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RESUMEN

Klebsiella pneumoniae RYC492 produce la microcina E492, un péptido
con actividad bactericida que forma canales i6nicos en la membrana interna de
cepas de E. coli, Salmonella, Klebsiella, Cifrobacter, Enterobacter y algunas
cepas de Vibrio. Su mecanismo de accién involucra un reconocimiento a nivel
de la membrana externa, translocacion hacia el espacio periplasmatico y una
interaccion con el sistema TonB para insertarse en la membrana interna y
formar un canal. Las bacteriocinas son importadas por receptores especificos
de membrana exierna necesarios para la captura de nutrientes como el hierro o
la vitamina Bi2. Varios sistemas de receptores de membrana externa estan
asociados al sistema TonB, compuesto por las proteina ExbB, ExbD y TonB,
que se localizan en la membrana citoplasmatica y se extienden hacia el
periplasma. Mutantes en exbB o fonB son resistentes a la accion bactericida de
la microcina E492. Hasta ahora no habia sido posible encontrar mutantes en
receptores de membrana externa que sean resistentes a la microcina E492.
Esto sugeria que podria existir mas de un receptor para la microcina E492. Para
estudiar esta posibilidad, se buscd receptores que estuvieran asociados al
sistema TonB/ExbBD. Se estudi6 la sensibilidad de mutantes uUnicas, dobles y
triples para los receptores FepA, Fiu y Cir, que participan en la importacion del
sideroforo enterobactina y sus precursores. Los resultados de este trabajo

demuestran que una cepa mutante simultdneamente en estos tres receptores
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es resistente a la microcina E492. Otros componentes de la importacion de
entercbactina como la proteina periplasmatica FepB o el sistema importador de
membrana interna FepCDG, no son necesarios para la importacién de
microcina, puesto que cepas de E. coli mutantes en fepB o fepC son sensibles a
esta bacteriocina. Por otra parie se observé que en la medida que se
estimulaba la expresion de los receptores FepA, Fiu y Cir, la sensibilidad por la
microcina aumentaba sugiriendo que la densidad de estos receptores en la
membrana externa es una limitante para el grado de la potencia bactericida de
la microcina E492. Se observo ademas que el receptor FepA es el transportador
mas eficiente; Fiu contribﬁye en forma moderada y Cir, participa cuando la
concentracién de microcina es mayor a 5 pM. La actividad de la microcina E482
no fue inhibida por un péptido sintético correspondiente a sus UGliimos 20
aminoacidos ni por anticuerpos dirigidos contra esta regién de la microcina
E492, lo cual sugiere que el reconocimiento es complejo y no involucra
solamente una regidn de la proteina. Se estudié la capacidad de la
enterobactina, sus productos de hidrélisis y el precursor DHB para actuar como
antagonistas de la microcina E492. Los ensayos de inhibicion indican que los
principales antagonistas son el trimero lineal, la enterobactina y el dimero,
siendo el monémero y el DHB antagonistas parciales cuando su concentracion
es muy alta. Ademas, ensayos de competencia entre los antagonistas y la
microcina, utilizando como cepas indicadoras a mutantes que expresan algunos

de los receptores FepA, Fiu y Cir, sugieren un mecanismo de inhibicién de tipo
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maduracion, esta forma es susceptible de ser activada. Se discutieron algunas
hipétesis que pueden explicar este resultado, relacionando ia maduracion de la

microcina E492 con la sintesis de moléculas relacionadas a [a enterobactina.




competitivo. La proteina MceD codificada en el sistema de la microcina estaria
relacionada con el metabolismo de la enterobactina, pues posee un 30% de
identidad con la enzima Fes de E. coli, una enterobactina esterasa que hidroliza
la enterobactina para liberar el hierro a nivel infracelular. Es probable que en el
citoplasma exista alguna asociaci6n no covalente entre los productos de
hidrélisis de un derivado de ia enterobactina y fa microcina E492, lo cual podria
dificultar su liberacién al espacio extracelular. La proteina MceD podria romper
o modificar estas asociaciones permitiendo la secrecion de la microcina E492.
Estas suposiciones se basan en el que a partir del sobrenandante del cultivo de
la cepa mutante mceD::Tn5 la microcina purificada no es detectada en geles de
poliacrilamida. Al expresar esta mutante mceD en cepas que no sintetizan ni
importan enterobactina se observa en geles de poliacrilamida una banda de
microcina E492 igual que la banda de la microcina silvestre, lo cual sugiere que
MceD es dispensable en ausencia de enterobactina o sus productos de
hidrélisis. Por otro lado, si se expresa microcina silvestre en una cepa de E. coli
H1885 (entDF) defectuosa en la sintesis de enterobactina, se produce
microcina inactiva. Se analizé la estructura de esta forma inactiva por dicroismo
circular y se enconiré que poseia mayor porcentaje de estructura a-hélice a
diferencia de la microcina activa que presenta un mayor contenido de estructura
B. Este comportamiento es similar al observado en mutantes en la maduracion
de la microcina, que también producen una forma inactiva con mayor contenido

en o-hélice. Al igual que la microcina purificada a partir de una mutante en Ia




maduracion, esta forma es susceptible de ser activada. Se discutieron algunas
hipétesis que pueden explicar este resultado, relacionando la maduracion de la

microcina F492 con la sintesis de moléculas relacionadas a la entercbactina.




ABSTRACT

Klebsiella pneumaniae RYC492 produces microcin £E492, a peptide with
bactericidal activity that forms ion channels in the inner membrane of strains of
E. coli, Salmonella, Klebsiella, Citrobacler, Enterobacfer and some sfrains of
Vibrio. Its mechanism of action involves a recognition in the outer membrane,
translocation towards the periplasmic space and an interaction with the TonB
system to be inserted in the citoplasmatic membrane to form a channel. The
bacteriocins are imported by specific outer membrane receptors necessary for
i the uptake of nutrienis such as iron or vitamin B12. Several systems of outer
membrane receptors are associate to the TonB system, which is composed by
proiteins ExbB, ExbD and TonB, located in the cytoplasmic membrane and
extend fowards the periplasm. Single mutants in exbB or fonB are resistant to
bactericidal action of the microcin E492. Until now, no mutants in outer
membrane receptors resistant to microcin E492 had been found. This suggests
that more than one recepior to microcin E492 could exisi. To study this
pog.sibility, several receptors associated to the TonB/ExbBD system were tested.
Single, double and triple mutants for FepA, Fiu and Cir receptors, that
participate in the uptake of siderophore enterobactin and its hydrolytic products,

were tested as putative receptors for microcin E492. The results demonstrate

that a triple mutant strain in these three receptors is resistant to microcin E492.

| Other components related with the uptake of enterobactin, such as periplasmatic

m_



protein FepB or the inner membrane FepCDG, are not necessary for the uptake
of microcin E492, because mutant E. coli strains fepB or fepC are sensitive to
this pacteriocin. On the other hand, an increase in the density of these receptors
in the outer membrane was related to higher sensitivities to microcin E492,
suggesting that the expression of these receptors is limiting in the bactericidal
acti?n. FepA was found to be the most efficient receptors for microcin E492,
while Fiu contributed in a moderate form and Cir participated when the microcin
concentration were higher than 5 pM. The activity of microcin E492 was not
inhibited by a synthetic peptide corresponding to-the last 20 amino acids of the
carboxyl-terminal of this bacteriocin, nor by antibodies directed against this
region of microcin E492. This result suggests that recognition of E492 is a
complex process and it does not involve a single region of the microcin. The
ability of enterobactin, its hydrolysis products and the precursor DHB to act likes
antagonists of microcin E492 activity was studied. The inhibition tests indicated
that ,the main antagonists were the linear trimmer and enterobactin followed by
the dimmer, being the monomer and DHB weaker inhibitors. Competition tests
between enterobactin and microcin E492, using as indicator strain to mutants
that{express one or two of receptors FepA, Fiu and Cir, suggest a competitive
inhibition mechanism. MceD protein, encoded by the microcin system has a
30% of identity with Fes enzyme of E. coli, an enterobactin esterase that
breakdown enterobactin to release iron in the intracellular space. It is probable

that some noncovalent association between hydrolytics products of an

Xii




enterobactin derivative and the microcin E492 exists, which would make difficult
the release of microcin E492. These assumptions are based on the phenotype
of mceD::Tn5 mutant in which purified microcin cannot be detected in gels of
poliacrilamida. When the mceD::Tnb mutant is expressed in a strain that do not
synthesize or import enterobactin, a protein band is observed in poliacrilamida
gels, with identical mobility to microcin purified from the wild strain. This resuit
suggests that in the absence of enterobactin or its hydrolytics products, MceD is
dispensable. On the other hand, when the microcin E492 system (pJEM15) is
expressed in £. coli H1885 (entDF), a sirain defective in the enterobactin
synthesis, an inactive microcin is produced. Circular dichroism analysis of
microcin-entDF shows secondary structure with a higher content of a-helix than
the wild type active microcin, that in turn presents a higher content of B-sheet
strycture. This behavior is similar to that observed in mutants in the maturation
genes of microcin E492. In this case, the inactive form has a greater content in
a-helix, while active microcin purified from the wild type strain is rich in -sheet
structure. The inactive form produced by the E. coli H1885 (enfDF) pJEM15,
strain can be converted to the active form in the same manner than inactive
microcin produced by mutants in maturation genes. Hypotheses that explain the

relationship of microcin maturation and synthesis of molecules related to

enterobactin are discussed.
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INTRODUCCION

1.1 Bacteriocinas.

En un ecosistema. donde distintas poblaciones de microorganismos
buscan espacio y nutrientes suficientes para crecer y multiplicarse, las bacterias
han desarrollado péptidos o proteinas bactericidas denominados bacteriocinas
para favorecer su sobrevida sobre las cepas competidoras sensibles. Estas
bacteriocinas presentan una gran diversidad respecto a su sintesis, estabilidad,
mecanismo de accion bactericida e inmunidad y se han encontrado en arqueas,
bacterias Gram positivas y Gram negativas (Riley y Wertz, 2002; Alonso y col.,
2000). Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativas han sido
clasificadas en dos grandes grupos de acuerdo a su tamafio: las colicinas y las
microcinas. Las colicinas son proteinas de 25-70 kDa codificadas en plasmidios,
que en su mayoria son producidos por aislados de Escherichia coli y su
expresién esta regulada por el sistema SOS (Lazdunski, 1988; Pugsley, 1984).
Esto involucra la sintesis y acumulacién de la colicina en el citoplasma y su
liberacion requiere de una lipoproteina que aumenta la permeabilidad de la
membrana interna causando la secrecion de la colicina y la lisis de la cepa
productora (Lazdunski, 1988; Lazdunski y col., 1998; Riley, 1993). Por otro lado,
las microcinas son de menor tamafio molecular (<10 kDa), se encuentran en
distintos miembros de la familia Enterobacteriaceae y su produccion esta
regulada por su fase de crecimiento y sistemas propios de maduracién y

exportacién, conservando la viabilidad de la cepa productora (Baquero y




Moreno, 1984; Kolter y Moreno 1992, Braun y col., 2002). Ademas, las
microcinas son resistentes a algunas proteasas, condiciones extremas depHy
temperatura y debido a su cardcter hidrofébico son solubles en metanol (de
L orenzo, 1984; Baquero y Moreno, 1984). El modo de accidén bactericida de las
colicinas y microcinas es muy variado, aunque puede dividirse en bacteriocinas
enziméticés y bacteriocinas formadoras de poros. En el primer grupo estan las
que poseen actividad enzimatica endodesoxiribonucleasa (colicinas E2, E7, E8
y E9) (Lau y col., 1992), actividad endoribonucleasas (colicinas D, E3, E5 y EG)
(Masaki y col., 1992; Senior y Holland, 1971; Masaki y Ogawa, 2002), actividad
inhibidora de la sintesis de proteinas (colicinas D, cloacina DF13 y microcina
C7)(Garcia-Bustos y col., 1984), inhibidora de la DNA girasa (microcina
B17)(Herrero y Moreno, 1986) e inhibidora de la RNA polimerasa (microcina
J25)(Delgado y col., 2001). El grupo de las bacteriocinas formadoras de poros
incluye a las colicinas B, A, E1, 1A, Ib, 5, 10, V, y microcina E492, las cuales
actiian en la membrana citoplasmatica disipando el potencial electroquimico
que le otorga energia a la célula (Braun y col., 2002; Kolter y Moreno 1992;

Lazdunski y col., 1998).

1.2 Microcina E492 como modelo de estudio.

El presente trabajo de Tesis tuvo como modelo de estudio la microcina
E492, un péptido hidrofobico de 7.886 Da, con un pl de 3.8, resistente a
tripsina, condiciones de pH &cido y temperaturas sobre 90°C (de Lorenzo, 1984,

Lagos y col., 1999). Esta bacteriocina es producida por Klebsiefla pneumoniae




RYC492 y ejerce su accién téxica sobre cepas de E. coli, Salmonella,
Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter y algunas cepas de Vibrio (de Lorenzo,
1984: de Lorenzo y col., 1984; de Lorenzo y Pugsley, 1985; Patzer y col., 2003).
Su mecanismo bactericida involucra un proceso de importacion hacia el
periplasma y la despolarizacion de la membrana interna (de Lorenzo y Pugsley,
1985) debido a la formacién de canales idnicos, lo cual se determiné mediante
experimentos en bicapas fosfolipidicas (Lagos y col., 1993). Estudios genéticos
determinaron que la produccién de microcina E492 activa requiere de varios
genes localizados en un fragmento de 13 kb del cromosoma de K. pneumoniae
RYC492 el cual fue clonado en el vector pHC79 y utilizado para transformar la
cepa de E. coli VCS257 (Wilkens y col., 1997). La cepa denominada E. cofi
VCS257pJAM434 produce microcina E492 con la mismas propiedades
bioquimicas y bactericidas que la microcina E492 silvestre de K. pneumoniae
RYC492 (Wilkens y col., 1997) (Fig. 1). La determinacién de la secuencia de
este fragmento de 13 Kb y su posterior analisis revelaron la presencia de 10
marcos de lectura abiertos: mceA para la microcina E492, mceB para la
proteina de inmunidad, mceC homdloga a una glicosil transferasa de
Salmonella enterica (76% de identidad), mceD homéloga a la enteroquelina
esterasa (fes) de S. enterica (53% identidad), mceE sin homdlogo conocido,
mceF homdlogo a una peptidasa, mceG homélogo a un exportador ABC CvaB
(84 % identidad), mceH homdlogo a CvaA una proteina accesoria al exportador

ABC (86% identidad), mce/ comparte un dominio homoélogo a una

aciltransferasa y mced sin homélogo conocido (Fig. 1) (Lagos y col., 2001). La




Figura 1. Etapas en la produccién y accién de la microcina E492. ME,
membrana externa; Ml, membrana interna. La microcina E492 (MceA) es
sintetizada como un precursor (pre-MceA) que sufre un proceso de maduracion
(MceC, 1, J), procesamiento y exportacién (MceG, H, TolC). La microcina no
puede ejercer su accion sobre la cepa productora debido el efecto protector de
la proteina de inmunidad MceB. La microcina madura interacttia con el receptor
y es translocada a través de la membrana externa hacia el periplasma y se
inserta en citoplasmatica en la célula sensible. Cuando falta algiin miembro del
proceso de maduracién de la microcina, se secreta una microcina inactiva
(mceA*) que no es importada por e! receptor de membrana externa. R, receptor
de membrana externa. Se desconoce la funcion de las proteinas MceD, E, F.




determinacién de la masa de la microcina E492 activa fue de 7.886 Da,
revelando la ausencia de modificaciones post-fraduccionales ya que se
correspondia con la masa de la secuencia primaria de la microcina E492.
Estudios de las microcinas producidas por mutantes en los genes de
maduracién mceC y mcelJ muestran que su inactividad es debido a diferencias
en su estructura secundaria, conservandose el valor de su masa, pero siendo
incapaz de ser importada por los receptores de membrana externa de la cepa
sensible (Fig. 1). Probablemente estos genes participen directa o©
indirectamente en el plegamiento correcto de la microcina E492 (Baeza, 2003).
La importacién de la microcina E492 en E. coli es dependiente del sistema
transductor de energia TonB/ExbBD e inhibida por el sideréforo enterobactina.
Sin embargo, aun se desconoce su receptor de membrana externa y si el
mecanismo de inhibicion por enterobactina involucra una competencia entre el
sideroforo y la microcina por un receptor comuan. Por otro lado, como se
describe en esta Tesis, la microcina E492 y la enterobactina no sélo se
relacionan en el ambito de la importacién. La expresion del sistema de la
microcina E492 (pJAM434) en una cepa no productora de enterobactina
produce microcina inactiva, sugiriendo que en la cepa productora de microcina
el sistema de la enterobactina también podria estar relacionado con la
produccién de microcina activa. Este trabajo se centrd en estudiar la relacién
que existe entre la produccién e importacion del sideroforo enterobactina y sus

productos de hidrolisis con la produccion de microcina E492 activa y su

reconocimiento por la ¢élula blanco.




1.3 Importacién de bacteriocinas.
1.3.1 Receptores de membrana externa de colicinas y microcinas.

Las bacterias Gram negativas poseen una membrana externa que es (til
en la proteccién de la accion téxica de algunas moléculas del medio ambiente.
Esta membrana, asociada por su cara externa a polisacaridos, permite el paso
de moléculas menores a 700 Da a través de proteinas denominadas porinas
que forman poros para el transporte pasivo de iones, aminoacidos, azucares y
otras moléculas de volumen reducido (Nikaido y Vaara, 1985). Compuestos de
mayor tamafio o volumen como sideroforos o vitamina Biz,50n transportados
mediante receptores especificos de membrana externa en un proceso
dependiente de energia. Las colicinas y microcinas (tamafio mayor a 700 Da)
no pueden utilizar las porinas ingresando a la célula blanco a través de
sistemas de captura de nutrientes (Lazdunski y col., 1998; Patzer y col., 2003).
Los sistemas de transporte activo de nutrientes estan constituidos por un
receptor de membrana externa, un sistema fransductor de energia y un sistema
de importacion de membrana intema tipo ABC asociado a una proteina
periplasmatica transportadora del ligando. Las colicinas y microcinas deben ser
reconocidas por estos receptores de sideréforos o nutrientes. Por ejemplo, la
proteina de membrana externa FhuA reconoce el siderdforo ferricromo y la
colicina M, microcinas J25 y 24, los bacteriéfagos T1, T5, ®80 y UC-1 (Killmann
y col., 1995; Braun y col., 2002; Cao y Klebba, 2002), el receptor de membrana
externa FepA transporta al sider6foro enterobactina e importa a las colicinas B y

D, el receptor Cir reconoce sideroforos del tipo catecol y se une a las colicinas




Ia, Ib y V (Davies y Reeves, 1975; Pugsley 1985); el receptor BtuB transporta
vitamina Bi2 v la colicina E1 y finalmente la porina OmpF transporta moléculas
hidrofilicas y reconoce a la colicina N. Ademas los receptores BtuB u OmpF
pueden transportar colicina A y los receptores FepA, Cir, IroN y Fiu también
importadores de sideréforos del tipo catecol pueden reconocer las colicinas G,

H y microcinas M y H47 (Trujillo y col., 2001; Patzery col., 2003).

1.3.2 Sistemas de translocacién para la importacién de bacteriocinas en E.
coli.

La translocacién del sideroforo o bacteriocina hacla el espacio
periplasmatico requiere del reconocimiento por un receptor en la membrana
externa, sobre el cual se induce un cambio conformacional inducido por energia
proveniente de la membrana citoplasmatica que abre el canal permitiendo el
transporte del ligando hacia el periplasma (Liu y col., 1994; Jiang y col., 1997).
Los sistemas encargados de traspasar la energia electroquimica desde la
membrana interna hacia los recepfores son el sistema Tol y el sistema TonB. El
primer sistema esta localizado en sitios donde la membrana interna y externa
estan en contacto (Benedetti y col., 1991) y se compone de cuatro proteinas
TolQ, TolR, TolA y TolB. Su funcién estad relacionada con la integridad y
preservacion de la membrana celular y aquellas colicinas que requieren de este
sistema de translocacion se denominan colicinas del grupo A. Por otro lado, el
sistema transductor de energia TonB estd compuesto por las proteinas TonB,

ExbB y ExbD con una estequeometria de 1:7:2 (Higgs y col., 2002a). ExbB




tiene tres regiones de transmembrana y el extremo C-terminal hacia el
periplasma (Kampfenkel y Braun, 1993), mientras que ExbD tiene una regién de
transmembrana vy el resto de su estructura en el periplasma (Kampfenkel y
Braun, 1992). TonB por su parte, estd en contacto con ambas proteinas a
través de interacciones de tipo hidrofébicas, mientras que su region
periplasmatica se une en forma transitoria con regiones de proteinas de
membrana externa, denominadas cajas TonB (Larsen y col., 1997; Higgs y col.,
2002b). Por comparaciones estructurales con el sistema motor flagelar MotAB,
se ha deducido que probablemente el complejo ExbBD es un canal de protones
que fransforma esta energia electroquimica en energia mecanica que
finalmente energiza a TonB (Zhai y col., 2003). TonB traspasa esta energia al
entrar en contacto con proteinas de la membrana externa favoreciendo el
carbio conformacional del canal con la consiguiente liberacion del ligando
hacia el periplasma en contra de una gradiente de concentracion de hasta 1000
veces (Larsen y col., 1997). Las bacteriocinas que dependen de este sistema
de transduccién pertenecen al grupo B, como las colicinas B, D, la, b, M, V, 5
10, los fagos T1 y 80 y las microcinas H47, 24, G, H y E492. Sin embargo, el
sistema TonB/ExbBD parece ser- disbensable para la microcina E492 en el
proceso de translocacion (Baeza, 2003). La cepa de E. coli fonB que carece de
su porcion periplasmatica permanece sensible a la actividad bactericida de la

microcina E492 (Baeza, 2003), sugiriendo un papel de TonB mas relacionado

con el proceso de insercidon de la microcina en la membrana citoplasmatica que




con el paso de la microcina a través de la membrana externa. La generacién de
una cepa resistente o tolerante a bacteriocinas involucra una mutacién a nivel
del receptor en la membrana externa o en su sistema transductor de energia.
La primera afecta la captacion del nutriente que es importado por ese receptor,
en tanto que la segunda afecta a todos los receptores dependientes de ese
sistema transductor de energia, disminuyendo notoriamente la captacion de
nutrientes, su velocidad de crecimiento y su capacidad de sobrevivir en un
ambiente competitivo. De ese modo la cepa productora de colicina o microcina,
asegura el desplazamiento de la especie sensible v la de sus probables
mutantes espontaneas, confiiéndoles una ventaja adaptativa a las

bacteriocinas que utilizan estos sistemas de importacion.

1.3.3. Importacién de la microcina E492 en E, coli.

La importacién de la microcina E492 en E. coli depende de un receptor
de membrana externa asociado al sistema transductor de energia TonB/ExbBD
(Pugsley vy col., 1986), dado que cepas mutantes generadas por transposicién
del transposén Tn5 en los genes tonB y exbB presentan un fenotipo resistente a
la actividad bactericida de la microcina E492 (Pugsley y col., 1986). Tambien se
ha establecido que el proceso de insercién de la microcina en la membrana
interna depende del sistema TonB (Lagos y col., 2001), ya que al permeabilizar
con EDTA v lisozima la membrana externa de la cepa de E. coli mutante fonB,
se mantiene su resistencia a la actividad bactericida de la microcina E492

(Lagos y col., 2001). Respecto del posible receptor para la microcina E492




cepas mutantes en algunos de los receptores TonB-dependiente como FepA,
Cir, FhuA, o BtuB son sensibles a la actividad bactericida de la microcina E492,
descartandolos como posibles receptores. Para determinar la existencia de un
receptor TonB dependiente Pugsley y col. (1986) analizaron una coleccion de
mutantes de E. coli por transposicion con Tn5 y encontraron solamente una
cepa tolerante a la microcina E492, sospechosa de haber mutado en el posible
receptor de la microcina. Este putativo gen denominado semA (del Inglés,
sensitive 1o e microciﬁ) fue mapeado vy la cepa mutante de E. coli semA fue
caracterizada. Sin embargo, esta cepa no mostraba cambios en la composicion
de proteinas de membrana externa ni tampoco en su tasa de crecimiento en un
medio minimo carente de hierro (Pugsley y col.,, 1986). De este modo, SemA
fue descartada como receptor para la microcina E492 y se concluyd que a
través de las aproximaciones genéticas tradicionales no era posible identificar el
receptor de la microcina E492. Este antecedente hizo plantear la posibilidad de
la existencia de mas de un receptor para la microcina E492, puesto que la

probabilidad de producir una cepa doble o triple mutante por los experimentos

de mutagénesis convencionales es practicamente nula.

1.3.4 Inhibicién de colicinas y microcina E492 por el sideréforo
enterobactina.

Otra forma de identificar posibles receptores de una bacteriocina es a
través de la competencia con el ligando natural del receptor. Por ejemplo, la

enterobactina y sus productos de hidrdlisis asociados a hierro poseen una
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actividad antagonista sobre Ia actividad bactericida de las colicinas B y D debido
a que son importadas por el mismo receptor (Guterman, 1973; Pugsley y
Reeves, 1976a, 1976b). Estudios de competencia entre las colicinas B o D
marcadas con 1" y la enterobactina férrica describen esta inhibicion de tipo
competitiva por la unién al receptor FepA (Payne y col., 1997). El efecto
antagonista de la enterobactina fémica es mayor al efecto producido por la
enterobactina libre de hierro debido a la mayor afinidad de la enterobactina
férrica por FepA. De lo contrario la célula importaria en forma activa un
sideréforo sin hierro generandose un desperdicio de energia e ineficiencia en el
transporte de hierro. Sin embargo, un caso contrario es el efecto de la
enterobactina sobre la actividad bactericida de la microcina E492. Solamente la
enterobactina libre de hierro tiene actividad antagonista sobre la actividad
bactericida de la microcina E492 (Orellana y Lagos, 1996). La enterobactina
f&rrica no afecta la actividad de la microcina E492 y se desconoce si los
productos de hidrélisis de enterobactina tienen algin efecto. Esto sugiere que
FepA no seria el receptor de la microcina E492 y que el efecto antagonista de la
enterobactina no seria del tipo competitivo. Otra explicacion a este fendmeno es
la existencia de mas de un receptor para la microcina E492 lo cual anularia el
efecto antagonista de la enterobactina férmica, ya que la union de este sideroforo
al receptor FepA no impediria que la microcina E492 utilice ofros receptores
para ingresar a la célula blanco. Dado que la enterobactina y sus productos de
hidrélisis son importados por los receptores FepA, Fiu y Cir, se propone que &l

menos dos de éstas proteinas de membrana externa podrian ser candidatos a
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receptor de la microcina E492, relacionando la importacién de la microcina
E492 con la importacion de hierro a través del sistema de importacién de la
enterobactina. La existencia de bacteriocinas con mas de un receptor ha sido
descrito también para la microcina H47 y colicinas G y H, que reconocen en E.

coli a FepA, Fiu y Cir como recepiores (Trujillo y col., 2001; Patzer y col., 2003).

1.3.5 La importacién del sideréforo enterobactina y sus productos de
hidrélisis en E. coli.

El hierro es un facior importante para el crecimiento de E. coli,
requiriéndose una concentraciéon minima de 0,05 a 0,1 uM. Sin embargo, en un
ambiente natural como el lumen intestinal la concentracién de hierro férrico es
muy baja debido a su equilibrio con el hidréxido férrico (Kd = 10" uM), la
transferrina (Kd = 10"® uM) y la lactoferrina (Kd <108 pM). Para la captacion
de hierro E. coli posee moléculas denominadas sideréforos (del griego, sidero
“hiérro”, foros “portador’), las cuales pueden ser del tipo catecol como la
enterobactina, del tipo hidroxamato como la aerobactina y moléculas mas
pequefias como el citrato que transporta hierro en forma de citrato férrico
(Heidinger y col., 1983; Braun, 1985; Neilands, 1993, 1995). Entre estos
sideréforos la enterobactina, un trimero ciclico de 2,3-dihidroxibenzoilserina
(DBS), es quien coordina el Fe®* con la mas alta afinidad (Kq = 10"%2 M) (Harris y
col., 1979). Esta molécula es reconocida e importada hacia el periplasma por la

proteina de membrana externa FepA (Fig. 2) (Wayne y col., 1976; Pugsley y
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Figura 2. Esquema de importacién de la enterobactina férrica y sus
productos de hidrélisis. La enterobactina libre se asocia al hierro y es
reconocido por la proteina de membrana externa FepA, permitiendo su paso
hacia el citoplasma en un proceso dependiente de la transduccion de energia a
través del complejo TonB-ExbB-ExbD. Luego, en el periplasma es transportada
por la proteina FepB hacia el complejo proteico de membrana interna FepCDG,
estimulando en FepC la hidrdlisis de ATP y el paso del ligando hacia el
citoplasma. Finaimente la enzima Ferro-enterobactina esterasa (Fes) rompe los
enlaces ester del anillo ceniral de la enterobactina, liberando al hierro y
produciendo  trimeros lineales, dimeros vy monémeros de 2,3-
Dihidroxibenzoilserina. Estas moléculas son liberadas al medio extracelular e
importan hierro a través de los receptores Fiu y Cir y las proteinas FepBCDG.

Simbolos: ME, membrana externa; Mi, membrana interna.
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Reeves, 1977). Este receptor posee una estructura tipo barril de hebras beta
(Buchanan y col., 1999} y su funcion se ha descrito como un canal gatillado por
ligando (Rutz y col., 1992; Jiang y col., 1997). En ausencia de enterobactina su
regién amino terminal actda como un “corcho” impidiendo el paso de cualquier
molécula a través del canal (Liu y col., 1993; Scott y col., 2001). Uno de los
rizos exiracelulares de este receptor reconoce en forma especifica a la
enterobactina férrica, lo que estimula la apertura del canal permitiendo el paso
del ligando hacia el periplasma (Ruiz y col., 1992; Newton y col., 1997) en un
proceso dependiente del sistema TonB (Liu y col., 1994; Jiang y col., 1997;
Higgs y col, 2002a, 2002b). Una vez en el periplasma, la proteina
periplasmatica FepB se une a la enterobactina férrica para transportarla hacla el
sistema importador de membrana interna FepCDG (Fig. 2)(Pierce y Earhart,
1986: Ozenberger y col., 1987; Sprencel y col., 2000). Este complejo proteico
es un transportador del tipo ABC y utifiza la hidrdlisis del ATP para abrir el canal
y transportar la enterobactina férrica hacia el citoplasma (Wyckoff y col., 1999).
Finalmente, la enzima citoplasmatica Fes (Ferro enterobactina esterasa) rompe
los enlaces ésteres del anillo central del trimero ciclico de DBS formandose en
primer lugar un trimero lineal, luego un dimero y finalmente un monémero de
DBS (Fig. 2) (O'Brien y col., 1971; Langman y col,, 1972). Esta degradacion
parcial de la enterobactina disminuye su aita afinidad por el hierro permitiendo
la liberacion al interior de la célula. Se cree que otras proteinas citoplasmaticas
reducen Fe®*" a Fe?* para ser utilizado como un cofactor por varias enzimas de

E. coli (Braun y Hantke, 1991). Los productos de hidrdlisis de la enterobactina
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generados en el citoplasma (mondémeros, dimeros, trimeros lineales) son
excretados al medio extracelular para ser reutilizados en el transporte de hierro
hacia el interior de la célula a través de las proteinas de membrana externa
FepA, Fiu, Cir y el mismo sistema translocador TonB y FepBCDG (Fig. 2). En el
citoplasma la enzima Fes hidroliza estas moléculas a dimeros 0 monémeros,
los cuales son utilizados nuevamente en la importacion de hierro (Fig. 2). Sin
embargo, la importacion de estos productos de hidrolisis no es igual en cada
receptor. EI monémero (DBS) es transportado principalmente por FepA, Fiu y
en menor grado por Cir (Hantke, 1990); el dimero (DBS;) es importado
principalmente por FepA y en menor grado por Fiu, descartdndose la
participacién de Cir, en tanto que el trimero lineal (DBS3) es capturado
solamente por FepA (Hancock y col., 1977). Si la microcina es importada por el
sistema de la enterobactina, es probable que cada producto de hidrdlisis posea
diferentes grados de inhibicién sobre la actividad bactericida de la microcina

E492.

1.3.6 Importacion de antibiéticos asociados a grupos catecoles.

El sistema de importacién de enterobactina también captura antibiéticos
asociados a grupos catecoles. Mutantes Unicas en el sistema TonB y dobles
mutantes fiu cir son resistentes a antibidticos semisintéticos del tipo p-
lactamicos o cefalosporinas asociados a un grupo catecol, mientras que

mutantes Unicas en fiu o cir y otros receptores importadores de sidercforos
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permanecen sensibles al efecto de éstos antibioticos (Nikaido y Rosenberg,
1990; Diarra y col., 1996; Curtis y col., 1988; Tatsumi y col., 1995; Diarra y col.,
1996). Estos antecedentes indican que los receptores Fiu y Cir pueden
reconocer una variedad de moléculas que presentan en su estructura un grupo
catecol. En cambio el receptor FepA transporta la enterobactina y moléculas
sintéticas andlogas a la enterobactina, como el analogo TRENCAM (sustitucion
de una amina terciaria por el anillo lactona macrociclico de la enterobactina), ya
que conserva los nitrégenos del anillo central de la enterobactina y no presenta
modificaciones en los catecoles (Thulasiraman y col., 1998; Heidinger y col.,
1983). Esto sugiere que el receptor FepA posee un reconocimiento especifico
de su ligando, mientras que Fiu y Cir aceptan una mayor variabilidad en sus
ligandos. En ese sentido es probable que al menos los receptores Fiu y Cir

puedan reconocer a la microcina E492.

1.4 La produccién de microcina activa estad relaclonada con el
metabolismo del hierro.

Puesto que la actividad bactericida de la microcina es dependiente de la
presencia de la enterobactina, cabe preguntarse si la produccion de microcina
activa esta relacionada también con el metabolismo de la enterobactina o el
metabolismo del hierro. La produccién de microcina E492 en un cultivo de K,
pneumoniae RYC492 es mayor cuando el crecimiento de la cepa es en medio
minimo en presencia de citrato, una molécula transportadora de hierro (Harle y

col, 1995). La microcina se sintetiza en forma activa durante la fase
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exponencial de crecimiento y en forma inactiva en la fase estacionaria (Orellana
y Lagos, 1996: Corsini y col., 2002). Estos cambios, como se describe a
continuacién, estan relacionados con los niveles del hierro presentes en el
medio de cultivo y con la expresion de algunos de los determinantes genéticos

necesarios para la produccién de microcina activa.

1.4.1 Produccion de microcina inactiva en fase estacionaria.

la microcina E492 activa producida durante la fase exponencial de
crecimiento puede ser inactivada con enterobactina {Orellana y Lagos, 1996),
en tanto que la microcina producida en fase estacionaria es inactiva debido a la
carencia de expresion de los genes mcelJ (Corsini y col., 2002). La expresidn
de enterobactina esta controlada por la proteina represora Fur, en tanto la
regulacion de los genes del sistema de la microcina E492 parecen ser Fur
independientes. Esta proteina se asocia al hierro y posteriormente reconoce
secuencias en el DNA denominadas cajas Fur (Griggs y Konisky, 1989; Baichoo
y Helmann, 2002). Esta unién proteina-DNA reprime la trascripcion de una gran
variedad de genes, algunos de los cuales estan relacionados directamente con
la importacién de hierro (Escolar y col., 1999) como los genes de la sintesis,
exportacién e importacion de la enterobactina y sus productos de hidrdlisis
(Crosa 1997; Crosa y Walsh 2002) o bien, pueden ser genes de virulencia
(Litwin y Calderwood, 1993) o quimiotaxis (Kartjalainen y col., 1991). Cuando la
concentracién de hierro citoplasmatico disminuye Fur se disocia del hierro

liberandose del DNA. De esta manera la célula comienza a sintetizar
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enterobactina y a capturar hierro aumentando asi la concentracion del hierro
citoplasmaético. Cuando la concentracién de hierro es alta la proteina Fur vuelve
a asociarse el metal, inhibiendo la expresion de los genes con cajas Fur
(Escolar y col., 1999). De esta manera la célula evita las altas concentraciones
de hierro a nivel citoplasmatico lo que podria llegar a ser toxico para la célula.
La cepa mutante fur expresa constitutiva e independientemente de la
conceniracion de hierro intraceiular, la proteinas necesarias para la sintesis,
exportacion e importacion de enterobactina (Emst y col., 1978; Hantke, 1981).
Por ello es ventajoso purificar a la enterobactina y sus productos de hidrdlisis a

partir del sobrenadante de esta cepa mutante en fur.

1.4.2 Papel de MceD en la produccion de microcina activa.

Una de las proteinas del sistema de microcina que podria vincular el
metabolismo de la enterobactina con la produccion de microcina activa es
MceD. Esta proteina tiene un 30% de identidad con la enzima Fes de E. coli, la
que hidroliza a la enterobactina a monémeros, dimeros y trimeros lineales de
DBS. Una posible explicacion al papel que juega este producto génico podria
ser que exista en el citoplasma alguna asociacion no covalente entre los
productos de hidrélisis de la enterobactina y la microcina, la cual al igual que
éstos productos es hidrofébica y esto podria interrumpir su exportacion a través
del sistema MceGH-TolC (Castillo, 2003). Entonces MceD y su putativa
actividad esterasa, podria reconocer estas asociaciones y romper los enlaces

&steres del sideréforo reduciendo la afinidad por la microcina o el tamafio del
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ligando asociado, permitiendo la secrecion de la microcina E492. En forma
alternativa, también se puede especular que la asociacién con alguno de los
productos de hidrolisis de la enterobactina le confieren mayor estabiliqad ala
microcina E492. Un punto de vista distinto respecto de la participacion de MceD
en la produccion de microcina activa se basa en la observacion de Hantke y col.
(2003). Estos autores aislaron del sobrenadante de Salmonelfla enterica un
sideroforo denominado salmoquelina, un trimero de DBS asociado a azlcares
confiriéndole una gran solubilidad en solvente acuoso. La produccién de este
sideréforo depende de los genes iroBCD, puesto que desde el sobrenadante de
las respectivas mutantes no ha sido posible purificar salmoquelina (Hantke y
col., 2003). Si consideramos que existe un 53% de identidad entre IroD y MceD
y un 76% de identidad entre lroB y MceC, entonces MceC y MceD podrian estar
relacionados con la sintesis de algun sideréforo similar a la salmoguelina. La
(nica evidencia obtenida en nuestro laboratorio que se informa en esta Tesis y
que vincula la produccion de microcina E492 'y la sintesis de enterobactina es
que la cepa mutante de E. coli H1885 (entDF) la cual no sintetiza enterobactina,
al transformarse con el plasmidio que porta el sistema de la microcina produce
microcina inactiva. Para entender en qué forma se puede ver inhibida la
actividad de la microcina, brevemente se describira la sintesis y exportacion de

enterobactina.

1.4.3 Secrecion de enterobactina y produccion de microcina inactiva.

La enterobactina es sintetizada por bacterias Gram negativas como
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Escherichia, Salmonelia y Klebsiella y su sintesis puede dividirse en dos etapas.
Primero se sintetiza el acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB) a partir de corismato,
en tres reacciones independientes catalizadas por las proteinas EntC, EntB/G y
EntA (Crosa, 1989) (Fig. 3A). La enterobactina se sintetiza a partir de 3
moléculas de DHB y 3 serinas en una reaccion de ciclacion realizada por el
complejo multienzimético de membrana citoplasmatica EntEFB, el cual sintetiza
y excreta simultdneamente la enterobactina (Fig. 3A) (Hantash y Earhart, 2000;
Crosa y Walsh 2002). Este complejo multienzimatico solamente utiliza el DHB y
las serinas como sustrato. Por eso el DBS, DBS; y DBS; lineal son
considerados productos de hidrélisis y no precursores de enterobactina
(O"Brien y col., 1971). El mecanismo de sintesis de enterobactina es similar a la
sintesis no-ribosomal de proteinas (Kleinkauf y Dhren, 1996), en el cual el sitio
activo de la enzima es activado con el grupo fosfopantetoina (P-pant) (Fig. 3B)
(Weinreb y col., 1998). EntD es la enzima que agrega este grupo P-pant a una
serina que esta ubicada en el sitio activo de las proteinas EntF y EntB (Fig. 3B)
(Weinreb y col., 1998; Gehring y col., 1997). La holo-EntB se une al catecol y la
holo-EntF se une a la serina (Fig. 3C). Luego el catecol de la holo-EniB es
donado a la holo-EntF-serina, formandose la EntF-serina-catecol (DBS-EntF) y
holo-EntB (Fig. 3C). Finalmente, EntF traspasa este grupo DBS al sitio de su
exiremo amino-terminal denominado de elongacién, dejando libre el sitio activo
para la formacién de otra molécula de DHB-serina (Fig. 3D). Esta nueva
molécula de DBS también es fraspasada hacia el domino de elongacion,

formando un DBS,-EntF (Fig. 3D)(Gehring y col., 1988). El ciclo se repite una
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Figura 3. Esquema de la sintesis de enterobactina. (A) En el citoplasma las
enzimas EntC,B,A producen el acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB) a partir del
corismato. El complejo asociado a membrana EntDEFG, en una reaccion
dependiente de la hidrélisis de ATP, asocia el DHB v la serina para formar un
trimero ciclico de 2,3-dihidroxibensoilserina (DBS), denominado enterobactina.
(B) La serina del sitio activo de la apo enzima EntB y EntF es unida al grupo
fosfopantetoina (P-pant) a través de la enzima EntD y la coenzima A,
formandose las holo-EntB y holo-EntF. (C) Las holo-enzimas se asocian a un
catecol y a una serina y posteriormente la holo-EntF-serina acepta el DHB
donado por la holo-EntB-DHB, forméndose la DBS-EntF y la holo EntB. (D) Este
grupo DBS es trasladado al sitio de elongacion de EntF (TE), permitiendo la
formacién de otro grupo DBS en el sitio activo de EniF. Posteriormente este
grupo DBS también es traslado al sitio de elongacion de EntF formandose un
DBS.-EntF. Este procedimiento es repetido una vez mas formandose DBSa-
EntF y finalmente el trimero se cicla y es liberado al medio extracelular como
enterobactina. Esquemas obtenidos de Weinreb y col., 1998 y de Gehring y col.,
1997.
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vez mas para formar el trimero lineal y finaimente se postula un cierre de la
estructura ciclica para formar y liberar la enterobactina (Fig. 3D) (Crosa y
Walsh, 2002). Un posible candidato para el proceso de ciclacién es una
proteina de membrana de 43 kDa necesaria para la liberaciébn de la
enterobactina, pues una mutante denominada P43 sodlo produce trimeros
lineales, dimeros y mondmeros de DBS (Furrer y col., 2002). Una cepa mutante
en los genes entD,F produce solamente el DHB debido a la falta de la enzima
que agrega el grupo P-pant a las enzimas sintetizadoras de enterobactina y la
enzima que participa en la formacion del DBS, respectivamente. En esta Tesis
se establecio que al transformar la cepa de E. coli H1885 (entDF) con un
plasmidio que porta el sistema de la microcina se produce microcina inactiva.
Existen varias alternativas para explicar esta observacion, entre las cuales
estan: i} El DHB posee una actividad antagonista sobre la microcina E492;ii) La
produccion de enterobactina es necesaria para la funcién de las proteinas del
sistema de la microcina y la carencia de las actividades EniDF genera una
microcina inactiva similar a las producidas en las mutantes de los genes de
maduracién de la microcina E492. Para dirimir entre estas posibles alternativas
se propone estudiar al DHB como posible antagonista de la microcina E492 y
caracterizar la microcina inactiva producida en la muiante de E. coli H1885

(entDF).
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HIPOTESIS

Considerando el hecho que la enterobactina es antagonista de la
microcina E492 y que es importada por los receptores FepA, Fiu y Cir nuestra
hipétesis es que la microcina E492 también puede ser importada por estos tres
receptores. En este sentido el grado de sensibilidad de la cepa blanco por la
microcina E492 dependera de los niveles de hierro en el medio ambiente. A
menor concentracion de hierro mayor expresién de los receptores FepA, Fiuy
Cir y por consiguiente, mayor sensibilidad por la microcina E492. Por otro lado,
debidc a que el monomero, dimero y trimero lineal de DBS también son
importados por estos tres receptores, éstas moléculas seran antagonistas de la

actividad de la microcina E492 al igual que la enterobactina.
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OBJETIVOS
De lo antes expuesto surgen varias interrogantes con respecto a los
receptores de la microcina y su relacién con el metabolismo de enterobactina.
Para estudiar estos aspectos y la relacién que existe con la actividad de la
microcina E492 se propone el siguiente objetivo general y los siguientes

objetivos. especificos.

Objetivo general

Identificar los receptores de la microcina y establecer la actividad
antagonista de sus ligandos naturales sobre la actividad bactericida de la

microcina E492.

Objetivos especificos

1. ldentificar a los receptores de la microcina E492.

2. Determinar si el acido 2,3-dihidroxibenzoico y los productos de hidrdlisis de la

enterobactina son antagonistas de la microcina E492.
3. Estudiar la actividad de la microcina E492 y el posible papel de MceD cuando

el sistema de la microcina es expresado en una cepa no productora de

enterobactina.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales.

Las cepa des bacterianas y plasmidios usados en este frabajo estan
sefialados en las Tablas 1 y 2 respectivamente. La cepa de E. coli tipo silvestre
(H1443) y sus mutantes Unicas, dobles y friples para los receptores FepA, Fiuy
Cir, ademés de la cepa de E. coli AN260 fepC y E. coli H1885 (entDF) fueron
donadas gentilmente por el Dr. Klaus Hantke, Universitdt of Tibingen,
Tilbingen, Alemania. La cepa de E. coli tipo silvestre AB1515 y la cepa de E.
coli fepB fueron donadas gentilmente por el Dr. Charles Earhart, de la University
of Texas, Texas, USA.

De Gibco, BRL (Grand Island, NY, USA) se obtuvieron las enzimas de
restriccion, Taq DNA polimerasa, desoxinucleétidos, marcador DNA A Hindlll,
CIAP, kit CONCERT™ Rapid PCR Purification System.

De Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA) se obtuvo fluorescamina, bis-
acrilamida, SDS, azida de sodio, fosfato di-acido de potasio, azul brillante de
Coomassie, estandar de bajo peso molecular para péptidos, glucosa, Tween 20,
tricina, acido tri-flucroacético, acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB), hexadecyl-
trimethylammonium bromide (HTDA).

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, etanal, metanol, carbonato acido de sodio,
cloruro de calcio, acetonitrilo, placas de celulosa, benceno, sulfato de hierro II.
acido dietilenotriaminopentaacetico (DTPA), acido benzoico, amoniaco, acido

farmico, nitrito de sodio, molibdato de sodio, colorante cromoazuror.




Tabla 1. Cepa des bacterianas utilizadas en este trabajo

Cepa des Genotipo Referencia
Pseudqmonas Aislado clinico Este trabajo
aeuruginosa
Escherichia coli
AB1515 F tonA23 purE42 proC14 leu-6 trpE38 thi-1 Langman (1972)
DK214 Como AB1515 pero fepB Pierce y col. (1983)
AN273 proC leu trp fesB411 Langman (1972)
AN260 proA2 lacY galK2 trp401 aroB351 argE3 rpsL xyl pheA Langman (1972)

tyrA4 kat mtl supE44 fepC.
H1443 araD (lac) aroB rpsL relA flbB deoC pstF rbsR Hantke (1990)
H873 Como H1443, pero fepA::Tn10 Hantke (1990)
H1594 Como H1443, pero fiu::MudX Hantke (1990)
H800 Como H1443, pero cir:MudX Hantke (1990)
H1877 Como H1443, pero fiu::MudXfepA::Tn10 Hantke (1990)
H1875 Como H1443, pero cir:MudXfepA:Tn10 Hantke (1990)
H1728 Como H1443, pero fiu::MudXcir Hantke (1990)
H1876 Como H1728, pero fepA::\Tn10 Hantke (1990)
H1885 araD 139D(argF lac) U169 rpsL150 realA1 flibB5301 Hantke, Tubingen
deoC1 pisF25 rbsR AentDF.
H1941 araD 139D(argF lac) U169 rpsL150 realA1 flibB5301 Hantke (1981)
deoC1 ptsF25 rbsR fur
BL21(DE3) F ompT, remg Novagen
VCS257 DP50, sup F[supE44, supF58, hsd53(rs mg), dapD8, Stratagene
lacY1, ginV44 A (gal-uviB)47, tyrT58, gyrA29,
tonA53A(thyAST7)]
X8605 F, troR A{lac)U169, StrpA A(tonBlacP) Guaren(t%; 8B)eckwith
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Tabla 2. Plasmidios utilizados en este trabajo

Plasmidios

Caracteristicas relevantes

Referencia

pHC79

pJAM434

pJAM229

pJEM15

p527

Cosmidio de propdsito general. Amp" Tet’

Plasmido que tiene los genes para la produccion
de microcina activa. Construido en el cosmidio
pHC79 empleando el DNA cromosomal de K.
pneumoniae RYC492 digerido con Sau3A. Amp’

Plasmido derivade de pJAM434. Posee un
fragmento interno Xhol invertido respecto a
pJAM434. Produce microcina activa. Amp'

Derivado de pJAM228. Posee doble copia del gen
mceF. Amp'

pJAMA434 mceD::Tn5. Amp’ Kn'

Hohn y Collins (1980)

Wilkens y col. (1997)

Wilkens y col. (1997)

Wilkens y col. (1997)

Lagos y col. (2001)
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De Winkler Limitada (Santiago, Chile) se obtuvo cloruro de sodio, agar, cloruro
de magnesic hexahidratado, tricloruro de hierro lll, dimetilformamida, Tris,
glicina, glicerol, EDTA, fenol, fosfato &cido de sodio, formamida, pB-
mercaptostanol, citrato de sodio, marcador de proteina pretefido, agarosa,
acetato de amonio 7.5 M pH 7.5, glicerol, sacarosa, TEMED, acrilamida, bis-
acrilamida, fenol-cloroformo béasico, marcador DNA AHindlll, marcador DNA
escala 1kb, marcador DNA escala 100 bp, fenol saturado basico, dodecilsulfato
de sodio, DL-ditiotreitol, EDTA sal disédica 2-hidrato.

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

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 instantanea 667.

De Waters (USA) se obtuvo cartuchos Sep-Pak C18.

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

De Laboratorio Benguerel, Lida. (Santiago, Chile) se obtuvo tetraciclina.

De Laboratorio Bestpharma S.A. se obfuvo kanamicina, estreptomicina,
cloramfenicol.

De Lyka Lab. Limited se obtuvo ampicilina.

De Boehringer Mannheim Corp. (Indianapolis, USA) se obtuvo Triton X-100.
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2.2. Medios de cultivo.

Caldo Luria. Bactotriptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l, NaOH

3,5 mM final. Se usé para el crecimiento de todos ios clones de E. coli.

Medio SOB. Bactotriptona 20 gfl, exiracto de levadura 5,0 g/l, NaCl 0,5 g/l KCI

2.5 mM. Se ajustd el pH a 7,0 con NaOH 5N (~0,2 mifl).

Medio SOC. Al medio SOB estéril se agregé 20 ml de una solucion esteril de
glucosa 1 M. Esta solucién se prepard disolviendo 18 g de glucosa para un

volumen total de 100 ml de solucién y fue esterilizado por filiro de 0,2 pm.

Medio minimo (M9). Na;HPO4 x 7 H20 6 g/l, KH2PO4 3 gfl, NaCl 0,5 g/l NH,4C! 1
g/l. Se suplementé con CaCl; 0,1 mM, MgS0; 2 mM, citrato de sodio 0,2% pfv,
tiamina 1 mg/ml, .casaminodcidos 1 mg/ml, como fuente de carbono glucosa

0,2% piv.

Placas de agar LB. Se prepararon las placas utilizando el medio caldo Luria y

1,5 % - 1,0 % de agar.

Placas con células indicadoras. Sobre placas de agar LB se deposité 3 a 5 mi
de agar LB al 0,7% en el cual se incluyd 300 pl de un cultivo bacteriano crecido

toda la noche.
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Las células bacterianas se crecieron en placas o en medio liquido
suplementado con antibidticos, cuya concentracién final fue la siguiente:
estreptomicina (10 pg/mi; todas las cepas usadas, excepto E. coli VCS257
pJEM15), ampicilina (100 pg/ml; E. coli cir; fiu; fepA cir; fiu cir; fiu fepA; VCS257
pJEM15), tetraciclina (10 pg/ml; E. coli fepA; fiu fepA; fepA cir) y kanamicina (50

pg/ml; mutante VCS257p527 meeD::Tnb).

2.3 Técnicas moleculares.

Todas las operaciones no detalladas (aislamiento de ADN, preparacion
de células electrocompetentes, transformacion, electroporacién) se realizaron
utilizando métodos estandarizados (Sambrook y col.,, 1989; Ausubel y col,,

1992).

2.4 Aislamiento y purificaciéon de microcinas.
2.4.1 Purificacién de la forma activa.

La forma activa de la microcina E492 se extrajo desde el sobrenadante
de la cepa de E. coli VCS257 pJEM15 crecida en medio mfnimo M9 (Miller,
1972) suplementado con citrato de sodio y glucosa 0,2 % p/v (Orellana y Lagos,
1996). El sobrenadante de 1 litro de cultivo en fase exponencial (Asoo 0.7) se
filtrd a través de una columna Sep-Pack C18 (Waters). La columna se lavo con
5 ml de metano! 60% y la microcina se eluyé con 3 ml de metanol 95% (de

Lorenzo, 1984). La microcina obienida en metanol es estable y mantiene su
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actividad por meses. La concentracién de microcina se determiné midiendo su

Absorbancia a 260 y 280 nm aplicando la siguiente formuia:

pg/ml = 1000 x [(Azao X 1.55) - (Azeo X 0.76)]

2.4.2 Purificacion desde mutantes en mceD o en genes del sistema de la
enterobactina.

La microcina se aislé desde el sobrenadante de las cepas de E. COli
VCS257 p527 y mutantes de E. coli H1443 (aroB) o AN260 (fepC)
transformadas con los plasmidios pJAM434, pJEM15 o p527 segin la

metodologia descrita en el punto 2.4.1.

2.4.3 Geles de poliacrilamida SDS (PAGE-SDS) y marcacién fluorescente

de las muestras de microcina.
Alicuotas de 300 pul de extracto metanolico de muestra de microcina se

evaporaron a 35°C al vacio (Labconco Centrivap Console) hasta un volumen

final de 10 pl. Se adiciond 8 ul de solucién de fluorescamina en DMSO (0.1
ug/ml), 4 pl de borato de sodio 0.4 M, pH 9.0, y 4 ul de amortiguador de carga
4x. La mezcla se calenté a 100°C por 3 min y resolvié en PAGE-SDS (16%)

bajo las condiciones descritas por Schagger y von Jagow (1987).
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2.5 Ensayos de la actividad bactericida de muestras de microcina.
2.5.1 Ensayo sobre césped bacteriano.

La actividad bactericida de la microcina purificada fue detectada,
depositando alicuotas de la muestra sobre un césped de una cepa bacteriana
indicadora E. coli BL21(DE3) u otra, segln se indique. Las placas se incubaron
a 37°C por toda la noche. La actividad de la microcina se visualizé por la
presencia de halos de inhibicion de crecimiento. La cuantificacion de la
actividad antibidtica de la microcina se realizé determinando la méxima dilucion
de la muestra donde es posible observar sobre el césped un halo de inhibicién
de crecimiento bacteriano (dilucién minima inhibitoria, Mayr-Harting y col,

1972). Para diluir las muestras se utilizé agua o metanol al 95%.

2.5.2 Ensayo de sensibilidad en cultivos liquidos.

Las cepas de E. coli silvestre o mutantes sefialadas en la Tabla 1 se
crecieron toda la noche en medio Luria Bertani (LB) para luego ser utilizadas
como indculo a un medio minimo M9 suplementado con glucosa y citrato de
sodioc 0.2 % (p/v), 0.001 % (p/v} de cloruro de tiamina y sus respectivos
antibidticos. El crecimiento en medio minimo fue a 37°C con agitacién hasta
alcanzar un DOgg ~ 0.6 (aprox. 5 x 10 2 cél./ml). Cada vez que se ensayo la
actividad de la microcina en cultivos celulares, el metanol se evapord y la
muestra se resuspendi® en el mismo volumen de agua o buffer

correspondiente, o bien, se ajustd la concentracién de microcina a un volumen

final de 100 pl con un maximo porcentaje de metanol de 10%. Alicuotas de 100
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ul de la muestra de microcina se mezclaron con 100 pl de un cultivo de la
respectiva cepa de E. coli (Asgo = 0.6) y se incub6 por 15 min a 37°C. Diluciones
seriadas de esta mezcla se sembraron sobre agar-LB y después de incubar las
placas a 37°C durante 18 h, se determin el nimero de células sobrevivientes
mediante el conteo de las unidades formadoras de colonias (ufc). El porcentaje
de células sobrevivientes a la actividad antibidtica de la microcina se estimé con
respecto al control sin tratamiento con microcina. El porcentaje de células
muertas se estimé sustrayendo del total de células iniciales, el nimero de

células que no sobrevivieron al ensayo.

2.5.3 Ensayos de sensibilidad en medio pobre en hierro.

En los ensayos de sensibilidad en cultivos liquidos o sobre un césped
bacteriano, se utilizaron cepas crecidas en medio minimo suplementado con
concentraciones entre 5-25 uM de acido dietilen-triaminopentaacético (DTPA),
un quelante de hierro. A partir de estas cepas crecidas hasta fase exponencial,
se utilizaron 100 pl de células para los ensayos de sensibilidad en cultivo
liquido, 300 pl para formar un césped sensible sobre placas LB, o 20 ml para
formar esferoplastos, utilizando la metodologia descrita en los puntos 2.5.1,

2.5.2 y 2.5.4.2, respectivamente.

2.5.4 Actividad sobre esferoplastos.
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2.5.4.1 Preparacion de esferoplastos.

Los esferoplastos se prepararon basicamente de acuerdo a lo descrito
por Weiss (1976). La cepa de interés se crecid en 100 ml de medio M9
suplementado con glicerol al 0.5% p/v hasta una Asoo 0.5. Las células se
colectaron por centrifugacion, se lavaron 2 veces con 20 ml de 10 mM Tris-HCI,
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 adiciono 1 ml de
solucién de lisozima (6 mg/mi) y se incubd la mezcla por 15 min a 37°C. Luego,
se adicioné lentamente 2 ml de una solucién de 0.1 M EDTA pH 8.0 y se incubd
por otros 15 min. En forma rutinaria la cantidad de esferoplastos se determino
por la disminucién del titulo celular después de diluciones en agua (solucion

hipotonica).

2.5.4.2. Ensayo de sensibilidad de los esferoplastos ante la microcina.

Se mezclaron alicuotas de 100 pl de esferoplastos con 100 i de
concentraciones crecientes de una muestra de microcina y se incubaron por 15
min a 37°C. Se realizaron diluciones seriadas en buffer 100 mM Tris-HCI, 20%
p/v de sacarosa, pH 8.0 y 10 pl (por triplicado) de cada dilucién se sembraron
sobre placas agar-LB. Luego de 18 h de incubacion a 37°C, el titulo celular se
determind mediante el conteo de las UFC. El porcentaje de muerte de los
esferoplastos se estim6 sustrayendo del total el nimero de esferoplastos

muertos después de incubar con microcina.
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2.6 Ensayos de inhibicién de la actividad bactericida de la microcina.
2.6.1 Ensayos de inhibicién sobre césped bacteriano.

La microcina purificada se diluyd en agua o utilizando una solucion que
contiene el antagonista respectivo. Alicuotas de 3-5 ul de cada dilucion se
agregaron al césped bacteriano y se determiné el titulo tal como se indica en el

punto 2.5.1.

2.6.2 Ensayos de inhibicion en cultivos liquidos

Los ensayos de inhibicién se realizaron mezclando distintos antagonistas
(enterobactina y sus productos de hidrélisis) con la microcina en un volumen
total de 100 pl. Esta mezcla se incubd a 37°C duranie 15 min vy luego se
agregaron 100 pl de la cepa indicadora para incubarse nuevamente a 37°C
durante 15 min. Posteriormente se determiné el porcentaje de celulas
sobrevivientes y se sustrajo en nimero de células muertas como se indicé

anteriormente en el punto 2.5.2.

26.3 Cinética de la inhibicién del péptido de microcinags.qoz sobre la
microcina silvestre.

Se resuspendieron en un volumen total de 250 pl, 32 pg/mi de microcina

y 200 pg/ml del péptido de microcinags.ios ¥ se mezclaron con 250 pl de un

cultivo de la cepa de E. coli H1443 (aroB) crecida hasta fase exponencial en
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medio minimo M9 DTPA 12,5 uM. Esta mezcla se incubo en un Termoblock
ajustado previamente a 37°C y alicuotas de 10 pi fueron colectadas a distintos
tiempos para determinar el porcentaje de células sobrevivientes y calcular el
nimero de células muertas. El ensayo conirol consisti® en repetir el

procedimiento en ausencia del péptido.

2.6.4 Ensayos de inhibicion del suero de conejo anti-microcina o del
péptido carboxilo terminal sobre la microcina.

En un volumen de 100 pl se mezcld la microcina con el suero de un
conejo anti-microcina o el péptido carboxilo terminal para luego ser incubados
por 15 min a 37°C. Luego se determiné su actividad antibiética sobre un césped
o cultivo bacteriano siguiendo los procedimientos mencionados en los punios
251 y 2.5.2. Alternativamente se repiti6 el procedimiento cambiando la
microcina por el sobrenadante del cultivo de la cepa de E. coli VCS257

pJEM15.

2.6.5 Ensayos de inhibiciéon de actividad de microcina desde el
sobrenadante de cultivos de E. coli.

Desde una preparacién de microcina con un titulo de 1/1024 se tomaron
10 pl y se mezclaron con 90 pl del sobrenadante de un cultivo de fase
exponencial de las cepas de E. coli H1885 (entDF), H1941 (fur) o BL21 crecidas

en medio minimo M9. Esta mezcla se incubd por 15 min a 37°C, se agreg6 a
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100 pi del cultivo de la cepa de E. coli BL21 e incubd por 15 min a 37° C para

finalmente determinar el nimero de células sobrevivientes.

2.6.7 Ensayo de sensibilidad sobre cepa des cultivadas en presencia de
DHB.

La cepa de E. coli BL21 se cultivd en medio LB y posteriormente se
dividié para ser inoculada en un medio LB sin o con 10 mM de DHB. Luego de
15 o 90 min de cultivo a 37°C, las células se centrifugaron a 8000 x g vy
resuspendieron en medio LB conservando el volumen original. Este lavado se
repitié para efiminar el DHB del cultivo e inmediatamente se determiné su
sensibilidad contra la microcina E492 siguiendo el procedimiento 2.5.2. El medio

LB + DHB 10 mM se ajusté a pH 7,0 con NaOH 10 Ny se esterilizé utilizando

un filtro estéril acrodisc 0.2 ym.

2.7 Ensayos de conversién de la forma inactiva a la forma activa de la
microcina E492.

Los ensayos de conversién consistieron basicamente en incubar la forma
activa de la microcina con un exceso molar de la forma inactiva. La mezcla se
someti® a una desnaturacion suave, después de lo cual se determino la
actividad microcina resultante. Se utilizaron dos métodos en la activacidn, los

que se diferenciaron basicamente en el solvente utilizado.
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2.7.1 Activacion en agua.

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

mediante ensayo en cultivo liquido como se describe en el punto 2.5.2.

2.7.2 Activacién en metanol.

La mezcla de ambas formas de la microcina (9 inactiva : 1 activa viv) se
evaporo hasta un volumen final de 10 pl, se adicioné 10 pl de agua np esteril y
se incubd por 10 min a 37°C. Se adicion6 80 pl de metanol y la actividad se
determind mediante el ensayo sobre césped sensible. En cada ensayo de
activacién los controles correspondientes a la forma activa e inactiva de la
microcina por separado se trataron de la misma forma que la mezcla de

activacion.

2.7.3 Ensayo de activacién por temperatura sobre el sobrenadante y la
microcina de la cepa de E. coli VCS257 p527.

Una alicuota del cultivo de la cepa de E. coli VCS257p527 o
VCS257p434 se centrifug6 a 10.000 x g durante 5 min. El sobrenadante se
colectd y calenté a bafio marfa por 10 min. Luego se determind €l titulo del

sobrenadante diluyéndolo en agua np estéril y agregando 5 pi de cada dilucion
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sobre un césped de E. coli BL21. Alternativamente también se calento el cultivo
a bafio maria, posteriormente se centrifugd y determind el titulo del
sobrenadante sobre un césped de BL21. Para repetir este ensayo utilizando la

microcina purificada, 100 pl de microcina se concentraron hasta un volumen de
aproximadamente 10 pl. Se agregaron 90 pl de agua y se incubd a bafo maria

siguiendo el procedimiento antes descrito.

2 8 Caracterizacion de las formas activas e inactivas de la microcina
mediante dicroismo circular.

Los espectros de soluciones que contenian las muestras de microcina en
metanol se registraron en un espectropolarimetro 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 190-260

nm. Se resto el espectro de metanol obtenido bajo condiciones idénticas.

2.9 Purificacion de la enterobactina y sus productos de hidrélisis.
291 Obtencién de la enterobactina y sus productos de hidrélisis por

HPLC.
La purificacién de la enterobactina y sus productos de hidrélisis se realizd
de acuerdo al procedimiento descrito por Winkelmann y col.(1994). En resumen,

el sobrenadante de 100 ml de cultivo de la cepa de E. coli H1941 (fur) crecida

en medio minimo M9 DTPA 12,5 uM hasta fase estacionaria, se acidificd con
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HCI concentrado hasta un pH 2. Se agregaron 20 ml de acetato de etilo para
extraer la enterobactina y sus productos de hidrolisis. Esta fraccion se
denomind extracto crudo de enterobactina. Posteriormente se evapord el
acetato de etilo calentado la muestra a 60°C en un termoblock bajo campana,
para luego resuspenderla en ~ 300 pl de metanol. Una alicuota de 50 ul se
aplicé a una columna C-18 (Merck) conectada a un HPLC (Beckman) para
separar por fase reversa a la enterobactina y sus productos de hidrélisis. Se
utilizé un gradiente de acetonitrilo 10%-40% asociado a una concentracion
constante de acido trifluoroacético (TFA) 10%, con un flujo de 1ml/min y
midiendo la absorbancia del eluido a 245 nm. Las fracciones colectadas que
corresponden a los maximos picos observados en el cromatograma (ver
resultados) se evaporaron hasta casi sequedad y se resuspendieron en 300 pl

de metanol, guardandose a —20°C hasta su utilizacion.

2.9.2 Anélisis de los antagonistas por TLC.

Para determinar la pureza e identidad de las fracciones colectadas por la
cromatografia en fase reversa, se utilizd la cromatografia en capa fina
bidimensional en placas de celulosa con matriz de aluminio. El solvente
utilizado en la primera dimension contiene benceno: acido acético: agua
(125:72:3). Después de secar la placa de celulosa, se realizé la segunda
dimension girando la placa en 90° y utilizando formiato de amonio 5% p/v en

acido férmico 0.5% p/v (O'Brien y col., 1970). La enterobactina y sus productos
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de hidrélisis se visualizaron rociando la placa con una solucién de FeCls 0.1%y
sus valores de migracion se compararon con los descritos en la literatura

(O’Brien y col., 1969, 1970).

210 Determinacion de la produccién de sideréforos en placas de
cromoazuror.

Las placas de cromoazuror se prepararon siguiendo el protocolo descrito
por Schwyn y Neilands (1987). Brevemente, se preparé un agar minimo esteril
concentrado 2x y una solucion estéril que contiene: cromoazuror 605 pg/ml, Fe-
Il 0.1 mM, HDTMA (hexadecyltrimetylammonium bromide) 728 pug/ml. Ambas
soluciones se mezclaron para formar placas de cromoazuror. Luego sobre la
placa se pican las colonias de las distintas cepas de E. coli utilizadas en el
ensayo y se incubaron por 18 h a 37°C. La formacion de un halo naranjo indico

la secrecion de sideroforos.

2.11 Preparacion de anticuerpo policlonal anti-microcina.
2.11.1 Obtencién del suero anti-microcina.

Para preparar el anticuerpo policlonal se empled como antigeno un
péptido sintético de 20 aminoacidos que corresponde al extremo C-terminal de
la microcina, cuya secuencia es CSWNGSGSGYNSATSSSGSG. El péptido
sintético se acoplé a Blue Carrier (Hemocianina, BioSonda S.A.) con

glutaraldehido. Se inocularon a dos conejos en forma subcutanea e
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intraepidérmica con 1 ml de! antigeno (500 ug en PBS y coadyuvante de Freund
completo). A las dos y a las cuatro semanas, se volvieron a inocular con 500 pg
del antigeno, pero utilizando coadyuvante de Freund incompleto. Luego de
analizar el anticuerpo extrayendo una pequefia muestra, fue necesario aplicar
un refuerzo con el antigeno (800 ng del antigeno utilizando coadyuvante de
Freund incompleto). La sangria final se realiz6 a los 72 dias después de que los
conejos recibieron la primera inmunizacion. Tanto el suero pre-inmune como los

sueros inmunes se evaluaron por ELISA.

2.11.2 Determinacion del titulo IgG anti-microcina del suero de conejo
inmunizado.

Se activé la placa incubando 50 pl de un extracto de microcina purificada
(320 pg/ml) durante toda la noche a 4°C. Luego se bloqued con BSA al 1%
azida de sodio al 0,02% en PBS durante 1 h. Después de eliminar la solucion
de bloqueo, se agregd el anticuerpo en diluciones seriadas con BSA-azida en
PBS y se incubd por 2 h. Se lavd 3 veces con PBS-Tween-20 al 0,1% para
luego incubar por 2 h a temperatura ambiente con el segundo anticuerpo anti Ig-
G de conejo conjugado con fosfatasa alcalina. Se volvié a lavar con PBS-
Tween-20 al 0,1%, para agregar enseguida el sustrato PNPP (1 pg/ml en
tampon bicarbonato de sodio 0,05 N, 1 mM MgCl, pH 9,6) y se incub6 durante
30 min a temperatura ambiente. Se detuvo la reaccion con NaOH 3 Ny se ley6

la absorbancia a 405 nm.
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RESULTADOS

3.1 Identificacion del sistema importador de la microcina E492 en E. coli
3.1.1 Identificacion de los receptores de importacién de la microcina E492.
La estrategia genética utilizada habitualmente para identificar el receptor
de un antibidtico consiste en buscar una cepa resistente al antibidtico y que
presente una mutacion en alguna proteina de membrana externa. Esta proteina
generalmente corresponde al receptor de membrana externa y la resistencia es
debido a que no puede reconocer al antibidtico impidiendo su importacion y por
ende, su accion bactericida a nivel de la membrana interna o del citoplasma.
Para realizar estudios genéticos dirigidos a identificar el o los recepiores de Ia
microcina E492, se escogieron como posibles candidatos cepas mutantes
triples, dobles y unicas para las proteinas de membrana externa FepA, Fiu y
Cir. Estas cepas mutantes son isogénicas con la cepa parental de E. coli H1443
que expresa estos tres receptores, de manera que las diferencias observadas
entre ellas pueden ser afribuidas exclusivamente a la ausencia de estos
receptores. El ensayo genético mas simple consistié en agregar una gota de
microcina purificada sobre el césped de cada de estas cepas mutantes triples,
dobles y (nicas para los genes fepA, fiu y cir. En la tabla 3 se observa que la
cepa triple mutante de E. coli H1876 es resistente a la microcina E492, en tanto
que la presencia de al menos uno de estos tres receptores de membrana

externa le confiere sensibilidad a la actividad bactericida de la microcina E492.
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Tabla 3. Actividad bactericida de la microcina E492 sobre cepas de E.
coli silvestre y mutantes triples, dobles y tinicas en los receptores
FepA, Fiu y Cir.

Actividad bactericida
Cepa Genotipo Mcc E492
H1443 wi +
H873 fepA” +
H1594 fiu +
H800 cir +
H1728 fiu cir +
H1875 fepA™ cir +
H1877 fepA” fiti +

H1876 fepA” fiu" cir ~ -

La actividad bactericida se determind mediante la formacién de halos de
inhibicion de crecimiento del césped de cada una de estas cepas usadas como
indicadoras, al agregar 5 pl de una solucion de microcina purificada (titulo 1/8,
concentracion 216 pg/ml). El simbolo (+) indica inhibicién de crecimiento, el

signo () sefiala crecimiento bacteriano en presencia de la microcina E492.
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Estos resultados sugieren fuertemente que estas tres proteinas corresponden a
los receptores de membrana externa de la microcina E492. Ademas, sugieren
que la importacién de microcina no requiere de una previa asociacion entre dos
o tres de estos receptores para reconocer y transportar su ligando. Por lo tanto,
E. colf tendria tres alternativas independientes para la importacién de microcina
E492. El efecto bactericida de la microcina requiere ademas de estos tres
receptores de membrana externa, de la insercién de la microcind en la
membrana citoplasmatica, la cual es dependiente del sistema transductor de
energia TonB. Para determinar que la resistencia de la cepa triple mutante es
debido exclusivamente a la ausencia de los receptores de la microcina E492 y
no a una falla en el proceso de insercién de la microcina en la membrana
citoplasmatica, se eliminé la barrera de la membrana externa mediante la
formacion de esferoplastos de la cepa triple mutante de E. coli H1876 vy se
realizaron ensayos de sensibilidad. La Figura 4 muestra que los esferoplastos
de la triple mutante de E. coli H1876 son sensibles a concentraciones
crecientes de la microcina E492, no asi las células no permeabilizadas. Este
experimento indica que el sistema TonB es funcional y la resistencia observada
en la cepa triple mutante de E. coli H1876 es debido exclusivamente a la
ausencia de los receptores FepA, Fiu y Cir. Se observa ademéas que a bajas
concentraciones de microcina las células permeabilizadas tanto de la cepa
silvestre de E. coli H1443 como de la cepa triple mutante de E. coli H1876 son
mas sensibles a la accién de ésta bacteriocina que las cepa silvestre de E. coli

H1443 no tratada.
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Figura 4. Los receptores de membrana externa FepA, Fiu y Cir estan
implicados en la translocacion de la microcina E492 al periplasma. Las
cepas de E. coli H1443 (wt) y H1876 (fepA” fiu" cir) se crecieron en medio
minimo M9 hasta una densidad celular de 5 x 10® cel/ml. Una alicuota de estas
cepas se utilizd en un ensayo de sensibilidad ante la microcina (simbolos
llenos), el resto fue tratada para formar esferoplastos (simbolos vacios) e

inmediatamente usadas en los ensayos de sensibilidad. E. coli H1443 (wt} sin

tratamiento (®) y esferoplastos (°). E. coli H1876 (fepA” fiu” cir) sin tratamiento

(M) y esferoplastos (v).




3.1.2 Modelo de importacién de la microcina E492.

Se quiso establecer si otros componentes del sistema importador de la
enterobactina, como la proteina periplasmatica FepB o el sistema importador
FepCDG, también son necesarios para el transporte de la microcina hacia la
membrana citoplasmatica. Para ello se realizaron ensayos de sensibilidad a la
microcina E492 utilizando la cepa silvestre de E. coli AB1515 y cepas mutanies
de E. coli fepB y fepC. Los resultados de la Tabla 4 muestran que ambas cepas
mutantes son sensibles a la microcina E492 al igual que la cepa silvestre,
sugiriendo que la microcina E492 utiliza del sistema de importacion de
enterobactina, solamente a los receptores de membrana externa y el sistema

transductor de energia TonBExbBD, para alcanzar su sitio blanco.

3.2 El papel de los receptores FepA, Fiu y Cir en la importacién de
microcina E492.

3.2.1 Contribucién de cada receptor en el reconocimiento de la microcina
E492.

Para determinar en una cepa sensible de E. coli el nivel de participacion
de los receptores FepA, Fiu y Cir en la importacion de la microcina E492 y un
posible efecto cooperativo entre ellos, se realizaron ensayos de sobrevida a la
cepa silvestre de E. coli H1443 y a sus mutantes en los receptores FepA, Fiuy
Cir utilizando concentraciones crecientes de microcina E492. Se establecio
como punto de comparacion el valor CBsos, es decir, aquella concentracién de

microcina que por su actividad bactericida es capaz de matar el 50 %dela
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Tabla 4. Mutantes E. coli DK214 (fepB’} y AN260 (fepC’) son sensibles a la

microcina E492.

Cepa indicadora Titulo de la mccE492
E. coli AB1515 (wt) 1/256
E. coli DK214 (fepB) 1/256
E. coli AN260 (fepC) 1/128

A partir de diluciones seriadas en base 2 de la microcina E492, se agregaron 5
pl de cada dilucion sobre el césped de cada cepa. El titulo se define como la
maxima dilucion de microcina capaz de generar en el césped un halo de
inhibicion de crecimiento. El césped se formé utilizando alicuotas del cultivo

respectivo crecido hasta su fase exponencial en medio LB.
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poblacién celular. En la Figura 5 se puede observar que a concentraciones de
microcina E492 superiores a 10 uM, todas las mutantes, a excepcion de la triple
mutante, alcanzan sobre el 95% de muerte celular, sugiriendo una importacion
eficiente de la microcina E492 por cualquiera de estos tres receptores a estas
concentraciones de microcina. Sin embargo, si la concentracion de microcina es
inferior a 10 uM, la sobrevida de esta poblacién es diferente segun cual o
cuales de estos tres receptores se expresa en la membrana externa (Fig. 5).
Los valores de CBsgy obtenido sobre mutantes Gnicas para FepA, Fiu o Cir
oscilan entre 0,14 pM a 0,28 uM, siendo valores similares al obtenido sobre la

cepa silvestre de E. coli H1443 (CBsoy 0,12 uM) (Tabla 5). La razén por la cual
se conserva la sensibilidad por la microcina, como se demostrara mas adelante,
es debido a que en las cepas mutantes siempre se expresa al menos uno de los
dos receptores que transportan més eficientemente a la microcina E492. La
cepa mutante Gnica que muestra una mayor disminucion en la sensibilidad por
la microcina E492 es en la mutante de E. coli H873 (fepA’), seguida por la cepa
mutante de E. coli H1594 (fit’) que presenta una disminucién moderada en la
sensibilidad por la microcina E492, en tanto que la cepa mutante de E. coli
H800 (cir) que expresa FepA 'y Fiu simultaneamente presentan una sensibilidad
similar a la cepa parental E. coli H1443 (Fig. 5A, Tabla 5). Estos resultados
sugieren que la microcina E492 se transporta principalmente a través de FepA,

luego por Fiuy finalmente por Cir. Los ensayos de sensibilidad realizados a

51




10
o |A
£
£ 80
j -
KL
=
Q 601
[1h)
5
9 40
=
20 -
} .
0 - ‘I[ _ — L ~ ‘:
0.01 0.1 1 10
Mcc E492 (pM)
100
)
S 80+
|
5
=]
D 60
[ &)
[k
5 |
T 40
e
20 4
0

0.01 01 1 1i0
Mcc E492 (uM)

Figura 5. Contribucién de los receptores FepA, Fiu y Cir al reconocimiento
de la microcina E492. Las cepas silvestre, triple mutante, mutantes Unicas (A)
y dobles mutantes (B) para los receptores FepA, Fiu y Cir, se crecieron en
medio minimo M9 hasta una densidad celular de 5 x 10® cel/ml. Una alfcuota de
este cultivo se utiizo en ensayos de sensibilidad con concentraciones
crecientes de microcina E492. El 100% de las células sobrevivientes
corresponde al ensayo realizado en paralelo en ausencia de microcina E492 y
el porcentaje de muerte celular se sustrae del namero de células sobrevivientes
al ensayo. Simbolos de las cepas de E. coli; H1443 wt (), H800 cir (©), H1594
fi (o), H873 fepA™ (v), H1875 fepA™ cir (m), H1728 fir cir (v), H1877 fepA fiu

(#), H1876 fepA” fiu™ cir (o).
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Tabla 5. Concentracién de microcina E492 necesaria para obtener un 50%
de muerte celular sobre cepas de E. coli silvestre y mutantes en los

receptores FepA, Fiu y Cir.

Cepas Genotipo relevante CBspe, (BM)
H1443 fepA® fiu” cir’ 0,12
H800 cir’ 0,14
H1594 Sfiw 0,15
H873 JepA 0,28
H1728 Sfiu cir 0,17
H1875 fepd cir 0,50
H1877 Jepd fiv 5.5
H1876 fepA fiur cir R

Estos valores se calcularon a partir de! ajuste de la curva de la Figura 5,

utilizando el algoritmo de la ecuacion de Hill. El simbolo (R) indica resistencia a

la actividad bactericida de la microcina E492.
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cepas dobles mutantes para estos receptores exponen mejor estas diferencias.
L a cepa doble mutante de E. coli H1877 (fepA” fir) que expresa solamente el
receptor Cir, genera el valor CBsoy mas alto (5,5 pM) (Fig. 5B, Tabla 5),
indicando que a bajas concentraciones de microcina este receptor
probablemente no participa del proceso de importacién, o bien, que su
contribucion no es muy significativa. Por su parte la cepa doble mutante de E.
coli H1875 (fepA™ cir) que expresa solamente el receptor Fiu, contribuye
significativamente a la importacion de la microcina E492 con un valor CBsgy, de
0,50 uM (Fig. 5B, Tabla 5). La sensibilidad de la cepa doble mutante de E. coli
H1728 (fiu” cir) que expresa el receptor FepA, es muy similar a la sensibilidad
de la cepa silvestre, lo cual sugiere nuevamente que éste es el receptor
principal para la microcina E492 (Fig. 5B, Tabla 5). En los resultados anteriores
también se observa que el aumento en el transporte a través de FepA se
incrementa en forma aditiva al co-expresarse los receptores Fiu y Cir, y del
mismo modo lo hace el transporte a través de Fiu al co-expresarse Cir,
reafirmando la actividad independiente de estos tres receptores. Por lo tanto, el
grado de sensibilidad de la cepa silvestre de E. coli H1443 (fepA* fiu* cir') a la
microcina E492, simplemente corresponde a la sumatoria que le otorga cada
receptor por el transporte de la microcina E492. Las causas por las cuales cada
receptor le confiere a la célula distinta sensibilidad por la microcina E492,
pueden ser varias. Una posibilidad es que los receptores posean afinidades

similares por la microcina pero diferentes velocidades de fransporte a través del
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canal, o viceversa, distintas afinidades por la microcina, pero un trasporte
eficiente hacia el periplasma. Otra posibilidad es que cada receptor presente
diferencias respecto de su densidad en la membrana externa, fo cual podria
afectar directamente la sensibilidad por la microcina E492. Respecto de este
dltimo punto, en E. coli los niveles de FepA y Cir en la membrana exierna son
equivalentes, sin embargo, el receptor Fiu presenta una menor densidad a altas
concentraciones de hierro, pero equivalentes a Cir en condiciones de
crecimiento pobres en hiemo (Curtis y col, 1988). Para determinar si
variaciones en la densidad de estos fres receptores de membrana externa
afectan la sensibilidad ante la microcina E492, se realizaron experimentos bajo
condiciones que estimulan la méxima expresion de estos recepiores y se
midieron los cambios en Ia sensibilidad. Los resultados de estos experimentos

se detallan a continuacion.

3.2.2 Efecto de la concentracion del hierro extracelular sobre la
sensibilidad de E. coli H1443 a la actividad bactericida de la microcina
E492.

La disminucién del contenido de hierro del ambiente induce un aumento
en la densidad de los receptores de membrana externa FepA, Fiu y Cir
(Mclntosh y Earhart, 1977; Bagg y Neilands, 1987), lo cual podria conlievar un
aumento en la sensibilidad por la microcina E492. Para comprobar esta
hipotesis, la cepa silvesire se crecié en medio minimo M9 en ausencia y a

concentraciones crecientes de! quelante de hierro DTPA. La carencia de hierro
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induce la méxima expresion de estos receptores que estan bajo el control del
represor Fur. En la Figura 6 se observa que la cepa cultivada sin DTPA tiene un
CBsgy, de 0,96 pM, en tanto que en las células crecidas con DTPA 5 pM el
CBsgy, disminuye hasta 0,042 pM, es decir, se requiere de 23 veces menos
microcina para matar el 50% de la poblacion. Un aumento similar en la
sensibilidad se observa al cultivar la cepa con mayores concentraciones de
DTPA 25 y 100 pM, con valores de CBsy de 0,048 y 0,067 pM
respectivamente. La sensibilidad de la cepa es muy similar en cualquiera de las
tres concentraciones de DTPA, sugiriendo que la concentracion de DTPA 5 uM
es suficiente para quelar el hierro presente en el medio M9 e inducir la densidad
de los receptores FepA, Fiu y Cir a un nivel que es capaz de producir la maxima
sensibilidad a la microcina E492. En forma alternativa, la maxima sensibilidad
por la microcina E492 también podria deberse a un aumento en la densidad de
su sistema de translocacién TonB. Para analizar esta posibilidad, repetimos el
ensayo anterior determinando la sensibilidad de los esferoplastos de cepas
crecidas en ausencia y presencia de DTPA, puesto gue en este caso el
esferoplasto posee una membrana externa permeabilizada y por tar{to, la
sensibilidad dependeran exclusivamente del sistema TonB y no del transporte a
través de sus receptores de membrana externa. La Figura 7 muestra que en
presencia o ausencia del DTPA, los esferoplastos poseen una sensibilidad
similar entre ellos, con valores de CBsgy de 0,035 y 0,067 uM respectivamente.

Ademas, esta sensibilidad es similar al CBsg, de 0,032 uM obtenido en la cepa
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Figura 6. Sensibilidad a la microcina E492 de la cepas de E. coli H1443 en
condiciones restrictivas de hierro. La cepa de E. coli H1443 se crecié en
medio minimo M9 hasta una densidad celular de 5 x 10® cel/ml, en ausencia o
presencia de concentraciones crecientes del quelante de hierro DTPA y se
determiné la sobrevida a concentraciones crecientes de microcina E492. La

CBsoy, de microcina E492 ante la cepa silvestre en ausencia de DTPA (o) fue de

0,96 uM y en presencia de DTPA 5 pM (V), 25 pM (O) y 100 uM (<) fueron de

0,042 pM, 0,048 uM y 0,048 pM respectivamente. El incremento en la
sensibilidad se calculo en base a la razon; (CBsgy obtenido sobre la cepa

crecida sin DTPA) / (CBsww sobre la cepa crecida en DTPA).
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Figura 7. Sensibilidad a la microcina E492 de la cepa de E. coli H1443 sin
tratar y como esferoplasto en condiciones restrictivas de hierro. Las
células se crecieron en medio minimo M9 hasta una densidad celular de 5 x 10°
cel/ml, en presencia (simbolos vacios) o ausencia (simbolos flenos) del
quelante de hierro DTPA 25 uM. Una alicuota de estas cepas se utilizd en un
ensayo de sensibilidad ante la microcina y el resto se traté para formar
esferaplastos e inmediatamente se sometieron al ensayo de sensibilidad. La

cepa silvestre de E. coli H1443 sin tratar (®) y su esferoplasto () en ausencia

de DTPA presentan un CBsgy, para la microcina E492 de 0,65 pM y 0,035 pM
respectivamente. En tanto que la cepa silvestre de E. colf H1443 sin tratar (o) y

su esferoplastos (v) en presencia de DTPA reflejaron una CBspe, para la

microcina E492 de 0,032 uM y 0,048 uM respectivamente.
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crecida en presencia del quelante de hierro DTPA, sugiriendo que en
condiciones de maxima expresion de estos receptores, el transporte de la
microcina a través de la membrana externa es tan eficiente que su sensibilidad
es equivalente a una cepa que permite el libre paso de la microcina desde el
medio exiracelular hacia el sistema TonB, para su insercién en la membrana

interna y formacién del canal.

3.2.3 Sensibilidad a la microcina E492 en cepas dobles mutantes de E. coli
para los receptores FepA, Fiu y Cir bajo condiciones restrictivas de hierro.

El objetivo de los siguientes experimentos fue determinar la contribucion
de cada receptor a la sensibilidad por la microcina E492 en condiciones de
méxima expresion de éstos receptores. Para ello realizamos ensayos de
sensibilidad a tres cepas dobles mutante las cuales expresaron solamente el
receptor FepA, Fiu o Cir y que han sido cultivadas en condiciones carentes de
hierro. En la tabla 6 se observa que la cepa que expresa solo FepA presenta
una sensibilidad similar a la silvestre, mientras que las cepas mufantes que
expresa solamente Fiu o Cir, muestran una sensibilidad menor. Los resultados
sugieren que pese a la maxima expresion de los receptores Fiu o Cir, estos
probablemente poseerian una menor afinidad por la microcina E492, lo cual no
les permite alcanzar la misma sensibilidad observada en la cepa silvestre. Por
el contrario, el receptor FepA poseeria la mayor afinidad por la microcina,

reafirmandose como la principal proteina importadora de microcina E492.
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Tabla 6. Sensibilidad a la microcina E492 de cepas mutantes que expresan
solo FepA, Fiu o Cir en presencia y carencia de hierro.

Titulo de la microcina

Cepas Genotipo cepa sensible cultivada
sin DTPA con DTPA
H1443 fepA* fiu™ cir’ 1/64 1/128
H1728 fiu cir 1/32 1/128
H1875 fepA cir 1/32 1/64
H1877 fepA” fiv 116 1/16

Las cepas de E. coli doble mutantes para los receptores FepA, Fiu y Cir se

crecieron en medio minimo M9 en presencia o ausencia de DTPA 12,5 M y se

cosecharon durante la fase exponencial de crecimiento. Su densidad optica se

ajuété a DOgo 0,1 con medic minimo M@ sin DTPA y una alicuota se utilizé para

formar un césped sobre placas LB. Se agregd 5 pl de diluciones seriadas de

microcina E492 (38 pM) sobre cada uno de los céspedes y el titulo de la
microcina E492 se estimd en base a la maxima dilucién de microcina capaz de

formar un halo de inhibicion de crecimiento.
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3.3 Estudio de la participacion del extremo carboxilo terminal de la
microcina E492 en el reconocimiento por sus receptores de membrana
externa FepA, Fiu y Cir.

Se postula que en el proceso de reconocimiento de las colicinas por el
receptor de FepA o Cir, las colicinas emularian las cargas negativas de la
enterobactina férrica para unirse al sitio de unién del receplor y estimular el
cambio conformacional que induce la apertura del canal (Cao y Klebba, 2002).
El andlisis de las secuencias de las microcina E492, H47 y colicinas G y H,
muestran una similitud en su extremo carboxilo terminal, razén por la cual, el
grupo de Hantke postula que las serinas de esta region serfan aquellas cargas
negativas reconocidas por los receptores de membrana externa FepA, Fiu y Cir
(Braun y col, 2002; Patzer y col, 2003). Para estudiar si éste es el caso, se
realizaron ensayos de competencia entre la microcina E492 y anticuerpos
policlonales contra el carboxilo terminal de la microcina E492 o entre la
microcina y un péptido sintético que posee los Ultimos 20 aminoacidos de la
microcina E492. Esta estrategia ha sido utilizado con éxito en la identificacion
de la porcién del receptor FhuA que reconoce a los fagos T1, T5, ®80 y la

colicina M (Killmann y col., 1895).
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3.3.1 El péptido sintético correspondiente a la porcién carboxilo terminal
de Ia microcina E492 no compite con la importacion de microcina
silvestre.

Los experimentos de competencia entre el péptido carboxilo terminal y la
microcina E492 se realizaron utilizando una relacién microcina:péptido 1:1 (40
uM) y no mostraron variacion en la actividad bactericida de la microcina E492,
medido por titulacién en césped sensible (datos no mostrados). Se repitid el
experimento cambiando el solvente acuoso por metanol para favorecer la
estabilidad y actividad de la microcina E492, pero la actividad bactericida de la
microcina no cambi6 en presencia o ausencia del péptido, incluso cuando la
relacion microcina:péptido fue de 1:140 (datos no mostrados). Existe la
posibilidad que durante el ensayo de competencia entre la microcina y el
péptido, éste ultimo pueda ser importado por los recepiores FepA, Fiu y Cir,
anulandose su accién inhibidora sobre la actividad de la microcina E492. Para
dirimir este punto se realizaron ensayos cinéticos de sensibilidad en presencia y
ausencia del péptido de microcina E492. Se observé que la microcina incubada
con el péptido de 20 aminodacidos requiere de un tiempo levemente mayor para
alcanzar el mismo porcentaje de muerte observado con la microcina (Fig. 8),
pero las diferencias no se ven significativas. Para establecer en forma mas
categérica que no existe participacion del extremo carboxilo terminal en el
reconocimiento por sus receptores de membrana externa, se uso una estrategia

alternativa. Se incubd la microcina E492 con un suero de conejo pre-
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Figura 8. Ensayo cinético del efecto bactericida de la microcina E492 en
presencia y ausencia del péptido sintético de la regién carboxilo terminal.
Las mezclas de microcina (40 pM)(e) y microcina + péptido (1:1, 40 pM) (o) se
incubaron a 37°C con la cepa sensible de E. coli H1443. Alicuotas del ensayo

se colectaron en los tiempos indicados para determinar el porcentaje de

sobrevida de las células.
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inmunizado con el péptido carboxilo terminal de la microcina E492. Si esta
region es importante en el reconocimiento, se esperaba que la unién del
anticuerpo a la porcion carboxi-terminal de la microcina produjera un
impedimento estérico para el reconocimiento de la microcina por sus
receptores. Sin embargo, como se aprecia en la tabla 7, la actividad de la
microcina purificada no se modifico al mezclarse con distintas diluciones del
suero anti-microcina. En forma complementaria, se reemplazé a la microcina
purificada por una microcina silvestre presente en el sobrenadante de un culfivo
de la cepa sobreproductora de microcina E492 E. coli VCS257 pJEM15. Estos
sobrenadantes se colectaron cuando el cultivo de esta cepa en medio minimo
M9 alcanzd una DOsgo de 0,49 y 0,81 respectivamente, con titulos de 12y 1/4.
La mezcla de estos sobrenadantes con distintas diluciones de anticuerpo, no
afectaron la actividad bactericida del sobrenadante (datos no mostrados). En
resumen, estos ensayos de competencia utilizando la porcién carboxilo terminal
y anticuerpos policlonales contra esta regidn, sugieren que probablemente
existe una interaccién microcina-receptor que requiere de una parte importante
de la proteina, siendo mas compleja que una simple union del carboxilo terminal

de la microcina al receptor.

3.4 Actividad bactericida de la microcina E492 sobre Pseudomonas

aeruginosa.
La microcina E492, a diferencia de otros antibioticos, al utilizar tres

receptores para ingresar a la célula blanco amplia su espectro bactericida entre
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Tabla 7. Actividad de la microcina E492 pre-incubada con un anticuerpo
policlonal anti-microcina E492.

Muerte celular (%)
Microcina sin anticuerpo con anticuerpo con anticuerpo
(xM) (1:50) (1:5)

0 0x12) 0(=20) 0(x8)
0,02 19 (= 10) 82(+9) 56 (£ 5)
0,04 63 (= 14) 93,5 (£ 0.2) 89 (£ 0.69)

0,2 97,5 (% 0.24) 99,98 ( 0.001) 99,5 (& 0.12)
0,4 99,75 (& 0.01) 99,99 (x:0.001) 99,87 (+ 0.02)
1,2 99,9 (= 0.001) 99,99 (= 0.0003) 99,99 (= 0.001)

Distintas concentraciones de microcina se mezclaron con suero anti-microcina
en la cantidad indicada y se incubaron a 37°C por 30 min. Luego se mezclaron
con la cepa indicadora de E. coli H1443 para el ensayo habitual de sensibilidad.
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bacterias de la familia Enterobacteriaceae. Sin embargo, aunque P. aeruginosa
posee estos tres receptores y la similitud entre las proteinas FepA de E. coli y
P. aeruginosa es de un 60% (Dean y Poole, 1993), la cepa es resistente a la
actividad bactericida de la microcina E492. Una posible explicacion a esta
resistencia podria estar dada por la reducida expresion de estos receptores
FepA, Fiu y Cir, ya que P. aeruginosa utiliza otros sistemas de importacion de
hierro (Poole y McKay, 2003). Alternativamente, existe la posibilidad de que el
sistema TonB de P. aeruginosa no permita la insercién de la microcina en la
membrana intemna, evitando su accién bactericida. Se realizaron experimentos
de sensibilidad a la P. aeruginosa cultivada en medic minimo o medio pobre en
hierro para estimular la expresion de los receptores FepA, Fiu y Cir. Los
resultados muestran que el césped de P. aeruginosa es resistente a la
microcina producida por una colonia productora de microcina acfiva o a una
alicuota de la microcina E492 purificada (datos no mostrados). Sin embargo,
esferoplastos de P. aeruginosa y E. coli (Tabla 8} son sensibles a un shock
osmoético y a la actividad bactericida de la microcina E492, sugiriendo que entre
ambas especies el sistema TonB conserva la capacidad de insertar la microcina
en la membrana interna, y que la resistencia de P. aeruginosa a la actividad
bactericida de la microcina E492 aparentemente es debido a diferencias en la

expresion ylo afinidad de sus receptores FepA, Fiu y Cir por la microcina E492.
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Tabla 8. Sensibilidad de esferoplastos de Pseudomonas aeruginosa a la
microcina E492.

Cepa indicadora Condiciones Muerte celular (%)
(esferoplastos)
E. coli Agua 99.97 (£ 0.02)
E. coli Sacarosa 20% 0,15 (£ 16)
E. coli Sacarosa 20% * 99,99 (< 0,002)
P. aeruginosa Agua 72,8 (£7,3)
P. aeruginosa Sacarosa 20% 0,0 (£54)

0
Sacarosa 20% + 95,7 (+5,9)

P. aeruginosa microcina E492

Los esferoplastos se prepararon como se describe en materiales y méiodos. El
metanol de las muestras se evapord y reemplazo por el mismo amortiguador de
los esferoplastos. La solucion hipotdnica (agua) se utilizd para estimar el
porcentaje de esferoplastos formados y la solucién isoténica de sacarosa al
20% + microcina E492 se utilizé para estimar el porcentaje de esferoplastos

sensibles a la microcina E492. La concentracion de microcina E492 utilizada en

todos estos experimentos fue de 32 pg/ml.
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1.5 Estudio de la actividad antagonista de los productos de hidrélisis de la
enterobactina y de su precursor el acido 2,3-dihidroxibenzoico.

El ligando natural de FepA es la enterobactina y de Fiu y Cir los
productos de hidrdlisis de la enterobactina. Ademas, FepA, Fiu y Cir pueden
importar el acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB), un precursor en la sintesis de
enterobactina. Debido a que los receptores FepA, Fiu y Cir también importan a
la microcina E492, nuestro segundo objetivo fue determinar si los productos de
hidrolisis de la enterobactina y el acido 2,3-dihidroxibenzoico son antagonistas

de |a actividad bactericida de la microcina E492.

3.54 El acido 2,3-dihidroxibenzoico es un antagonista débil de la
microcina E492 cuando se utiliza la cepa indicadora de E. coli AN260
(fepC).

Para determinar el posible efecto antagonista del DHB sobre la microcina
E492, se realizd un ensayo de actividad bactericida en el cual se pre-incubd el
DHB con la microcina y posteriormente se agregé a la cepa sensible de E. colf
H1443 (aroB) para determinar su sobrevida. Se escogié esta cepa como cepa
indicadora, ya que no produce enterobactina, a fin de evitar el efecto
antagonista de la enterobactina silvestre durante el ensayo de actividad. En la
Figura 9 se observo que sobre la cepa de E. coli H1443 (aroB) la actividad de la

microcina no disminuyd en presencia de DHB en un rango entre 1 y 1000 pM

cuando se utilizaron conceniraciones de microcina de 35,2 pM. Sin embargo,
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Figura 9. Efecto del 4cido 2,3-dihidroxibenzoico sobre la actividad de la

microcina E492. Dos distintas concentraciones de microcina E492 de 21,6
ug/ml (simbolos vacfos} y 35,2 ug/ml (simbolos llenos) se preincubaron con

distintas concentraciones de DHB y luego con la cepa de E. coli H1443 (aroB)

(0) o la cepa mutante de E. coli AN260(fepC} (V) para determinar el porcentaje

de muerte.
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existia la posibilidad de que el DHB fuera importado durante la incubacién con
la cepa sensible enmascarandose el posible efecto antagonista. Para dilucidar
esta incognita se repitid el ensayo utilizando la cepa de E. coli AN260 (fepC), la
cual no importa DHB ni enterobactina y sus productos de hidrélisis. Esta cepa
posee una mutacién en el gen fepC, impidiendo la importacion de estos
sideroforos desde el periplasma hacia el citoplasma, pero no afecta la
importacion de la microcina E492. El ensayo de sensibilidad utilizando esta
cepa de E. coli AN260 (fepC), mostré que a altas concentraciones de DHB hay
una ligera pérdida de la actividad bactericida de la microcina E492 (Fig. 9). Para
observar mejor este efecto antagonista, se repitié el ensayo disminuyendo la
concentracién de la microcina E492. En estas condiciones se observé que
sobre una concentracion de DHB 1 mM la actividad bactericida de la micracina
E492 fue inhibida significativamente (Fig. 9). Por el contrario, bajo estas mismas
condiciones la cepa de E. coli H1443 (aroB) importadora de DHB, present6 un
ligero aumento en la actividad bactericida de la microcina a medida que
aumentaba la concentracion del DHB (Fig. 9). En resumen, estos resultados
nos indican que sélo hay efecto antagonista del DHB sobre la microcina,
cuando la cepa sensible no importa el DHB y cuando se utiliza una
concentracion de microcina que no elimine mas del 90% de la poblacién. Solo
asi es posible visualizar la débil actividad antagonista del DHB, el cual
probablemente no tiene ninglin efecto inhibidor al nivel biolégico. Una posible
explicacién de esta débil actividad antagonista, es que el DHB es incapaz de

competir contra la microcina por el receptor FepA. Para abordar esta hipétesis,
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se estudio la posible competencia entre el DHB y la microcina por los
receptores FepA, Fiu o Cir, realizando experimentos sobre céspedes de cepas
dobles mutantes que expresan solamente uno de estos tres receptores en su
membrana externa. En la Tabla 9 se observo que solamente aquellas mutantes
que expresan en su membrana externa Fiu o Cir fueron protegidas por el DHB a
una concentracion 10 mM, aunque dicha proteccion no alcanzo el 100%, debido
posiblemente a que estas cepas importan el DHB. Por el contrario, la cepa
mutante que sélo expresa FepA no es protegida por el DHB, sino mas bien, se
estimula su sensibilidad a la actividad bactericida de la microcina E492. En base
a estos antecedentes, podemos suponer que la mutante de E. coli AN260
(fepC) a bajas concentraciones de microcina es protegida ligeramente por las
concentraciones de DHB 1 y 500 pM, alcanzandose una proteccion significativa
con DHBE 1 mM (Fig. 9) debido posiblemente a que en éstas altas
concentraciones, el DHB podria estar uniéndose al receptor FepA compitiendo
con la importacién de la microcina E482. En conclusion, podemos suponer que
el receptor FepA posee mayor afinidad por la microcina que por el DHB,
explicando la débil actividad antagonista sobre la microcina E492, lo cual
sumado a la importacion del DHB por E. coli silvestre reduce aln mas la pobre

actividad inhibidora del DHB.
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Tabla 9. Efecto del DHB sobre la sensibilidad a la microcina E492.

Titulo
Cepa de Genotipo Microcina E492 Microcina E492 + DHB
E. coli relevante
BL21 wit 1/32 1/256
H1941 Sfur 1/128 1/256
AN260 fepC 1/64 1/16
H1885 entDF 1/64 1/128
H1443 aroB 1/64 1/64
H1728 aroB fiu cir 1/8 1/64
H1875 aroB fepA cir 1/64 1/16
H1877 aroB fepA fiu 1/16 1/8

Las células crecidas en medio LB hasta la fase exponencial se ajustaron
a una DOgyo de 0,1 y una alicuota se utilizé para formar un césped indicador. Se
realizaron diluciones seriadas de la microcina E492 (369 ug/ml) en ausencia o
presencia de 10 mM de DHB y 5 pl de cada dilucién se agregaron al césped de
cada cepa para determinar el titulo de la actividad bactericida de la microcina

E4092.
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3.5.2 El acido 2,3-dihidroxibenzoico estimula la actividad bactericida de la
microcina E492.

Pese al débil efecto antagonista del DHB en la cepa de E. coli AN260
(fepC), resulta curioso observar como en la medida que aumenta la
concentracion del DHB se observa una mayor actividad bactericida de la
microcina sobre la cepa de E. coli H1443 (aroB) (Fig. 9). Este efecto también se
observa en la cepa doble mutante que sdlo expresa FepA, pero no en las
dobles mutantes que sélo expresan Fiu o Cir (Tabla 9), sugiriéndonos una
actividad dual para el DHB. Sobre los receptores Fiu y Cir el DBH puede actuar
como antagonista, pero sobre el receptor FepA, de algin modo estimula la
sensibilidad por la microcina E492. Al utilizar la cepa silvestre de E. colf BL21 o
cepas mutantes de E. coli H1885 (entDF) y H1895 (fur) como cepas
indicadoras, también se observd el efecto estimulador del DHB sobre la
actividad bactericida de la microcina E492 (Tabla 9). Este efecto estimulador
observado sobre la cepa de E. coli BL21 es dependiente de la concentracion de
DHB, observandose un aumento en el titulo de la microcina en 16 veces al diluir
la microcina en DHB 1 y 10 mM, una activacion de 4 veces con DHB 100 uM y
una activacién de dos veces con DHB 10 uM (Tabla 10). Estos resultados
sugieren dos posibilidades; 1) el é&cido 2,3-dihidroxibenzoico aumenta la
sensibilidad de la cepa blanco por la microcina E492; 2) hay un aumento en la
actividad de la microcina E492 sobre la cepa sensible. La primera alternativa se

basa en que el DHB estimula la produccién de enterobactina, y por ende,
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Tabla 10. Efecto del acido 2,3 dihidroxibenzoico y del acido benzoico
sobre la actividad de la microcina E492 en las células silvestre de E. coli
BL21.

Titulo de la microcina

[DHB]/ [AB] (mM) DHB DHB pH7,1  AB
0 1/4 1/4 1/4

0.001 1/4 1/4 1/4

0.01 1/8 1/8 1/8

0.1 1116 18 1/8

1 1/64 116 1/8

10 1/64 1/32 18

Se prepararon soluciones de! acido 2,3 dihidroxibenzoico (DHB) y del
acido benzoico (AB) en un rango entre 1 pM - 10 mM en buffer fosfato 100 mM
pH 7,2. Cada una de estas soluciones se utilizaron en las diluciones seriadas de
la microcina E492 y 5 pl de cada dilucién se agregaron a un césped sensible de
E. coli BL21. Para el ensayo control, la microcina se diluyé en buffer fosfato libre
de DHB o AB. En la tabla se muestra &l titulo de la microcina al diluirse en cada
una de las concentraciones del respectivo acido. Alternativamente, el DHB se
resuspendié en agua y su pH se ajusté a pH 7,1 con una solucion de NaCH 10

N. La concentracién de microcina E492 fue de 369 pg/ml.
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también la sintesis de los receptores FepA, Fiu y Cir, induciendo en la cepa
indicadora un aumento en la sensibilidad por la microcina E492. La segunda
alternativa es que la propiedad acida del DHB podria aumentar la estabilidad de
la microcina E492, o bien, una posible asociacién del DHB con la microcina
podria aumentar su afinidad por los receptores o su transporte hacia el
periplasma. Para esclarecer el efecto del DHB sobre la actividad de la microcina

E492, se realizaron los experimentos que se detallan a continuacion.

3.5.3 El DHB aumenta la sensibilidad a la microcina E492 en la cepa
silvestre de E. coli BL21.

Con el fin de entender el efecto estimulador del DHB sobre la actividad
bactericida de la microcina E492 a una cepa que expresa en forma natural el
metabolismo de la enterobactina, se utilizé como cepa indicadora la cepa
silvestre de E. coli BL21. Debido a que la microcina E492 es mas estable al
incubarse en una solucién acida pH 3 (Wilkens, 1996; Baeza 2003) y el pKa del
DHB es de 2,41 (Frederick y col 2001), se estudi6 el posible efecto &cido del
DHB sobre la actividad de la microcina. Para ello se realizaron experimentos de
sensibilidad a la mezcla microcina-DHB, cambiando el buffer fosfato 100 mM pH
7.1 por agua. El pH de las distintas concentraciones de DHB se ajustaron a pH
7.1 con NaOH 10 N, eliminando el efecto acido sobre la activacion de la
microcina E492. Como se observa en la Tabla 10, a pH neutro la cepa

indicadora muestra una mayor sensibilidad a la actividad bactericida de la
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microcina E492 y en forma dependiente de la concentracién del DHB. Existe la
posibilidad de que el efecto del DHB no sea especifico, sino mas bien, sus
propiedades &cidas sean las responsables del aumento en el titulo de la
microcina E492. Para verificar esta alternativa, se utilizé como control el acido
benzoico, el cual tiene un pK de 4,1 y presenta una estructura similar al DHB ya
que solamente carece de los grupos hidroxilo asociados al anilic del benceno.
Este compussto no tiene ningtin papel biolégico en la sintesis de enterobactina,
ni tampoco transporta hierro al interior de la célula (Greenwood y Luke, 1981).
En la Tabla 10 se observa que el acido benzoico no tiene efecto sobre la
actividad de la microcina E492, solamente se observa un leve aumento en el
titulo, probablemente por su caracter &cido. Por lo tanto, una molécula sin
actividad biolégica no estimula el aumento en la actividad bactericida de la
microcina E492, apoyando la hip6tesis de que la actividad biolégica del DHB es
la causante del aumentio en la actividad de la microcina E492. Esta observacion
también puede corroborarse en la Tabla 9 en donde solamente en aquellas
cepas que importan DHB como E. coli BL21 (wt), H1885 (entDF) y H1894 (fur)
se observé un aumento del titulo de la microcina E492. Ademas seitala que la
sintesis de enterobactina parece no ser necesaria para que el DHB induzca un
aumento sobre la actividad bactericida de la microcina E492, dado que en la
cepa productora constitutiva de enterobactina E. cofi H1894 (fur) y en la cepa no
productora de enterobactina E. coli H1885 (entDF), el DHB produce los mismos
efectos. Para demostrar que este aumento es debido a la mayor sensibilidad de

la cepa de E. coli BL21 por la microcina E492, esta cepa se cultivd en LB hasta
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la fase exponencial y posteriormente se separé en dos cultivos, uno con DHB
10 mM y otro sin DHB. Para evitar el efecto acido del DHB, el medio LB-DHB se
r;ljusté a pH 7,0 con NaOH 10 N y se esterilizé por filtracion antes de agregar las
células. Los cultivos de E. coli BL21 se crecieron en LB sin DHB y con DHB 10
mM por 12 min o 90 min, se centrifugaron y lavaron con LB-sin DHB, para evitar
la presencia del DHB durante el ensayo de sensibilidad contra la microcina
E492. En ia Tabla 11 se observa que la cepa crecida en ausencia de DHB por
12 min present6 un porcentaje de muerte celular del 83% de la poblacién ante
la actividad bactericida de la microcina E492. Sin embargo, a los 90 min de
crecimiento la poblacién ya no es sensible al efecto bactericida de la microcina
E492. Este resultado simplemente nos muestra que a los 12 min hay un efecto
bactericida sobre aproximadamente 3 x 10° cel/ml, el cual se distingue sobre
una poblacion total de 4 X 10° celiml, pero a los 90 min la poblacion ha
aumentado 10 veces (2,6 x 10° cel/ml), de manera que el nimero de células
muertas ya no representa un nimero muy significativo respecto del total de la
poblacién. Por otra parte, el efecto bactericida de la microcina E492 sobre la
poblacion de E. coli BL21 crecidas en presencia de DHB fue sobre el 97% de la
poblacion a los 12 min, y sobre el 99,9% de la poblacion a los 90 min. Este
aumento notorio en la actividad de la microcina es producto del efecto del DHB
sobre la cepa, ya que el DHB presente en el cultivo fue lavado antes de agregar
la microcina, evitando la incubacion de la microcina con el DHB. En resumen,
una poblacién mayor a 10® cel/ml, en la cual se agrega una cantidad de

microcina que da una baja actividad bactericida (94%
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Tabla 11. Efecto del DHB sobre la sensibilidad a la microcina E492 de la
cepa de E. coli BL21.

Condicion Sin microcina E492 Con microcina E492

[10° cel/ml] [% muerte] [10° cel/ml] [% muerte]
-DHB
12 min 0,43 (£ 0.07) 0% (%17 %) 0,073 (£ 0,04) 83 % (= 10 %)
90 min 2,6 (£0.2) 0% (x8%) 2,47 (£ 0.5) 6 % (£ 19 %)
+ DHB
12 min 0,40 (£ 0,1) 0 % (£ 27 %) 0,014 (£ 0,003) 97 % (£ 0,6 %)
a0 min 24R(+0 2\ 0 % (+ O %) 0001 (+00NON2Y 99 9 % {4+ 0 N1%)

La cepa de E. coli BL21 se crecié en medio LB hasta la fase exponencial y
posteriormente se dividic en dos porciones. A uno de ellas se le adicioné 10 mM
de DHB vy se incubd 12 o 90 min a 37°C. Las células de ambos cultivos se
lavaron y resuspendieron con medio LB e inmediatamente se determind su
sensibilidad a la microcina E492. Entre paréntesis se indica la desviacion

estandar de! experimento realizado por triplicado.
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de sobrevida) se ve dramaticamente aumentada cuando Ias‘ células sensibles
se fratan con DHB (0,01% de sobrevida). El medio LB contiene
aproximadamente 10® M de Fe disponible para la célula, lo cual hace probable
que el sistema de la enterobactina presente una expresion basal con un bajo
numero de receptores FepA, Fiu y Cir. El cultivo con DHB probablemente
induciria la expresion del sistema de la enterobactina, aumentando el niumero
de estos tres receptores de membrana externa, lo que llevaria a un incremento

en la sensibilidad por la microcina E492.

3.5.4 Los productos de hidrélisis de la enterobactina son antagonistas de
la actividad bactericida de la microcina E492.

Otros ligandos naturales de los receptores FepA, Fiu y Cir son los
productos de hidrélisis de la enterobactina. Para estudiar su posible papel
antagonista fue necesario purificarlos siguiendo la metodologia propuesta por
Winkelmann y col. (1994), la cual se describe en la seccién Materiales y
Métodos. Las fracciones obtenidas por HPLC de fase reversa y analizadas por
cromatografia en capa fina permitieron obtener de forma pura los mondmeros,
dimeros y trimeros lineales del 2,3-dihidroxibenzoilserina, ademas de la propia
enterobactina (Fig. 10). Con el objeto de evitar la presencia de siderdforos
producidos por la cepa sensible y su importacién durante el ensayo, los
experimentos se realizaron utilizando la cepa indicadora de E. coli AN260
(fepC). Para comparar la actividad antagonista entre estas distintas moléculas,

se determiné la concentracion inhibidora (Clspe,) de antagonista capaz de inhibir
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Absorbancia (245 nm)

04 | Moléculas  Literatura Experimento
(xf) (xf)

03 D .

T DBS 0,76 0,76 (Pico 1)
0z J 5 DBS, 0,66 0,68 (Pico 2)

1

01 4 3 DBS; 0,55 0,56 (Pico 3)

I Enterobactina 0,2 0,22 (Pico4)
Qo J 1\-_4\_%

6C ©° 2 @ 4 B @
Tiepo(in)

Figura 10. Analisis cromatografico mediante HPLC y TLC de un extracto
organico del sobrenadante de la cepa mutante de E. coli H1941 (fur). 100
ml del sobrenadante de un cultivoe de E. coli H1941 (fur) crecido hasta la fase
estacionaria se sometié a una extraccion con acetato de etilo. Este extracio se
evapord, se resuspendié en 50 pl de acetonitrilo 10% y cromatografié en una
columna C-18 (Merck) usando una gradiente de acetonitrilo 10-50 % 'durante
una hora con un flujp de 1 ml/min. Las fracciones eluidas corresponden al:
acido 2,3 dihidroxibenzoico (D), mondmero DBS (1), dimero DBS; (2), trimero
lineal DBS; (3) y enterobactina (4). A cada fraccién se le determiné mediante
TLC su movilidad electroforética utilizando placas de celulosa de acuerdo al
procedimiento descrito en Materiales y Métodos. Los valores de migracion en la
tabla inserta se compararon con los observados en la literatura (O'Brien y col.,

1969, 1970).
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el 50% de la actividad bactericida de la microcina E492. En estos ensayos de
inhibicién de la actividad bactericida de la microcina E492 se observo que el
mondémero posee un leve efecto antagonista cuando su concentracion es
superior a 0,5 mM (Fig. 11A), en tanto que el trimero, la enterobactina y el
dimero son buenos antagonistas de la actividad de la microcina E492 (Fig. 11
B) con valores de Clspy de 0,13 pM, 0,14 pM y 0,36 uM respectivamente. Si
consideramos que el principal receptor de la microcina es FepA, en menor
medida Fiu y con una pequefia participacién de Cir, es posible suponer que la
baja actividad antagonista del DBS y DHB estaria dada por la baja afinidad de
ambos compuestos por el receptor FepA. Es probable que en el rango de
concentraciones en que el DBS y DHB poseen actividad antagonista sobre la
microcina E492, habitualmente no se encuentre en el ambiente disminuyendo
su papel biolégico como antagonista de la microcina E492. Por otro lado, es
posible que la actividad antagonista del trimero lineal se deba a que ésta
molécula podria estar compitiendo con la microcina por los receptores FepA y
Fiu, mientras que la enterobactina y el dimero probablemente también compiten
por ambos receptores pero con menor afinidad. Para corroborar esta hipotesis
se realizaron ensayos de inhibicién de la enterobactina sobre la microcina,
utilizando como cepas sensibles mutantes Unicas y dobles para los receptores
FepA, Fiu o Cir. En la Tabla 12 se observa que la enterobactina protege 16
veces a una cepa que expresa FepA, Fiu y Cir. Sin embargo, si la cepa expresa

solamente Fiu y Cir, su proteccion decae a dos veces, es decir, practicamente
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Figura 11. Ensayos de sobrevida en presencia de distintas
concentraciones de antagonistas. Las moléculas A) DHB, DBS B) DBS,,
DBS; y enterobactina se pre-incubaron con la microcina E492 (9,1 ug/ml) por 15
min a 37°C y luego se incubaron con la cepa sensible de E. coli AN260 (fepC)
por otros 15 min a 37°C. Los simbolos son; A) DHB (), DBS (e); B) DBS; (),
DBS3; (e) y enterobactina ().
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Tabla 12. Proteccion a la actividad bactericida de la microcina E492 de la

enterobactina sobre mutantes de E. coli Unicas y dobles para los

receptores FepA, Fiu y Cir.

Cepas de E. coli Genotipo Titulo Mcc E492  Titulo Mcc E492  Proteccién
relevante + enterobactina (n° veces)
H1443 fepA™ fiut cir’ 1/16 s/d 16
H873 JepA 1/32 1/16 2
H1594 Sfiv’ 1/8 sin actividad >8
H800 cir’ 1/16 1/2 8
H1877 fepA fiu 1/2 s/d 2
H1875 JepA cir 1/32 1/8 4
H1728 Jiu cir 1/8 s/d 8

La microcina E492 (84 pM) se diluyé en agua o en agua mas enterobactina (102 pM) y 5

ul de cada dilucién se agregd sobre el césped de cada mutante. El indice de proteccion

indica el nimero de veces en que disminuyd el titulo de la microcina en presencia de la

enterobactina. s/d, sin diluir.
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se ha perdido su efecto protector debido a su baja afinidad por estos
receptores. El mismo resultados se observa cuando la cepa expresa solamente
los recepiores Fiu o Cir, aunque entre estas cepas la enterobactina protege més
a la cepa que expresa el receptor Fiu (4 veces) debido a la mayor afinidad del
sideréforo por Fiu gue por Cir. Por ofro lado, si la cepa expresa en su
membrana externa solamente FepA, los niveles de proteccién son mayores a 8
veces, sugiriendo que la enterobactina ejerce sobre la microcina E492 una
inhibicion del tipo competitiva principalmente por la unién al receptor FepA y en

menor medida por su union a los receptores Fiu y Cir.

3.5.5 Competencia entre antagonistas y la microcina E492.

Para determinar si el mecanismo de inhibicidn de la enterobactina y sus
productos de hidrdlisis sobre la actividad bactericida de la microcina E492 es
por competencia con los receptores, se realizaron experimentos de
competencia utilizando concentraciones crecientes del antagonista y una
concentracion fija de la microcina E492 (26,4 pg/mi). Este ensayo se repitid
utilizando una concentracién de microcina E492 mas diluida (9,1 pg/ml), para
observar si existen cambios en la curva de inhibicién. Si la forma de la curva se
mantiene, cambiando solamente el valor de Clsgy,, entonces el tipo de inhibicidn
es de tipo competitiva, en tanto que un cambio en el maximo efecto de
proteccidén da cuenta de una inhibicion del tipo no competitiva. La Figura 12

muestra que para €l DBS;, DBS;y la enterobactina, hay un cambio en los
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Figura 12. Efecto de la concentracién de microcina E492 sobre la actividad

antagonista. Microcina E492 9,1 pg/ml (simbolos llenos) y microcina E492

26,4 pg/ml (simbolos vacios) se mezclaron con concentraciones crecientes de

cada antagonista y se midié la actividad bactericida sobre la cepa de E. coli

AN260 (fepC). Antagonista DBS; (A), DBSz (B) y enterobactina (C).
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valores de Clsgy, conservandose la forma de la curva. El Clsoy, del DBS;
disminuyd 4 veces (Clsoy, 1,6 pM), la enterobactina 67 veces (Clso% 9,5 uM) y el
DBS; 6 veces (Figura 12), indicando una inhibicion de tipo competitiva. En estas
condiciones, el efecto antagonista del trimero y del dimero de DBS disminuyen
en menor proporcién posiblemente debido a la mayor afinidad del trimero y
dimero por FepA, Fiu y Cir, lo cual otorgaria una mayor proteccion en
comparacién con la enterobactina. Finalmente, se quiso evaluar el efecto
conjunto de estos antagonistas sobre la actividad de la microcina E492,
utilizando un extracto crude de enterobactina y sus productos de hidrdlisis y
aumentando la concentracién de la microcina. En la Figura 13 se observa
nuevamente una inhibicién de tipo competitiva sobre la actividad de la microcina
E492, ya que disminuye solamente el valor de CBsoy desde 0,04 uM a 0,17 pM,
respectivamente. Se observa que en presencia de los antagonistas, es
necesario una mayor cantidad de microcina para reproducir su efecto

bactericida.

3.6 Relacion de Ia produccion de microcina E492 con el metabolismo de la
enterobactina.

3.6.1 Caracterizacion de la cepa mutante de E. coli VCS257p527 (mceD
::Tnb)

La cepa mutante productora p527 posee una insercion del transposdn TnS en el
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Figura 13. Actividad de la microcina E492 en presencia de una mezcla de

antagonistas. Un extracto que contenia una mezcla de la enterobactina y sus

productos de hidrolisis (12 pM)

se utilizdé como antagonista sobre

concentraciones crecientes de microcina E492. Cada mezcla se incubd con la

cepa sensible de E. coli H1443 (aroB) durante 15 min a 37°C y luego se

determind el porcentaje de sobrevida respecto de céiulas no tratadas con

microcina para sustraer el porcentaje de células muertas. Microcina E492 (e),

microcina E492 mas antagonistas (o).
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nucledtido 3156 dentro del gen mceD (2600-3841, GenBank numero de
acceso AF063590), el cual es similar a la proteina IroB de Salmonelia
enterica y Fes de E. coli. Dado que los genes iroB y fes estan relacionados con
el metabolismo de siderdforos del tipo catecol, se estudié la mutante mceD::Tnb
para inferir el posible papel de MceD en la produccion de microcina activa y la
posible relacién entre el metabolismo de la microcina E492 y el de Ia
enterobactina. La colonia de la cepa silvestre productora de microcina de E. coli
VCS257 pJAM434 y de la cepa mutante de E. coli VCS257 p527, producen
halos de inhibicion de crecimiento al crecer sobre el césped de la cepa
indicadora de E. coli BL21. Al cultivar estas cepas productoras de microcina en
un medio liquido, el sobrenadante de !a cepa de E. colfi VCS257 pJAM434
presenta una actividad bactericida mientras que la cepa de E. coli VCS257 pb27
no presenta actividad bactericida a menos que su sobrenadante se incube a
bafio maria por 10 min (Tabla 13). La purificacién de la microcina a partir de un
litro del sobrenadante del cultivo de la cepa de E. coli VCS257 pJAM434
presenta una actividad bactericida de 32 UA (Tabla 13), en tanto que la
microcina purificada a partir del cultivo de la cepa de E. coli VCS257 p527 no
tiene actividad, ni tampoco luego de su calentamiento a bafio maria, sugiriendo
que el calentamiento del sobrenadante debe haber inducido algin tipo de
activacion en el cultivo, el cual parece ser independiente de la propia microcina
E492. Curiosamente, el calentamiento del cultivo total o solamente del
sobrenadante de la cepa de E. coli VCS257 p527 producen la misma activacion

en la actividad bactericida, sugiriendo que ésta activacion se relaciona con algo
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Tabla 13. Actividad antibiotica de las cepas de E. coli VCS257 p434 y VCS257 p527

Cepas Condiciones Actividad bactericida (UA) Actividad antibiotica (UA)
sobre E. coli BL21 sobre F. coli tonB
E. coli colonia con actividad sin actividad
VCS257
pJAMA434 sobrenadante 1 sin actividad
sobrenadante + T° 1 sin actividad
cultivo + T° 1 sin actividad
microcina purificada 32 sin actividad
microcina purificada + T° 32 sin actividad
E. coli colonia con actividad sin actividad
VCS8257
p527 Sobrenadante sin actividad sin actividad
Sobrenadante + T° 1 sin actividad
cultivo + T° 1 sin actividad
microcina purificada sin actividad sin actividad
microcina purificada + T°

La actividad bactericida de colonias, cultivos liquidos, sus sobrenadantes y de la
microcina purificada se determiné como se describié en Materiales y Métodos.
Se utilizaron céspedes de E. coli BL21 y X8605 (fonB). Alternativamente, el
cultivo o el sobrenadante se calentaron a bafo maria durante 10 min, antes de
determinar su titulo sobre el césped. La microcina purificada soluble en metanol
95% se evapord sin llegar a sequedad y se resuspendié en el mismo volumen
de agua, previo a su tratamiento con temperatura. Las unidades arbitrarias (U
A) se estimaron en base al titulo de la actividad bactericida.
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presente en el sobrenadante y no en la célula. Por otro lado, tanto las colonias
como el precipitado de un cultivo liquido de la cepa de E. coli VCS257 p527
presentan un aspecto mucoide, sugiriendo una mayor lisis celular en
comparacién con la cepa silvestre de E. coli VCS257 pJAM434. La produccion
de microcina en ausencia de MceD parece ser nociva para la célula, sugiriendo
que MceD podria ser necesarla para favorecer la liberacion de la microcina
activa. En ausencia de MceD, posiblemente la exportacién de microcina queda
interrumpida, generandose alguna inestabilidad a nivel de la membrana interna

y/o externa, que origina este fenotipo susceptible de lisis.

3.6.2 La proteina MceD y la enzima Fes no complementan sus actividades
enzimaticas ;n E. coli.

Dado que la proteina Fes y MceD son similares en su secuencia
primaria, se quiso estudiar si existia complementacion funcional entre ambas
proteinas. Existia la posibilidad que en la cepa mutante de E. coli VCS257 p527
la posible actividad esterasa de MceD fuera complementada por la enzima Fes
y que esto diera el fenotipo productor de microcina activa observado en la
colonia. Para probar esta hipotesis se transformé la cepa mutante de E. coli
AN273 (fes) con los plasmidios pJEM15, pJAM434 y p527 y se enconiré que
estas tres cepas transformadas son productoras de microcina activa (Tabla 14),
indicando por un lado que ia enzima Fes no es nécesaria para la produccion de

microcina activa, y por otro descartando la posible complementacién funcional

de Fes por MceD en la cepa mutante de E. coli VCS257 p527. También se
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Tabla 14. Actividad bactericida de [a microcina E492 en distintas cepas
hospederas de E. coli.

Colonia Medio Cromoazuror

CepadeE. coli  Plasmidio
epa de E. co (actividad antibiética)

VCS257 pJEMI15 + Halo Naranjo
pJAMA434 + Halo Naranjo
p527 + Halo Naranjo
AN272 (fes) pJEM15 + Halo Naranjo Ancho
pIAM434 + Halo Naranjo Ancho
p527 + Halo Naranjo Ancho
H1443 (aroB) pJEM15 * Sin crecimiento
pJAMA434 + Sin crecimiento
p527 + Sin crecimiento
AN260 (aroB fepC) pIJEM15 + Sin crecimiento
pJAMA434 + Sin crecimiento
p527 + Sin crecimiento
H1885 (entDF) pJEM15 - Sin crecimiento
pJAM434 - Sin crecimiento
p527 - Sin crecimiento

Con los plasmidios pJAM434, pJEM15 y p527 se transformaron distintas cepas
de E. coli. La produccion de microcina activa se determind mediante la
formacion (+) o ausencia {(-) de un halo de inhibicién de crecimiento de la cepa
indicadora de E. coli H1443 y la produccion de siderdforos por la formacion de

un halo naranja alrededor de la colonia crecida en medio cromoazuror.
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quiso evaluar una posible complementacion funcional de MceD por la actividad
esterasa de Fes. La cepa mutante de E. coli AN273 (fes) no puede hidrolizar la
enterobactina férrica impidiendo la disociacion del complejo sideréforo-hierro, y
por ende el suministro del hierro a nivel intracelular. Esto lleva a la célula a una
sobreproduccién de enterobactina para aumentar el importe de hierro que
finalmente no esta disponible, evitando la formacién del complejo represor Fe-
Fur y por ende, induciendo en forma permanentemente el sistema de sintesis
de enterobactina. Para observar la sobreproduccién de enterobactina,
utilizamos placas de medio minimo suplementadas con el colorante
cromoazuror asociado a hierro. Este colorante presenta un color azul al estar
asociado al hierro y naranjo al disociarse del metal. Por ello, se aprecia un
enorme halo naranjo alrededor de la colonia de la cepa de E. coli AN273 (fes),
ya que la sobreproduccién de enterobactina secuestra el hierro asociado al
colorante, cambiando el color del medio. Una cepa de E. coli VCS257 (fes®) no
produce un halo naranjo o el diametro de este es mas reducido. La cepa de E.
coli AN273 (fes’) transformada con el plasmidio pJEM15 o pJAM434 continua
presentando un enorme halo naranjo alrededor de la colonia (Tabla 14), pues
aparentemente MceD no es capaz de complementar la actividad esterasa de
Fes. Este resultado sugiere que la putativa actividad esterasa de MceD seria
probablemente sobre sustratos diferentes. El sustrato de Fes es la
enterobactina y el sustrato de MceD podria ser la microcina asociada a algun
catecol, o bien, otra molécula distinta a la enterobactina, pero necesaria para la

liberacién de microcina activa. El mismo experimento se llevé a cabo utilizando
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cepas de E. coli no productoras de enterobactina como E. coli H1443, H1885 y
AN260 transformadas con los plasmidios pJEM15, pJAM434 y p527. Debido a
que estas cepas hospederas no producen sideréforos, no son capaces de
secuestrar el hierro asociado al cromoazuror siendo inviables en estas
condiciones de cultivo (Tabla 14). Este resultado nos sugiere ademas, que el
sistema de la microcina por si solo no produce ningln tipo de sideréforo que
sea capaz de secuestrar el hierro y permitir el crecimiento de su cepa

hospedera no productora de enterobactina.

3.6.3 Actividad de MceD es dispensable en cepas no productoras o no
importadoras de enterobactina.

Una posible explicacién al papel de MceD es que esté relacionado con la
modificacién de algin factor del tipo catecol asociado a la microcina a nivel
intracelular, de tal manera que en ausencia de MceD esta asociacion catecol-
microcina podria afectar la exportacién de la microcina. Esta hipétesis explicaria
Ja ausencia de una banda definida de microcina en un gel de poliacrilamida que
resuelve la microcina purificada desde el sobrenadante de la mutante de E. coli
VCS257 p527. En ausencia del sistema de la enterobactina, por mutaciones en
su sintesis o por bloqueo en el procesc de importacion, no deberfa existir un
complejo intracelular del tipo sideréforo-microcina, y en este caso no deberia
afectarse la exportacion de la microcina en ausencia de MceD. Para probar esta
hipétesis, se determind la presencia de la banda de microcina E492 en geles de

poliacrilamida SDS, a partir de microcina purificada desde la cepa de E. coli
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VCS257 p527 y cepas de E. coli no productoras H1443, H1885 ni importadoras
de enterobactina, E. coli AN260, transformadas con el plasmidio p527. La
Figura 14 muestra que la microcina purificada desde esta hospederas mutantes
en el metabolismo de la enterobactina presenta una banda de microcina al igual
que las microcinas silvestres expresadas en las mismas cepas hospederas,
sugiriendo que la exportacién de microcina en ausencia del sistema de la

enterobactina, ya no dependen de la actividad de MceD.

3.6.4 La falta de los genes entDF en E. coli produce microcina inactiva.

La cepa de E. coli H1885 (entDF) produce el precursor de la enterobactina
denominado DHB, y ademas, es la Unica que al fransformarse con algun
plasmidio productor de microcina activa produce microcina inactiva (Tabla 14).
Para entender este fendmeno, se analizd la posibilidad de que la cepa de E. coli
H1885 (entDF) produjera alguna molécula inhibidora de fa actividad bactericida
de la microcina E492. Se realizaron ensayos de inhibicién de la actividad de la
microcina E492 utilizando el sobrenadante de la cepa E. coli H1885 (entDF) y
no se observé un efecto inhibidor sobre la actividad bactericida de la microcina
E492 (Tabla 15), lo cual descarta la produccion de un inhibidor por esta cepa.
Como se esperaba, el sobrenadante de la cepa de E. coli H1941 (fur), la cual
expresa constitutivamente la enterobactina y sus productos de hidrdlisis, inhibe
completamente la actividad bactericida de la microcina E492 (Tabla 15). Otra

explicacion a la produccién de microcina inactiva por la cepa de E. coli H1885
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Figura 14. Expresion de la proteina microcina E492 en distintas cepas de
E. coli. La microcina E492 se purificd a partir del sobrenadante del cultivo de
distintas cepa hospederas de E. cofi y se resolvio en un gel de poliacrilamida-
SDS 16%, como se indica en la Materiales y Métodos. A, carril 1 microcina de la
cepa de E. coli VCS257 p527; carril 2, estandar de peso molecular (2.2, 3.4,
6.2, v 8.16 kDa); carrl 3, E. coli VCS257 pJEM15; carril 4-6 microcinas
purificadas a partir de cepas de E. coli H1443 (aroB) transformadas con los
plasmidios pJEM15, pJAM434 o p527, respectivamente. B, carril 1, estandar de
peso molecular; carril 2 y 3, microcina de la cepa de E. coli AN260 (fepC)
transformada con pJAM434 o p527. C, El carril 1 esténdares de peso molecular,
carril 2 microcina de la cepa de E. cofi VCS257 pJEM15 y carril 3 microcina de
la cepa de E. coli H1885 (entDF) pJEM15. La flecha indica la banda de la

microcina E492.
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Tabla 15. Efecto de sobrenadantes de distintas cepas mutantes de E. col,
sobre la actividad de la microcina E492.

Ensayo de actividad Genotipo relevante % muerte celular
Microcina E492 99,8 (£ 0.01 %)
Microcina E492 + SN E. coli BL21 wit 95,7 (£ 0.4 %)
Microcina E492 + SN E. coli H1885 entDF 99,7 (+ 0.03 %)

Microcina E492 + SN E. coli H1941 fur 0 (31 %)

El sobrenadante (SN) de un cultivo en la fase estacionaria (Agoo 1,3) en medio

minimo M9 suplementado con 5 uM de DTPA, se filtré y mezclé con microcina

E492 (12,0 ug/ml) e incubé con la cepa sensible de E. coli BL21.




{(entDF) pJEM15, es que ocurra un fenémeno similar al observado en mutantes
en los genes de maduracion de la microcina E492, los cuales participan de
alguna forma en la conformacion correcta de la microcina E492 activa (Baeza,
2003). Una de estas mutantes es la cepa de E. coli VCS257 np133 (mceC::Tns)
que produce microcina inactiva impidiendo el reconocimiento de la proteina a
nivel de los receptores de membrana externa {Corsini y col, 2002). Sin
embargo, en este caso, la microcina activa puede convertir esia microcina
inactiva en microcina activa, a través de un proceso similar al descrito en los
priones. Para determinar si la microcina inactiva producida en la cepa de E. colf
H1885 (entDF) pJEM15 se comporta de manera similar a la microcina
producida por la cepa de E. coli VCS257 np133, se estudiaron las propiedades
de la microcina y su capacidad de convertirse a la forma activa en presencia de

microcina silvestre.

3.6.5 La microcina activa es capaz de producir la activacion de la
microcina inactiva producida en la cepa de E. coli entDF.

El ensayo de activacidn se realizd en medio acuoso a partir de una mezcla
1:9 de microcina activa y microcina producida por la cepa de E. coli H1885
(entDF) incubandose a 37°C por 15 min, tal como se describe en Materiales y
Métodos. La activacién de la microcina-entDF se observa con la disminucion de
aproximadamente 7,4 veces en el porcentaje de sobrevida de la cepa sensible
ante la mezcla microcina-entDF/microcina-silvestre (1:9) (Tabla 16). Este

ensayo de activacidn también se realizé en presencia del solvente metanol
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Tabla 16. Activacién de la microcina inactiva Mcc-entDF por la microcina
activa en solucion acuosa.

% de sobrevida de E. coli Bl.21

Condiciones 1 2 3 4 promedio
No adicién 100 (#10) 100 (£31)  100(£28,3) 100(x35) 100
Mcc-entDF (34,7 pg/mi) 114 (1) 93 (£13) 103 (x28) 88 (£29) 99,5
Mcc® (32,1 ng/ml) 3 (20,56) 5,6 (+1) 13@1,2)  05(0,02) 26
Mcc-entDF + Mcc® 032(:0,02) 053 (£0,25) 0,37 (:0,032) 0,08(20,01) 0,32

(10:1)
(312,3 pg/ml : 32,1 pug/ml)

Razodn de activacion 9,4 10,6 3,5 6,25

74

Mcc-entDF, microcina inactiva aislada desde el sobrenadante de la mutante de
E. coli H1885 (entDF) transformada con el plasmidio pJEM15. Mcc?, microcina
activa purificada desde una cepa silvestre de E. coli VCS257 pJEM15. 1, 2,3 y
4 son ensayos de activacion independientes. Cada determinacion se realizé por

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

Meétodos.
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utilizando el ensayo de titulacion sobre un césped sensible, observandose un
aumento de dos veces en el titulo de la microcina E492 (Fig. 15). La menor
razon de activacion en este ultimo ensayo puede ser explicada por la menor
sensibilidad del método de deteccién, ya que requiere mas del 90% de
inhibicion del crecimiento del césped para producir un halo de inhibicidn visible.
Para establecer que la activacion de la microcina-enfDF al igual que Ila
microcina purificada a partir de una mutante en mceC::Tn5, es producto de un
cambio conformacional de la microcina, se determiné el porcentaje de
estructura secundaria mediante dicroismo circular en el UV-lejano. La Figura 16
muestra que el espectro de la microcina producida en la mutante de E. colf
H1885 (entDF) presenta el tipico espectro con un mayor contenido de
estructura helice-o. (minimos a 208 y 221nm) cuando se le compara con la
forma activa que tiene un mayor contenido de hoja-f (minimo a 216 nm).
Estructuralmente estas diferencias pueden ser significativas y solamente la
determinacién de la estructura terciaria de la microcina E492 permitira
determinar en forma mas precisa el cambio estructural que inactiva a la
microcina E492-entDF. Este resultado es consistente con el descrito para la
mutante en mceC, cuya microcina presenta un menor porcentaje de estructura
hoja-B y aumento en el contenido de hélice-a. Por lo tanto, la activacion de la
microcina producida en la mutante de E. coli H1885 (entDF) al igual que la
mutante en mceC::Tn5, es debido a una conversién del contenido de hélice-a

en hoja-B (Baeza, 2003). Estudios preliminares de microscopia electronica
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Titulo

A. Mcc (32,1 pg/ml) 1/2

B. Mcc-entDF + Mce (10:1) 1/4

(312 pg/mi: 32,1 pg/ml}

C. Mcc-entDF (312 pg/ml) sin actividad

Figura 15. Activacién de [a Mcc-entDF en metanol. Alicuotas de 3 pl de
diluciones seriadas de las respectivas mezclas se sembraron sobre un césped
de células sensibles a la microcina E492. A) Titulo de la microcina silvestre, B)
Titulo de mezcla microcina-entDF {Mcc-entDF) y microcina silvestre (Mcc), C)
Una alicuota de la microcina-entDF. Cada microcina se aislé desde el
sobrenadante de la cepa mutante de E. coli H1885 (entDF) pJEM15 y la cepa
silvestre de E. cofi VCS257 pJEM15. Las concentraciones utilizadas de
microcina E492-entDF y microcina E492 fueron de 312 pg/ml y 32,1ug/mi
respectivamente. En la mezcla, las concentraciones fueron de 312 pg/ml y

32,1ug/ml para la microcina E492-entDF y microcina silvestre, respectivamente.
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Figura 16. Estructura secundaria de la microcina E492 inactiva purificada
desde la cepa de E. coli H1885 (entDF). El analisis 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. Microcina
activa producida por la cepa silvestre de E. coli VCS257(—), microcina inactiva
producida por la cepa mutante de E. coli H1885 entDF (—).
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revelan que la forma inactiva no forma polimeros de estructura filamentosa,

como se ha descrito para la microcina activa (datos no mostrados).
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DISCUSION

4.1 Modelo de la importacién de la microcina E492 en Escherichia coli.

Los resultados presentados junio a los antecedentes del laboratorio
permiten identificar a las proteinas de membrana externa FepA, Fiu y Ciry el
sistema transductor de energia TonB como los componentes necesarios para el
transporte de la microcina E492 desde el medio extracelular hacia la membrana
interna. Al igual que otras colicinas, la microcina E492 utiliza una via de captacion
de nutrientes para ingresar al interior de la célula blanco, la cual pertenece a la
importacion de hierro a través del sideréforo enterobactina. Sin embargo, de esta
via de importacion solo utiliza las proteinas de membrana externa para translocar
a la microcina desde el medio extracelular hacia el espacio periplasmatico en un
proceso aparentemente independiente del sistema TonB, ya que mutantes truncas
en TonB que carecen de su porcidn periplasmatica son sensibles a la microcina
E492 (Baeza, 2003). Para la insercion de la microcina en la membrana interna y/o
la formacién de un canal idnico, la microcina E492 depende del sistema TonB. En
este sentido podemos sugerir un medelo de importacién para la microcina E492
(Fig. 17) que contempla un reconocimiento de la microcina E492 por los
receptores FepA, Fiu y Cir, gatillando la apertura del receptor y el paso de la
microcina hacia el periplasma, para posteriormente via TonB insertarse y

despolarizar la membrana citoplasmatica, causando la muerte de la célula.
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Citoplasma Canal de

Sistema microcina E492

TonB ExbBD

Figura 17. Modelo de la importacion de la microcina E492 en E. coli. En el
esquema se muestra el reconocimiento de la microcina £492 por sus receptores
de membrana externa (ME) FepA, Fiu y Cir. Luego pasa a través del receptor
hacia el periplasma, donde interacttia con la proteina TonB y se inserfa en la
membrana interna (MI) para formar un canal que despolariza la membrana.
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4.2 Diferencias en el transporte de la microcina E492 entre los receptores
FepA, Fiu y Cir.

Cada receptor le confiere a la célula distintos grados de sensibilidad por la
actividad bactericida de la microcina E492. Los resultados presentados sugieren
que estas diferencias se deben a la capacidad de cada receptor para reconocer a
la microcina y transportarla hacia el espacio periplasmético y de la densidad de
éstos en la membrana externa. Respecto del sistema TonB, al cambiar las
concentraciones de hierro del ambiente, la conceniracion de este sistema
transductor de energia no varia mucho en comparaciéon con la densidad de los
receptores en la membrana externa, de manera que su confribucion a la
sensibilidad por la microcina E492 es relativamente constante. Estos resultados se
corresponden con ¢! estudio de la densidad de estas proteinas FepA y TonB en
presencia y ausencia de DTPA (Higgs y col., 2002). Este estudio mostr6 que a una
concentracién de DTPA 10 uM no hay cambios en los niveles de sistema TonB,
pero si se observé un aumento en la densidad del receptor FepA. Estos
antecedentes descartan como etapa limitante en el transporte de la microcina
E492, a la insercidn de la microcina en [a membrana citoplasmaética y la formacion
del ¢anal via TonB, sino mas bien, sefiala al proceso de translocacion de la
microcina hacia el periplasma como la etapa limitante. Si bien la franslocacion de
la microcina hacia el periplasma es posible en presencia de la proteina TonB
trunca en su porcioén periplasmatica, este evento es mas eficiente con la proteina
TonB completa (Baeza, 2003). La enterobactina y la colicina B tienen constantes

de disociacion de 24 nM y 185 nM para el receptor FepA, respectivamente. Si se
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postula a la unién de la microcina al receptor como la etapa limitante en la
importacién y dado que su valor de CBsgy, para el receptor FepA es de 170 nM, es
probable que su constante de disociacion sea similar al de la colicina B. Si bien el
valor CBsge, involucra la sumatoria de las constantes de disociacion, transporte a
través de la membrana externa, interaccion con TonB y formacion del canal, es
probable que la constante de disociacién sea mayor al de las otras constantes y
por ende, similar al de las colicina B. Sin embargo, aunque ambas bacteriocinas
pueden tener similares constantes de disociacion por el receptor FepA, es muy
probable que en éste receptor la microcina y la colicina B sean reconocidas por
distintos sitios de union. A diferencia de la microcina, la colicina B no es importada
por los receptores de Fiu y Cir y su sitio de union dentro del receptor FepA es
distinto del sitio de union de la enterobactina. Por lo tanto, es probable que la
microcina sea reconocida por la region que reconoce a la enterobactina y que

debiera estar relativamente conservada en los receptores Fiu y Cir.

4.3 Mecanismo de reconocimiento de la microcina E492 por sus receptores
de membrana externa.

Las colicinas G, H y microcinas M y H47 también son importadas por los
receptores FepA, Fiu y Cir. Sin embargo, estas microcinas no presentan una
identidad significativa con la microcina E492 a excepcién de su extremo carboxilo
terminal (Patzer y col., 2003), sugiriendo que ésta porcion debe ser importante
para el reconocimiento de la bacteriocina al nivel de sus receptores. Por ofra parte,
la microcina 24 que comparte un 43% de identidad con la microcina E492, es

importada por el receptor FhuA y no por los receptores FepA, Fui y Cir, y carece
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del extremo carboxilo terminal presente en las bacteriocinas importadas por los
tres receptores antes mencionados. Ofro antecedente que apoya la importancia

de! extremo carboxilo terminal en el proceso de importaciéon es que en la colicina

Ia los residuos acidos del extremo carboxilo terminal podrian emular a la

enterobactina-férrica y asi ser reconocida por el receptor Cir (Cao y Klebba, 2002).
En base a estos antecedentes, se quiso determinar el papel del extremo carboxilo
terminal en la importacién. Los ensayos de competencia utilizando el péptido
sintético del extremo carboxilo terminal o anticuerpos contra el extremo carboxilo
terminal de la microcina, no inhibieron su actividad bactericida. Una explicacion a
estos resultados es que el extremo carboxilo 'terminal esta ubicado al interior al de
la microcina, de manera que no es reconocido por los anticuerpos y que solo se
exponga al momento del reconocimiento por sus receptores. En este caso, se
podria suponer que la primera interaccion con el receptor es de tipo hidrofobica, lo
cual expone la porcién carboxilo terminal para interactuar mediante cargas y en
forma mas especifica con una region interna de FepA, Fiu o Cir, estimulando la
apertura del receptor. Asi, la presencia del péptido de los uitimos 20 aminoacidos
de la microcina E492 probablemente no interactuaria muy bien con la porcién
hidrofobica del receptor, dificultandose su entrada hacia la porcidn de
reconocimiento mas especifica, explicando la falta de actividad inhibidora del
péptido sintético sobre la actividad bactericida de la microcina E492. Esto ademas
implicaria, que en el reconocimiento del receptor participaria mas de una region de

la microcina E492. Oftra explicacién a la incapacidad del péptido para competir por

los receptores de membrana externa, es que la unidn del péptido a los receptores




induzca un cambio conformacional que implique la importacion del péptido. En
este sentido, la presencia del péptido solamente retardaria la velocidad de
importacién de la microcina, pero no afectaria su efecto bactericida. Los resultados
que muestran un cambio en la velocidad de importacion de la microcina apoyarian
esta (ltima hipotesis, aunque no se puede inferir las propiedades del extremo
carboxilo terminal de la microcina E492 en la importacién de la microcina E492.

Nuevas estrategias deben ser disefiadas para abordar esta problematica.

4.4 El paso de la microcina a través del receptor de membrana externa.

Actualmente se desconoce si el paso de la bacteriocina a fravés de su

raceptor de membrana externa involucra un proceso de denaturacion en la cual
pasaria en forma desplegada (Cao y Klebba, 2002), aunque se manejan distintas
hipotesis. Una de ellas es la hipGtesis de la “aguja”, la cual contempla el paso de la
proteina en forma plegada para formar inmediatamente el canal en la membrana
interna. La otra hipotesis denominada “threading” contempla el desplegamiento de
la bacteriocina en la superficie celular y posteriormente su paso a traves del
receptor. Respecto de la microcina E492, el hecho que un esferoplasto es capaz
de sufrir su efecto bactericida, sugiere que no se requieren de grandes cambio al
pasar por sus receptores para ejercer ésta accidn bactericida, favoreciéndose en
ese sentido la hipotesis de la aguja. Ademas, se ha determinado que el diametro
interno del receptor FepA en su estado abierto podria llegar a medir 40 A(Caoy
Klebba, 2002), permitiendo e! paso de una proteina pequefia sin grandes cambios
en su estructura nativa. Por otro lado, la interaccién de TonB con la microcina es

absolutamente indispensable, en tanto que la interaccion de los receptores con la
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microcina es dispensable pues si se permeabiliza la membrana externa, la célula
blanco permanece sensible a la actividad bactericida de la microcina E492. La
interaccion de la proteina TonB se produce aln con la forma inactiva de la
microcina, pues células permeabilizadas son sensibles a esta forma inactiva. En
este sentido, es probablemente que si la microcina presenta cambios moderados
en su estructura, no se vea afectado o su interaccion con TonB para la insercion
en la membrana citoplasmatica, sino mas bien se afecta e! proceso de

reconocimiento por sus receptores.

4.5 Posibles ventajas fisioldgicas de la microcina E492 al poseer tres
receptores de importacion.

La microcina E492 ha sido descrita como una bacteriocina capaz de inducir
la despolarizacidn de la membrana mediante la formacién de un solo poro de
microcina E492 (de Lorenzo, 1984), por lo cual se requeririan de bajas cantidades
de microcina E492 para ejercer ésta accion bactericida. Basta que la afinidad de
su receptor reconozca bajas concentraciones de microcina para que la cepa
padezca su efecto mortal. Asi, las bajas afinidades que podrian presentar Fiu y Cir
por la microcina E492, simplemente indican que a diferencia de FepA,
probablemente no detecten pequefias concentraciones de microcina, las cuales
podrian ser nocivas para una cepa que expresa FepA. Sin embargo, solo se
requiere de un aumento de entre 3 a 10 veces en la concentracidn de microcina
E492, para que la cepa que expresan solamente Fiu o Cir sea susceptible al
efecto bactericida. Si consideramos que el ambiente natural de Klebsiella

pneumoniae RYC492 es el limen intestinal, es probable que esta cepa esté

109



formando biopeliculas. En estas condiciones K. pneumoniae RYC492 deberia
generar una concentracion efectiva muy alta de microcina E492, favoreciendo la
importacién de microcina E492 en la cepa sensible por cualquiera de sus fres
receptores FepA, Fiu o Cir. Esta poblacion dificiimente podra generar mutantes
espontaneas dobles y triples contra los receptores de la microcina, lo cual
favorece la sobrevida de K. pneumoniae RYC492 por sobre sus competidoras. Lo
mas probable es que las cepas resistentes sean mutantes espontaneas en el
sistema TonB, sin embargo, estas mutantes seran incapaces de importar hierro y
vitamina B+, en forma eficiente, siendo facilmente desplazadas por K. pneumoniae
RYC492. Por otro lado, estos fres receptores explican porqué el espectro de
accion bactericida de la microcina, es mas amplio que el de las colicinas. Estas
dltimas generalmente actGan sobre otras cepas de E. coli o especies muy
relacionadas, sin embargo, el espectro de la microcina E492 involucra a
Citrobacter, Salmonelia, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella y algunas especies
de Vibrio. Estas especies bacterianas deben importar enterobactina o sus
productes de hidrélisis y por ende a la microcina E492. En este sentido, otras
cepas como Haemophilus parainfluenzae y H. Paraphrophilus (Williams y col.,
1990), Bordetella bronchiseptica (Beall y Hoenes, 1997) o Rhodococcus
erythropolis (Carran y col., 2001), que también pueden importar la enterobactina o
el 2,3-dihidroxibenzoato, podria ser sensibles a la actividad bactericida de la
microcina E492. Sin embargo, estas cepas no sclo deben reconocer y transportar
a esta bacteriocina hacia el periplasma, sino ademas, via TonB permitir su
insercion en la membrana citoplasmatica. Establecer “a priori” si una cepa sera

sensible o no ante la microcina E492 en base a la conservacion del sistema TonB
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o de los receptores FepA, Fiu o Cir con E. coli, es dificil. EI grupo de Postle
(Larsen y col., 1996) utilizando anticuerpos monoclonales contra la proteina TonB,
demostré que dentro de la familia Enterobacteriaceae existe una conservacion del
complejo transductor de energia TonB. Del mismo modo, el grupo de Klebba (Rutz
y col., 1991) demostré6 que los epitopos del receptor FepA son bastantes
conservados respecto de otras proteinas de membrana externa y si bien la
mayoria puede importar enterobactina férrica, estos anticuerpos también pueden
diferenciar protefnas FepA provenientes de distintos miembros de la familia
Enterobacteriaceae. Aparentemente existen regiones del receptor FepA y de la
proteina TonB gque son bastantes conservadas, pero se desconoce si estas
regiones participan de la importacién de la microcina E492. De manera que
solamente una aproximacion experimental permitird determinar si la cepa
importadora de enterobactina férrica sera sensible o resistente a la actividad
bactericida de la microcina E492, y en el caso de ser resistente, el estudio de la
sensibilidad de su respectivo esferoplasto indicaréa la etapa en que ha sido

bloqueado el transporte de la microcina hacia la membrana citoplasmatica.

4.6 Antagonistas de la actividad bactericida de la microcina E492.
4.6.1 Mecanismo de inhibicion de la microcina E492

El trimero lineal de DBS, y la enterobactina son los antagonistas mas
eficiente de la microcina E492, seguido por el dimero de DBS. Los ensayos
genéticos de inhibicion de la enterobactina libre sobre la microcina E492 utilizando
como cepas indicadoras mutantes que expresan solamente uno de los tres

receptores FepA, Fiu y Cir sugieren fuertemente un mecanismo de inhibicién de
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tipo competitivo. Si la inhibicién fuera no competitiva, entonces la enterobactina se
uniria a la microcina E492 afectando de igual manera su transporte a través de
cada uno sus tres receptores de membrana externa, asumiendo un mecanismo de
importacion similar en cada receptor. Pero lo observado sugiere una inhibicién
competitiva, ya que si hay un fuerte efecto antagonista sobre la microcina E492
cuando la cepa indicadora expresa el receptor FepA y practicamente sin actividad
antagonista cuando las cepas indicadoras expresan solamente los receptores Fiu
o Cir. Ademas las formas de la curva de inhibicién son similares cuando la
concentracion de microcina o antagonista es constante, reafirmando la inhibicion
de tipo competitiva. En este sentido, cualquier ligando que se unan fuertemente al
receptor FepA también deberian ser antagonista de la microcina E492, sin
embargo, ¢, Por que la enterobactina férrica no es capaz de inhibir la actividad
bactericida de la microcina E4927 (Orellana y Lagos, 1996). El grupo de Klebba
(1997) ha determinado mediante ensayos de unidn la inhibicion competitiva entre
la enterobactina férrica y la colicina B, demostrando que la unién de la colicina B al
receptor FepA bloguea el transporte de la enterobactina férrica, debido a que la
porcién amino terminal de la colicina B se une al receptor FepA, dejandolo en un
estado aparentemente abierto, de tal modo que su porcién de translocacion y su
porcién carboxilo terminal formadora de poro pasan a través de la membrana
externa dirigiendose hacia la membrana interna para ejercer su accion bactericida
(Rutz y col, 1992; Payne y col., 1997, Cao y Klebba, 2002). Por el contrario, la
union de la enterobactina fémrica al receptor FepA induce un cambio
conformacional que permite transiocar la enterobactina férrica hacia el periplasma,

para posteriormente volver a su estado conformacional anterior (Rutz y col, 1992).
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El transporte de la microcina E492, en este sentido, debe ser similar al de la
enterobactina, de modo que el transporte de enterobactina férrica no impide que a
continuacion se importe una molécula de microcina E492 y viceversa.
Lamentablemente no se han descrito ensayos de unién de la enterobactina libre
de hierro al receptor FepA. Debido a que en el citoplasma se encuentra la enzima
Fes, la importacion de enterobactina libre de hierro hacia el citoplasma podria
considerarse como un gasto innecesario, ya que esta molécula que no ha
contribuido a la importacion de hierro es sustrato de la actividad esterasa de Fes
degradandose a productos de hidrélisis que poseen menor afinidad por el Fe** en
comparacion con la enterobactina. Entonces es muy probable que la posible unién
de la enterobactina libre al receptor no gatile la apertura del receptor,
generandose una constante unién y desunion de la enterobactina libre al receptor
lo cual podria afectar en mayor grade la unidn de la microcina al receptor FepA, en
comparacion a una molécula como la enterobactina férrica, que es importada por
FepA. Ademas se debe considerar que la competencia por la union al receptor
FepA, no impide el transporte de microcina E492 a través de Fiu o Cir. En este
sentido, un buen antagonista de la actividad bactericida de la microcina E492, no
solo debe competir por la unién a los receptores de membrana externa FepA, Fiuy
Cir, sino ademas, no ser importados o importados débilmente por los receptores
FepA, Fiu y Cir. Ensayos que determinen las constante de union de la microcina
E492, DBS3, DBS, y enterobactina libre de hierro al receptor FepA, Fiu y Cir, a
través de métodos fluorescentes como los utilizados en el estudio de la colicina B

(Payne y col., 1997), en conjunto con ensayos de inhibicién, ayudarian a entender
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el mecanismo de inhibicibn competitiva sobre la actividad baciericida de la

microcina E492,

4.6.2 Importancia bioldgica de la actividad antagonista de la enterobactina y
el trimero lineal y dimero de DBS sobre la actividad bactericida de la
microcina E492.

Desde un punto de vista fisiologico, las primeras molécula producidas en
condiciones carentes de hierro son el DHB y posteriormente la enterobactina. Por
lo tanto, la microcina sera activa en los primeros momentos de la produccién de
enterobactina. Luego en ia medida que la enterobactina férrica comienza a ser
hidrolizada por la bacteria y empiezan a aparecer los trimeros, dimeros y
mondmeros de DBS, se incrementa la actividad antagonista del medio sobre la
actividad de la microcina E492. Finalmente, toda la enterobactina sera
transformada en monémeros de DBS, los cuales no afectaran de forma
significativa la actividad antagonista de la microcina. Por otro lado, el efecto
agonista del DHB sobre la microcina, parece ser debido a su actividad fisiologica
como factor de crecimiento (Young y col., 1967). El DHB es precursor de la
sintesis de enterobactina, sin embargo, el estimulo sobre la actividad bactericida
de la microcina deberia estar relacionado con un aumento en la expresién de los
receptores. Los operones del sistema de la enterobactina contempla a proteinas
que participan de la sintesis de enterobactina y del receptor FepA. Por lo tanto, es
muy probable que el DHB estimule en la céluia la expresién de las proteinas que
sintetizan enterobactina y en consecuencia la expresion del receptor FepA. Este

efecto estimulador no ha sido descrito para el DHB sino mas bien, para la

114




enterobactina. La cepa P. aeruginosa, no importa enterobactina a menos que la
cepa se preincube en presencia de enterobactina, estimulando la expresién de los
receptores FepA, Fiu y Cir (Thulasiraman y col., 1998) y por ende la importacién

de Ia enterobactina férrica.

4.7 Efecto del metabolismo de la enterobactina sobre la produccion de
microcina E492 activa.

La produccion de microcina inactiva en la cepa de E. coli H1885 (entDF)
suglere que otro factor no asociado covalentemente a la microcina, dependiente
del metabolismo de la enterobactina seria necesario para el correcto plegamiento
de la microcina. Este factor a nivel citoplasmatico podria inducir un cambio
conformacional para la exportacién de la microcina en formar activa y/o estar
vinculado al sistema de exportacion que es donde se produce finalmente la
conformacion activa de la microcina E492. EntD o EntF interactuarian directa o
indirectamente con el sistema de la microcina para modificar la naturaleza quimica
de este factor, favoreciendo asi el correcto plegamiento de la microcina E492. El
principal sustrato putativo de la proteina EntD, podria ser la proteina MceC. Como
se menciond anteriormente, MceC es similar a la proteina IroB del sistema de
sintesis del sideréforo salmoquelina (Patzer, 2003}, la cual se cree actia como
una glicosil-transferasa adicionando el azucar al grupo catecol. De conservarse
esta actividad en MceC, probablemente MceC requiere de un sitio activo asociado
a un grupo fosfopantetoina para unir el azlcar y transferirlo a un factor necesario
en la sintesis de microcina activa. [.a proteina EntD podria ser la encargada de

agregar este grupo fosfopanteotina a MceC. La secuencia consenso que reconoce
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EntD en su proteina blanco involucra una serina muy conservada y aminoacidos
contiguos relativamente conservados. El andlisis de secuencia de la proteina
MceC sugiere que esta proteina también podria contener esta secuencia
consenso (Tabla 17), apoyando ia hipétesis que la propone como sustrato de la

proteina EntD y vincula los sistemas de enterobactina y microcina.

4.8 Relacién entre los sistemas de la enterobactina y [a microcina E492.

Bajo condiciones restrictivas de hierro la cepa sensible comienza a expresar
todo el sistema de sintesis e importacion de la enterobactina y sus productos de
hidrolisis. Inicialmente, se estimula la sintesis de los receptores FepA, Fiu y Ciry
en el sobrenadante aparecen principalmente mondmeros de DBS y una muy
reducida cantidad de enterobactina. Sin embargo, debido a que el DBS no es un
antagonistas de la microcina E492, la célula permanece sensible a la actividad
bactericida de la microcina E492. En la medida que el cultivo va creciendo o
alcanzando la fase estacionaria, van aumentando gradualmente las
concentraciones de enterobactina, trimero lineal y dimero en el medio extracelfjiar,
inhibiendo la actividad bactericida de la microcina E492, hasta finalmente proteger
a toda la poblacién sensible. Es probable que el sistema de maduracion de la
microcina que solo es activo en la fase exponencial de crecimiento, ha
evolucionado en funcién del sistema de la enterobactina para producir microcina
activa durante la fase exponencial de crecimiento en condiciones carentes de
hierro, momento en el que el sistema de la enterobactina es subutilizado, ya que
otros sistemas importadores de hierro como el sistema citrato-férrico, son

suficientes para nutrir a la célula. Luego, en la fase estacionaria de crecimiento, la
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Tabla 17. Comparacién de secuencias consensos que contienen serinas

modificadas por [a fosfopanteinilacion

Cepa Proteina Secuencia consenso
E. coli FAS ACP DLGADSL
S. vioplaceoruber Gra ACP ELGYDSL
S. rimosus Otc ACP ALGYDSL
B subtilis SrfB1 PCP MIGGHSL
B. brevis TycA PCP SLGGDSL
E. coli EntF PCP ALGGHSL
E. coli EntB ArCP DYGLDSV
K. pneumoniae MceC (?) FLYDDSL

Abreviaciones utilizadas en esta tabla: ACP proteina acil-transportadora; PCP, proteina
peptidil transportadora ; ArCP, proteina aril-transportadora, FAS, sintetasa de 4cidos grasos,
Gra, granaticina; Otc, oxitetraciclina; SrfB1, subunidad 1 de la surfactina sintetasa; TycA,

subunidad A de la tirocidina sintetasa.
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mayor demanda de hierro induce la maxima expresién del sistema de la
enterobactina y reprime al sistema de la microcina. En conclusion, la microcina es
producida en conjunfo con la enterobactina y posiblemente con una molécula
similar a la salmoquelina, la cual podria ser necesaria para el correcto plegamiento
de la microcina. Un estudio mas detallado acerca de ia caracterizacion de este
posible cofactor, junto a la determinacion del papel del exiremo carboxilo terminal
en el proceso de importacién, ayudaran a comprender como la microcina reconoce
a FepA y es transportada hacia el espacio periplasmatico, para luego a través de

TonB ejercer su accion bactericida.
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CONCLUSIONES

Las proteinas de membrana externa FepA, Fiu y Cir son los recepiores

de la microcina E492 en Escherichia coli.

El grado de sensibilidad de E. coli a la microcina E492 esta relacionado

con la densidad de estos receptores en la membrana externa.

La microcina E492 en E. coli solamente requiere de sus receptores de

membrana externa y del sistema TonB para ejercer su accion bactericida.

El trimero lineal y dimero de DBS junto a la enterobactina son

antagonistas competitivos de la actividad bactericida de la microcina E492.

La produccién de microcina inactiva en la cepa hospedera E. colf H1885,

es debido a la secrecién de una forma inactiva de microcina rica en estructura

a-hélice.

MceD evita que el sistema de la enterobactina afecte la liberacion de la

microcina E492 activa.
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