas aisladas desde el sobrenadante de mutantes en los
genes mceC y mceJ respectivamente. Las concentraciones utilizadas de Mcc® (C)

y Mcc® (J) fueron de 150 y 160 pg/ml respectivamente.
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Tabla 10. Activacién de Mcc™® por Mcc® por evaporacion a 35°C.

% de sobrevida de E. coli BL21

+ Mcca (ug/mi) [Mcc®]
_— Razon de
Fuente de Mcc 0 3 Mo activacién
no adicién 100 9.3+3.0 — 1
Mcc? (st-6h)* 96 + 25 25+0.13 67 4
Mcc? (st-14h)* 96 + 16 14+02 30 7
Mcc® (C) 125 + 23 0.56 £ 0.17 60 17
Mcc? (J) 168 + 28 0.74+0.23 50 13

Los resultados son el promedio de 8 experimentos independientes. Mcc? (C) y
Mcc® (J), microcinas inactivas aisladas desde el sobrenadante de mutantes en los
genes mceC y mced respectivamente. *, microcinas inactivas aisladas desde el
sobrenadante de la cepa silvestre despues 6y 14 h de mcubacmn en la fase
estacionaria. Las concentraciones utilizadas de Mcc? (C), Mcc® (J), Mcc®(st-6h) y
Mcc® (st-14h) fueron de 180, 150, 200 y 90 pg/ml respectivamente. Los ensayos
se realizaron como se describe en Materiales y Métodos.
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La microcina es inestable en agua y pierde su actividad rapidamente. Por
esta razon, los tiempos de incubacién utilizados en los ensayos de activacion con
agua fueron relativamente cortos (10 min). Resultados previos indican que la
microcina es mucho mas estable y soluble a pH &cido que a pH neutro (Wilkens,
1996). Realizamos ensayos de activacién en los cuales el agua se reeplazd por un
buffer a pH 2.3, lo que permitié la incubacion de la mezcla por 1 h a 37°C. En la
tabla 11 podemos observar que a este pH existe una conversion mas eficiente, ya
que la razén de activacion promedio obtenida fue de 27 veces, razon bastante
mayor que la obtenida en agua.

De estos resultados podemos concluir que la Mcc® posee la capacidad de
convertir a la forma inactiva hacia la forma activa. Los cambios involucrados en
esta conversién podrian ser a nivel de la estructura secundaria de la proteina, en
un mecanismo de propagacién de informacién conformacional similar al descrito

para priones de mamiferos (Cohen y Prusiner, 1998; Saborio et al.,, 2001).

3.3.2. El proceso de activacion Mcc?® estd asociado a cambios en la
estructura secundaria.

Los estudios estructurales mediante dicroismo circular de la microcina E492
se realizaron con muestras disueltas en metanol, ya que estos estudios no se
pueden realizar en solventes acuosos debido a que en estos solventes la
microcina presenta la formacion de agregados. Para poder estudiar la existencia
de cambios en la estructura secundaria durante la activacion de Mcc?, primero fue

necesario determinar si el fendmeno de activacion se mantiene cuando las
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Tabla 11. Activacién de la Mcc™ por la Mcc® a pH &cido.

% de sobrevida de E. coli BL21

Experimento 1 2 3 promedio
no adicién 100 100 100

Mcc®(C) [150 pgimi] 6818 6818 52+0.8 63 £ 12
Mcc? [3 pgimi] 0.79 £0.09 0.79 £0.09 0.38 +0.13 0.65 £0.1

Mcc?(C) + Mec® 50:1)  0.022£0.008 0.031:0012 0.019£0004 0.024 +0.008

Razon activacion 36 25 20 27

Mcc® (C) microcina inactiva aislada desde el sobrenadante de la mutante en el
gen mceC. 1, 2y 3, ensayos de activacion independientes. Cada determinacion se
realizo por triplicado. Los ensayos se realizaron como se describe en Materiales y
Métodos.
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muestras se disuleven en metanol. Para ello se realizaron ensayos de activacion
en los cuales las muestras se disolvieron en metanol como se describe en
Materiales y Métodos. Se determiné la actividad de las muestras mediante la
formacién de halos de inhibicion de crecimienio sobre un césped de células
sensibles. En la figura 5 se observa que Ja activacion de Mcc® se mantiene en este
solvente, con una activacién de 2 veces. La menor razon de activacién puede ser
explicada por la menor sensibilidad del método de deteccién ya que requiere mas
de 90% de inhibicién del crecimiento del césped para producir un halo de
inhibicién visible. Esta explicacion es avalada por experimentes de activacion a pH
&cido, en los cuales la actividad resulfante se determiné por ambos métodos,
observandose una razén de activacion mucho menor en las determinaciones
sobre césped (4 veces) comparada con el titulo celular (17 veces).

El contenido de estructura secundaria de Mcc® antes y después de la
activacién se determiné mediante dicroismo circular en el UV-iejano (figura 6). El
perfil obienido para Mcc? antes de la activacion es caracteristico de un mayor
contenido de estructura hélice-a.. Después de la activacion se observa un cambio
en este perfil que lo asemeja més al perfil obtenido para Mcc?, y acorde con un
mayor contenido de estructura hoja-B. Esta observacion es ratificada al calcular los
porcentajes de estructura secundaria utilizando el programa CONTIN, resultados
que estan resumidos en la tabla 12. En ella se observa que mientras los
porcentajes de estruciura al azar y vuelta permanecen practicamente constantes
antes y después de la activacion, el porcentaje de estructura hoja-B aumenta

notablemente (12%->26%) acompafiado de una disminucion del porcentaje de
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Titulo®

A. Mcc= (15 pg/mi) 114
B. Mcc(C) + Mcc2 [5:1] 18
C. Mcce (15 pg/mi) 11
D. Mcca(d) + Moc® [4:1] 112

*Ultima dilucién que forma halo de inhibicidn de crecimiento.

Figura 5. Activacién de Mcc'® en metanol. Alicuotas de 5 pl de diluciones

seriadas de las muestras se sembraron sobre un césped de células sensibles a la
microcina. Mcc® (C) y Mec® (J), microcinas inactivas aisladas desde el

sobrenadante de mutantes en los genes meceC y mcel respectivamente. Las

concentraciones utilizadas de Mcc® (C) y Mec® (J) fueron de 75 y 60 pg/ml

respectivamente. Los ensayos se realizaron como se describe en Materiales y

Métodos.
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Elipticidad molecular
103 X (grados cm-' M-")

Longitud de onda, nm.

Figura 6. Estructura secundaria de diferentes formas de la microcina E492.
(—), Mcc?; (—), Mec®; (—), Mcc®. El andlisis de la estructura secundaria de las
muestras de microcina en metanol 95%, se realizé6 mediante dicroismo circular en
el UV-lejano como se describe en Materiales y Métodos. Mcc™*, Mcc® que ha sido

activada.
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Tabla 12. Contenido de estructura secundaria de diferentes forrnas de la microcina

E492.

Porcentaje de

Fuente de la microcina
Hélice-a Hoja-p Vuelta Azar

Mec? 16 + 4 2914 24 +2 32
Mcc®(C) 36 +4 1214 25+2 26 12
Mcc?(1) + Mcc®(C) (6) 23 +1 2642 26+ 1 26 +1

~

Las determinaciones se realizaron mediante dicroismo circular en el UV-lejano y
analizadas utilizando el programa CONTIN para el calculo del porcentaje de
estructura secundaria. * La conversion se realizé como se describe en Materiales y
Métodos.
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estructura hélice-oc (36%—>23%). Este resultado nos permite concluir que la
activacién de Mcc? se debe a un aumento del contenido de estructura hoja-p y
ademas nos reafirma que la actividad idxica de la microcina E492 esta asociada
con su contenido de este tipo de estructura.

Hemos podido determinar que la Mcc® es capaz de traspasar informacion
conformacional a la Mcc?® produciendo su conversién estructural con la
consiguiente activacion de la propiedad toxica, lo cual asemeja a fa microcina

E492 con los priones de mamiferos.

3.3.3. La Mcc™ es capaz de producir Ia activacion de la Mcc™,

Otra caracteristica importante de los priones de mamiferos es su capacidad
para propagar el cambio conformacional de proteina a proteina. Esto implica que
aquella proteina que ha sido converiida desde su forma normal a la anormal
(PrP>), es a su vez capaz de inducir el cambio de nueva proteina normal (PrP°)
hacia la conformacién anormal (Prusiner, 1998; Soto, 2001). Para determinar si
Mcc® presenta la capacidad de propagar su informacién conformacional y por
consiguiente su actividad, realizamos experimentos de ciclos de activacion en los
cuales Mcc®* obtenida en un primer ensayo de activacion se incubd con un exceso
molar de nueva Mcc® en un segundo ensayo. Los ensayos se realizaron en
metanol, pues como ya se explico, en este solvente la microcina es soluble y
mantiene su actividad por largo tiempo. Los resultados de estos experimentos se

muestran en la figura 7. En el primer ensayo de activacion
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Primera activacion Segunda activacion Titulo®

Pritnera activacién
L. Mcc* (15 pgial) 12
1. Mcd®{C) +Mcc [5:1]— Mee™ 1/8

Segunda activacién
I Mce* (1.6 pg/ml) 0
IVMetd(C) + Mo {50:1] 1]
V.Mcdd(C} + Meov (9:1) "

*{itima dilucién que forma halo de inhibicién de crecimiento.

Figura 7. Ciclos de activacion de la Mcc'. Microcina que ya ha sido activada en
un primer ciclo (Mcc®*) fue utilizada para activar a Mcc® en un segundo ciclo. Mcc*
(C), microcina inactiva aislada desde el sobrenadante de mutante en el gen mceC.
La concentracion utilizada de Mcc”? (C) fue de 75 pg/mi. Los ensayos se realizaron
como se describe en Materiales y Méfodos.
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se utilizé una razén Mcc®):[Mcc®] de 5:1,observandose una activacion de 4 veces.
En el segundo ciclo de activacion, se utilizo Mcc®* para activar a Mcc? en una
razén de 1:9 viv y se observd la aparicion de un halo de inhibicién sobre el césped
de células sensibles en la muestra sin diluir (1/1) (figura 7V). En el segundo ciclo,
la concentracién remanente de Mcc® producto de la dilucién es de 1.5 pg/mi,
concentracion a la cual no se observd actividad en el control que contiene solo
Mce? (figura 7111). Este resultado indica que la actividad observada en el segundo
ciclo es producto de la activacion de Mcc? y no de la actividad residual de Mcc®.
La relacién entre Mcc®] y [Mcc®] en el segundo ciclo fue de 1:50 y cuando se
utiliz6 esta relacién para activar directamente Mcc® con Mcc® no se observo
formacién de halo de inhibicidn de crecimiento sobre el césped sensible (figura
7IV). Este resultado nos permite descartar que la pequefia cantidad de Mcc®
proveniente del primer ciclo de activacién active a la Mcc™. Estos resultados nos
sugieren fuertemente que la informacién necesaria para la activacién de Mcc” es

propagada de proteina a proteina.

3.34.La Mcc® y la Mcc'® forman filamentos en solvente acuoso con
diferencias morfoldgicas.

Como ya se menciond la microcina £492 forma agregados en solventes
acuosos. Los perfles de elucion obtenidos en la purificacion de microcina
mediante C4-HPLC de fase reversa sugieren que ambos tipos de microcina
presentarian diferentes estados de agregacion ya que Mcc? presentd mayores

tiempos de elucién que Mcc?, como se muestra en la figura 8. Para caracterizar
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Figura 8. Analisis mediante C4-HPLC de fase reversa de diferntes formas de
la microcina E492. La flecha indica el pico correspondiente a las fracciones en
que se observé la elucién de la microcina. La presencia de Mcc® (—), de Mcc” (C)
(— y de Mcc®(lJ) (—)en cada fraccion se determindé como se describe en
Materiales y Métodos.
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estos agregados en cuanto a la concentracion critica requerida para su formacion,
se registrd la aparicion de agregados de cada forma de la microcina mediante
dispersién de luz de 350 nm a distinfas concentraciones de microcina. La
concentracion critica se puede calcular desde la grafica de dispersion de luz en
funcién de la concentracion de la microcina, a partir de la interseccion de la recta
obtenida en el eje de la concentracién. En la figura 9 se observa que existen
diferencias en la concentracién necesaria para la formacion de agregados entre
ambas formas de la microcina. Mcc?(J) presenté una concentracién critica menor
(30 pg/mi) que Mcc® (60 pg/mi).

La forma toxica de los priones posee la capacidad de formar polimeros, los
que han sido denominados fibras amieloides. Esta capacidad estarfa dada por el
mayor contenido de estructura hoja-B la que interactia en forma lateral y forma
estas estructuras macromoleculares. La microcina E492 posee un menor
contenido de estructura hoja-p vy es altamente hidrofobica, en consecuencia la
probabilidad de formacién de agregados amorfos es alta. Para determinar la
morfologia de los agregados formados, las muestras de microcinas se analizaron
mediante microscopfa electrénica. En la figura 10 se observa que tanto la Mecc®
como Mcc?(J) forman estructuras filamentosas, pero los filamentos formados por
Mcc® presentan un didmetro mayor (=33 nm) que los formados por Mcc(J) (~19
nm) (tabla 13). El didmetro de los filamentos formados seria dependiente de la
concentracién de la microcina, ya que una muestra de Mcc® diluida 100 veces (1.5
ug/rl) presenté la formacion de filamentos con didmetros de ~11 nm. Un hecho

interesante es que cuando se utliza esta concentracion de
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Figura 9. Formacion de agregados de microcina. La formacion de agregados
se registré6 mediante la dispersion de luz a 350 nm como se describe en Materiales
y Métodos, utilizando distintas concentraciones de Mcc® (—) y Mcc® (J) (—).
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Figura 10. Micrografias electrénicas de muestras de microcina en agua. Las
muestras se tifieron negativamente con acetato de uranilo al 2%. A, Mcc®. B,
microcina inactiva aislada desde el sobrenadante de mutante en el gen mced

(Mcc®(J)). La barra indica 10 nm.
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Tabla 13. Diametros de fibras formadas por Mcc® y Mcc®.

Mcc Diametro
(nm)
Mcc? [150 pg/mi] 32.8:4
Mcc® (J) [150 pg/mi] 18.8+3
Mec® [1.5 pg/ml] 10.8 +2
Mec? (J) + Mec 26.0 + 4

[135 pg/mi] [1.5 pg/mi]

Los didmetros se midieron en amplificacién de 80.000X y representan el
promedio de 7 mediciones. El andlisis estadistico mediante el test de
Student de los diametros obtenidos para Mcc®(J) antes y después de la
activacién indican que éstos son significativamente diferentes (95 % de
confianza).
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Mcc® para activar a Mcc®({J) en una razon 1:90, se observa la formacion de
filamentos de un diametro intermedio (=26nm). Esto implicaria que ain a bajas
concentraciones, la Mcc® seria capaz de inducir en Mcc® la formacién de
filamentos con morfologia similar a los formados por Mcc® utilizando el mismo
rango de concentraciones. El hecho de que los filamentos obtenidos en Mcc®* no
presentan el mismo didmetro que Mcc®, puede explicarse postulando que no toda
la microcina Mcc® es convertida, lo cual es consistente con lo observado en
ensayos de activacién, donde la conversion de Mcc? no alcanza el 100%. Se
puede inferir ademas que la induccién de cambios a nivel de la esiructura
secundaria de Mcc® por Mcc® van acompariados de cambios en la formacion de
estructuras macromoleculares. La Mcc®(C) no present6 la formacion de estas

estructuras en las condiciones descritas para Mcc® y Mcc?(J).

3.3.5. Activacién de Mcc™ por Mcc1-43 in vivo.

Todos los priones descritos presentan una regiébn muy conservada
correspondiente a los residuos 111-133 de PrP (figura 11), siendo esta region la
que le confiere las propiedades priénicas (Prusiner, 1998). Al alinear esta
secuencia con la secuencia de la microcina entre los residuos 16 al 38 se
encuentra un 57% de identidad y un 74% de similitud. Se investigo la posibilidad
que esta region de la microcina sea responsable de la capacidad de traspasar
informacion conformacional. Para ello se utilizd la cepa de E. coli np220, la cual
presenta una insercion del transposén Tn5 que interrumpe la proteina microcina

en el aminoacido 43 (Mcc1-43). Se ideé un ensayo sobre un césped de células
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Figura 11. Alineamiento entre la regién prién PrP (111-133) y la microcina
E492 (16-38). Estas secuencias presentan un 57% de identidad y 74% de
similitud. Residuos idénticos se indican en negro y las sustituciones conservadas
en gris. La figura superior representa la comparacion de todos lo priones descritos
con respecto al de humano (eje X). El eje Y superior representa el numero de
especies que difieren del PrP humano en un residuo determinado, y el eje Y
inferior el numero de residuos alternativos en cada posicion (Prusiner, 1998)
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sensibles a microcina (E. coli BL21), sembrandose sobre éste las cepas np133
(Mcc'™®) y np220 (Mcc1-43) en la forma que se muestra en la figura 12. Se ohserva
que ambas cepas por separado no presentan la formacion de halo de inhibicion
sobre el césped. A medida que la distancia que separa ambas cepas disminuye,
se observa a aparicion de un halo de inhibicion hacia la cepa np133, halo que es
muy evidente cuando ambas cepas son sembradas juntas. Este resultado nos
sugiere fuertemente que el segmento de Mcc1-43 es suficiente para activar a la
Mcc®. Asi, al igual como se ha postulado para la conversion de PrP, esta region

seria clave en dicho proceso.

3.4. Mecanismo de inmunidad a la microcina E492.

La inmunidad a la microcina E492 es conferida por la proteina integral de
membrana MceB, a través de un mecanismo de accién que es aitamente eficiente
ya que muy bajos niveles de expresion de esta proteina son suficienies para
conferir inmunidad cuando se emplean altas concentraciones de microcina
purificada (Lagos et al., 1999). En células productoras de colicinas formadoras de
poros el mecanismo protector de las proteinas de inmunidad se debe a una
interaccién directa con la colicina (dominio formador de poro) y/o con proteinas del
sistema receptor/translocador necesario para la accién de la colicina (Geli y
Lazdunski, 1992; Cramer et al., 1995 ). Este ulfimo mecanismo explicaria de mejor
forma la alta eficiencia protectora de MceB, ya que la probabilidad de encuentro y

asociacion seria mayor.
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Figura 12. Activacién in vivo de Mcc™ por Mcc1-43. Las cepas np220
productora del fragmento de microcina 1-43 y np133 productora de Mcc” se
sembraron sobre un césped de E. coli BL21 a distintas distancias que convergen
en la parte inferior.
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3.4.1. La interaccion entre las proteinas MceB y TonB esta implicada en el
mecanismo de inmunidad a a microcina E492.
Para investigar la existencia de una interaccion funcional entre MceB y
TonB se realizaron experimentos genéticos de compensacion de mutaciones
puntuales in vivo. Esta metodologia consiste en obtener mutantes puntuales en
MceB que afecten su actividad protectora (fenotipo imm’), para posteriormente
enconfrar mutantes puntuales en TonB que sean capaces de compensar el

fenotipo imm™ de las primeras.

3.4.1.1. Obtencién de mutantes en NceB.

Para obtener mutantes puntuales en MceB se realizé mutagénesis in vitro
del plasmidio p157 que porta el gen mceB. El agente quimico utilizado fue
hidroxilamina, el cual reacciona con citosina para formar N4-hidroxicitosina,
induciendo las transiciones G:C—A:T. Ei plasmidio tratado con hidroxilamina se
infrodujo mediante electroporacién en E. coli K38pGp1-2. Mediante réplica de
placas sobre placas agar-LB/amp y césped productor de microcina, se analizaron
mas de 20.000 clones, seleccionandose aquellos que fueron incapaces de crecer
sobre el césped (fenotipo imm’). Para confirmar el fenotipo los clones
seleccionados se crecieron en medic LB/amp y se sembraron alicuotas de 5 pl
sobre un césped productor de microcina, método que permite diferenciar los
falsos positivos de los clones que efectivamente han perdido la inmunidad. En la

figura 13, se muestran 2 clones (A y B) que no presentaron crecimiento, al igual
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Figura 13. Ensayo de inmunidad sobre de césped E. coli VCS252pJEM15.
Alicuotas de 5 pl de cultivos celular de los candidatos imm™ se sembraron sobre el
césped. Ct, control de E. coli K38pGP1-2 sin transformar con el plasmidio p157. A
y B, clones que han perdido la inmunidad a la microcina E492.
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que el control negativo de E. coli K38pGP1-2 (CY), indicativo de la pérdida de

inmunidad.

3.4.1.2. Cambios conservados en MceB afectan su accién protectora.

Para determinar el tipo de cambio ocurrido en el gen de inmunidad de los clones
con fenotipo imm’, se aislé el ADN plasmidial de cada clon y el gen mceB se
secuencié utilizando los partidores T7-pro y HC-rev. En la figura 14 se muestra la
secuencia nucleotidica y proteica de MceB y se indican los cambios en las
mutantes asociados a un fenotipo imm”. De los 16 clones secuenciados, 4
presentaron un cambio puntal en la secuencia primaria de mceB correspondiente
al cambio de un residuo de alanina por valina en las posiciones 17 (mutante
pM7205) y 77 (mutantes pM824, pM1143 y pM12431). En adelante estas
mutantes seran referidas como MceBA17V y MceBA77V respectivamente, El
cambio de un residuo de alanina por valina corresponde a un cambio conservado
ya que ambos amino4cidos son hidrofdbicos. Estos cambios estarian ubicados en
regiones de la proteina inmersa en un ambiente hidrofobico, de acuerdo con
programas de prediccion de la topologia de proteinas de membrana, los cuales
arrojan como resultado que MceB tendria 3 dominios de iransmembrana
comprendidos entre los aminodcidos 1 - 21, 35 - 55 y 66 - 80, con los extremos N-
y C-terminal ubicados hacia el periplasma y citoplasma respectivamente (tabla 14,
figura 15). Estos cambios no afectarian la topologia de MceB, ya que [a prediccion
topolégica con cuatro diferentes programas de prediccion de helices de
transmembrana no varian al hacer el reemplazo de estos aminoécidos (tabla 14).

Este resultado nos sugiere fuertemente que las
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10 20 30 40 50 60
I I I I | I
T
ATG ACA TTA CTT TCA TTT GGA TTT TCT CCT GTT TTC TTT TCA GTC ATG GCG TTC TGT ATC
M T L L S F G F S P VF F S V M A F C 1
V (1 mutante)

70 80 90 100 110 120
l I | I [ I
ATT TCA CGT AGT AAA TTC TAT CCG CAG AGA ACG CGA AAC AAA GTT ATT GTT CTG ATT TTA
| S R § K F Y P Q R T R N K V I Vv L I L
130 140 150 160 170 180
| | I I | |
CTA ACT TTT TTT ATT TGT TTT TTA TAT CCA TTA ACA AAA GTG TAT CTG GTG GGA AGT TAC
; T F F I € F L ¥ P L T K Y ¥ L V G 5 X
190 200 210 220 230 240
I I | I I |
T
GGT ATA TTT GAC AAA TTC TAC CTC TTT TGC TTT ATT TCT ACG TTA ATT GCA ATA GCA ATT
G I F D K E ¥ L F € F I 8 T L I A I A I

V (3 mutantes)

250 260 270 280 290

| | | |
AAC GTA GTG ATA CTT ACA ATA AAT GGA GCT AAG AAT GAG AGA AAT TAG
N VvV I L T I NG A K NE R N *

Figura 14. Secuencia de ADN y proteica de MceB. Las mutantes puntuales
asociadas con la pérdida de inmunidad a la microcina E492 estan sefialadas en
rojo. *, codon de término.
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Tabla 14. Prediccién de hélices de transmembrana de MceB silvestre o mutado.

Se utilizé un consenso de 4 métodos.

Predicion Proteina N-terminal* Hélicet Hélice2 Hélice3
MceBwt P 3-21 35-55 66-90
TmPred MceBA17V P 3-21 35-55 66-90
MceBA77V P 3-21 35-55 66-85
MceBwt P 1-21 33-53 67-87
TopPred MceBA17V P 2-22 33-53 67-87
MceBA77V P 1-21 33-53 67-87
MceBwi P 2-21 35-54 68-87
HMMTOP  MceBA17V P 2-21 35-54 68-87
MceBA77V P 2-21 35-54 68-87
MceBwt P 2-23 35-57 67-89
SOSUI MceBA17V P 2-23 35-57 67-89
MceBA77V P 2-23 35-57 67-89

* ubicacion del exiremo amino terminal. P, periplasma. Se utilizaron 4 programas
para la prediccién: TMpred (Hoffman y Stoffel, 1993), TopPred (Claros y von
Heijne 1994), HMMTOP (Tushady y Simon, 2001) y SOSU! (Hirokawa ef al,

1998).
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Alanina = Valina

Figura 15 . Modelo de la topologia de MceB en la membrana citoplasmatica.
Se indican las mutaciones puntuales asociadas con la pérdida de funcionalidad de
MceB. El modelo se cre6 utilizando el programa TmPred (Hoffman y Stoffel, 1993).
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mutaciones no estarian afectando la estructura de la proteina, sino mas bien
afectarian una interaccién de MceB con ofra proteina en la membrana
citoplasmatica, interaccién que seria necesaria para que la proteina de inmunidad
pueda ejercer su accion protectora.

En ambos tipos de mutantes obtenidas el cambio aminoacidico fue idéntico
(A—V) diferenciandose sdlo en la posicién en que dicho cambio ocurrié. Para
determinar el efecto de la mutacién sobre la funcién de MceB, se determinb en
forma cuantitativa la sensibilidad de las mutantes a la microcina E492 en ensayos
sobre césped y cultivo celular (tabla 15). La mutante MceBA17V presenié una
mayor sensibilidad a la microcina que la mutante MceBA77V, sensibilidad que es
similar a la que presenta el control sin MceB (T onB™). Este resultado nos indica
que la mutacién en la hélice N-terminal de MceB presenta un mayor efecto sobre
la accion protectora de la proteina de inmunidad que la mutante puntual en la

hélice C-terminal.

3.4.2. Mutantes en TonB son capaces de compensar las mutaciones
puntuales en MceB.

3.4.2.1. Obtencién de mutantes en TonB.

Para determinar si la pérdida de inmunidad en mutantes puntuales de MceB se

debe a defectos en su posible interaccion con TonB, se realizaron experimentos

por separado en los que se buscaron mutaciones en TonB con la capacidad para

compensar el fenotipo imm™ de las mutantes MceBA17V y MceBA77V. Para ello el

plasmidio piM91, que tiene clonado el gen TonB y que es resistente a cm, se
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Tabla 15. Sensibilidad a la microcina E492 de mutantes puntuales en MceB.

Cepa Didmetro halo Sobrevida de E. Coli BL21
(mm) (%)

TonB* 16 46x10°

TonB" 0 48

TonB* / MceBWt 0 176

TonB* / MceBA17V 15 3.9x10%

TonB* / MceBA77V 8 7.0x10%

Los porcentajes de sobrevida se calcularon en cada caso con respecto al control

sin tratamiento con microcina.
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tratd con hidroxilamina y se introdujo por medio de electroporacién en las cepas de
E. coli X8605(pM157A17) y X8B805(pM157A77). Los clones que presentaron la
recuperacion del fenoﬁbo imm"* se seleccionaron sobre céspedes produciores de
microcina y el fenotipo se confimd en ensayos de inmunidad en césped
empleando microcina puriﬁcadé. Mediante esta metodologia se obtuvo 19 clones
que presentaron una recuperacién del fenotipo imm": @ clones para la mutante
MceBA17V y 10 para MceBA77V. Se extrajo el ADN plasmidial de cada clon
obtenido y se transformé la cepa de E. coli X8605. Mediante réplica de placas se
seleccionaron los transformantes que presentaron el fenotipo cm'-amp®, indicativo

de la presencia en la célula sélo del plasmidio que porta el gen fonB.

3.4.2.2. Las mutantes compensatorias corresponden a mutantes de TonB
que no cumplen su funcién blolégica normal.

Para determinar el tipo de mutantes de TonB que son capaces de
compensar mutaciones puntuales en MceB, el gen fonB de estos clones se
secuencié utilizando los partidores M13F y MP18 (figura 16). Todos los clones
analizados presentaron un cambio puntual en el gen fonB. Al traducir la secuencia
de ADN se observa que seis mutantes presentaron la formacion de codones de
término que llevarian a la produccién una proteina TonB trunca, correspondiente a
los primeros 42 (5 mutantes) y 108 residuos (1 mutante). Estas proteinas truncas
tendrian las regiones citoplasmatica, fransmembrana y una pequefia fraccion
periplasmatica (figura 17). Ademas se obtuvo una mutante que presentd un
cambio puntual de un residuo de serina por leucina en la posicion 16, cambio que

estaria inserio en la regién transmembrana de TonB (figura 16 y 17). En adelante
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10 20 30 40 50 60
| | | | 4 | |
ATG ACC CTT GAT TTA CCT CGC CGC TTC CCC TGG CCG ACG TTA CTT TCG GTC TGC ATT CAT
M T L D E P R R F P w P E L L S v C | H
L (2 mutantes)

70 80 90 100 110 120

| [ | 1 [ i
GGT GCT GTT GTG GCG GGT CTG CTC TAT ACC TCG GTA CAT CAG GTT ATT GAA CTA CCT GCG
6 A V vV A G L L Y T 8 V H Q@ Vv 1 E L P A

130 140 150 160 170 180
T | | | \ | |
CCT GCG CAG CCG ATT TCT GTC ACG ATG GTT ACG CCT GCT GAT CTC GAA CCG CCA CAA GCC
P A Q P 1 h v T M v T P A D L E P P Q A
* (5 mutantes)

190 200 210 220 230 240

| l | l l [

GTT CAG CCG CCA CCG GAG CCG GTG GTA GAG CCA GAA CCG GAA CCT GAG CCG ATC CCC GAA
v P P P E P ¥ ¥V E ®» ® B E P E P I P E

250 260 270 280 290 300
l | \ i [ |
CCG CCA AAA GAA GCA CCG GTG GTC ATT GAA AAG CCG AAG CCG AAA CCT AAG CCA AAA CCG
P P K E A P VvV ¥V 1 E K P K P K P K P K P

310 320 330 340 350 360
| | T | | | |
AAG CCG GTG AAA AAG GTA CAG GAG CAG CCA AAA CGC GAT GTC AAA CCC GTA GAGTCG CGT
K P v K K V Q E Q P K R D VvV K P V E S R
* (1 mutante)

Figura 16. Secuencia de ADN y proteica de la porcién N-terminal de TonB.
Las mutaciones que compensan mutaciones puntuales en MceB estan indicadas
en rojo. *, generacion de un codén sin sentido.
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12431tonb2

Mutanies truncas 443-239
13431tonB3
ﬁ 13431 tonB4
7205tonB2
7205tonB4
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Ivlutantes puntuales (S16L)
7205tonB5
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Cito plasra
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Figura 17. Mutantes en TonB que compensan el fenotipo imm" de mutaciones
puntuales en MceB. El esquema se realizo de acuerdo la topologia de TonB en la
membrana determinada experimentalmente (Roof et al., 1991).
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estas mutantes seran referidas como TonBA43-239, TonBA109-239 y TonBS16L
respectivamente. Estos resultados apoyan la hipétesis de la existencia de una
interaccién entre las proteinas MceB y TonB en el mecanismo de inmunidad & la
microcina E492. Ademas sugieren fuertemente que sélo la regién N-terminal de

TonB estarfa implicada en dicha interaccion.

3.4.2.3. L.as mutantes de TonB son sensibles a la microcina E492.

Debido a la importancia de la protefna TonB en la accion de la microcina,
existe la posibilidad que las mutaciones obtenidas en esta proteina, por si solas
generen resistencia a la accion de la microcina. Por ello se ensayé la sensibilidad
de estas mutantes a la microcina en ausencia de MceB. En la tabla 16 se observa
que todas las mutantes de TonB presentaron sensibilidad a la microcina, aunque
disminuida con respecto a la silvestre. Si esta células son fransformadas con los
plasmidios que portan el gen mceB silvestre o mutado, se observa una
recuperacion del fenotipo inm* en casi todos los ensayos, exceptuando el ensayo
de compensacion entre TonBA43-239/MceBA17V en el cual solo se observa una
disminucion de la sensibilidad a la microcina. Se puede concluir que s6lo la region
N-terminal de TonB es necesaria para la accion de la microcina E492 en la
membrana citoplasmatica. Por lo tanto, en el mecanismo de accion de la microcina
E492 la proteina TonB seria necesaria para la insercion de la microcina en la
membrana citoplasmatica. La obtencién de mutaciones en MceB que presentan
diferentes grados de pérdida de inmunidad, y ademas sobre las cuales una

mutante de TonB posee diferente capacidad compensatoria, es indicativo de
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Tahla 16. Sensibilidad a microcina E492 de células que portan mutaciones en
TonB y complementaciones con MceB.

Titulo actividad*

+ proteina de inmunidad

Mutante MceBA17V MceBA77V MceBwi
TonBwt 1/64 1/32 1M16 Ns
TonBA43-239 1/32 1/8 Ns Ns
TonBA108-239 112 Ns Ns Ns
TonBS16L 1/4 Ns Ns Ns

Las determinaciones se realizaron depositando diluciones seriadas de microcina
E492 purificada sobre un césped de la cepa a analizar. La mutante trunca
TonBA109-239 se obtuvo en experimentos compensatorios para MceBA77V y la
mutante puntual TonBS16L, para la mutante MceBA77V. La mutante TonBA43-
239 se obtuvo en experimentos compensatorios para la ambos tipos de mutantes
en la inmunidad (MceBA17V y MceBA77V). *, uliima dilucién que genera un halo
de inhibicién de crecimiento. Ns, no sensible.
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interacciones especificas entre regiones de MceB con TonB.

3.4.3. Topologia de la proteina de inmunidad en la membrana citoplasmatica.
Como ya se menciond, los cambios puntuales en MceB asociados con una
pérdida de su funcion protectora estarian ubicados en hélices de transmembrana,
esto de acuerdo al modelo topolégico de la proteina, prediccién que debe ser
comprobada experimentalmente. Un métode muy usado en la determinacion de la
topologia de proteinas de membrana es la fusién con la proteina fosfatasa alcalina
(PhoA) codificada por el gen phoA. Esta proteina posee la caracteristica de ser
activa solo cuando es exportada hacia el periplasma. Se utilizbd el transposon
TnphoA, que es un derivado resistente a kanamicina de Tn5 y que lleva clonado el
gen phoA sin un sitio de iniciacién de la traduccién y sin péptido lider, esencial
para su exportacion. Las inserciones de TnphoA tendran actividad PhoA sdlo si la
insercién forma una proteina de fusién en un gen blanco que puede aportar la
sefial para la exportacién de PhoA y si ésta queda hacia el periplasma (figura 18)

(Manoil y Beckwith, 1985, 1986; Song y Cramer, 1991).

3.4.3.1. Obtencién de fusiones entre MceB y PhoA.

La construccion de fusiones proteicas se realizd en cepas de Salmonella
typhimurium mediante el sistema “TnphoA hopping kit” el cual utiliza la contruccion
mud d-P22. La cepa de S. typhimurium MST2002 posee la secuencia de TnphoA
cercana a Mud d-P22, de modo que la induccidén del ciclo litico del fago con
agentes que dafian el ADN (mitomicina C) produce un lisado con una muy alta

frecuencia de particulas que incluyen TnphoA. Este lisado se utilizé6 para
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Figura 18. Determinacién de la topologia de una proteina de membrana,
mediante fusiones con PhoA. La fusion de PhoA en un loop periplasmatico de la
proteina producira hibridos que presentaran actividad fosfatasa alcalina (1), en
tanto que la fusién que deja a PhoA hacia el lado citoplasmico carece de actividad
(2). P, periplasma; C, citoplasma.

%0



infectar la cepa de S. fyphimuriurm MST308(p157) que porta el plasmidio en el cual
esta clonado el gen mceB. Para obtener s6lo las inserciones que ocurrieron en el
plasmidio, las fransductantes obtenidas en placas agar-LB-amp-kan se
suspendieron en caldo LB, aislandose el ADN plasmidial desde esta suspension
celular. Este ADN se utilizé para transformar la cepa de E. coli CC118(DE3), y
mediante réplica de placa se seleccionaron las transformantes incapaces de
crecer sobre un césped de células productoras de microcina (fenotipo imm),

indicativo de que e! transposén se insertd en el gen mceB.

3.4.3.2. Actividad de las fusiones MceA-PhoA.

Se obtuvieron 42 clones que presentaron la insercién de TnphoA en ei gen
de inmunidad y sélo cuatro de ellas formaron colonias azules sobre placas agar-
LB que contienen el reactivo cromogénico BCIP, reactivo que permite diferenciar
entre las fusiones PhoA" (colonias azules) y PhoA™ (colonias blancas) (figura 19).
La actividad PhoA observada en estos clones indica que sintetizan una proteina
de fusién que exporta PhoA hacia el periplasma.

La determinacion cuantitativa de la actividad PhoA de las fusiones
obtenidas se realizd mediante ensayos en cultivos liquidos como se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados de estas determinaciones estan resumidos
en la tabla 17, en la cual se observa que solo los clones mp140 y mp142
presentan actividad PhoA, actividad que fue aproximadamente la mitad que el
contro! positivo de E. coli VCS257. Al igual que e! control negativo de E. coli
CC118(DE3), los demas clones analizados no presentaron actividad PhoA

(valores cercanos a 0). Estos resultados confirman lo observado en placas

91




Figura 19. Caracterizacion fenotipica de fusiones MceB-PhoA. Cultivos de
cada clon fueron esparcidos sobre placas LB-BCIP. En las fotos se pueden
diferenciar claramente las fusiones PhoA® (colonias azules)de las PhoA™ (colonias

blancas).




fusiones MceB-PhoA.

Tabla 17. Determinacién de la actividad fosfatasa alcalina de

Cepa Actividad (UA/ml)
VCS 31.3+47
CC118(DE3) 0.1+0.2

mp2 0.03 £ 0.06
mp32 0.01 £ 00.02
mp118 0.05 £ 0.03
mp129 0.1+0.1
mp140 14+2

mp142 13.7+1.2
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LB-BCIP, ya que solo se detecto actividad PhoA en los clones que presentaron la

formacién de colonias azules.

3.4.3.3. Caracterizacién molecular de las fusiones MceB-PhoA.

Las fusiones se caracterizaron en forma preliminar de acuerdo al tamafio
del amplificado obtenido en reaccicnes de PCR utilizando los partidores T7-pro y
Tn1 (figura 20), que son complementarios al promotor de T7 bajo el cual esta
clonado el gen mceB, y a la secuencia de insercion de Tn5. Los clones se
dividieron en 3 grupos de acuerdo al tamafio aproximado del producto de PCR
obtenido: G150bp (mp26, 76, 92 y 4), G200bp (mp2, 3, 5, 7, 8, 10, 18, 21, 23, 31,
32, 34, 35, 84, 81, 61, 88, 89, 91, 99, 109, 112, 118, 126, 128, 129, 131, 132, 133
y 134) y G320bp (mp137, 118, 140, 141, 142). El clon mp83 que presenté un
productc de PCR con tamafio aproximado de 500 bp fue descartado en los
analisis posteriores debido a que los resultados obtenidos en la secuenciacion de
la fusién fue anémalo.

De acuerdo al tamafio del producto de PCR obtenido, se puede estimar la
regién de MceB donde ocurrid la fusién (ver Materiales y Métodos). La fusién en
los clones de grupo G150pb y G200bp ocurririan aproximadamente en los residuo
5 y 21 respectivamente, ambos ubicados en hélices de transmembrana, segun el
modelo topolgico de MceB. En el caso de los clones del grupo G320bp la fusion
ocurriria en la posicién aminoacidica 61, localizada en la Gnica vuelta hacia el lado
periplasmatico presente en la proteina de inmunidad. Los clones del grupo

G320bp son los (inicos que presentaron actividad PhoA tanto en ensayos sobre
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Promotor T7 SPC meeB TnphoaA

Partidor T7-pro Partidor Tn1

Y B8g3gnTrs8%8,8 3085 22x23,.83.83 &5 3efas.8sBlextd 28g,
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Figura 20. Caracterizacion mediante PCR de fusiones MceB-PhoA. Los
productos de los PCRs utilizando los partidores T7-pro y Tn1 se resolvieron en
agarosa al 3% p/v. St, marcador de peso molecular (1500, 1200, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp). En el primer gel de la izquierda la ultima
banda corresponde a 200bp. El esquema superior muestra la regiébn que es
amplificada cuando se utilizan los partidores mencionados. Desde el tamaiio del
producto de PCR obtenido se puede calcular en forma aproximada el lugar de
MceB donde ocurri6 la fusién, como se describe en Materiales y Métodos.
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placas como en medios liquidos, resultado que concuerda con el modelo
predictivo de la topologia de MceB en la membrana citoplasmatica.

Se eligieron clones representativos de cada grupo y se procedi6 a
secuenciar las fusiones por ambas hebras de ADN utilizando los partidores T7-pro
y HC-rev, con el fin de determinar ef lugar exacto donde ocurrié la fusién. El
partidor HG-rev corresponde a la secuencia final del sitio de policlonamiento del
vector pT7-7, donde estd clonado en gen mceB. Los resultados de estas
secuenciaciones, se resumen en la figura 21. Mediante el alineamiento de las
secuencias de MceB , TnphoA y las fusiones, pudimos determinar el residuc de
MceB donde ocurrio6 la fusion. En los clones de los grupos G150bp y 200bp, la
fusion ocurre en los residuos 5 y 17 respectivamente, resultado que concuerda
con los estimados mediante caracterizacion por PCR. Los clones del grupo
G320bp presentaron la insercién en el residuo 56, resultado que también es
acorde con el estimado desde las reacciones de PCR. En adelante estas fusiones
serdn denominadas como MceB(5)-PhoA, MceB(17)-PhoA y MceB(56)-PhoA.
Estos resultados apoyan el modelo propuesto para la insercibn de MceB en la
membrana citoplasmatica, ya que las fusiones MceB(5)-PhoA y MceB(17)-PhoA
(que no presentan actividlad PhoA) estarian ubicadas en hélices de
transmembrana, mientras que MceB(56)-PhoA (que presenta actividad PhoA) se
localizaria en la vuelta periplasmética de MceB. No obstante, si bien los resultados
obtenidos para las actividades, caracterizacidn por PCR y localizacion de la
insercion de acuerdo a las secuencias de las fusiones concuerdan entre si, al
realizar la traduccién de todas las secuencias obtenidas se observa que la

insercién de TnphoA no ocurrié en el marco de lectura apropiado, por lo que al
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Figura 21. Secuencia de ADN y aminoacidica de MceB, TnphoA y diferentes
fusiones entre estas proteinas. Las secuencias mostrada para cada grupo
corresponde a resultados idénticos obtenidos en la secuenciacion de varios clones
en cada grupo: G150bp, mp9, mp19 y mp134; G200bp: mp2 y mp89; G320bp:
mp34, mp140 y mp142. La base marcada con N al inicio de la secuencia de
TnphoA corresponde una base que debe ser aportada por el gen blanco, de modo
que el primer codén de TnphoA corresponderd a NCT. Esta es la unica forma de
insercion que permite que TnphoA quede en fase. *, generacion de un coddn sin

sentido.

o || e | e s ravsee e [ o w v o | one o b onwnd] cmomlinemmbowes | o
ATTTCACGTAGTAAATTCTATCCGCAGAGAACGCGAAACAAAGTTATTGTTCTGATTTTA
g

I 38 B 8 K F A 2 R T R N K V I V L L
ATTTCACGTAGTAAATTCTATCCGCAGAgAACGCGAAACAAAGTTATTGTTCTGATTTTA
r 8 B & K ¥ X Q R T R N K V I V L I L
130 140 150 160 170 180
| (R~ I slwasclanssfassssase]omml s wees oo ] osee
CTAACTTTTTTTATTTGTTTTTTATATCCATTAACAARAGTGTATCTGGTGGGAAGTTAC
L T B B T €& F L X L 'T K V ¥ L Vv & § Y
CTAACTTTTTTTATTTGTTTTTTaTATCCATTAACAAARGTGTATCTGACTCTTATACAC
L T P P I € F L ¥ L T K VvV Y L T L I
———————————————————————————————————————————— NCTGACTCTTATACAC
¥ b &5 ¥ 7
190 200 210 220 230 240

i lmsnsiain Froimacn Bemeslsseslessslwawall smmelswmsebssvalsssslonss
GGTATATTTGACAAATTCTACCTCTTTTGCTTTATTTCTACGTTAATTGCAATAGCAATT
¢ I ¥ DK P ¥ L F € F T § T E I A I A [
AAGTAGCGTCCTGGACGGAACCTTTCCCGTTTTGCCCTGTTCTGGAAAACCGGGCTGCTC
E * R G R N L 8 R F A L F W K T G L L
AAGTAGCGTCCTGGACGGAACCTTTCCCGTTTTGCCCTGTTCTGGAAAACCGGGCTGCTC

vV A 8 W T E F F C vV L E N R A A

et

98




traducirse quedaria fuera de fase. Sin embargo existe actividad PhoA, lo cual es
aparentemente contradictorio con este resultado. La secuenciacion del ADN se
realizé 2 veces para descartar un error. Una explicacion es que en estas
secuencias ocurriria naturalmente un corrimiento de! marco de lectura como ha
sido descrito para otros sistemas, entre los que se incluyen secuencias de

insercién de la familia 1S1 e IS3 (Baranov et al., 2001; Barry y Miller, 2002).
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DISCUSION.

41. La produccién de microcina E492 activa involucra un proceso de
maduracion.

La produccién microcina £492 activa ocurre sélo en fase exponencial de
crecimiento de la cepa productora, disminuyendo la actividad de la microcina
aislada desde el sobrenadante de cultivos en fase estacionaria. La produccion
de microcina inactiva durante la fase estacionaria de crecimiento esta asociada
a la falta de transcripcion de los genes de maduracion mcel y mced en esta
fase (Corsini et al., 2002). Estos resultados sugieren que la microcina iﬁactiva
producida durante ia fase estacionaria corresponde a microcina inmadura,
puesto que las mutantes por transposicion en cada uno de los genes de
maduraciéon (mceC, | y J) producen una microcina inactiva en forma
independiente de la fase de crecimiento. Los resultados obtenidos en
experimentos con bicapas fosfolipidicas, esferoplastos y de competencia entre
la microcina activa e inactiva, sugieren fuertemente que el proceso de
maduracion de la microcina E492 es necesario para que esta pueda
interaccionar con un receptor en la membrana externa de la célula blanco, paso
necesario para que la microcina pueda ser translocada a través de esta
membrana. Las microcinas inactivas aisladas ya sea desde la fase estacionaria
de crecimiento o desde mutantes en los genes de maduracién, sélo
presentaron diferencias en el contenido de esfructura secundaria con respecto
a la microcina activa. La actividad toxica de la microcina E492 no estaria
asociada a modificaciones en su esqueleto polipeptidico y, por lo tanto el

proceso de maduracion de esta microcina implicaria un mecanismo novedoso




que excluye un proceso de modificacion postraduccional. La participacion de
los productos de los genes de maduracion podria ser directa o indirecta,
pudiendo plantearse varios posibles mecanismos para la explicacion de estos
resulitados. Una posibilidad en una acci6n indirecta de estos productos génicos,
es que la “conformacion activa” del polipéptido de microcina E492 sea
producto de la accién de moléculas que actian como cofactores, los cuales
serian los blancos de accion de las proteinas MceC, | y J, o estas proteinas
simplemente permitirian la asociacién de estos metabolitos a la microcina
E492.

Una posible explicacién alternativa es que los productos génicos MceC y
J conserven la acfividad sugerida por el andlisis de secuencia, es decir,
glicosiltransferasa y aciliransferasa respectivamente, especialmente en el caso
de la aciltransferasa en la cual la regién conservada corresponde al sitio activo
(Lagos et af 2001). El blanco de accién de estas proteinas podrian ser otras
proteinas pertenecientes al sistema de la microcina E492 o al huésped
bacteriano, pudiendo por ejemplo interactuar con proteinas implicadas en la
exportacién de la microcina, de esta forma induciendo Ia conformacién activa
de !a microcina E492 concomitante con su exportacién. Un modelo alternativo
de accién directa, es que algunas o todas estas proteinas (MceC, |, J) pueden
actuar como chaperonas moleculares promoviendo la conformacion activa por
interaccion directa con la microcina E492. Este modelo es menos probable ya
que ninguno de los genes de maduracién presenta homologia con chaperonas
descritas hasta ahora. Por ofro lado, estas proteinas presentan perfiles de
hidrofobicidad compatibles con proteinas solubles, lo cuai hace improbable su

accion al momento de la exportacion.




La estructura secundaria de la forma activa de la microcina E492 present6
un mayor contenido de estructura tipo hoja-p que la forma inactiva,
observandose una proporcién inversa en cuanto al contenido de estructura
hélice-o.. La actividad toxica de la microcina E492 esta asociada con un mayor
contenido de estructura hojaB, y los posibles cambios en
conformacién/oligomerizacion de la microcina E492 dependientes del proceso
de maduracion conferirian la capacidad para reconocer un receptor en la
superficie de la célula blanco, reconocimiento que no ocurriria en microcinas

inmaduras.

4.2. La proteina de inmunidad a la microcina E492 interactda con la
proteina TonB en el mecanismo protector.

Los resultados obtenidos en los experimentos genéticos de
compensacién de mutaciones apoyan la hipdtesis de la existencia de una
interaccién entre MceB y TonB en el mecanismo de inmunidad a la microcina
E492. Se observd una pérdida de la funcién de MceB asociada un cambio
puntual conservado en la posicién 17 o 77 de un residuo de alanina por valina
(ambos residuos hidrofébicos). Tomando en cuenta la naturaleza conservada
de dichos cambios y su localizacion (hélices de transmembrana), estos
cambios no afectarian la estructura de la proteina, sino mas bien su interaccion
con otra(s) proteina(s) a través de sus hélices de transmembrana. Para
entender como un cambio, que a primera vista aparece como conservado,
puede afectar la interaccion entre dos hélices de fransmembrana, es necesario
conocer algunos principios que rigen este tipo de interacciones. Dos hélices de

transmembrana pueden interaccionar en forma lateral, interaccién que es




reversible y mediada por varios tipos de enlaces no-covalentes (enlaces
hidrégeno, electroestaticos, hidrofébicos, fuerzas de van der Waals) (Fleming y
Engelman, 2001; Adamian y Liang, 2001). La fuerza (afinidad) de formacion de
estos tipos de enlaces se incrementa con la proximidad de los grupos
involucrados, siendo muy importante la “complementariedad de forma” para
una interaccién fuerte. De acuerdo con esto, las hélices deben funcionar como
piezas de un “engranaje” para de esta forma permitir la correcta formacion de
las interacciones que finalmente determinaran su afinidad. Un parametro
importante en el estudio del plegamiento, estabilidad y asociacion de proteinas
de membrana es e! llamado “empacamiento de la hélice”, parametro que ha
sido critico en la evaluacion de modelos estructurales, disefio de nuevas
proteinas y generalmente en el entendimiento de como la estructura terciaria
final de una proteina es codificada en su estructura primaria (Eilers et al., 2000
y 2002) . El valor promedio de empacamiento de una proteina es simplemente
el promedio de los valores de empacamiento de todos los aminoéacidos que la
conforman (Eilers ef al., 2000). Un caso bien estudiado es la interaccidn hélice-
hélice de la glicoporina A, en Ja cual se ha demosfrado una disminucién
significativa en la interaccion a causa de un cambio aparentemente inocuo,
como Gly63-»Ala. Sin embargo, los valores de empacamiento en hélices de
transmembrana para estos residuos son de 0.512 y 0.471 respectivamente
(White y Wimley, 1999; Eilers ef al., 2000). En nuestro caso obtuvimos cambios
conservados de una ala—val, cuyos valores determinados de empacamiento
son de 0.471 y 0.408 respectivamente (Eilers et al, 2000). Por tanto, estos
cambios puntuales en hélices transmembrana de MceB que a primera vista

parecen conservados, podrian estar afectando el empacamiento de la hélice y




de esta forma no permitirian el acercamiento dptimo de los grupos necesarios
para la obtencién de una unién eficiente entre ambas hélices. Un cambio de
este tipo no produce una pérdida total de la interaccién entre dos proteinas de
membrana sino que soélo una disminucién en su afinidad (White y Wimley,
1999).

En este contexto una mutante compensatoria en TonB podria
corresponder a mutantes que aumentan nuevamente la afinidad entre ambas
proteinas, o en su defecto mutanies que aumentian la disponibilidad de TonB
para su interaccién con MceB, como se explica a continuacion.

Las mutantes obtenidas de TonB que compensan mutaciones puntuales
en MceB correspondieron a mutantes que no cumplen la funcién fisiologica
normal de TonB. La proteina TonB funciona como un translocador de energia,
aparentemente “tomando” la energia protén motriz de la membrana
citoplasmética para conducir un transporte activo en la membrana externa de
bacterias gram negativas. De acuerdo con la fuente de energia, se ha sugerido
un modelo dinamico de transduccién de energia, con fransiciones de TonB
desde un isémero de alta energia asociado con la fuente de energia, 2 un
isémero de menor energia coincidente con la liberacion de energia al complejo
receptor-ligando en la membrana externa (Larsen et al., 1999; Larsen y Postle,
2001). De esta forma la actividad de TonB es dependiente de la conformacion,
y su habilidad para adoptar estas conformaciones depende de su interaccion
con la proteina ExbB, con la cual interactia a través del segmento de
transmembrana (Larsen ef al., 1994; Larsen y Postle, 2001). La importancia de
esta interaccidén ha sido demostrada en fraccionamientos celulares en los que

se observé la presencia de TonB en las fracciones de membrana intera y




externa de la célula silvestre, en tanio que se localizé sélo en la fraccion de
membrana externa en mutantes carentes de ExbB (Letain ef al., 1997). Por lo
tanto la proteina de inmunidad a la microcina E492 debe poseer una afinidad
por TonB lo suficientemente alta como para permitir una unidn eficiente con
una proteina muy dindmica que debe estar ciclando entre varios estados y para
ello, ademas, interaccionando con otras proteinas de membrana. Por esto una
mutacién en MceB que disminuye su afinidad por TonB, la incapacita de
competir en el concierto de interacciones y cambios que sufre esta proteina.
Esto podria explicar porqué muiantes truncas en TonB (TonBA43-239 y
TonBA108-239) y la mutante puntual TonBS16L, compensan el fenotipo imm’
de mutantes puntuales en MceB. Los ciclos mostrados por TonB dependen de
su interaccién con el receptor de membrana externa a través de su exiremo C-
terminal. Las mutantes truncas de TonB pierden la capacidad de interaccin
con un receptor debido a la %alta del dominio carboxilo terminal, y junto con ello
la transicién entre isémeros de alta y baja energia. Lo anterior en cierto modo
aumentaria la “disponibilidad” de TonB para interaccionar en forma eficiente
con la mutante puntual de MceB. El mismo fenémeno ocurriria en el caso de la
mutante puntual TonBS16L, ya que se ha descrito que esta mutacién afecta la
interaccién de TonB con ia proteina ExbB necesaria para las transiciones
energéticas de TonB (Larsen y Postle, 2001), medidos por una disminucion en
la formacion de heterodimeros en esta mutante, en experimentos de
entrecruzamiento quimico. No obstante, no se puede descartar que esta
mutacion, independiente de la disminucién descrita en la afinidad entre TonB y
ExbB, aumente la afinidad entre TonB y MceB mutado, en el modo clasico de

compensacion de mutaciones puntuales. Si el aumento de la disponibilidad de




TonB es el mecanismo de compensacién de mutaciones puntales en MceB, en
las mutantes de TonB no se debiera afectar su interaccion con MceB silvestre,
ya que no ha variado mayormente la region de transmembrana involucrada en
dicha interaccion. Esto se comprobd en experimentos de compensacion en los
que se observé que células que portan mutantes de TonB y MceB silvestre son
inmunes a altas concentraciones de microcina.

Existen dos posibles mecanismos por los cuales la proteina de
inmunidad inhibiria la accién de la microcina a través de una interaccion con
TonB: i) la unién de MceB a TonB inhibirfa la interaccion de la microcina E492
con TonB impidiendo asi que la microcina puede alcanzar la membrana
citoplasmatica; ii) MceB no impediria la interaccion entre la microcina y TonB,
sino que la unién con TonB unicamente le permitiria a la proteina de inmunidad
posesionarse en el lugar adecuado para asf poder interaccionar con la
microcina y de esta forma impedir la formacion del canal. El segundo
mecanismo explicaria mejor porqué el cambio ala17—val (hélice N-terminal)
posee un mayor efecto sobre el mecanismo protector de MceB que el cambio
ala77—sval (hélice C-terminal). Esta diferencia fenotipica indica que estas
mutaciones estarian afectando distintas interacciones de MceB, las que
podrian incluir por un lado la interaccidn con TonB y por otro con la microcina
E492. De este modo MceB se uniria a la microcina una vez que ésta se ha
insertado en la membrana impidiendo la formacién del canal, como se ha
descrito en la inmunidad a la colicina E1 (Lindeberg y Cramer, 2001).

Las mutantes truncas de TonB presentaron sensibilidad a la microcina
E492, aunque esta sensibilidad es significativamente menor a la observada con

TonB silvestre. Este resultado en primer lugar nos sugisre que solo la region N-




terminal de TonB es necesaria para que la accién téxica de la microcina. La
menor sensibilidad a microcina de estas mutantes de TonB, indicaria que la
eficiencia de esta interaccién en las mutantes de TonB seria menor. Una
deficiencia en la translocacién a través de la membrana exierna es menos
probable puesto que no se observd un efecto inhibitorio en experimentos de
inhibicion de la actividad de microcina con el pentapéptido sintético caja-TonB
(Glu-Thr-Val-lle-Val). Se ha demostrado que este pentapéptido inhibe procesos
en los que estan involucrados receptores TonB dependientes, como el importe
de enteroquelina-férrica, infeccion con el fago ¢80 y actividad de las colicinas la

y B (Tuckman y Osburne, 1992).

4.3. La microcina E492, primer prion bacteriano.

En el presente trabajo se demuestra la produccion de dos formas de la
microcina E492 que difieren en su capacidad para actuar como toxina. Ambas
formas de la microcina (Mcc® y Mcc®) poseen idéntica secuencia primaria, pero
diferente estructura secundaria. Mcc? posee un aito contenido de hélice-o
mientras que la forma activa cambia a estructura hoja-B, lo que se asemeja
fuertemente a las diferencias conformacionales encontradas en los priones.
Mcc? posee propiedades infecciosas parecidas al prion tal como se demosiré
en ensayos de conversion in vitro, en los cuales Mcc? fue transformada a Mcc®
después de incubacion con pequefias cantidades de Mcc®, La ganancia de
actividad estuvo acompaiiada por un aumento en el contenido de estructura
hoja-B en la proteina convertida. La proteina activada in vitro fue a su vez
capaz de propagar esta propiedad induciendo la conversion de mas Mcc® a

Mcc?.




En el caso de priones de mamiferos una conversién eficiente in vifro es
obtenida solo cuando se utilizan extractos celulares, siendo mucho menos
eficiente cuando se utilizan ambas proteinas con un alto grado de pureza
(Saborio et af, 2001). Este hecho ha dificultado la discusion en cuanto a la
existencia de otros factores anexos que serian responsables del fenémeno de
conversion pridnica. Nuestros resultados demuestran que el proceso de
conversidén implica la transmisién directa de conformacién proteica de una
molécula a otra y se descarta la posibilidad de que ofros factores presentes en
la preparacion de Mcc® sean los verdaderos responsables de la activacion de
Mcc?. Lo anterior es apoyado por el hecho que en los ensayos de conversion
las preparaciones de microcina utilizadas presentaron un alto grado de pureza,
ya que no se detectaron otras proteinas por tincion de plata en PAGE-SDS, ni
por espectrometria de masas. Solo una pequefia proporcion de Mcc® es
necesaria para observar una conversién significativa ([Mcc®] < [Mcc?), 50-60
veces), conversidn que puede ser ciclicamente propagada mediante ciclos de
conversién en los cuales la cantidad del inoculo original de Mcc® est&d mucho
mas diluido.

Mediante comparacion de secuencia se enconitré una similitud
significativa entre un fragmento hidrofébico interno de Mcc (residuos 16-38) vy la
regiéon PrP111-121 (57% de identidad, 74% similitud). Este fragmento es
altamente conservado en los priones de todas las especies descritas (Prusiner,
1998) y muchos estudios han demostrado que esta secuencia de PrP es la que
le confiere sus propiedades. La delecién de los residuos 114-121 de PrP
resulta en una profeina que no es convertible a PrPS° y la proteina modificada

inhibe la conversion de PrP® (Holscher et al, 1998). Ademas, el péptido




sintético correspondiente al fragmento PrP109-141 de PrP se une a PrP®
induciendo algunas propiedades bioquimicas de PrPS (Kaneko et al., 1995).
En los experimentos de conversion in vivo realizados sobre un césped celular
sensible a microcina utilizando cepas productoras de Mcc? y Mcc(1-43), se
observé la produccién de un halo de inhibicién alrededor de las colonias solo
cuando ambas cepas fueron sembradas juntas o muy cercanas una de ofra.
Una posible explicacion a este resultado es que la regién de Mcc16-38
corresponde al dominio prionico que le confiere a la microcina la propiedad de
inducir el cambio conformacional.

La capacidad de la microcina para ser convertida de una forma no téxica
a una forma tiéxica utiizando muestras altamente purificadas apoya
fuertemente la hipdtesis de “solo proteina” en la propagacién dei prién. La
conversion de Mcc?® se logra usando una baja proporcién de la forma activa
(1:50-1:60) acorde con la nocidn de un proceso catalitico. Ademas, la
capacidad de Mcc® recientemente convertida para inducir la conversion de
nueva Mcc? es ofro resultado a favor de la hipotesis de pridn. La funcion
biolégica la Mcc seria su toxicidad frente a un amplio espectro de bacterias,
otorgando ventajas competitivas a la célula que la porta. En esie caso el
proceso de conversidn resulta en la replicacion de una actividad biolégica de la
microcina y no en la propagacion de un efecto t6xico colateral como en el caso
de PrP, sugiriendo que la actividad prién de la microcina es favorable en la vida
hacteriana. En un comienzo el fenémeno pridn fue exclusivamente descrito en
mamiferos (Prusiner 1982), una década después en levaduras y hongos
(Wickner, 1994; Uptain y Lindquist 2002), y ahora de acuerde con nuestros

resultados, este fendmeno también estaria presente en bacterias. Lo anterior




sugiere que este proceso de propagacion conformacional estaria intimamente

asociado con la vida y comresponderia a un fendmeno mas ampliamente

distribuido de lo que se pensaba en un comienzo.




5.CONCLUSIONES.

La microcina E492 requiere de un proceso de maduracién a cargo de los

productos génicos MceC, | y J para ser producida en forma activa,

El proceso de maduracién de la microcina E492 implica cambios en la
conformacion/oligomerizacién que son necesarios para que ésta pueda

reconocer un receptor en la superficie de fa célula blanco.

La capacidad que posee la microcina E492 para adoptar 2 conformacionses
estables y para propagar informacion conformacional de proteina a
proteina, la convierten en la primera proteina con comportamiento priénico

descrita en bacterias.

En el mecanismo de accion de la microcina E492, 1a regién N-terminal de la
proteina TonB es necesaria para su insercién en la membrana interna de la

célula blanco.

La proteina de inmunidad a la microcina E492 ejerce su accion protectora a

través de una interaccion con la region N-terminal de la proteina TonB.
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