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Nací, eso está más que claro. Lo hice en la cludad de Temuco, gracias a mi madre, un
25 de Mayo. De pequeño no recuerdo mucho, pero vivía en un lugar tranqu¡lo y apacible:
Loncoche. Sí, Loncoche donde se situaba la planta de esa conocida lechera. Ahí, cursé Kinder
sin mucho que mencionar, excepto que ya creo me daba cuenta de mi ceguera parcial (soy
m¡ope y en ese éntonces nadie tenía ¡dea de eso). Luego, y no sé por qué, nos trasladamos a
una pequeña y hermosa localidad cerca de Arauco: Laraquete. Sí, Laraquete, aquél lugar donde
hay un río en el que p¡edra que coges t¡ene una marca con forma de cruz (algo sorprendente e
inexplicable). Comené a cursar mi enseñanza básica en la Escuela F-743 San Pedro de
Laraquete (creo que ese era el nombre, sino, es la única en todo el pueblo). Me desenvolvÍ con
d¡ficultad en el primer año, de hecho me querían mover a un primero básico de rep¡tentes, con
lo cual mis padres hicieron una de las muchas cosas buenas que han hecho por mí... me
enseñaron a estudiar. Mi padre siempre me supo mot¡var. Jugábamos "damas" bajo la h¡guera,
me compraba libros que por lo demás motivaron m¡ gusto por la lectura. Julio Verne y otros
autores me maravillaban con eaos relatos fantásticos. Luego de las "damas" pasamos al
ajedrez, lo cual se convirtió en m¡ pasat¡empo por un buen rato. S¡guiendo nuestra conducta
familiar nómada, migramos hacia Santiago. Yo con 8 años de edad me ¡ntegraba y con
dificultades (sociales por sobre todo, ya que siempre me fue bien en el Colegio) a lo que sería
mi parada deflnitiva hasta el día de hoy. Llegamos a una casa en Puente Alto, la que nos trató
bien, hasta que sufrimos la primera inclemencia: mi padre trabajaba mucho fuera de la c¡udad, y
estaba en Antofagasta cuando sufrió una infección por tifus. Pasamos momentos crudos ya que
el sustento del hogar estaba en receso. Los momentos malos pasan (y los buenos también), fue
así como nos mudamos muy cerca y encontramos muy buenos am¡gos, muchos de los cuales,
perduran hasta la actual¡dad. Destaco y con mayúsculas, a mi hermano ya a estas alturas,
Eduardo. Construimos nuestras vidas iuntos, con saltos y baches, pero creo que hoy en día
pasamos por buenos momentos. Cuando ya cursaba octavo básico, mi madre y mi profesora
jefe me estimularon a postular a un líc€o de los grandes para cursar m¡ enseñanza med¡a.
Postulé al Liceo de Aplicac¡ón y quedé. Creo que fue grav¡tante en mi formación y acumulación
de experiencias el haber cursado esos 4 años en aquel Liceo. Durante el últ¡mo año, sufrí un
qu¡ebre en la percepción de mi realidad. Supe que debía hacerme responsable de algunas
cosas s¡ queria comenzar a hacer carrera univers¡tar¡a- Fue eso y gracias a mis padres el que
haya podido ingresar a la Univers¡dad de Chile. Cursé un año de Biología Amb¡ental, donde
conocí muchas personas que hasta el día de hoy disfruto viendo. Pero aún no estaba en m¡
cam¡no... en m¡ segundo año logré mi objetivo principal. lngresé a lng. en Biotecnología
Molecular vía transferenc¡a ¡nterna. Mis grandes amigos los conocí estudiando lo que me gusta,
y no me arrepiento ni un poco de m¡ decis¡ón. Hoy, a punto de Titularme, comprendo el
comportamiento nómada de mi familia: m¡s padres s¡empre quis¡eron lo melor para mí, que
pud¡era estar en el lugar y el momento adecuado para que tuviera todas las opc¡ones pos¡bles,
aunque eso significase recorrer el camino más largo. Muchos de los caminos son vál¡dos s¡
llegas a lo que te gusta. Hoy, realmente Soy.
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Dedico esta fesis a rnis padres,

potque realmente han sido padres, y de los mejores.
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RESUMEN

Las bacteriocinas son antibiót¡cos de naturaleza peptídica produc¡das por un

amplio espectro de bacterias Gram positivas y negativas. La microcina E492 es un

péptido antimicrobiano de 84 aminoácidos producido por Kebsiella pneumoniae

RYC492 activo contra especies de la familia Enterobacteriaceae. Su mecanismo de

acción es la formación de poros en la membrana interna de la célula blanco. Med¡ante

un proceso de modificación post-traduccional una molécula del tipo salmoquelina se

une covalentemente a la Ser-84 del C-terminal, lo cual sería necesario para el

reconocimiento por los receptores FepA, Fiu y Cir de la élula blanco. Cepas mutantes

en los genes que codifican para las enzimas a cargo del proceso de modificac¡ón post-

traduccional de la microc¡na E492 producen microcina inactiva y no modificada.

Af¡neamientos múltiples entre la microcina E492 y otras microcinas de la misma familia

han mostrado que hay una gran identidad a nivel del C-terminal, conservándose en un

lOoo/o la Ser-84 y uno de los dos mot¡vos Gly-Ser en las posiciones 83-84. En esta

Memor¡a se construyó una mutante de la microcina E492 en la que se reemplazó la

Ser-84 por Thr, y otra con una remoción en el últ¡mo mot¡vo Gly-Ser. Estas mutantes

presentaron una menor actividad bactericida comparadas con la microcina E492

silvestre. Por otra parte, la coexpresión de las microcinas mutantes con la silvestre no

áfectó la actividad global. EI análisis mediante espectrometría de masas de muestras

purificadas de ambas mutantes revela la presencia de formas de mayor peso a la forma

no modificada, que corresponderían a las especies modificadas post-traduccionalmente

con moléculas del tipo salmoquelina.
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ABSTRACT

Bacteriocins are peptide antibiotics produced by a wide range of Gram negative

and positlve bacteria. Mlcroc¡n E492 is an antimicrobial 84 amino acids peptide

produced by Kebsiella pneumoniae RYC492. Microcin E492 acts by forming pores in

the inner membrane of the target cells. Microcin is post-translationally modified at the

carboxyl term¡n¡ Ser-84 by a covalent link to salmochelin, which is recognized by the

catechol-s¡derophores receptors FepA, Fiu and Cir. Mutants in genes encoding

enzymes related with microcin E492 post-translational modification generate inactive

unmodified microcin. Multiple alignments between microcin E492 and other m¡crocins

from the same fam¡ly show a high identity at their C-termini, with a 100% identity in Ser-

84 and the last Gly-Ser motif at 84-83 amino acid position. ln this work, two mutants of

microcin 8492 were constructed; Ser-84 was replaced by Thr, and the last GIy-Ser

mot¡f was deleted. Activity assays showed that both purified mutants possess less

activity than the wild type purified microcin. ln addition, co-express¡on assays of the

mutant microcins and w¡ld type microcin did not affect global activity. Analysis of

purified microcin through mass spectrometry showed that both mutants have higher

mass spec¡es than the unmodified microcin, which correspond to post-translat¡onal

modified forms with salmocheline type molecules.
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I.INTRODUCCIóN.

{.1 . Bacteriocinas.

Para sobrevivir en competencia con otros organismos, las bacter¡as han

adquirido nuevas propiedades adaptativas, incluyendo la producción de agentes

antimicrobianos. Los agentes antimicrobianos se pueden clasificar en dos grupos: los

sintetizados enz¡máticamente y los codificados genéticamante y sintetizados en el

ribosoma (bacteriocinas) (Pavlova y Severinov, 2006). Las bacteriocinas son

producidas tanto por bacterias Gram positivas como Gram negativas y son secretadas

al medio extracelular, donde ejercen su acción. Los mecanismos de acción de las

bacteriocinas son muy variados. Algunas poseen actividad endodesoxiribonucleasa o

endoribonucleasa, otras son inhibidoras de la síntesis de proteínas, de la DNA girasa o

de la RNA polimerasa, y tamb¡én están las formadoras de poros, que actúan sobre la

membrana plasmática de la célula blanco disipando el potencial de membrana (Braun y

cols., 2002).

Dentro de las bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativas hay dos

grupos clasificados según su tamaño: las colicinas y las microcinas (Baquero y Moreno,

1984). Las col¡c¡nas fueron las primeras en ser caracter¡zadas y son las más

estudiadas hasta la fecha. Poseen un peso molecular superior a los l0 kDa y se

encuentran codificadas en plasmidios. Son producidas mayor¡tariamente por

Escherichia coli y su expresión es regulada por el s¡stema SOS, es decir, son

producidas cuando la célula está bajo cond¡c¡ones de estrés (Riley y Wertz, 2002).

Las microcinas son péptidos que poseen un peso molecular <10 kDa y son

producidas por bacterias Gram negativas de la familia Enterobacter¡aceae (Baquero y

Moreno, 1984). Las microcinas son generalmente hidrofóbicas y presentan una alta



estab¡lidad al calor,

1984). Sus clúster

codificantes para el

pH extremo y proteasas (de Lorenzo, 1984; Baquero y Moreno,

génicos habitualmente contienen marcos abiertos de lectura

precursor de la microcina, factores de inmunidad, proteínas

secretoras y en general enzimas de modificación, dando origen a una increíble

diversidad de estructuras de microcinas y mecan¡smos de acción (Duquesne y cols.,

2007).

En una revisión reciente (Duquesne y cols.,2007) se propone una clasificación

de las microcinas, la que ¡ncorpora algunos cr¡terios tales como la presencia,

naturaleza y ubicación de las modificaciones post-traduccionales; la organización del

clúster genético; y las secuencias del péptido líder. De acuerdo a esta clasificación, las

microcinas clase I son péptidos con un peso molecular inferior a 5 kDa, las cuales se

encuentran ampliamente modificadas post-traducc¡onalmente en su esqueleto

(MccB17, MccCT/Cs1, MccJ2S). La clase ll incluye péptidos de mayor peso molecular

(en el rango de 5-10 kDa), y se divide en dos subclasest la lla, algunas que contienen

enlaces disulfuro pero no modif¡cación post-traduccional (MccL, MccV, Mcc24); y la llb,

la cual integra a aquellas microcinas lineales que pueden portar una mod¡ficación post-

traducc¡onal en el C{erminal (MccE492, MccM y presumiblemente MccH47 y Mccl47).

1.2. Microcina E492.

1.2.1. Características generales.

La microcina E492 (mccE492) es una bacterioc¡na formadora de poros (Lagos y

cols., 1993) producida naturalmente por Klebsiella pneumoniae RYC492 que presenta

actividad bactericida sobre otras cepas Gram negativas tales como E. coli, Klebsiella,

Salmonella, Citrobacter, Enterobacter y Erwinia (de Lorenzo, 1984).



La mccE492 es un péptido hidrófóbico, con un peso molecular de 7887 kDa

(forma no modificada) y un pl de 3,8 (Lagos y cols., 1999). Al igual que otras microcinas

es resistente al tratam¡ento con tr¡pslna, a condiciones de pH ác¡do y a temperaturas

sobre los 90o C. Esta microcina puede encontrarse modificada post-tráduccionálmente

en la serina-84 del extremo carboxilo terminal mediante la un¡ón covalente de una

molécula del tipo salmoquelina (Thomas y cols., 2004).

1.2.2. Descripción del clúster genético de la mccE492.

Los determ¡nantes genéticos necesarios para la producc¡ón de mccE492 act¡va

han sido clonados y expresados en E. coli obteniéndose una microcina con

propiedades idénticas a la produc¡da po. K. pneumoniae RYC492 (Wilkens y cols.,

1997). El gen estructural de la mccE492 (mceA) codifica para una pre-proteína que es

procesada al momento de su exportac¡ón en su extremo amino term¡nal produciéndose

una proteína madura de 84 aminoácidos (Lagos y cols., 2001). No se ha dilucidado aún

s¡ la proteína precursora tiene 98 o 103 am¡noácidos, pues hay dos metioninas

(posición 1 y 5) que podrían corresponder al codón de inicio (Lagos y cols., 1999). El

gen mceB codifica para una proteína de 95 aminoácidos que le confiere inmunidad ante

su propia actividad bactericida (Lagos y cols., 1999), y se sobrepone con la región que

codifica para el pépt¡do líder de la mccE492.

La mccE492 puede encontrarse tanto en una forma activa como una inact¡va. La

actividad bactericida es otorgada a través de un proceso de maduración en el cual

están implicados los productos génicos MceC, Mcel y MceJ (Lagos y cols., 2001 )

(figura 1). Cepas con mutaciones en los genes de la maduración producen microcina

inactiva (Lagos y cols., 2001) y no modificada (datos no publicados de nuestro

3



Célula Productora

Figura l. Esquema de madurac¡ón y procesamiento de la mccE492.

La mccE492 se sintetiza como una pre-proteína, que puede o no sufrir un proceso de
modificación post-traduccional en el que participan los productos génicos MceC, Mcel, MceJ y
MceD. Ambas formas, la modif¡cada y la no modificada, al ser exportadas al med¡o extracelular
son procesadas por MceG, perdiendo el péptido líder (PL). Modificado de Lagos y cols., 2009.

!:8.
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laboratorio). MceC es homóloga a una gl¡cos¡l transferasa que participa en la sÍntesis

del sideróforo salmoquelina, MceD homóloga a una enteroquelina esterasa (hoD),

Mcel a una acil transferasa, en tanto que MceJ no tiene homólogo conocido.

Recientemente se ha demostrado in vitro que estas 4 proteínas son responsables del

proceso de modificación post-traducc¡onal, tanto en la mccE492 s¡lvestre como en un

decapéptido sintético que contiene los l0 últimos aminoácidos del carboxilo terminal de

la mccE492 (Nolan y cols., 2007).

El gen rnceE codifica para una protef na de 114 aminoácidos y no tiene

homólogo conoc¡do. El producto del gen mceF sería una proteína de 230 residuos, la

cual posee un 75Yo de identidad con la proteína McmM de los sistemas de las

microcinas H47 y M (Lagos y cols., 2009).

Los productos de los genes mce1 y mceG están involucrados en la exportación

de la mccE492 (figura 1). MceG tiene una alta ¡dentidad con los transportadores ABC

del sistema de exportación tipo I (Lagos y cols., 200'l), en tanto que MceH conesponde

a la proteína accesoria del sistema de exportación.

1.2.3. Sideróforos de tipo catecol y la modificación post-traduccional de la

mccE492.

El miembro más prominente dentro de los sideróforos de tipo catecol es la

enteroquelina (figura 2A), también llamada enterobact¡na, que fue aislada desde E coli

y S. enterica (Pollack y Neilands, 1970; O'Brien y Gibson, 1970). Este sideróforo une

hieno con una constante de afinidad extraordinariamente alta de 10-s2 M (Crossa y

Walsh, 2002). La enteroquelina consiste en un trímero cfclico de 2,3-

dihidroxibenzoilserina (DHBS), cuya biosíntesis requiere en primera instanc¡a de la
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Salmoquel¡na y su producto de degradación enzimática, salmoquelina lineal. C) mccE492
mod¡f¡cáda post-traduccionalmente con una molécula de salmoquelina. Se muestran las
enz¡mas del s¡stema de la mccE492 que part¡cipan en el proceso de mod¡ficac¡ón post-
traducc¡onal. MceC: glicosilación de la molécula de enteroquelinaj MceD: I¡nealización de la
molécula de salmoquelina; McelJ: unión covalente de la molécula de salmoquelina a la serina-
84 de la mccE492. NPRS: Sinteiasa de péptidos no r¡bosóm¡ca. Figuras adaptadas de No¡an y
cols., 2007.
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vÍa del chiquimato (síntes¡s de aminoácidos aromáticos) para generar el corismato

(Bentley, 1990). Posteriormente, a part¡r del corismato, una serie de reacciones

gobernadas por la maquinaria codificada en el operón enIABCDEF producen la

enteroquelina (Crossa, 1989; Gehring y cols., 1997; Gehring y cols., '1998). La apo-

enteroquelina (forma no unida a hierro) es secretada fuera de la célula para capturar

hierro, siendo ingresada en su forma holo (unida a hierro) principalmente por el

receptor de sideróforos t¡po catecol FepA (Pugsley y Reeves, 1977). Una vez dentro de

la célula es hidrol¡zada para liberar el hierro unido (O'Brien y cols., '1971).

Recientemente en Salmonella enteica se ha descrito que la presencia del locus

lroA, conformado por dos operones convergentes iroN e iroBCDE, codifica para

proteínas que perm¡ten la glicosilación de los bloques de DHBS que constituyen la

enteroquelina. Estas moléculas han sido llamadas genéricamente salmoquel¡nas, las

cuales son sideróforos de t¡po catecol más hidrofílicos (Hantke y cols., 2003). En el año

2005 Fichbach y cols. demostraron que las reacciones de glicosilación son catalizadas

por lroB, utilizando como sustrato más robusto la enteroquelina y UDP-glucosa como

dador del grupo glicosil, formando así enteroquelina monoglucos¡lada (MGE) (figura

2B), enteroquelina diglucosilada (DGE) e incluso enteroquelina triglucosilada (TGE), en

reacciones sucesivas. La glicosilación de la enteroquelina cambiaría sus prop¡edades

fís¡cas y estéricas s¡n comprometer su act¡vidad biológica (Fischbach y cols., 2006).

Así, a diferenc¡a de la enteroquelina, la salmoquelina no sería secuestrada por la

siderocalina, una proteína del sistema inmune innato de los mamíferos (Fischbach y

cols., 2006). La proteína lroN, homóloga a FepA, es el receptor para la salmoquelina

férrica y al igual que FepA y Cir es capaz de reconocer otros sideróforos (Hantke y

cols., 2003; Rabsch y cols., 2003).

En el año 2004, Thomas y cols., determinaron que la mccE4g2 se encuentra
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modiflcada post-traduccionalmente en la serina-84 del carboxilo terminal (figura 2C) con

una molécula de salmoquelina. En d¡cho trabajo se determinó mediante espectrometría

de masas que existen a lo menos 3 especies de mayor tamaño que la mccE4g2 sin

modificar (7887 Da), las que corresponden a microcina modificada con el trímero de

DHBS glucosilado (8718 Da); el dímero de DHBS glucosilado (8495 Da); con el

monómero de DHBS glucos¡lado (8272 Da). Se postula que dicha modificación post-

traduccional favorecería la ¡nteracción de la mccE492 con los receptores de tipo catecol

FepA, Fiu y Cir de la célula blanco (Patzer y cols., 2003).

1.2.4. Mecanismo de acc¡ón de la mccE492.

El mecanismo de acción de la mccE492 contempla en primera instancia el

reconocimiento en la membrana externa de la célula blanco por los receptores de

sideróforos tipo catecol FepA, Fiu y Cir (Skahsburger y cols., 2005). Tal reconocimiento

estaría mediado por la molécula de salmoquelina unida al extremo carbox¡lo terminal de

la mccE492, por lo que se ha planteado que la mccE492 modificada post-

traduccionalmente con la molécula sideróforo salmoquelina favorece su interacción con

los receptores para la posterior internalización a la célula blanco (Thomas y cols.,

2004), facilitando la importac¡ón de esta toxina emulando una estrategia tipo 'caballo

de Troya" (Fischbach y cols., 2006). La translocación al periplasma de la célula

sensible usa el sistema transductor de energía TonB/ExbBD (Pugsley y cols., 1986),

dentro de los cuales TonB ¡nteractuaría con la mccE492 (Baeza, 2003; Flores, 2008).

La actividad bactericida sería llevada a cabo mediante la despolarización de la

membrana interna (de Lorenzo y Pugsley, 1985), producto de la formación de poros,

hecho que se infiere por su capacidad de formar canales iónicos en bicapas lipíd¡cas

(Lagos y cols., f 993).
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En el año 2006, Bieler y cols. determ¡naron que hay un componente esencial para

la actividad bactericida de la mccE492. Su toxicidad es estrictamente dependiente de la

presencia de ManYZ, un complejo prote¡co de membrana interna involucrado en la

captación de manosa. Sin embargo, no ha sido posible determinar s¡ interactúa y a qué

nivel con el sistema TonB/ExbBD y con la mccE492.

En la figura 3 se muestra un esquema con todos los elementos implicados hasta la

fecha y su partic¡pación en el mecanismo de acción de la mccE492.

Alineamientos múltiples entre la mccE492 y otras microcinas de la clase llb

(MccM, MccH47 y Mccl47) muestran que hay una gran identidad a nivel del carboxilo

term¡nal (Nolan y cols., 2007; Azpiroz y Laviña, 2007). Dentro de los 'l0 últimos

am¡noác¡dos, hay al menos 5 que están 100% conservados. Uno de esos es la serina-

84 y la glicina que la antecede en la posición 83, motivo que se repite en las posiciones

81 y 82 en la mccE492 (Gly-Ser-Gly-Ser).

En esta Memoria, se estudió el papel de la serina-84 y del último mot¡vo glic¡na-

serina en la act¡v¡dad bacteric¡da y en la modificación post-traduccional de la mccE492.

Para tal efecto se construyó una mutante en que se cambia la ser¡na-84 por una

treonina (SBaD, y otra que carece de los dos últimos aminoácidos (AGS84) acortando

el carboxilo terminal, dejando glicina-8 f -serina-82 como últimos aminoácidos. Se

investigó si la serina-84, que es esencial para la modificación posftraduccional y la

actividad bactericida, puede ser sustituida por un aminoácido de características

similares. Además se estableció s¡ es que la remoc¡ón de uno de los motivos Gly-Ser,

que deja Gly-81-Ser-82 en el C-terminal, conserva la activ¡dad bactericida y si es

suscept¡ble de modificar post-traduccionalmente en la serina-82, emulando lo que

ocurre en la serina-84 de la microcina silvestre. Para determ¡nar si este planteamiento
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Célula Blanco

Figura 3. Modelo del mecanismo de acción de la mccE492.

La microcina modificada post-traducc¡onalmente entraría a la célula mediante la interacción con
los receptores de sideróforos tipo catecol (FepA, F¡u, Cir e lroN), en tanto que la forma no
modificada, no podrla llevar a cabo tal reconocimiento. La m¡crocina es traslocada hac¡a el
periplasma grac¡as al compleio TonB/ExbBD, donde TonB probablemente ¡nteracciona con los
receptores y con la m¡crocina. Posteriormente se produce la despolar¡zación de la membrana
interna, producto de la formac¡ón de poros. Para llevar a cabo esta acción bactericida se
requ¡ere de la presencia del complejo ManYZ, pero se desconoce la manera en que participaria
en este proceso. Por otra parte, la activ¡dad bacteric¡da de la mccE492 es anulada en una élula
que posee la proteína de inmunidad (MceB) mediante un mecanismo aún no dilucidado. ME:
Membrana externa, P: Periplasma, Ml; Membrana interna.
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es correcto, se evaluó si las microcinas mutantes poseen actividad bactericida. Las

muestras purificadas de estas mutantes se analizaron mediante espectrometría de

masas para determinar si se encuentran modif¡cadas post{raduccionalmente.
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Hipótesis:

"La seina 84 de la microcina E492 puede ser cambiada por un aminoácido de

características similares como la treonina, sin perder la capacidad de ser modificada

post-traduccionalmente ni la actividad bacteicida. Además, la ausencia del último

motivo GS del C-terminal de la microcina E492 es d¡spensable para la actividad

bactericida y la modificación post-traduccional, pues es redundante."

Objetivo General:

1 .- Determ¡nar la importancia de los residuos Gly-83 y Ser-84 del C-term¡nal de la

microcina E492 en la actividad bactericida y en la modificación posÍtraduccional.

Obietivos Específicos:

1.- Construcción de una mutante conservada en la que se reemplaza la serina 84 por

una treonina (S8al y de otra que carece de los últ¡mos dos aminoácidos (AGS84).

2.- Determinar si las microcinas mutantes S84T y AGS84 presentan act¡vidad

bactericida.

3.- Determinar si las microcinas mutantes S84T y AGS84 presentan modificación post-

traduccional.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS.

2.1. Materiales.

2.1.1 . Reactivos.

La bis-acrilamida, SDS, fosfato di-ácido de sodio, estándar de bajo peso

molecular para péptidos, glucosa, Tween 20, tricina, L-aminoácidos, tiamina, ácido p-

cumárico se compraron en Sigma Chemical Co., St. Louis, M.O., USA.

Las membranas de nitrocelulosa VSWP02500 para remover las sales de los

ácidos nucle¡cos pre-electroporación se obtuv¡eron en Millipore, USA.

Las membranas de nitrocelulosa para Western blot, acrilamida, persulfato de

amonio, TEMED y cubetas de electroporación se compraron en BioRad Laboratories

lnc., Hercules, C.A., USA.

El azul de bromofenol, cloroformo, alcohol isoamílico, isopropanol, etanol,

metanol, acetonitrilo, cloruro de calcio y sacarosa se compraron en Merck, Darmstadt,

Alemania.

El cloruro de sodio, agar, tris, glic¡na, gl¡cerol, EDTA, fenol, fosfato ácido de

sodio, B-MeOH, c¡trato de sodio, agarosa, acetato de amonio, marcadores de peso

molecular para fragmentos de DNA escala I kb y escala 100 pb, se compraron en

Winkler, Sant¡ago, Chile.

El cloruro de potasio, sulfato de magnes¡o y cloruro de calcio se obtuvieron de

Fluka Chemie AG, Messershmittstr, Su¡za.

Los react¡vos de grado técnico: ácido acético, etanol, metanol, ácido clorhídrico

se adquir¡eron en TCL, Santiago, Chile.

La tr¡ptona, bactotr¡ptona, casam¡noácidos y extracto de levadura se compraron

en DIFCO Laboratories, Detrit, M¡chigan, USA.

El hidróxido de sodio se obtuvo en J. T. Baker, Estado de México, México.
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Los cartuchos Sep-Pack C18 se adquirieron en Waters, USA.

La tetrac¡clina en el Laborator¡o Benguerel Ltda., Chile.

La kanamicina, estreptom¡cina y cloranfenicol se compraron en el Laboratorio

Bestpharma S.A.

La ampicilina se compró en US Biological, Swampscott, MA, USA.

El anticuerpo secundario lgG-HRP anti-conejo de cabra se obtuvo en Santa

Cruz Biotechnology, lnc., Santa Cruz, CA, USA.

La película autoradiográfica X-OMAT BT Film, se compró en Kodak, Windsor,

Colorado, USA.

Los partidores diseñados se compraron a Alpha DNA, Montreal, Quebec H4C

3N9.

2.1.2. Cepas bacterianas.

En la tabla I se describen las cepas de E. col¡ ut¡lizadas en este trabajo.

2.1.3. Plasmidios y vectores.

En la tabla 2 se describen los plasm¡d¡os y vectores utilizados en este trabajo

2.1.4. Partidores.

En la tabla 3 se muestran los partidores y sus secuencias util¡zados en esta

memoria.
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Tabla l. Cepas de E colí utilizadas en este trabajo

BL21 (DE3) F- ompT rs m6 Novagen

DHso supE44 A/acU169 (<D80/acZAM 15) Hanahan, 1983
ásdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

X8605 F trpR A(lac)U169 strAA(tonB lacP) Guarente y Beckwith, 1978

H1876 Llac arcB cir:Mudx fepA::Tn1o ,n/::MudX Hantke, 1990
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Tabla 2. Plasmldios y vectoros utilizados en este trabajo.

Plasmidio Características relevantes Fu€nte o referoncia

pACYCl34 Plasmid¡o de propósito general CmTef Chang y Cohen, 1978

Der¡vado de pJ. Construído en el cosmidio pHC79
empreando er DNA cromoso^t),,!? 

^Í ̂ !i?-!!!?-: wirkens v cors., 1 997
RYC492 digerido con Sau3A, contiene los genes para ' '""- - '
la producción de mccE492 activa. Amp'

Derivado de pJ. Construido en el cosmidio pHC79
empleando el DNA cromosomal de K. pneumoniae
RYC492 digerido con Sau3A, posee un fragmento W¡lkens y cols., 1997
¡nterno xrol invertido con respecto a pJAM229. Es un
pobre productor de mccE492 activa. Amp'

Derivado de pJAM229, posee la duplicación de un
fragmento interno de 2,5 Kb Sarl (gen mceF). Es un Wilkens y cols., 1997
sobreproductor de mccE492 activa. Amp'

pJAM434 rnceA::Tn5. Amp' Kan' Lagos y cols., 2001

Der¡vado de pACYC184. Conliene los genes ¡nceBA
ba¡o el mando del promotor natural de la mccE492, Colección Laboratorio
clonado en el s¡tio BamHl. Cm'

Derivado de pf7-7 que lleva el qen mceB en un , . ..
fragmento Ndél-EcoRl de 0,3 kb. ffi;}' '" Lagos y cols ' 1999

pJAM229

pJAM434

pJEMl5

np220

PAB

pl57

Tabla 3. Secuenc¡a de los partidores empleados en este trabajo.

Partidor Secuencia (5'---3'l

AGS84r
AGS84f
S84Tr
S84Tf

CGT CCG GCG TAG AGG ATG CTT TAI CAT CAA CTA CCG GAA CTG GAT G

CAT CCA GTT CCG GTA GTI GAT GAT AAA GCA TCC TCT ACG CCG GAC G

GCG TCC GGC GTA GAG GAT GCT TTA EGI ACC ACT ACC GGA ACT GG

CCA GTT CCG GTA GTG GTA CTT AAA GCA TCC TCT ACG CCG GAC GC

En negrita y destacado, se muestran las bases que no están presentes en la secuenc¡a silvestre,
y que incorporarán los camb¡os deseados para la obtención de las mutantes.
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2.2. Mátodos.

2.2,1, Medioe de Cultivo.

Caldo Lurta [B]. Bactotrlptona 10 g/1, extracto de levadura 5 g/1, NaCl 't 0 g/1, NaOH

3,5 mM final.

Medio mínimo M9. NazHPO¿ 6 g/L, KH2POa 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH¿C| 1 g/L.

M9 suplementado (M9€). El medio M9 se suplementó con CaClz 0,1 mM,

MgSOaxTH2O 2 mM, citrato de sodio 0,2To plv, tiamina 1 mg/ml, casaminoácidos 'l

mg/ml, como fuente de carbono glucosa 0,2olo p/v.

Agar blando. Se preparó con medio mínimo M9 y 0,7% p/v de agar agar.

Placas de agar. Se prepararon las placas con medio LB y 1,5o/o plv de agar agar-

Placas de césped. Sobre placas de agar se esparcieron 4 mL de agar blando fundido

en el que se incluyó 150 pL de un cultivo bacteriano crecido hasta fase estacionaria.

Las cepas bacterianas que portan plasm¡dios recombinantes y/o transposones con

resistencia a antibióticos, se crec¡eron en medio llquido o placas suplementadas con

los antibióticos correspondientes, a las siguientes concentrac¡ones finales: ampicilina

100 ¡rg/ml, cloranfenicol 50 pg/ml, tetraciclina 10 pg/mL, kanamicina 50 ¡rg/mL,

estreptom¡cina 't0 pg/ml y el ácido nalidíxico a 10 ¡rg /mL. Éstos fueron preparados

según lo descrito por Sambroock y cols. (1989).

2.2.2. f écnicas moleculares"

Los procedimientos de biología molecular no detallados, como aislamiento de

DNA plasmidial, preparación de células electrocompetentes, transformación mediante

electroporac¡ón, digest¡ón con enzimas de restricción, etc-, se realizaron ut¡lizando

métodos estandarizados (Sambrook y cols. 1989; Ausubel y cols., 1992).
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La mutagénesis sitio dirigida se realizó usando la estrategia propuesta en el kit

QuickChange@ XL Site-Directed Mutagenesis, de Stratagene@, con partidores

diseñados de modo de cambiar la serina-84 por una treonina (SBa! y de producir la

remoción de los dos riltimos aminoácidos de la mccE492 (AGS84).

2.2.3. Purificación de la mccE492.

Se crecieron cultivos a 37o C, 220 rpm por 22 h hasta una DO6so de 1,0 en

medio mínimo Mg-S. 1L de sobrenadante de cultivo fue filtrado a través de una

columna de fase reversa Sep-Pack C-18 (Waters). La columna fue lavada con 3 mL de

metanol 65% y 3 mL de acetonit¡ilo 25o/o. La microcina fue eluída con 3 mL de

acetonitrilo 50%.

2.2.4. Cuantificación de la mccE492.

La microcina purificada fue cuantificada mediante el kit Micro BCA protein assay

(Pierce), según las recomendaciones del fabricante.

2,2.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) y marcación de

las muestras de mccE492 medianle fluorescamina.

Los geles fueron preparados con tres fases: separadora, espaciadora y

concentradora. EI gel separador consistió en 16,5% de acrilamida (3% de

entrecruzamiento), Tris-HCl I M pH 8,5, SDS 0,1% y glicerol al 10%. El gel espaciador

consistió en 10% de acrilamida (3% de entrecruzamlento), Tris-HCl I M pH 8,5, SDS

0,1o/o. El gel concentrador contenía 3% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-

HCI 1 M pH 8,5; SDS 0,'lo/o. A cada una de estas soluciones se les agregó 0,033% de

APS y 2,2 mM de TEMED. La solucíón de corr¡da para el cátodo fue Tris-HCl 0,1 M pH

8,5, Tricina 0, 1 M y SD§ 0,1o/o I pata el ánodo Tris-HCl 0,2 M pH 8,9. Se concenlró 300
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¡rL de la preparac¡ón de mccE492 utilizando un equipo de Centr¡vap (Labconco) a 60' C

hasta un volumen de aproximadamente '15 ¡.rL, y luego se agregó 4 pL de solución

borato (0,4 M; pH 9,0), 8 pL de fluorescamina (2 mg/ml en DMSO) y 7 ¡rL de

amortiguador de carga 4X (gl¡cerol a 40%; Tris-HCl 50 mM pH 7,6; SDS 10%; F-MeOH

2Oo/oi azul de bromofenol 0,04o/o plv). La mezcla se incubó a 95o C durante 10 min. Las

proteínas se separaron mediante SDS-PAGE (Lagos y cols., 2001).

Como marcador de peso molecular se utilizó Sigma MW-SDS (2.500-17.000

Da), que contiene mioglobina de 16.950 Da y fragmentos de m¡oglob¡na de 14.440 Da,

10.600 Da, 8."160 Da, 6.210 Day 2.510 Da, y glucagón de 3.480 Da. Estas proteínas se

marcaron con fluorescamina de la misma manera que las muestras. Las bandas de

proteínas se visualizaron en un transiluminador UV e inmediatamente fotografíadas.

2.2.6. Western blot.

2.2.6.1. Electrotransferencia y exposición a anticuerpos.

Las proteínas del gel de la SDS-PAGE fueron transferidas a una membrana de

nitrocelulosa durante 90 m¡n a 100 V, 500 mA y -2O" C empleando amortiguador de

transferencia (Tris-HCl 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20%) previamente enfriado. La

membrana fue bloqueada con leche al 5o/o en TBS-Tween (Tris-HCl 50 mM pH 7,5;

NaCl 150 mM, Tween 0,1%) durante al menos t h con agitación a temperatura

ambiente. Luego fue incubada con el anticuerpo primario policlonal de conejo contra el

fragmento Cterminal de la mccE492 ISGSGYNSATSSSGSGS] (Mercado y cols., 2008)

(dilución 1:1.000) durante t h, seguido de 3 lavados con amortiguador TBS-Tween. A

continuación se incubó durante 't h con el anticuerpo secundario anticonejo preparado

en cabra y conjugado con perox¡dasa (dilución 1:20.000). La membrana fue revelada

med¡ante electroquimioluminiscencia.
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Como marcador de peso molecular se empleó New England Biolabs de amplio

rango (7-175 koa), que contiene proteínas con los siguientes pesos: 175, 80, 58,46,

30,25, 17y7kDa.

2.2.6.2. Elect¡oquimioluminiscencia.

La membrana fue revelada en 10 mL de Tris-HCl 100 mM pH 8,5, con 50 UL de

luminol 250 mM (preparado en DMSO) y 22 pl de ácido p-cumárico 90 mM (preparado

en DMSO). La reacción de quimioluminiscencia se inició agregando 5 pL de peróx¡do

de hidrógeno al 30%. La membrana se expuso entre 5 s y 5 min a los films

autoradiográficos, dependiendo de intensidad de la señal obtenida.

2.2.7. Detección y cuantificación de la actividad bactericida de la mccE492.

2.2.7.1. Detección de la actividad bacter¡cida.

La detección de la actividad bacteric¡da se real¡zó sembrando colonias

provenientes de las muestras que se deseaban analizar sobre una placa con un césped

sensible de E. coli BL2l. Luego de ¡ncubar las placas a 37" C durante 't4-16 h, la

actividad bactericida se visualizó por la aparición de halos de inhibición de crecimiento

sobre el césped sensible.

2.2.7.2. Cuanlificación de la actividad bactericida mediante el método de la

dilución crítica.

Para la cuant¡ficación de la actividad bactericida de la microcina se realizaron

diluciones seriadas de las muestras en base 2 en agua nanopura estéril. Se tomaron

alfcuotas de 5 ¡rL de cada una de las diluciones y se depos¡taron sobre placas con un

césped de la cepa a probar. Se incubó a 37' C durante 14-16 h, y el titulo de la muestra
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se determinó como la última dilución cuya alícuota es capaz de producir un halo de

inhibición de crecimiento en la placa de césped sensible.

2.2.7.3. Cuantificación de la actividad bactericida mediante ensayo de viabilidad

celular en cultivo líquido.

Se crecieron cultivos de la cepa BL21 a 37" C hasta una DOeoo de 0,3. Se

centrifugaron a 14.000 rpm por 10 min. Se eliminó el sobrenadante y las células se

lavaron 2 veces con I mL de medio LB; se centrifugó a 14.000 rpm por 10 min.

Poster¡ormente las células se resuspendieron en 1 mL de LB. Se mezcló 100 ¡.tL de la

resuspensión con 100 pL de H20 (control), y otros 100 pL con 100 ¡:L de microcina a

una concentrac¡ón inicial de 50 ¡:g/ml. Las mezclas se incubaron a 37o C por 25 min. A

continuac¡ón se hicieron diluciones seriadas en base 10 en agua nanopura estéril y se

depositaron 3 alícuotas de 10 pL de cada dilución sobre una placa de agar LB. Se

incubó a 37'C durante 14-16 h y se contó el número de colonias crecidas, y se

determinó el promedio del tr¡pl¡cado de cada dilución. Posteriormente se calculó las

unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL) y el porcentaje de viabilidad,

normalizando el 100% como el control de las células incubadas con HzO.

2.2.8. Espectrometría de masas.

Las muestras de microcina purif¡cada se analizaron mediante espectrometría de

masas MALDI-TOF.

La matriz ácido sinapinico (SA) se preparó a una concentración de 10 mg/ml en

acetonitrilo/ácido tórmico 0,1o/o vlv 1'.2.

Se prepararon diluciones 1:2 de las muestras con la matriz y se depos¡taron 2

pL de cada una de las diluciones en una placa porta muestra m¡cro scout. Los
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espectros se obtuvieron en un equipo Microflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, lnc.,

MA-USA). Previo a la obtención de los espectros se realizó una calibración del equipo

con un estándar externo correspondiente a una mezcla de péptidos de masas 5.000-

17.000 Da. Para la obtención de espectros se trabajó en modo ¡on positivo y detección

l¡neal. Los espectros finales corresponden a espectros sumados correspondientes a 10

barridos de 40 disparos de láser aplicados en diferentes puntos tomados al azar de las

muestras previamente preparadas en placa.
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3. RESULTADOS.

3.1. Obtención de las microcinas mutantes S84T y AGS84.

Siguiendo la estrateg¡a planteada en el kit de mutagénesis QuickChange@ XL

Site-Directed Mutagenesis, de Stratagene@, se amplificó el vector pAB mediante PCR

con los partidores indicados en la tabla 3, obteniéndose, luego de la optimización de la

reacción, productos de PCR del tamaño esperado (aproximadamente 5 kb, figura 3A).

Para diferenciar los plasmidios amplificados que poseen la mutación, los

partidores eliminan un sitio BamHl existente en la construcción parental pAB. Esto

permite discriminar entre los clones parentales y los mutantes, ya que en el primer caso

se espera que la digestión genere dos fragmentos: uno de aproximadamente 4.200 pb,

correspondiente al vector pACYC184 linealizado, y otro de aproximadamente 670 pb,

correspondiente a la unidad bicistrónica mceBA (gen de la inmunidad y el estructural,

respect¡vamente) con su promotor natural. Para el caso de los DNA mutantes, se

espera que la digestión genere un sólo fragmento de 4.900 pb, correspond¡ente a la

construcc¡ón pAB I¡nealizada.

Se analizó mediante restricción algunos de los transformantes y se

seleccionaron los clones con un correcto patrón de digestión (f¡gura 4, panel B y C). La

secuencia de los posibles DNAS mutantes, confirma los cambios deseados para la

construcción de cada mutante (figura 5).

3.2. Determinación de la actividad bactoricida de las microcinas mutantes S84T y

AGS84.

Para determinar si las microcinas mutantes AGS84 y S84T poseen actividad

bactericida se util¡zó como huésped la cepa E. coli BL21 np220, a la cual se
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A
pS84T pAGS84 pAB

MP pS84T PAB MP pAB pAGS84

r¡T. -ll-.'-ll.'-l

Figura 4. PCR p884T y pAGS84, y patronee de d¡gést¡ón de los DNAs plasmidiales
mutados.

Tanto los productos de PCR como los de digestión se separaron mediante electroforesis en un
gel de agarosa al 1%. A) PCR pS84T y pAGS84. Carril 1: Marcador de peso molecular (MP),
ladder I kb; Canil2 y 3: Productos de PCR pS84T; Carriles 4 y 5: Productos de PCR pAGS84;
Carril 6: DNA plasmidial parental (pAB) sin digerir. La flecha indica el amplificado lineal del
vector pAB. B) Patrón de digestión del DNA plasmid¡al pS84T. Carril 1: Marcador de peso
molecular (MP), ladder I kb; Carril 2: Digestión DNA pS84T con BamHl; Carril3: DNA pS84T sin
digerir; Carril 4: Digestión DNA pAB con BamHl; Carril 5: DNA pAB sin digerir. C) Patrón de
digestión del DNA plasmid¡al pAGS84. Carril 1: Marcador de peso molecular (MP), ladder 'l kb;
Carril 2: Digestión DNA pAB cf,n Bam4l', Carr¡l 3: Digestión DNA pAGS84 con BamHl; Carr¡l 4:
DNA pAGS84 sin digerir. Para ambos casos "-" ¡ndica que no se añadió la enzima BamHl y "+"
indica que ésta se adicionó.
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maea

PAB
aGs,84

^GS-84fPAB
SE4T

5A4Tf

C'GTAGCGGT1GTGGTT.A.T¡¡C¡GCGCAl'CA
GGTAGC6CTAGTGGTTATTAC¡GCGC¡¡.C,¡.
G,lT.!.r-lcGGT¡6TGCTTATAAC ¡GCGCAIC.ü-TCCl'cTTCCGGT

G6T¡.6CGGT¡GTGCTT.qTAAC,E GC6C-'.-¡.C,tTCC

J.C6CCGGj,C6C ¡TC GTGC

ICGCCGG.!.Cffi ¡,TC CTGG

¡.cGccGG.¡.cG--------
.[CGCCGGiCTITCGTGG
.¡,CGCC6GACGCATC6TGG

Figura 5. Alineami€nto de las secuencias del gen estructural de la mccE492
correspondiente al C-terminal y de las mutantes S84T y AGS84.

Se h¡zo un alineamiento (5'---+3') enfe la secuencia de la m¡croc¡na s¡lvestre (mceA) y las
mutantes S84T y AGS84 env¡adas a secuenciar, usando la herramienta Alignx de¡ software
Vector NTI Advance (lnvitrogenc). Además se ¡ncorporó la secuencia de los partidores "forward"
(0 y la de la construcción parental pAB- El cuadro verde muestra que el codón que codifica para
la ser¡na-84 en la construcción pAB (AGT), cambia a ACT (treon¡na) en la secuencia de la
mutante S84T. El cuadro ro,io muestra que los codones que codif¡can para la glicina-83 (GGT) y
serina-84 (AGT) en la secuencia silvestre, cambian por codones de término (TGA) en la mutante
AGS84. En el cuadro azul, se muestra que uno de los sitios BamHl existente en la secuenc¡a
parental (GGATCC) es anulado en las secuencias de las mutantes (GCATCC). El resto de la
secuencia del gen estructural mceA de ambas mutantes presenta un 100% de identidad en
relación a la construcción parental pAB. Las bases resaltadas en amar¡llo son 100%
conservadas en el al¡neamiento, en tanto que las resaltiadas en verde son parcialmente
conservadas.
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le introdujo mediante transformación los DNAs de ambas mutantes. La cepa np220

posee todos los determinantes genéticos para la producción de mccE492 salvo el gen

estructural, pues tiene una inserc¡ón del transposón Tn5 en el gen mceA (Tns::mceA),

lo cual la hace una cepa no productora de mccE492. Esta cepa puede ser

complementada con la construcción pAB, que posee una copia del gen que codifica

para la mccE492, y se puede utilizar para probar la actividad de nuevas variantes de

ésta.

La activ¡dad bactericida de las microcinas mutantes se midió mediante la

formación de halo de inhibición del crecimiento sobre un césped de E. coli 8L21,

sens¡ble a la microcina silvestre (figura 6A). El sistema np220 transformado con el

vector pACYC184, no presentó actividad bactericida. La complementación con la

construcc¡ón parental mostró actividad bactericida, al igual que ambas mutantes- Cabe

hacer notar que el halo de inhibición del crecimiento producido por las colonias

complementadas con la microcina mutante AGS84 siempre pareció ser de menor

tamaño que el mostrado por np220 pAB, a pesar de que todas las colonias son de un

tamaño similar.

3.3. Coexpres¡ón del sistema pJEMlS con pS84T y pAGS84.

Además de utilizar el sistema np220 para determinar si las mutantes poseían

actividad, se transformó sobre una cepa portadora del sistema pJEM'15 (hiperproductor

de microcina activa) con el objetivo de establecer si la microcina mutante interfería con

la act¡v¡dad de la microc¡na s¡lvestre al co-expresarlas, ya sea por competencia con el

por el de modificacións¡stema productor,
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A

Cepa BL21 n9220
analizada pACYC184

B

,,:;n" ¿i.[1'-

BL21 np22o
pS84T

BL.21 np220
pAGS84

Bt21
pJEM15
pAGS84

BL21 np220
PAB

BLz1
pJEMl5

PAB

BL21
pJEM15
pS84T

Figura 6. Ensayo de complementación de la actividad bacter¡c¡da de mutantes én el C-
term¡nal de la mccE¡[g2.

A) Colon¡as productoras de microcina S84T y AGS84. B) Colonias BL2 l pJEMl S co-expresadas
con las mutantes pS84T y pAGS84. Se usó un césped de la cepa sensible E. coli 8L21. Las
colonias fueron analizadas por tripl¡cado. La figura es representativa de 3 ensayo§
independientes.
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bien por interacción entre ambos tipos de microcinas. Las cepas E. coli Bl21 pJEM15

pS84T, pJEMl5 pAGS84 y pJEMl5 pAB se ensayaron sobre un césped de la cepa E.

coli BL.21 sensible (figura 68). La co-expresión de mccE4g2 silvestre con pSB4T y con

pAGS84, presentó un halo de inhibición de crecimiento con características similares al

de las transformadas con el vector pACYC184 y con pAB. Se concluyó que las

mutantes S84T y AGS84 no afectan la actividad global de la cepa productora al ser co-

expresadas.

3.4. Purificac¡ón de las microcinas S84T y AGS84, y determ¡nación de la actividad

bactericida.

Las microcinas presentes en los sobrenadantes de los cultivos de las cepas E

coli BL21 np220 S84T, BL21 np221 AGS84, BL21 np220 pAB y BL21 np220 se

purificaron mediante columnas Sep-Pack C-18 de fase reversa como se indica en

Métodos. Con las muestras purificadas se realizó un Western blot (figura 7A). El

revelado muestra que las purificac¡ones de microcina S84T y AGS84 unen el

anticuerpo antimicrocina, observándose bandas aproximadamente a la altura de la

microcina silvestre. El sobrenadante purif¡cado de la cepa np220 (conhol negativo) no

mostró un¡ón ál ant¡cuerpo antimicrocina.

Para que la mccE492 tenga actividad bactericida se requiere que una ser¡e de

elementos estén presentes en la célula blanco. FepA, Fiu y Cir son tres receptores de

sideróforos tipo catecol, los cuales reconocen a la mccE492 a nivel de la membrana

externa. Por otro lado, se requiere TonB, una proteína de la membrana ¡nterna, para

ejercer su acción en la membrana citoplasmática.

Para determinar si la actividad bacteric¡da observada en la cepa E. coli BL21

sensible es producida por la microcina empleada, se usaron un conjunto de cepas
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Figura 7. SDS-PAGE, western blot y actividad bacteric¡da de preparaciones de las
mutantes S84T y AGS84.

A) La pur¡f¡cación, marca.ie con fluorescamina y electroforesis de la mccE492 pur¡f¡cada a part¡r

de las diferentes cepas se realizó como se indica en Métodos. B) Las proteínas de un nuevo gel

con las mismas muestras se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y revelaron
med¡ante electroquimiolumnisencia. C) Ensayo de act¡vidad bactericida de las purificaciones de
las microcinas S84T y AGS84 sobre céspedes de diferentes cepas indicadoras. En la figura se
indica el fenotipo relevante de cada cepa usada.. Se emplearon las microc¡nas purif¡cadas que
se muestran en la parte A de la figura, a una concentración ¡n¡c¡al de 100 pg/ml. Todos los
ensayos incluyeron un control microcina silvestre denominado "C" en la figura, Se muestra el
recíproco de las diluciones en las que se observó halo de ¡nh¡bición del crecimiento.

Microcina
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mutantes en los determinantes genéticos necesarios para la actividad de la mccE492

en la célula blanco: X8605 es una cepa mutante en TonB y es resistente a la actividad

bactericida de la mccE492; H'1876 es una cepa triple mutante en los receptores de

sideróforos catecólicos FepA, Fiu y Cir, y es res¡stente a la mccE492; y DHSo p157 es

una cepa que posee la proteína de la inmunidad MceB, por lo que es resistente a la

acción de la mccE492. No se observó actividad bactericida sobre las cepas antes

mencionadas (figura 7B), comprobándose que la act¡vidad en la cepa sensible es

específica para la mccE492.

Preparaciones de microcina S84T, AGS84 y silvestre presentaron actividad

bactericida sobre el césped de la cepa E. coli BL2'1. S84T y AGS84 presentaron una

act¡v¡dad hasta la dilución 'll16 y la silvestre hasta 1/64. En tanto que el sobrenadante

de la cepa np220 no presentó actividad en ninguna dilución. Esto indica que las

mutantes t¡enen una actividad específica más baja que la s¡lvestre.

Otra manera de medir la actividad bactericida es mediante ensayos de

cuant¡ficación de viabilidad celular de un cultivo líquido- Para esto se usó la cepa

sensible E. coli BL21 y las microcinas S84T, AGS84 y silvestre a una concentración

inicial de 50 ¡rg/ml (tabla 4). Para el tratamiento con la microcina silvestre se observó

un 8,1x104 % de sobrevida- La sobrevida obtenida con S84T fue de 0,088%, en tanto

que para la mutante AGS84 fue de 0,15%. Este resultado nos indica que las microcinas

S84T y AGS84, tienen una menor actividad bactericida que la s¡lvestre y son s¡milares

entre ellas, y es consistente con lo observado en la determinación de la actividad

bactericida med¡ante el método de la dilución seriada.
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Tabla 4. Ensayo de actividad bactericida de las microcinas S84T y AGS84 en la cepa E
coli B.L21.

Tratam¡ento UFC/mL % §obrevida"
Hzo 1,7x108 ,4,0 x1O' 1oo *,24

Mcc Silvestre 1,4x103*7,1 x101 0,00081 r O,O00O4

Mcc AGS84 2,5x105* 4,0 x1o4 o,15to,o2

Mcc S84T 1,5x105 i 1,5 x101 0,088 * 0,009

"Los porcentaies de viab¡l¡dad fueron calculados cons¡derando como 100% el número de
colonias obtenidas después de incubar con H2O. Los porcentajes son representetivos de tres
ensayos independientes. Los conteos de colon¡as y los porcentaies de sobrevida fueron
obtenidos de un tr¡plicado. Las células se crecieron hasta una DOooo 0,3. La microcina se ut¡lizó
a una concentración inicial de 50 pg/mL.
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3.5, Anál¡s¡s de las microcinas mutantes S84T y AGS84 mediante espectrometría

de masas (MALDI-TOF).

La espectrometría de masas es una técnica muy resolutiva y sensible que

permite determinar las especies presentes en una muestra y sus masas moleculares

con gran definición. Con el objet¡vo de demostrar si las mic¡oc¡nas mutantes S84T y

AGS84 se encuentran modificadas post-traduccionalmente, se analizaron muestras

purificadas de cada una de estas microcinas mediante espectrometría de masas

MALDI-TOF (CEPEDEO, Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad

de Chile)"

Los espectros muestran que existe una mezcla de diferentes formas de

microcina, predominando en gran proporción el ión de la forma no modificada (figura 8).

En el espectro de masas de la microcina silvestre (figura 8A) se aprecia un pico de m/z

7881 el cual correspondería a la forma no modificada. Además se aprecian dos picos a

8266 y 8491 , las cuales corresponderían a formas modificadas post-traducc¡onalmente

con una molécula de G|c-DHBS y GIc-DHBSz respect¡vamente. La d¡ferencia de masa

entre la forma no modificada y las modificadas se ajusta bien a lo esperado por la unión

de G|c-DHBS y Glc-DHBSz (tabla 5).

El espectro de la microcina S84T (figura 8B) muestra un p¡co preponderante a

792'l el cual se aproxima al peso teórico calculado de la forma no modificada. Además

se observan tres picos a 83'í6, 8533 y 8754, los cuales se aproximan al peso teórico de

las formas modificadas por G|c-DHBS, Glc-DHBSz y GIc-DHB$ respectivamente. Se

observa además un p¡co importante a 8138, cuya diferencia con la forma no modificada

es 217. Este valor es muy cercano a la masa de DHBS, por lo que es
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F¡gura 8. Espectros de masa MALDI-TOF de las mutantes S84T y AGS84.

A) Microcina Silvestre. B) Microcina S84T. C) Microcina AGS84. D) Sobrenadante purificado de
la cepa np220. Se muestran los espectrcs de las muestras analizadas 6obre la matriz ác¡do
sinapfnico (SA).
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Tabla 5. Masas obtenidaa de las microc¡nas mutentes anal¡zadas por l[,tALDl-TOF, su rélación
m/z y pesos teóricos calculadoa.

Microcina mccE492
Silvestre 788'l

s84T

AGS84

-o

7921 (7901)'
,?,

7717 (77lle
lob

-6b

385 (385r

8316 (8286f
30b

3e5 (385r

8104 (8092r
12b

387 (385f

84er (8495r
-4b

225 (22qc

8533 (8soeF
24b

2',t7 (223\c

8326 (8315r
11b

222 (223\'

87s4 (8732)"
22b

221 (223]t'

8s47 (8538f
gb

221 (223)"

"Los números en paréntesis corresponden al peso teór¡co calculado en base a la secuencia
proteica de la mccE492 y adición con la respectiva modif¡cación.
oSe muestra la diferenc¡a entre la relac¡ón m/z obtenida experimentalmente y el peso calculado
de forma teórica.
"Se muestra la diferencia entre la relación m/z de un pico y el ¡nmediatamente anterior (de
menor m/z) obtenidos experimentalmente. Entre parénles¡s se muestra el valor del peso
calculado teóricamente para esta diferencia.
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probable que esta mlcrocina mutante sea preferentemente mod¡ficada con una

molécula de DHBS.

El análisis de la microcina AGS84 (figura 8C) muestra un pico de una m/z de

7717 el cual correspondería a la forma no modif¡cada. Tamb¡én se observan picos de

bastante menor intensidad a 8104, 8326 y 8547, los cuales corresponderían a formas

modificadas post-traducc¡onalmente con una molécula de Glc-DHBS, Glc-DHB52 y Glc-

DHBS3 respectivamente. La diferencia entre los picos se aproxima a la adición

consecutiva de moléculas de DBHS calculadas teór¡camente (tabla 5). Además se

observan dos picos sobrepuestos a 7924 y 7940, los cuales al igual que en la mutante

S84T podrían corresponder a microcina modificada con DHBS, la de menor masa con

un oxígeno menos.

El espectro del sobrenadante de la cepa np220 (figura 8D) no mostró ninguna

señal en el rango analizado (5.000-21.000 m/z).

El resumen de los picos obten¡dos y los pesos teóricos calculados para cada

mutante se muestra en la tabla 5.

35



4. DTSCUS|ÓN.

Las microcinas que sufren modificaciones post-traduccionales tienen

codif¡cadas en sus sistemas productores proteínas encargadas del proceso de

maduración, el cual es crítico para la producción de microcina activa. En el caso de la

microcina J25, se requieren los productos génicos mcjB y mcjc (que codifican para

una denominada MccJ2S sintasa) para generar una estructura tipo lazo enroscado, en

Ia cual se forman enlaces internamente entre los am¡noác¡dos de la forma madura.

Dicha estructura es muy estable y es la que presenta actividad bactericida (Clarke y

Campopiano, 2007; Severinov y cols.,2007). La microcina B17 contiene anillos oxazol

y tiazol, los cuales son s¡ntet¡zados post-traducc¡onalmente por la enzima McbBCD en

reacciones subsecuentes de c¡cl¡zación, deshidratación y deshidrogenación desde los

dipéptidos Gly-Ser (oxazol) y Gly-Cys (tiazol) de la pro-MccBlT (Li y cols., 1996). Tales

mod¡f¡caciones se fusionan generando heteroan¡llos. La mutac¡on puntual S49N en la

microcina Bl7, lleva a una pérdida de actividad >99% (Yorgey y cols., 1994). Estos

antecedentes indicarían que hay una relación muy fina entre el proceso de modificación

posltraduccional y la actividad bacter¡cida.

El grupo de Thomas y cols. (2004) observó por primera vez la forma modificada

de la mccE492, al emplear un medio de cult¡vo suplementado con bactotriptona. Este

grupo postula que la modificac¡ón post-traduccional aumenta la actividad bactericida de

la forma modificada entre 2 y 8 veces en relación a la microcina no mod¡ficada, la cual

también presentaría actividad bactericida. Sin embargo, los resultados de nuestro

laboratorio son compat¡bles con la hipótesis de que la modificación post-traduccional es

la que otorga la actividad bacter¡c¡da, pues al purificar microcina de una cepa mutante

en el gen mceC o mcelJ, que codifican para un par de proteínas que participan en el
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proceso de modificación post-traduccional, se produce microcina inact¡va, la que al ser

examinada mediante espectrometría de masas corresponde a microcina no modificada

(7887 Da). Los resultados obtenidos en esta Memoria, demuestran que las mutantes

S84T y AGS84 presentan act¡v¡dad bacter¡c¡da. El anál¡s¡s mediante espectrometría de

masas muestra picos correspondientes a formas modificadas con una molécula de Glc-

DHBS, GIc-DHBS2 y GIc-DHBS:, lo cual tamb¡én se presenta en la m¡crocina silvestre.

Además, se observa un pico que podrfa corresponder a microcina mod¡ficada con

DHBS. Lo anterior respalda la ev¡denc¡a que la modificac¡ón post-traducc¡onal es

esencial en la actividad bactericida, pese a que en todos los casos se encuentra en

mucha menor abundanc¡a la forma mod¡ficada respecto de la forma no modificada.

Este estudio no intenta hacer un análisis cuantitativo de las formas de la mccE492,

pues cabe la posibilidad de que la taza de ionización de las formas modificadas sea

inferíor a la de la forma no modificada, por lo que la técn¡ca de MALDI-TOF podría estar

privilegiando una forma sobre otra. Alternativamente, no se puede descartar que el

procedim¡ento de purificación enriquezca la preparación con la forma no modificada.

Sin embargo, preparaciones a part¡r de cepas que sobreexpresan los genes de la

madurac¡ón muestran un sign¡ficat¡vo aumento en la proporción de la forma mod¡f¡cada,

y por el contrario, preparaciones a partir de cepas que sobreexpresan el gen estructural

de la mccE492 presentan una proporción muy d¡sminuida en la forma modificada. En

su conjunto, estos resultados ¡nd¡can que los proced¡m¡entos empleados son

apropiados para exam¡nar cualitativamente la tendencia a producir la forma modicada

versus la no modificada en diferentes cond¡c¡ones exper¡mentales.

El hecho que muestras de microcina que contienen cantidades muy bajas de la

forma modificada, pero que presentan una buena actividad bactericida se puede

explicar mediante dos hipótesis: i) un modelo tipo "sem¡lla', en que la microc¡na
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modificada post-traduccionalmente con una conformación activa induce un cambio

conformacional de la microcina inactiva no modificada, haciéndola activa. Esto se

sustenta en que es posible activar microc¡na ¡nactiva purif¡cada desde una mutante en

mceC o mceJ utilizando una fracción de microcina activa, que tiene un componente de

microcina modificada; ii) alternativamente, la microcina mod¡ficada actuaría como una

espec¡e de "llave", de manera que al interactuar con los receptores de sideróforos t¡po

catecol en la célula blanco, permita el paso de la forma no modificada, la cual podría

formar poros en la membrana interna. Esto se sustenta en que para la actividad

bactericida endógena son dispensables los 1'1 rlltimos aminoácidos de la mccE492

(Bieler y cols., 2006), anulando el factor de la modificación post-traducc¡onal a este

nivel (formación del poro) y haciéndolo sólo necesario para el proceso de

reconocim¡ento de la mccE492 a nivel de los receptores de la célula blanc,o.

En el año 2007, Azpiroz y Laviña demostraron que la microc¡na H47 y la col¡c¡na

V poseen estructuras modulares, con un módulo de captación en el carboxilo terminal y

un módulo tóxico localizado en el amino term¡nal. Al fusionar cruzadamente los

módulos de las dos microcinas, se demostró que tanto el reconoc¡miento por

receptores especlficos como su activ¡dad tóxica resultan ser intercambiables. El

dominio de captación de la microcina H47 estaría ubicado especlficamente en los

últimos l0 aminoácidos del Cterminal. Alineamientos de esta región muestran una

gran identidad entre las m¡crocinas H47,147, M y 8492 (figura 9), lo que sugiere que

este domino serla reconocido por los receptores de sideróforos de la misma forma para

las m¡croc¡nas H47, 147 , M y E492, y que es muy probable que esto ocurra gracias a

que se encuentran modificadas post-traducc¡onalmente mediante la unión covalente de

una molécula del tipo salmoquelina (Nolan y cols., 2007). Un par de elementos
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MccE492. . .

MccE47 . . . .

MccI4? . . . .

MccM..,...

Dominio de captación

F¡gura 9. Al¡neam¡énto de las reg¡ones del carboxilo terminal ds las m¡orocinas M, H47,
147 y 8492,

En roio se muestran los aminoác¡dos que son 100% conservados. El cuadro ¡ndica el posible

dominio de captación establecido en la l¡teratura.
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conseryados de este dominio son la glicina-83 y la serina-84 del carboxilo terminal de la

mccE492. En esta Memoria se determinó que el cambio de la serina-84 por treonina y

que la remoción de uno de los motivos glicina-serina no son esenciales para la

actividad bactericida. Además se demostró que estas mutantes se modificaron post-

traduccionalmente. Bieler y cols. en el año 2006, determinaron que una mutante

carente de la serina-84, pierde la actividad bactericida. Lo anterior no es contrad¡ctor¡o

con lo obtenido en esta Memor¡a, ya que aquí se postula que el últ¡mo aminoácido debe

ser serina o uno de características similares, a diferencia del trabajo de Bieler y cols. en

el que se deja una glicina como último aminoácido el cual no sería sustrato para [a

modificación post-traduccional, y produciría una microcina no modificada inact¡va. Este

hallazgo sugiere que el pos¡ble dominio de captación requ¡ere de la presencia de una

serina como último aminoácido. Sin embargo, presentaría cierto grado de plasticidad,

ya que al reemplazar la serina-84 por un aminoácido de similar naturaleza, tal como la

treonina, o que se conserve uno de los dos motivos glicina-serina, el proceso de

modificación post-traduccional se lleva a cabo, manten¡éndose la actividad bactericida.

La mutante Q8H (García, 2008) de la mccE492 no presenta actividad

bactericida. La coexpresión de Q8H con el sistema pJEM15 (hiperproductor de

mccE492 activa), produce la pérd¡da de activ¡dad. En esta Memoria se coexpresaron

las mutantes S84T y AGS84 c¡n el s¡stema hiperproductor de microcina act¡va silvestre

pJEMl5 no obteniéndose d¡ferencias en la actividad global en relación a la coexpresión

con la construcción parental pAB. Esto indicaría que las microcinas mutantes no

establecen una relac¡ón de competencia con la microc¡na silvestre ni por la maquinaria

de modificación posltraduccional, ni por los receptores de la célula blanco (FepA, Fiu y

C¡r), de modo que actuarían como una microcina única, sin haber diferencias

significativas entre las dos especies.

40



Una forma de cuantificar la actividad bactericida específica de una preparación

de microcina es med¡ante el ensayo de v¡abil¡dad celular a partir de un cultivo líquido.

En este trabajo se utilizó las microcinas mutantes S84T y AGS84, obteniéndose una

diferencia en la viabilidad entre los tratamientos con cada microcina, con una menor

actividad bactericida (de alrededor de '100 veces, ver tabla 4) comparado con la

microc¡na silvestre. Una probable causa es que la proporción de microcina modificada

es bastante menor que la observada en la m¡crocina s¡lvestre, pos¡blemente porque el

proceso de modificación post-traducc¡onal ocurre de forma menos eficiente. Esto

resultarfa en un menor reconocimiento por los receptores FepA, Fiu y Cir en la célula

blanco, produciéndose una menor actividad bacter¡cida en relación a la forma silvestre.

Además se observa una mayor proporc¡ón de forma modificada en el espectro de la

microcina S84T respecto de AGS84, lo cual se asocia con una mayor aetividad

bactericida-

La unión covalente de una molécula de salmoquelina al C-terminal de la

mccE492 para el posterior reconocimiento por los receptores de sideróforos tipo catecol

en la élula blanco, ha sido descr¡ta como una estrategia tipo "caballo de Troya", en

que la entrada de una molécula de mccE492 sería a través de receptores que la célula

usa para funciones vitales, como es la captación de hierro (Fischbach y cols., 2006). En

el artículo de Nolan y cols. (2007) se menciona que otros productos tóxicos naturales

explotan el mismo t¡po de estrateg¡a de reconocimiento. Por ejemplo la albomic¡na,

producida por Streptomyces, está compuesta de un antibiótico nucleósido unido a un

s¡deróforo hidroxamato, y se une a porinas específicas para el elemento sideróforo,

como lo hace la col¡c¡na la. Bombas de captación de sideróforos también permiten la

entrada a la célula a complejos macromoleculares más grandes, tales como el

bacteriófago H8, y han sido cons¡deradas como blanco para combatir infecciones de
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Pseudomonas. Estas observaciones, en conjunto con la conservación de un posible

dominio de captación entre las microcinas M, H47, 147 y E492, sugiere que hay

estrategias que se han conservado en la evolución entre los microorganismos que han

resultado ser de gran eficiencia y de amplio rango de acción. Por otra parte, en base a

la estructura modular prevista para algunas m¡crocinas, es posible generar nuevas

versiones de moléculas antibióticas que tengan formas de reconoc¡miento y actividades

combinadas provenientes de diferentes microcinas, lo cual ampliaría el espectro de

acción de los antibióticos con el objetivo de combatir nuevos patógenos res¡stentes a

múltiples drogas.
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5. CONCLUSIONES,

. La serina-84 de la mccE492 puede ser cambiada por treonina, un aminoácido

de naturaleza similar, sin perder la capacidad bactericida ni la de ser modificada

post-traducc¡onalmente.

o El último motivo GS del carboxilo terminal de la mccE492 es dispensable para la

modificación posltraduccional y su actividad bactericida,

. Tanto la mutante S84T como la AGS84 presentan una menor actividad

bactericida que la mccE492 silvestre, y se correlaciona con una dism¡nución del

grado de modificación post-traducc¡onal.
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ANEXO I

¿METTONTNA-5 COMO CODÓN DE rNrC¡O DE LA
MIGROCIN A E492?
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El gen estructural de la mccE492 (mceA) codifica para una pre-proteína que es

procesada al momento de su exportación en su extremo amino terminal produciéndose

una proteína madura de 84 aminoácidos. No se ha dilucidado aún si la proteína

precursora tiene 98 o 103 aminoácidos, pues hay dos metioninas (posiciones 1 y 5) que

podrían corresponder al codón de inicio. Alineamientos de la secuencia de la mccE492

con las secuencias de otras microcinas (H47,147 y M) sugieren que el quinto codón

(met¡onina-s) es el mejor cand¡dato como codón de inicio.

En el proceso de generación de la construcción pAB, ocurrió una mutación en el

codón que codifica para la metionina-5 cambiando ATG (metionina) por GTG (valina),

Al purificar desde una cepa portadora de pAB se obtiene m@E492 activa, por lo que el

cambio en el quinto codón no altera la producción de mccE492. Sin embargo, se ha

determinado que el codón GTG de valina puede ser usado como codón de inicio

(Fotheringham y cols., 1986; Sazuka y Ohara 1996; Genser y cols., 1998; Wang y cols.,

2003). Por lo tanto, con esta construcción no es posible determinar cuál es el codón de

¡nicio de la mccE492. En la colección del laboratorio, se disponla de una mutante

obtenida mediante mutagénesis al azar con hidrox¡lam¡na del plasmidio pAB (García,

20OB), denominada VisV. En esta mutante el quinto codón de la construcción pAB,

GTG, cambió a GTA, el cual también codifica para valina, y que no tiene actividad

bactericida. Por lo tanto, la caracterización de esta mutante nos podrá permitir

determinar cuál es el codón de inicio de la mccE492 ya que la explicación más

probable para esta observación es que se inicia la traducción en el codón 5, ya sea

metionina o valina, pero si el codón de inicio de valina es reemplazado por otro no hay

traducción.

La carencia de actividad bacteric¡da de V5V se estudió por complementación en

el sistema np220 (figura 9A). En este ensayo, se aprecia que [a mutante no produce

49



A

BL21 np220
pACYCl84
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pV'5V
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cB
1

Silvestre

Figura 10. Caracter¡zac¡ón de la mutante V¡5V.

A) Ensayo de actividad bacter¡cida de las colonias complementadas con la mutante VSV. Para
evaluar la activ¡dad bactericida, se usó un césped de la cepa sensible E. coliBL2l. Las colon¡as
fueron sembradas en triplicado. La figura es representat¡va de 3 ensayos independientes. B)
Ensayo de act¡vidad de la purif¡cación de la mutante V'SV. La actividad bacter¡cida de la
purificación fue determinada med¡ante el método de diluc¡ón crítica sobre un césped de la cepa
sensible E. coli BL21 (En la figura, C: Control microcina silvestre). C) Western blot de la
purificación de la mutante V5V. La purificac¡ón se real¡zó como se ¡nd¡ca en Métodos, y las
muestras obten¡das fueron resueltas mediante electroforesis, transferidas a una membrana de
nitrocelulosa y reveladas mediante electroquimiolumnisencia.

23
np22o v¡sv
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halo de inhibición del crecimiento, al igual gue en el control transformado con el vector

pACYC'184. Por el contrario, se observó actividad en la colonia complementada con la

construcción parental (pAB).

A continuación, se purificó el sobrenadante de BL21 np22o VisV med¡ante

columna Sep-Pack C-18 de fase reversa, para determinar si se produce microcina.

Como se esperaba, la purificación no presentó actividad bactericida (figura 98) y

mediante Western blot no se detectó presencia de mccE492 (figura 9C). Todo esto

indica que la cepa complementada con pViSV no exporta microcina al espacio

extracelular.

Estos resultados sugieren fuertemente que la mccE492 usa la metionina-S para

la iniciación de la traducción, sin embargo falta completar estos estudios, verificando

que no se produce microcina intracelularmente, y que la remoción o reemplazo de la

primera met¡onina es irrelevante en la producc¡ón de microcina activa.
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