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“Las leyes de san Bernardino:

La primera es la que podriamos llamar del afecto. Uno entra al saber a través del amor.
Quien no ama el saber al que aspira, quien no siente nada hacia sus maestros ni hacia los
grandes maestros de todos los tiempos no tiene nada que hacer.

La segunda regla es saber pasar. Es como la preparacién de un atleta: si no se abstiene de
una serie de cosas no llegara a ninguna parte. Hay que saber pasar, si es posible con
elegancia, de companias, diversiones y caprichos.

La tercera es la necesaria paz. Nuestra alma es como el agua de un estanque. Para ver las
profundidades, ha de estar tranquila.

La cuarta es el orden en todo. Una hora para descansar, es mejor que descansar a cualquier
hora. Un poco de ejercicio y de ocio y ninguna de las dos cosas en exceso. No abrumarse con
las cosas, sino que abordartas una tras otra. Con profundidad y sin olvidar ningun detalle.

La quinta es la perseverancia Mds que un gran talento es imprescindible la voluntad vy la
tenacidad.

La sexta regla es la discrecién. No pretender resultados de un dia para otro, no empezar
demasiadas cosas a la ves y no desanimarse si no se llega a ser el primero. Hemos de conocer
nuestra medida y aceptarla con naturalidad.

La séptima y ultima regla es la del deleite. Algo que no se compra ni se vende, y que con
frecuencia hay que saber esperar. La regla presupone que el hombre siente un natural deleite
o placer en la investigacién y el estudio. Se trata del intimo placer que conlleva tomar
conciencia de nuestra propia racionalidad. Como pez en el agua, como ave planeando
majestuosamente en el cielo.”

Ramon Pares
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RESUMEN.

La microcina E492 es un péptido antibiético de bajo peso molecular producido
por Klebsiella pneumoniae RYC492. Hasta el momento se han descrito dos actividades
para la microcina E492, una actividad bactericida mediante la formacién de poros en la
membrana interna de las cepas sensibles y una actividad citotéxica sobre algunas
lineas celulares cancerosas. La microcina E492 puede sufrir un proceso de
modificacién post-traduccional, que consiste en la adiciéon en su carboxilo terminal de
una molécula de salmoquelina, un sideréforo de tipo catecol correspondiente a
derivados glucosilados de enteroquelina. En este proceso de modificacién post-
traduccional participan los productos de los genes de la maduracién del sistema
productor de microcina E492, los cuales in vifro son capaces de glucosilar
enteroquelina y unirla covalentemente a la serina 84 del péptido. EI maximo de la
actividad antibacteriana de la microcina E492 ocurre en fase exponencial de
crecimiento y se correlaciona con el maximo en la expresion de los genes de la
maduracién, mientras que en fase estacionaria de crecimiento se observa la
desaparicion de la actividad antibacteriana acompafiada por la agregacién de la
microcina E492 en fibras de tipo amiloide. Los agregados de tipo amiloide de la
microcina E492 presentan una mayor actividad antitumoral.

En este trabajo se estudiaron: i) los requerimientos de la cepa productora para
la modificacién post-traduccional de la microcina E492 in vivo; y ademés se determiné
como esta modificacion post-traduccional afecta ii) la actividad antibacteriana iii) y la
capacidad de esta microcina de agregar formando fibras de tipo amiloide.

Se determino: i) que para el proceso de modificacién post-traduccional de la
microcina E492 in vivo se requiere de la via de sintesis de enteroquelina; y que

mientras mayor es la proporcion de péptido modificado post-traduccionalmente ii)
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mayor es su actividad antibacteriana vy iii) menor es su capacidad de agregar en fibras
de tipo amiloide.

La via de sintesis de enteroquelina se encuentra codificada en enterobacterias
en el locus ent. Cepas mutantes en los genes entC y entF, defectuosas en la via de
sintesis de enteroquelina, producen microcina E492 no-modificada y sin actividad
bactericida, pues se requiere a la enteroquelina como precursor para la modificacion.
Derivados mono y diglucosilados de enteroquelina (salmoquelinas), producidos por
enterobacterias patégenas, son capaces de ingresar a células de E. coli no-patégenas
principalmente a través del receptor de membrana externa para sider6foros de tipo
catecol Fiu y en menor medida mediante FepA y Cir. Si esto ocurre en una célula
productora de microcina, estas moléculas pueden ser utilizadas como sustratos para la
modificacion post-traduccional. Asi, el derivado diglucosilado de enteroquelina y el
sustrato acido 2,3-dihidroxibenzoico fueron utilizados para trascomplementar cepas
deficientes en la via de sintesis de enteroquelina y producir microcina activa desde las
mutantes entC° y entB respectivamente. En contraste, no fue posible
transcomplementar diversas cepas mutantes en entF (entF", AentF y AentDF). EntF es
la sintetasa de péptidos no-ribosomal que con sus cuatro dominios modulares participa
en la sintesis de enteroquelina. Este resultado indica que EntF seria necesaria para la
produccién de microcina activa en un proceso independiente de la sintesis de
enteroquelina. Mediante la complementaciéon con distintas combinaciones de los
dominios modulares de EntF, fue posible determinar que para la funcion dual de EntF
en la produccién de microcina activa se requiere solo de su dominio de adenilacién.
Una mutante puntual E750A en el dominio de adenilacion de EntF elimina su
capacidad de producir enteroquelina, pero al ser transcomplementada con

enteroquelina diglucosilada es capaz de producir microcina activa, por lo que se
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deduce que la participacion del dominio de adenilacién de EntF en la produccion de
microcina activa es independiente de su actividad catalitica. Una posible explicacién
para este papel dual del dominio de adenilacién de EntF en el proceso de modificacion
post-traduccional de la microcina E492, es que actie como una proteina de andamiaje
para las proteinas de la maduracion propias del sistema productor de microcina E492.
Hipoétesis que se apoya en la evidencia derivada del modelo molecular de EntF que
predice que sus dominios interactian de forma dinamica y que el domino de
adenilacién presenta un putativo parche de interaccion proteina-proteina no atribuible a
la interaccion con los otros dominios de la sintetasa.

Los niveles de modificacidn post-traduccional que presenta una muestra de
microcina dependen del nivel de expresion de los genes de la maduracién. Una cepa
portadora del sistema productor de microcina (pJEM15) posee una proporcion de 1:0,7
de péptido no-modificado versus modificado. Esta proporcion disminuye a 1:0,5 cuando
esta cepa sobre-expresa el gen estructural de la microcina (pT7-AB) y aumenta a 1:1,5
y 1:1,1 cuando sobre-expresa los genes de la maduracion pT7-lJ y pT7-C
respectivamente. Mutantes en los genes de la maduraciéon mceC™ y mcel” no producen
microcina modificada. Estas diferencias en la proporcion de microcina modificada se
traducen en diferencias en la actividad especifica de las diferentes muestras y en la
capacidad de éstas de agregar en fibras de tipo amiloide. La microcina con una mayor
proporcion de forma modificada presenta una mayor actividad bactericida y una menor
tendencia a formar fibras de tipo amiloide. Sin embargo, las fibras producidas por
microcina con diferentes grados de modificaciéon post-traduccional poseen formas y
dimensiones similares, con una morfologia tipica de este tipo de fibras, que
corresponden a filamentos polimérficos largos y no-ramificados. Dentro de este

polimorfismo es posible distinguir en todas las preparaciones filamentos helicoidales y
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filamentos no-helicoidales simples y dobles. Mediante la obtencién de promedios bi-
dimensionales calculados a partir de la reconstruccién de imagenes de microscopia
electrénica se determinaron las dimensiones de las fibras helicoidales, que presentan
50 nm de paso y 14 nm de ancho; y de las fibras planas simples que tienen 7 nm de
ancho, en tanto que las dobles 14 nm de ancho. Al preparar muestras para
microscopia electrénica en los primeros estadios de la agregacion de la microcina
E492 se observaron filamentos rectos de 7 nm de ancho y estructuras anulares de 7
nm de diametro que corresponderian a precursores de la agregacion. Estas estructuras
anulares compatibles con pentameros y hexameros de microcina E492 resultan
indistinguibles de aquellas denominadas poros amiloides y que son consideradas

altamente toxicas.
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ABSTRACT.

Microcin E492 is a low-molecular weight antibiotic peptide produced by
Klebsiella pneumoniae RYC492. Until now have been described two activities for
microcin E492, antibacterial activity through the formation of pores in the inner
membrane of sensitive cells and a cytotoxic activity against some cancerous cell lines.
Microcin E492 can undergo a post-translational modification process, which consists of
the addition of a salmocheline molecule, a catecholate siderophore corresponding to
enterocheline glucosylated derivatives, to its carboxyl terminal. The products of
maturation genes from the microcin E492 producing system, which in vitro are capable
of glucosylating enterocheline and covalently attaching it to the peptide's serine 84,
participate in this process. The maximum antibacterial activity and the expression of
maturation genes are correlated, and both take place during the exponential phase of
growth, meanwhile in stationary phase of growth we found a disappearance of
antibacterial activity accompanied by the assembly of microcin E492 amyloid-like fibrils.
Amyloid aggregates of microcin E492 have higher antitumor activity.

This thesis studied: i) the producing strain's requirements for the in vivo post-
translational modification of microcin E492 and also determined how this modification
affects iii) the antibacterial activity of the peptide and iii) its capacity to aggregate by
forming amyloid-like fibrils.

Was determined that: i) the process of post-translational modification of microcin
E492 in vivo requires the enterochelin synthesis pathway and that the greater the
proportion of post-translational modified peptide ii) higher is the antibacterial activity and
iii) less able is this microcin to aggregate into amyloid-like fibers.

The enterochelin synthesis pathway is encoded in the locus ent in enteric

bacteria. Mutant strains in the entC and entF genes, defective in the enterocheline



synthesis pathway, produce non-modified and inactive microcin E492, thus it requires
enterocheline as a precursor for modification. Mono and diglucosylade enterocheline
derivatives (salmocheline) are capable of entering non-pathogenic E. coli cells,
principally through the external membrane receptor for catecholate siderophores Fiu,
and in lesser part through FepA and Cir. If this occurs in a microcin-producing cell,
these molecules can be utilized as substrates for post-translational modification. Thus,
the enterocheline diglucosylade derivative and the 2,3-dihydroxybenzoic acid were
used to transcomplement mutant strains in enterocheline synthesis pathway and
produce active microcin from entC™ and entB™ mutants, respectively. In contrast, it was
not possible to transcomplement various mutant strains in entF (entF, AentF and
AentDF). EntF is the non-ribosomal peptides synthetase with four modular domains
involved in the synthesis of enterochelin. This result indicates that EntF is necessary for
the production of active microcin in a process that is independent of enterocheline
synthesis. Through complementation with different combinations of EntF modular
domains, it was possible to determine that the only necessary domain was the
adenilation domain for the dual function of EntF in active microcin production. The
punctual mutant E750A in the adenilation domain eliminates the enterocheline
production capacity, but after being transcomplemented with diglucosylade
enterocheline, it is capable of producing active microcin. Therefore, the catalytic activity
of this domain is not involved in the synthesis of active microcin. One possible
explanation for this dual role of Entf adenylation domain in the microcin E492 post-
translational modification process would be that it acts as a scaffolding protein for the
maturation proteins of the microcin E492 producing system. Hypothesis supported by

the evidence from the molecular model of EntF which predicts that its domains interact



in a dynamic way and a patch of protein-protein interaction in the adenilation domain
not attributible to the interaction with the other domains of the synthetase.

The levels of post-translational modification that present a sample of microcin
depend on the level of expression of the maturation genes. A strain carrying the
microcin-producing system (pJEM15) has a 1:0.7 ratio of non-modified to modified
peptides. This ratio decreases to 1:0.5 when this strain over-expresses the microcin
structural gene (pT7-AB) and increases to 1:1.5 and 1:1.1 respectively when the
maturation genes pT7-1J and pT7-C are over-expressed. Mutants in the maturation
genes mceC and mcel do not produce modified microcin. These differences in the
proportion of modified microcin translate into differences in the activity level of the
different samples and their capacity to aggregate into amyloid-like fibrils. The microcin
with the highest proportion of modified forms presents higher antibacterial activity and a
lesser tendency to form amyloid-like fibrils. Nevertheless, the fibers produced by
microcin with different grades of post-translational modification have similar forms and
dimensions, with a typical morphology of these types of fibers, which correspond to long
polymorphic and unbranched filaments. Within this polymorphism it is possible to
distinguish in all of the preparations helical filaments and simple and double non-helical
filaments. The dimensions of these filaments were obtained through bi-dimensional
averages calculated from the reconstruction of electron microscopic images. The helical
fibers are 50 nm in pitch and 14 nm in width; the simple flat fibers are 7 nm in width and
the double fiat fibers are 14 nm in width. Preparing samples for electron microscopy in
the early stages of microcin E492 aggregation were observed straight filaments 7 nm in
width and annular structures 7 nm in diameter that correspond to precursors of

aggregation. These annular structures consistent with pentamers and hexamers of
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microcin E492 are indistinguishable from those called amyloid pores and considered

highly toxic.
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1. INTRODUCCION.

Las enterobacterias producen un arsenal de moléculas, algunas de ellas de
naturaleza péptidica, para erradicar a sus competidores y sobrevivir en el ambiente
hostil del hospedero. Dentro de estos péptidos con actividad biolégica podemos
encontrar, entre otros ejemplos, antibidticos y sideréforos quelantes de hierro. Muchos
de estos productos del metabolismo secundario son producidos por vias de sintesis no-

ribosomal, mientras otros son producidos por la via ribosomal.

1.1. Siderdéforos de tipo catecol: péptidos de sintesis no-ribosomal.

El hierro es un nutriente esencial para los organismos vivos, cuya adquisicion
representa un problema debido a su baja solubilidad en agua (revisado en Ratledge,
2007), por lo que en los fluidos de vertebrados se le encuentra en su mayoria unido a
transferrina, lactoferrina y hemoglobina. Debido a esto, se vuelve clave para la
supervivencia de los microorganismos gue viven dentro de estos animales la capacidad
de secuestrar el hierro acomplejado por las proteinas del hospedero. Las
enterobacterias han desarrollado mecanismos agresivos para la adquisicion de hierro,
dentro de los cuales se encuentra ampliamente distribuido el uso de sideréforos o
moléculas quelantes de hierro de alta afinidad (Neilands, 1995). En enterobacterias la
enterogquelina o enterobactina es el sideréforo mas comun (revisado en Grass, 2006). A
pesar de ser producida por un gran nimero de enterobacterias, este quelante de hierro
no resulta muy efectivo en promover el crecimiento bacteriano dentro de su hospedero,
ya que esta moléecula es reconocida y unida por la siderocalina o lipocalina-2, una
proteina del plasma que forma parte de sistema inmune innato de mamiferos (Goetz y

cols., 2002; Flo y cols., 2004, Holmes y cols., 2005). La estructura de esta molecula



guelante de hierro corresponde a un trimero ciclico de 2,3-dihidroxibenzoil-L-serina
(DHBS) (O'Brien y Gibson, 1970), que por la presencia de los anillos catecélicos (o
dihidroxibenzoicos) se le clasifica como un siderdforo de tipo catecol. La enteroguelina
es sintetizada a través de una via de sintesis no-ribosomal de péptidos que esta
asociada al locus ent presente en todas las enterobacterias. Esta via de sintesis no-
ribosomal se puede dividir en dos etapas importantes: la primera en la cual se sintetiza
el acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB) a partir de corismato, etapa catalizada por las
enzimas EntA, EntB y EntC; y la segunda que consiste en la sintesis no-ribosomal del
trimero ciclico a partir de DHB vy serina. Esta etapa esta catalizada por EntB, EntD,
EntE y EntF, donde EntF es la sintetasa de péptidos no-ribosomal que utiliza la energia
de seis moléculas de ATP para lleva a cabo este proceso (revisado en Crosa y Walsh,
2002). La sintetasa EntF posee cuatro dominios independientes cataliticos y portador
de péptidos, todos los cuales participan en la sintesis del sideréforo. Debido a que este
complejo multi-enzimatico solamente utiliza al DHB y a los residuos de serina como
sustratos, los monomeros, dimeros y el trimero lineal de DHBS, que también son
utilizados por las enterobacterias como sideroforos, son considerados productos de
hidrélisis y no precursores de la enteroquelina (O'Brien y cols., 1971).

Tanto bacterias como hongos producen mediante la sintesis de péptidos no-
ribosomales una gran variedad de moléculas bio-activas que van desde antibiéticos,
inmunosupresores y antitumorales, hasta sideroforos. La manipulacién de la sintesis de
familias de productos naturales correspondientes a moléculas estructuralmente
complejas y con actividades biologicas importantes se ha convertido en un asunto de
suma importancia en los ultimos afios (Lamb y Wright, 2005; Vosburg y Walsh, 2005).
En estos estudios la sintetasa EntF se ha convertido en un modelo de estudio muy

difundido, pues sus cuatro dominios independientes muy bien definidos la convierten



en una de las mas simples. Debido a esto, la via de sintesis de |la enteroquelina se
encuentra muy bien descrita. Asi, EntC cataliza la conversion del corismato a
isocorismato (Liu y cols., 1990). El dominio isocorismato liasa (ICL) de EntB hidroliza el
grupo piruvato del isocorismato para producir 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato
(Rusnak y cols., 1990), el que es convertido a DHB mediante la actividad de EntA, una
2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato dehidrogenasa (Liu y cols., 1989). En la etapa de la
sintesis no-ribosomal (Figura 1) EntD, que es una fosfopantetoinil transferasa, une este
grupo prostético a residuos de serina conservadas en los dominios portadores de EntB
y EntF (Lambalot y cols., 1996; Gehring y cols., 1998). EntE: que contiene un dominio
de adenilacion especifico para DHB, transfiere esta molécula al fosfopantetoinato
(PPant) que esta unido al dominio portador ArCP (ary! carrier protein) de EntB (Rusnak
y cols., 1989). Por lo tanto EntB es una proteina bi-funcional, con sus dominios ICL y
ArCP, que participa en las dos etapas de la via de sintesis de la enteroquelina (Gehring
y cols., 1997). EntF es una sintetasa se péptidos no-ribosomales de 142 kDa que
consta de cuatro dominios, el dominio de condensacién (C), de adenilacion (A), un
dominio portador de peptidos (peptidil carrier protein) (PlCP) y un dominio tioesterasa
(TE). El dominio de adenilaciéon de EntF activa y carga las serinas al PCP (Gehring y
cols., 1998). El dominio de condensacion cataliza la formacion del enlace amida entre
el DHB cargado en el PCP de EntB y la serina cargada al PCP de EntF dando paso a
la formacién del intermediario DHB-Ser-S-EntF (Gehring vy co!s;, 1998). En los
sucesivos pasos de la ciclotrimerizacién el dominio tioesterasa se encarga de
almacenar uniendo sucesivamente de manera covalente DHB-Ser, (DHB-Ser),, (DHB-
Ser); lineal, antes de la ciclacion que dara como resultado el sideréforo tricatecolico

(Shaw-Reid y cols., 1999).
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Figura 1. Via de sintesis no-ribosomal de enteroquelina. Esquema adaptado de
Roche y Walsh, 2003. Para detalles ver el texto.



Algunas cepas patégenas de enterobacterias Gram-negativa codifican para el
locus iroA que se expresa bajo condiciones de carencia de hierro (Welch y cols., 2002;
Wu y cols., 2002). Estas cepas producen una nueva clase de siderdforos de tipo
catecol denominados salmoquelina, cuya estructura corresponde a derivados
glucosilados de enteroquelina y de sus productos de hidrélisis (Figura 2) (Hantke y
cols., 2003; Bister y cols., 2004).

El locus iroA de 9,6 kpb esta compuesto por cinco genes (iroBCDEN) que
codifican para el transportador IroC (Crouch y cols., 2008), el receptor de membrana
externa IroN (Hantke y cols., 2003), las esterasas IroE e IroD (Lin y cols., 2005; Zhu y
cols., 2005) y la glucosil transferasa IroB que in vitro transfiere grupos glucosilos desde
la uridina-5'-difosfoglucosa al carbono 5 de' una, dos o trest de las unidades de 2,3-
dihidroxibenzoil que componen la enteroquelina (Fischbachiy cols., 2005).

El estudio de las salmoquelinas ha tenido mucho revuelo en los ultimos afios,
pues se descubrid que a diferencia de la enteroquelina, las salmoquelinas son capaces
de evadir la respuesta inmune innata del hospedero mediada por la iipbcalina—Z (Floy
cols., 2004; Abergel y cols., 2006), lo cual les confiere una ventaja adaptativa a las
bacterias que las expresan. La produccion de salmoquelinas ademas promueve la
virulencia de E. coli en ratones (Fischbach y cols., 2006b; Valdebenito y cols., 2007).
Se ha demostrado que IroN contribuiria a la invasién de estos patégenos en células
uroteliales (Feldmann y cols., 2007) y que la sintesis y exportacion de salmoquelinas
es esencial para la virulencia en Salmonella enterica (Crouch y cols., 2008, Raffatellu y
cols., 2009). Estos antecedentes han llevado a considerar al locus iroA como un
importante factor de virulencia en enterobacterias (comentado y revisado en Fischbach

y cols., 2006b; Skaar, 2009).
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1.2. Bacteriocinas: péptidos de sintesis ribosomal.

Las bacteriocinas son una clase de péptidos antibiéticos de sintesis ribosomal,
con un reducido espectro de accién, ya que son activas solo sobre cepas relacionadas
a la cepa productora. Poseen variados mecanismos de acciéon que afectan procesos o
estructuras vitales de la celula blanco como lo son la generacion de energia, la
integridad del material genético, la produccion de proteinas o la integridad de la
membrana citoplasmatica.

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativas se dividen en dos
grupos: las de alto peso _molecular o colicinas (25-80.000 Da) y las de bajo peso
molecular o microcinas (< 10.000 Da) (Baguero y Moreno, 1984). Las microcinas son
un grupo diverso en estructura y mecanismos de accién, pero que comparten

caracteristicas comunes ademas de su bajo peso molecular, tales como el caracter

¥

hidrofébico que las hace solubles en metanol, la resistencia a condiciones extremas de
temperatura y pH, y al tratamiento con algunas proteasas (Baquero y Moreno, 1984).
Muchas de ellas sufren procesos de modificacién post-traduccional que son esenciales
para la actividad bactericida (Duguesne y cols., 2007a; Duquesne y cols., 2007b). La
produccion de cada microcina descrita requiere de determinantes genéticos que
usualmente se encuentran codificados en plasmidios, con excepciéon de los sistemas
productores de las microcinas E492, H47, 147 y M, que se encuentran codificados en el
cromosoma de sus cepas productoras y poseen una organizacién genética similar
(Figura 3). En estos sistemas el gen de inmunidad esta rio arriba y solapado con el gen
estructural del péptido bactericida, formando una sola unidad transcripcional. Ademas
presentan un grupo de genes que codifican para las proteinas de exportacion de la
microcina, y dos proteinas llamadas de la maduracién que son necesarias para la

actividad bactericida. Ademas los sistemas productores de estas microcinas presentan



un tercer segmento de unidades transcripcionales distintas y convergentes, también
considerados dentro del grupo de los genes de maduracion de estas microcinas, que
codifican para dos proteinas relacionadas con el metabolismo de los sideroforos de tipo
catecol, una de ellas homoéloga a la glucosil transferasa IroB y la otra homologa a la
esterasa IroD.

1.3. La produccion de microcina E492 modificada conjuga la unién a través de un
puente de glucosa de moléculas peptidicas obtenidas a través de sintesis
ribosomal y no-ribosomal.

La microcina E492 (MccE492) aislada desde la cepa de Klebsiella pneumoniae
RYC492 (de Lorenzo, 1984), es un péptido ribosomal de 84_ residuos que produce la
despolarizacion de la membrana interna de las células sensib‘ll.es mediante la formacion
de poros en la membrana interna de dichas células (de Lorenzo y Pugsley, 1985;
Lagos y cols., 1993). EI mecanismo preciso mediante el cual la MccE492 alcanza la
membrana interna y forma los poros es aun desconocido, sin embargo se ha logrado
identificar a las proteinas implicadas. Las microcinas H47, M y E492 utilizan para su
internalizacion los receptores de membrana externa para sideréforos de tipo catecol
FepA, Cir, Fiu e IroN (Patzer y cols., 2003). En E. coli la internalizacion de la MccE492
ocurre de manera cooperativa mediante los receptores FepA, Fiu y Cir, contribuyendo
éstos de manera diferencial en la sensibilidad de la célula blanco, siendo FepA el mas
importante (Strahsburger y cols., 2005). Estos receptores se encontrarian acoplados al
sistema energizador ExbBD vy la proteina de membrana interna TonB (Pugsley y cols.,
1986; Lagos y cols., 2001; Destoumieux-Garzon y cols., 2003). La actividad de esta
microcina se produce mayoritariamente en fase exponencial de crecimiento (de
Lorenzo, 1984) y se encuentra modulada por la disponibilidad de hierro en el medio de

cultivo (Orellana y Lagos, 1996), por la expresion transcripcional de los genes de
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Figura 3. Comparacion de los sistemas codificados en el cromosoma de las
microcinas E492, H47 147 y M. Se utilizé el siguiente cddigo de colores: amarillo,
genes estructurales de cada microcina; celeste, genes de inmunidad; verde, genes
relacionados con la exportacion; rojo, genes de la maduracion; naranjo, genes
relacionados con el metabolismo de los sideréforos de tipo catecol; blanco, los marcos
abiertos de lectura sin funcién conocida. Los rectangulos corresponden a las regiones
no secuenciadas; en gradiente de dos colores los genes fusionados y en negro los

genes truncos (Esquema tomado de Tello, 2006).



maduracion mceld (Corsini y cols., 2002) y por la formacién de fibras tipo amiloide en
fase estacionaria de crecimiento (Bieler y cols., 2005).

El sistema productor de la MccE492 (GenBank: AF063590) incluye mas de 10
marcos abiertos de lectura (ver figura 3) en un fragmento de aproximadamente 13,5
kpb (Lagos y cols., 2001; Lagos y cols., 2009). Este fragmento ha sido clonado vy
expresado en E. coli obteniéndose una microcina recombinante con las mismas
caracteristicas bioquimicas y electrofisiolégicas que la secretada por K. pneumoniae
RYC492 (Wilkens y cols., 1997). Dentro del sistema productor de la MccE492 se
identificaron genes que se denominaron de la maduracion, pues mutantes en estos
genes producian un péptido con la misma movilidad electroforética que las cepas
silvestres, pero sin actividad bactericida. MccE492 aislada desde las cepas mutantes
en los denominados genes de maduracién eran capaces de producir poros en bicapas
lipidicas y presentaban actividad antibacteriana sobre esferoplastos, que son células a
las cuales se le ha permeabilizado su membrana externa (Lagos y cols., 2001). La
produccion de MccE492 inactiva durante la fase estacionaria de crecimiento se debe a
la falta de transcripcién de la unidad que codifica para los genes mcelJ y una
disminucién de mceC (Corsini y cols., 2002). Al analizar la secuencia de los productos
génicos codificados por los genes de la maduracion mceC, mcel y mced, se encontro
que MceC codifica para una proteina de 370 aminoacidos con un 77% de identidad y
86% de similitud con la enteroquelina glucosil transferasa IroB de S. enterica. Mcel
codifica para una proteina de 163 aminoacidos que presenta un dominio conservado
HylC presente en la familia de aciltransferasas (pfam 02794) que participan en la
activacion de toxinas mediante |a acilacion de residuos de lisina. En cambio para MceJ,

proteina de 524 aminoacidos, no ha sido posible encontrar homologos con funcién
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conocida. Los sistemas de produccion de las microcinas H47, 147 y M poseen
homdélogos a los genes de la maduracion de la MccE492 (Poey vy cols., 2006).

La identificacion de los genes de maduracion sugeria fuertemente que era
indispensable una modificacién post-traduccional para su actividad bactericida, en el
paso del reconocimiento de la membrana externa (Corsini y cols., 2002). Sin embargo,
no se detectd MccE492 modificada, y por tanto fue descrita como un péptido no-
modificado (Lagos y cols., 2001; Pons y cols., 2002; Destoumieux-Garzon y cols.,
2003). Hasta que el afio 2004, al cambiar las condiciones del medio de cultivo de la
cepa productora, fue posibae el aistamiento e identificacion de una forma modificada de
la MccE492, con uné masa de 8718 Da (Thomas y cols., 2004). La modificacién de la
MccE492 (Figura 4) fue identificada como una molécula de tipo salmoquelina,
especificamente un derivado monoglucosilado y lineal de enteroguelina (Glc-DHBSS).
También se describieron otros intermediarios modificados de la Mc‘cE492 que
corresponden al péptido unido a un monomero (Glc-DHBS) y a un dimero
monoglusilado de DHBS (Glc-DHBS;) con pesos de 8272 y 8495 respectivamente
(Thomas y cols., 2004; Vassiliadis y cols.,, 2007). Ademas de las formas recién
mencionadas, en nuestro laboratorio hemos identificado una forma de 8898 Da que
corresponderia a un trimero diglucosilado de DHBS (2GIc-DHBS;) (resultados no
publicados, ver figura 4). El mecanismo mediante el cual la MccE492 se une de
manera covalente a la molécula de salmoquelina alin es objetc de estudio, sin
embargo se establecidé que la unién covalente se genera mediante un enlace éster
entre la serina 84 del carboxilo terminal del péptido y la glucosa del sideréforo (Thomas
y cols., 2004). Para que esta reaccién ocurra in vitro se requiere de varias etapas de

actividad enzimatica en las que participan los productos de los genes de la maduracion

MceC y Mceld (Nolan y cols., 2007; Nolan y Walsh, 2008). Es importante dejar en
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claro, que tal como se observa en la figura 4, las muestras purificadas de MccE492
contienen una mezcla de la forma no-modificada (que suele ser la mayoritaria) y las
formas modificadas con diferentes derivados glucosilados de DHBS.

Los estudios in vitro sobre las proteinas de la maduracion han demostrado que
MceC glucosila enteroquelina y sus derivados de hidrélisis en cada una de las
unidades de DHBS con una afinidad que disminuye a medida que se acumulan las
glucosilaciones (Fischbach y cols., 2005; Nolan y cols,, 2007). Mceld forma un
complejo proteico que une las moleculas tipo salmoquelina tanto a un decapéptido con
la secuencia del carboxilo terminal de la MccE492 como a la bacteriocina completa, sin

embargo no se ha reportado que la MccE492 modificada in vitro posea actividad

*

f
bactericida {(Nolan y cols., 2007). ‘ ‘

La reaccion catqlizada por el complejo McelJ requiere de ATP y Mg™ como
cofactores, y este complejo reconoce ademés los derivados glucosilados de
enteroquelina ya mencionados y los utiliza como sustrato para modificar decapéptidos
con las secuencias de los carboxilos terminales de las microcinas E492, H47, 147 y M
(Nolan y Walsh, 2008). La produccion de MccE492 modificada en una cepa mutante en
MceC puede ser restaurada in vivo por complementacion con el sistema productor de
las microcinas H47, 147 y M (Vassiliadis y cols., 2007). Este resultado sugiere que
estas microcinas sufririan un proceso de modificacion post-traduccional similar a la
MccE492 catalizado por los productos de los genes homdlogos a MceClJ presentes en

sus propios sistemas productores.
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Figura 4. Espectro MALDI-TOF-MS de una muestra de MccE492 modificada post-
traduccionalmente. Espectro de masa de una muestra purificada de MccE492 en que
se aprecian todas las especies modificadas post-traduccionaimente. Se muestra
ademas un esquema de los Ultimos diez residuos del péptido antibiético; en rojo el
residuo de glucosa unido a la serina 84 (Ser-84) y al trimero lineal de residuos de 2,3-
dihidroxibenzoil-L-serina (DHBS). Las proteinas de la maduracién MceClJ catalizarian
esta reaccion mediante la formacion de un enlace éster entre la MccE492 y la molécula
tipo salmoquelina correspondiente.
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1.4. Efecto de la modificacion post-traduccional de la MccE492 sobre la actividad
antibacteriana.

Las fibras de tipo amiloide se han descrito asociadas a diversas enfermedades,
incluyendo el mal de Alzheimer, las encefalopatias espongiformes transmisibles (0
enfermedades pridnicas), Parkinson, Huntington, esclerosis lateral amiotrofica y
diabetes tipo I, razén por la cual la formacion de amiloides se ha asociado a procesos
patoldgicos. Sin embargo en los Ultimos afios se han descrito proteinas que forman
amiloides y que no estan implicadas en procesos patolégicos, a éstas se les ha
denominado amiloides funcionales o amiloides naturales. El creciente numero de este
tipo de proteinas ha incrementado la creencia de que la formacion de estos agregados
altamente estructurados son funcionales en la naturaleza (Dobson, 2003; Gebbink y
cols., 2005; Otzen y Nielsen, 2008).

La MccE492 posee dos actividades bioldgicas: la actividad bactericida sobre
cepas de enterobacterias relacionadas a la cepa productora y la actividad citotoxica,
mediante apoptosis, sobre algunas lineas celulares cancerosas humanas (Hetz y cols.,
2002). Resultados de nuestro laboratorio indican que la actividad citotéxica se veria
incrementada con la capacidad de agregarse formando fibras de tipo amiloide
(Estrada, 2005; Garcia, 2008; Estrada y cols., manuscrito enviado para su publicacion).
Las fibras de tipo amiloide son agregados proteicos insolubles, ricos en estructura beta
que usualmente se detectan por su unién a sondas especificas como el rojo Congo y la
tioflavina T. La estructura fibrilar de estos agregados poseen morfologias muy similares
que se caracterizan por ser fibras largas no ramificadas, de unos cuantos nanoémetros
de didametro y generalmente helicoidales. La produccién in vivo de los agregados
extracelulares de MccE492 ocurre durante la fase estacionaria de crecimiento por lo

que se ha postulado que el proceso de agregacién en fibras de tipo amiloide podria
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tener un rol fisiolégico en la regulacién de las actividades biolégicas de este péptido
(Bieler y cols., 2005). Los amiloides de MccE492 producidos in vitro no poseen
actividad bactericida y su agregacion sigue la cinética caracteristica de los agregados
de tipo amiloide con una fase de latencia seguida por un periodo de crecimiento
rapido. Este comportamiento es tipico de procesos dependientes de nucleacion, como
la cristalizacion, donde la fase de latencia puede ser eliminada mediante la adicion de
agregados preformados a una solucion fresca, proceso conocido como nucleacion o
siembra (en inglés seeding) (Bieler y cols., 2005). lros agregados iniciales o prqto-
fibrillas tanto de proteinas relacionadas con enfermedades como de algunos amiloides
naturales han demostrado ser altamente toxicos para las células, a diferencia de los
agregados madures que son usualmente benignos o inertes (Bucciantini y cols., 2002;
Walsh y cols., 2002; Caughey y Lansbury, 2003). Se ha planteado la posibilidad de que
exista un mecanismo especifico y comun para la toxicidad de estos agregados iniciales
como por ejemplo la formacion de especies anulares oligoméricas, cuyas estructuras
visualizadas mediante microscopia electronica, son indistinguibles dé aquellas
producidas por algunas toxinas bacterianas formadoras de poros que rompen el
balance iénico de la célula, y que se les ha denominado “poros amiloides” (Lashuel y
cols., 2002).

Muestras de MccE492 obtenidas desde condiciones de cultivo en que se
obtiene una baja proporcion de microcina modificada (inferior al 5%) presentan
actividades entre 4 y 8 veces mas bajas que aquellas obtenidas en condiciones de alta
modificacion, en las cuales las formas modificadas representan entre el 50 al 70%, lo
cual indica que no existe una relacion lineal entre la fraccién de MccE492 modificada y
su actividad bactericida. La MccE492 inactiva, proveniente de mutantes en los genes

de maduracion, puede ser activada in vitro mediante un proceso de desnaturalizacion
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suave de una mezcla con microcina activa. Esta activacion esta acompariada por un
cambio en la estructura secundaria de la MccE492, aumentando su porcentaje de
estructura beta (Baeza, 2003), al igual que ocurre en el proceso de oligomerizacion
durante la formacién de fibras de tipo amiloide. Estas observaciones han llevado a
platear la hipdtesis de que la conformacion activa y toxica de la MccE492 seria un
oligbmero, cuya formacién y posterior agregacion en fibras de tipo amiloide estaria

siendo controlada por el proceso de modificacidén post-traduccional.

1.5. Objetivos.

El objetivo de esta tesis sera estudiar in vivo el proceso de modificacion post-
traduccional de la MccE492 y su efecto tanto en la actividad bactericida con’;o en la
capacidad de formar fibras de amiloides.

El estudio del proceso de modificacion post-traduccional se abordara mediante
estudios genéticos, caracterizando la actividad y el estado de modificacion de la
MccE492 producida por mutantes en diferentes puntos dentro de la via de sintesis de
sideroforos catecolicos. Como se vera en el desarrolio de este trabajo, se pondra
especial énfasis en el estudio del papel que cumple la sintetasa EntF en este proceso,
complementando los estudios genéticos con el uso de herramientas Bio-informéticas.

Mediante el uso de técnicas microbiolégicas y bioquimicas, se cuantificara el
efecto que tiene la modificacion de la MccE492 tanto en la actividad antibacteriana
como en la produccién de amiloides. Se estudiara su efecto sobre la estructura de los
amiloides formados y sus precursores, principalmente utilizando técnicas de
microscopia electronica y reconstruccion de -iméagenes. Estos estudios seran

complementados con espectros de dicroismo circular y analisis cinéticos.

16



2. MATERIALES Y METODOS.
2.1. Materiales.
2.1.1. Reactivos.
Las enzimas de restriccion, T4 DNA ligasa, marcadores de pesc molecular para

fragmentos de DNA, escala 1Kb y escala 100 bp, se compraron en New England
BioLabs Inc., UK.

La enzima Taq DNA polimerasa se obtuvo de Invitrogen Life Technology, CA, USA.

La enzima Pfu Turbo DNA polimerasa y el QuickChange® XL Site-Directed
Mutagénesis Kit se compraron en Stratagen, CA, USA.

El MICRO-BSA Protein Asséy Reagent Kit fge comprado a Pierce, lllinois, USA.

La 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, rojo Congo (RC), tricina, L-aminoécidos, acido trifluoroacético (TFA) y acido
2,3-dihidroxibenzoico (DHB) se compraron en Sigma Chemical Co., MO, USA.

Las membranas de nitrocelullosa VSWP02500 para remover las sales de los acidos
nucleicos pre-electroporacion y filtros “low binding” SLHVR04NL con poros de 0,45 um
se obtuvieron en Millipore, USA.

La acrilamida, persulfato de amonio, TEMED y cubetas de electroporacién se
compraron en BioRad Laboratoriels Inc., Hercules, C.A., USA.

El azul de bromofenol, cloroformo, alcohol iscamilico, isopropanol, etanol, metanol,
acetonitrilo, TCA, TFA, CAS, cloruro de calcio y carbonato acido de sodio se
compraron en Merck, Darmstadt, Alemania.

El cloruro de scdic, agar, cloruro de magnesio hexahidratado, tricloruro dle hierro I,
tris, glicina, glicerol, EDTA, fenol, fosfato acido de sodio, B-MeOH, citrato de sodio,

agarosa, acetato de amonio, se compraron en Winkler, Santiago, Chile.
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El cloruro de potasio, sulfato de magnesio, cloruro de calcio y resina Silica Gel 100 C18
se obtuvieron de Fluka Chemie AG, Messershmittstr, Suiza.

Los reactivos de grado técnico: acido acético, etanol, metanol, acetona y é&cido
clorhidrico se adquirieron en TCL, Santiago, Chile.

La triptona, bactotriptona, casaminoacidos y extracto de levadura se compraron en
DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA.

El hidroxido de sodio se obtuvo en J. T. Baker, Estado de México, México.

Los cartuchos Sep-Pak C8 y C18, asi como la columna C18, Spherisorb® 5 um ODS2
4,6 ym x 250 mm, se adquirieron en Waters, USA.

Los desoxinucledtidos y los sistemas E.Z.N.A. TM PCR Purification System, E.Z.N.A
TM Plasmid Miniprep Kit | se obtuvieron de Omega Bio-Tek Inc., Doraville, GA, USA.

El anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa se compré de Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA.

La pelicula autoradiogréafica X-OMAT BT Film, se obtuvo en kodak, Windsor, Colorado,
USA.

La ampicilina se obtuvo en Lyka Lab Limited y la tetraciclina en el Laboratorio
Benguerel Ltda., Chile.

La kanamicina, estreptomicina y cloranfenicol se compraron en el Laboratorio
Bestpharma S.A.

Las salmoquelinas MGE y DGE fueron donadas gentilmente por Michael Fischbach del

laboratorio del Dr. C. Walsh, Harvard Medical School, Boston, USA.
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2.1.2. Cepas bacterianas y plasmidios.

En las Tablas 1 y 2 se detallan respectivamente las cepas y plasmidios
utilizados en esta tesis. Las cepas de E. cofi H531, H1594, H1875, H1876 y H1885
fueron donadas por el laboratorio del Dr. Klaus Hantke, Universitat of Tubingen,
Tubingen, Alemania. Las cepas de E. coli ER1100A y ER1300H, asi como los
plasmidios pER311, pER307A y pER304A fueron donados por el Dr. Michael

Fischbach del laboratorio del Dr. C. Walsh, Harvard Medical School, Boston, USA.
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Tabla 1. Genotipos/Fenotipos de las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepas

Genotipo/Fenotipo

Fuente o referencia

E. coli

VCS257

BL21(DE3)

DH5¢

H1584

H1875

H1876

H5311

H1885

K12 entB

ER1100A

ER1300H

S. enterica LT2

DP50,sup F/supE44, supF58, hsdd3(rg mpg),

dapD8, lacY1, ginV44, A(gal-uvrB)47, tyrT58,
gyrA29, tonAS53A(thyA57)]

F-ompT, rg mg

supE44 AlacU169 (®80/acZAM15) hsdR17
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1.

araD139, A(argF-lac)U1689, rpsL150, relA1,
fibB5301, deoC1, ptsF25, rbsR, aroB
fit:Mud1X. (Amp’, Sm")

araD139, A(argF-lac)U168, rpsL150, relAd,
fIhB5301, deoC1, ptsF25, rbsR, aroB
cirmMud1X fepA:Tn10. (Amp', Tet', Sm")

araD139, A(argF-lac)U169, rpsL150, relA1,
fIbB5301, deoC1, ptsF25, rbsR, aroB
fiv::Mud1X, cir fepA:Tn10. (Amp', Tet”, Sm"

Derivada de H1143; araD 139, A (argF lac) U169
rpsL150 relA1 fiIbB5301 deoC1 ptsF25 rbsR aroB
entC::Mud1X. (Amp', Sm’)

Derivada de H1143; araD 139, A (argF lac) U169
rpsL150 relA1 fibB5301 deoC1 ptsF25 rbsR aroB

AentDF. (Sm")

entB obtenida reemplazando el gen por Kan. .

(Kan"

entF” obtenida reemplazando el gen por

Cm.(Cm")

entF, derivado de ER1100A sensible a Cm.

También conocida como Salmonelfa
thyphimurium LT2, prototréfica.

Stratagene

Novagen

Promega

Hantke, 1990

Hantke, 1990

Hantke, 1990

Hantke, 1983; K.
Hantke coleccién de
laboratoric

Hantke, 1983; K.
Hantke coleccién de
laboratorio

Lai y cols., 2006

Roche y Walsh,
2003

Roche y Walsh,
2003

S. Maloy coleccion
de laboratorio
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Tabla 2. Caracteristicas relevantes de los plasmidios utilizados en este trabajo.

Plasmidios Caracteristica Fuente o referencia

pHC79 Cosmidio derivado de ColE1, de propdsito Hohn y Collins,
general. (Amp", Tet") 1980

pJAMZ229 Derivado de pJ digerido con Xhol. Ceontiene los  Wilkens y cols.,
genes para la produccién de MccE492 activa. 1997
(Amp")

pJEM15 Derivado de pJAM228, posee la duplicacion de  Wilkens y cols.,
un fragmento interno Sall de 2,5 Kb. Es un 1997
sobre-productor de MccE492 activa. (Amp"

npB4 pJEM15 mceC::Tn5. Insercion en el aa 60. Coleccion de
(Amp', Kan') laboratorio

np45 pJEM15 mcel::Tn5. Insercién en el aa 133. Coleccion de
(Amp’, Kan) laboratorio j

p157 Gen mceB clonado en el plasmidio pT7-7. Lagosy cols., 1999
(Amp")

pACYC184 Plasmidio con origen de replicacion p15A de Chang y Cohen,
proposito general. (Cm', Tet') 1978

pT7-AB Genes mceBA bajo el control del promotor T7 Garcia, 2008
clonados en pACYC184. (Cm')

pT7-C Gen mceC bajo el control del promotor T7 Coleccion de
clonado en pACYC184. (Cm") laboratorio

pT7-1J Genes mceld bajo el control del promotor T7 Coleccion de
clonados en pACYC184. (Cm") laboratario

pER311 Gen entF clonado en pET28-acon unacolade  C.T. Walsh
B-His en el C—terminal. (Amp’) coleccion de

laboratorio

pER307A Dominios A-PCP-TE (entre los residuos 437- C.T. Walsh
1293) de EntF clonado en pET28-a con una cola coleccion de
de 6-His en el C-terminal. (Amp") laboratorio

pER304A Dominios A-PCP (entre los residuos 437-1045)  C.T. Walsh
de EntF clonado en pET28-a con una cola de 6-  coleccion de
His en el C-terminal. (Amp') laboratorio

pACYC-EntF Gen entF clonado en pACYC184 como en Este trabajo

pER311. (Cm')
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pACYC-A-PCP-TE Dominios A-PCP-TE de EntF clonados en Este trabajo
pACYC184 como en pER307A. (Cm")

pACYC-A-PCP Dominios A-PCP de EntF clonados en Este trabajo
pACYC184 como en pER304A. (Cm")

pACYC-A Dominio A (entre los residuos 437-968) de EntF  Este trabajo
clonado en pACYC184. (Cm"

pACYC-EntF-E750A Gen eniF con la mutacion E750A clonado en Este trabajo
pACYC184. (Cm')

2.1.3. Partidores.

En la Tabla 3 se detallan los partidores utilizados en esta tesis.

Tabla 3. Secuencias de los partidores utilizados en este trabajo.

L]

>

: )
Partidor Secuencia (5—3) ’

T7pro TAATACGACTCACTATAGGG p ’
T7 GAAATTAATACGACTCACTATA ! "
TER GGATATAGTTCCTCCTTTCA 2
DomAR TGGCGCTTATGCCTTCAGTT

A-E750A-F GGCCCGACGGCAGCGGCGGTA

A-E750A-R TACCGCCGCTGCCGTCGGGCC




2.2. Métodos.

2.2.1. Medios de cultivo.

Caldo luria (LB). Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L, NaOH
3,5 mM final.

Medio minimo M9. Na,HPO, 6 g/L, KH,PO, 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH,CI 1 g/L,
suplementado con CaCl, 0,1 mM, MgSO,*7H,O 2 mM, citrato de sodio 0,2% plv,
tiamina 1 mg/mL, casaminoacidos 1 mg/mL y glucosa 0,2% p/v.

Agar blando. Se preparé el agar blando con medio caldo Luria o M9 y 0,7% p/v de
agar agar.

Placas de agar. Se prepararon las placas con medio caldo Luria o M9y 1,5% p/v de
agar agar.

Placas suplementadas con DHB. Se prepararon agregan?c: a placas con medio LB,
DHB a una concentracion final de 10 pg/mL. }

Placas de césped sensible. Sobre placas de agar se esparcieron 4 mL de agar
blando fundido en el que se incluyd 150 uL de un cuitivo de E. coli BL21 (DE3) sensible

a la MccE492 crecido hasta fase estacionaria.

Las cepas bacterianas que portan plasmidios recombinantes y/o transposones
con resistencia a antibiéticos, se crecieron en medios liquidos o placas suplementadas
con los antibiéticos correspondientes en las siguientes concentraciones finales y
preparados segun lo descrito en Sambrook y cols. (1989). ampicilina 100 pg/mL,
cloranfenicol 50 ug/mL, tetraciclina 10 yg/mL, kanamicina 50 pg/mL y estreptomicina

10 pg/mL.
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2.2.2. Técnicas de biologia molecular.

Todos los procedimientos de biologia molecular no detallados, como
aislamientc de DNA gendmico y plasmidial, preparacion de células electrocompetentes,
transformacion mediante electroporacion, digestién con enzimas de restriccion, ligacion
de fragmentos de DNA, PCR, etc., se realizaron utilizando métodos estandarizados

(Sambrook y cols., 1989; Ausbel y cols., 1992),

2.2.3. Generacion de construcciones plasmidiales.

Rutinariamente se utilizd el vector pACYC184 para hacer las construcciones
compatibles con aquellas correspondientes al sistema productor de la MccE492
clonado en el cosmidio pHC79. La sintetasa de péptidos no-ribosomal EntF fue clonada
mediante PCR, utilizando como templado el plasmidio pER311 y los partidores T7 y
TER. El producto de PCR purificado se ligé en el sitio de corte EcoRV que posee el
vector pACYC184, dando como resultado la construccion pACYC-EntF. Con los
mismos partidores (T7 y TER) y utilizando como templados los plasmidios pER307A y
pER304A, se amplificaron las combiﬁaciones de los dominios de EntF, y se clonaron
en el sitio EcoRV del vector pACYC184 para obtener las construcciones pACYC-A-
PCP-TE y pACYC-A-PCP. En el caso de la construccion pACYC-A, se utilizé como
templado el plasmidio pER304A y los partidores T7 y DomaAR. El prodﬁcto de PCR se
cloné en el sitio EcoRV de pACYC184. Todas las construcciones antes mencionadas

fueron completamente secuenciadas.
2.2.4. Mutagénesis puntual.
La mutagénesis puntual se realizé bajo las indicaciones que recomienda el

sistema QuickChange® XL Site-Directed Mutagénesis Kit. Brevemente, en la reaccion
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de mutagénesis puntual mediante PCR se utilizd 1 pL DNA plasmidial del vector
templado pACYC-EntF, los partidores A-E750A-F y A-E750A-R, con un tiempo de
extension de 16 min. El producto de PCR fue aislado del DNA templado y tratado con
la enzima de restriccion Dpnl, que solo digiere DNA metilado (DNA aislado desde
cultivo bacteriano) y no digiere al DNA producido in vitro (DNA proveniente de una
reaccion de PCR). Después de la digestion, el DNA fue dializado y transformado sobre
células competentes DHS5a. La identidad de la mutacién se confirmé mediante

secuenciacion.

2.2.5. Purificacién de MccE492 en columnas Sep-Pak C8. : g

Medio litro de medio de cultivo M9 suplementado con Glc y Cit se inoculd con 5-
500 uL de un cultivo crecido toda la noche y se incubé a 37°C a una agitacion
constante de 220 rpm durante 20 h. Posteriormente el cultivo se centrifugé a 17.000 x g
durante 30 min a 4°C. El sobrenadante, sometido a una presion negativa, se paso por
una columna de extraccion en faée sélida Sep-Pak C8 (Waters), activada previamente
con 5 mL de acetonitrilo 40%-TFA 0,1% y 5 mL de agua nano pura-TFA 0,1%, se lavd
con 5 mL de acetonitrilo 30%-TFA 0,1% y la MccE492 se eluyd con 5 mL de acetonitrilo

40%-TFA 0,1%.

2.2.6. Purificacion de MccE492 en columnas Sep-Pak C18.

Medio litro de medio de cultivo M9 suplementado con Glc y Cit se inoculé con 5-
500 pL de un cultivo crecido toda la noche y se incubé a 37°C a una agitacion
constante de 220 rpm durante 20 h. Posteriormente el cultivo se centrifugé a 17.000 x g
durante 30 min a 4°C. El sobrenadante; sometido a una presién negativa, se paso por

una columna de extraccion en fase sdlida Sep-Pak C18 (Waters), activada previamente
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con 10 mL de acetonitrilo 50% y 20 mL de agua nano pura, se lavé con 3 mL de
metanol 60% y 3 mL de acetonitrilo 25%. La MccE492 se eluyé con 3 mL de

acetonitrilo 50%.

2.2.7. Purificacion preparativa de MccE492.

Cuatro matraces, cada uno con un litro de medio de cultivo M9 suplementado
con Glc y Cit, se inocularon con 5-500 uL de cultivo crecido toda la noche, se incubaron
a 37°C a una agitacion constante de 220 rpm durante 20 h y posteriormente se
centrifugaron a 17.000 x g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante filtrado se incub6 2 h
con una resina Silica Gel 100 C18 (Fluka), activada previamente con acetenitrilo 100%,
y se filtrd en un embudo Blchner con papel filtro. Se lavé la resina con un gradiente de
30 a 100% de acetonitrilo, obteniéndose el maximo de MccE492 en la fraccion de 50%.

A
2.2.8. Determinacion de la concentracion de muestras de MccE492 purificada.

La concentracion de las preparaciones de MccE492 se determino utilizando el

MICRO-BSA Protein Assay Reagent Kit de Pierce (lllinois, USA) segun las indicaciones

del fabricante.

2.2.9. Espectrometria de masas (MALDI-TOF).

Muestras de MccE492 purificada se mezclaron en diluciones 1:10 con la matriz
CHCA previamente preparada a una concentracion de 10 mg/mL. Se depositoé 2 pL de
cada una de las mezclas en una placa porta muestra micro scout. Los espectros se
obtuvieron en un equipo Microflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Inc., MA, USA), en la
Unidad de Espectrometria de Masas del Centro de Estudios para el Desarrollo de la

Quimica (CEPEDEQ) de la Universidad de Chile. Previo a la obtenciéon de los
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espectros se realizd6 una calibracion del equipo con un estandar externo
correspondiente a una mezcla de proteinas de masa que iban desde los 5.000 a los
17.000 Da. Para la obtencidon de los espectros se trabajé en modo ion positivo y
deteccion lineal utilizando un método optimizado para péptidos y/o proteinas de masas
de entre 5.000 y 20.000 Da (se usarcon los parametros por defecto del equipo). Cada
espectro final corresponde a la sumatoria de 10 barridos de 40 tiros de laser aplicados

en diferentes puntos tomados al azar.

2.2.10. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes
(SDS-PAGE).

Los geles se prepararon con tres fases: separador, espaciador y concentrador.
El gel separador consistié en 16,5% de acrilamida (3%'de entre;cruzamiento), Tris-HCI
1 M pH 8,5, SDS 0,1% vy glicerol al 10%. El gel espaciador consistié en 10% de
acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCl 1 M pH 8,5, SDS 0,1%. El gel
concentrador contenia 3% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HC! 1 M pH
8,5; SDS 0,1%. A cada una de estas soluciones se les agregé 0,033% de APS y 2,2
mM de TEMED. La solucion de corrida para el catodo fue Tris-HCI 0,1M pH 8,5, Tricina

0,1 My SDS 0,1% y para el anodo Tris-HCI 0,2 M pH 8,9.

2.2.11. Hibridaciéon western.
2.2.11.1. Electrotransferencia.

Después de realizar un SDS-PAGE, se retird el gel de los vidrios y se monto la
transferencia colocando el gel sobre una esponja y tres papeles filtro. Luego se colocd
sobre el gel una membrana de nitrocelulosa, otros tres papeles filtro y esponja. Antes

de montar la transferencia las hojas de papel filtro y las esponjas se humedecieron en
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amortiguador de transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%). La
membrana de nitrocelulosa se humedecid en agua y posteriormente en amortiguador
de transferencia. El sistema se monté en la cdmara respectiva y la transferencia se
realizé durante 2 h a 100 V a —20 °C empleando el amortiguador de transferencia
previamente enfriado.

2.2.11.2. Desarrollo inmunolégico.

La membrana se bloqueo con leche descremada (Svelty) al 5% en TS-Tween
(Tris-HCI 50 mM pH 7.5; NaCl 150 mM, Tween 0,1%) durante 1 h a temperatura
ambiente. Luego se traspasd a una solucién de leche 1% en TS-Tween que contiene el
anticuerpo primario. La membrana se incubé con el anticuerpo primario anti-MccE492
durante 2 h con agitacion a temperatura ambiente. Luego se realizaron 3 lavados con
amortiguador TS y la membrana se incubd por 2 h en leche al 1% en- TS-Tween con el
anticuerpo secundario al cual estd conjugado la enzima fosfatasa alcalina o
peroxidasa. Se empled una dilucion 1:1.000 del anticuerpo policlonal anti-MccE492 y
una dilucién 1:20.000 para el segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa. La
membrana se reveld en 10 ml de Tris-HCI 100 mM pH 8,5, a la cual se agregé 50 pL de
luminol 250 mM (preparado en DMSQO) y 22 uL de acido p-cumérico 90 mM
(preparados en DMSOQ). La reaccion de quimioluminiscencia se inicid agregando 3 pl
de peroxido de hidrogeno. La membrana se expuso entre 5 s y 2 min, dependiendo de

la sefial obtenida.

2.2.12, Deteccion de la produccién de sideréforos.
La determinacion de la produccién de sideréforos por parte de una cepa
bacteriana se realizd creciéndola sobre placas CAS siguiendo el protocolo descrito por

Schwyn y Neilands (1987). Estas placas poseen el indicador cromoazurol-S que al

28



encontrarse acomplejado con hierro presenta una coloracion azul, que vira a amarillo al
desarmarse este complejo. La aparicion de un halo de color amarillo alrededor de las
cepas crecidas en estas placas durante 24 h, indica la presencia de sider6foros

capaces de quelar el hierro desde el indicador.

2.2.13. Deteccidn de la actividad bactericida.

La deteccion de la actividad bactericida se realizé depositando scbre una placa
con un césped sensible incluido en agar blando una alicuota de 3 ulL proveniente de
las muestras que se deseaban analizar. Luego de incubar las placas a 37°C durante
12-14 h, la actividad bactericida se visualizé como la apariciéon de halos de inhibicidn

de crecimiento sobre el césped.

2.2.14. Cuantificacion de la actividad bactericida o determinacién del titulo.

Para la cuantificacion de la actividad bactericida de la MccE492 se realizaron
diluciones seriadas en base dos de las muestras, en' agua nanopura estéril. Se
tomaron alicuotas de 3 pL de cada tubo de la diluciof seriada y se pusieron sobre
placas de césped sensible. Se incubd a 37°C durante 12-14 h, y el titulo de la muestra
se determiné como 2 (base de la serie) elevado al numero del Gltimo tubo de la dilucion
cuya alicuota es capaz de producir un halo de inhibicién de crecimiento en la placa con

el césped sensible.

2.2.15. Transcomplementacion con DHB, salmoquelina u otro cultivo.
Sobre placas de césped sensible se pusieron alicuotas (3uL) del cuitivo a
ensayar crecido toda la noche y se esperé unos minutos para que se adsorbieran

sobre la placa. Sobre éste se depositaron nuevas alicuotas (3uL) de otro cultivo
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bacteriano crecido toda la noche o de soluciones con suplementos del medio de
cultivo. Estos suplementos correspondientes a DHB, MGE o DGE fueron usados a una
concentracion de 1 mM. Luego de incubar las placas a 37°C durante 12-14 h, se
evalué como cepas positivas para transcomplementacion a aquellas que en estas
condiciones eran capaces de producir halos de inhibicién de crecimiento sobre el

césped sensible.

2.2.16. Produccion de fibras de tipo amiloide.

Para la produccion de las fibras de tipo amiloide se utilizé un protocolo similar al
descrito por Bieler y col. (2005). Brevemente, las muestras de MccE492 purificada
fueron llevadas a una concentraciéon de 800 pg/mL en un volumen de 100 pL y se les
agregd 1 pyL de NaOH 10N. Se incubaron durante 15 min a 37°C y luego se
centrifugaron a 4°C durante 30 min a 75.000 x g. Se tomaron 100 pL del sobrenadante
de la centrifugacion y se Ileva;on a 400 pg/mL con amortiguador (PBS o PIPES) 10 mM
ajustandose el pH entre 6,5 y 7,5. Se dejaron incubando a 37°C y 300 rpm durante un

minimo de 15 h para la formacién de los agregados.

2.2.17. Medicién de la formacion de fibras de tipo amiloide mediante la union de
rojo Congo (RC).

El rojo Congo (RC) es una sanda que se une especificamente a fibras de tipo
amiloide. La formacién de amiloides mediante el ensayo de unién a RC fue cuantificada
mediante la disminucién de la sonda libre. Las muestras de MccE492 a distintos
tiempos de agregacion fueron incubadas con RC 22 pM durante 15 min a 37°C y
centrifugadas a 75.000 x g durante 15 min a 4°C. Se tomaron los sobrenadantes y se

midié la absorbancia a 490 nm. La fraccion de RC libre fue determinada como la
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diferencia con la absorbancia de la muestra del péptido a tiempo cero de agregacién

(100% de RC libre).

2.2.18. Produccion de semillas de fibras de tipo amiloide.

Se dejaron muestras de MccE492 agregando a 37°C y 300 rpm en
amortiguador de agregacion (PIPES 10 mM, NaCl 0,5 M, NaOH pH 6,5) durante 48 h
para la produccion de fibras amiloides maduras. Para romper las fibras las muestras
fueron sonicadas tres veces durante 10 s a una potencia de entrada de 6 watts en un
sonicador 3000 (MISONIX) utilizando el microtip. Estas fibras sonicadas fueron
utilizadas como semillas en una proporcién de 1:10 con microcina soluble a una
concentracion final de 800 pg/mL en amortiguador de agregacion. Las muestras con
semillas fueron puestas a agregar a 37°C y 300 rpm y se tomaron muestras cada dos

horas para cuantificar la formacién de amiloides mediante la disminucion de RC libre.

2.2.19. Dicroismo circular (DC).

Se dejaron muestras de MccE492 agregando a 37°C y 300 rpm en
amortiguador de agregacion (PIPES 10 mM, NaCl 0,5 M, NaOH pH 6,5) para la
produccion de fibras amiloides. Se tomaron muestras a los tiempos de 0, 4, 6 y 24
horas. Para homogeneizar las muestras, estas fueron sonicadas tres veces durante 10
s a una potencia de entrada de 6 watts en un sonicador 3000 (MISONIX) utilizando el
microtip. Luego se centrifugaron durante 30 min a 4°C y 75.000 x g. Se tomo el
sobrenadante y se dejo 1 h a temperatura ambiente. Las mediciones se hicieron en un
espectropolarimetro JASCO J-800. Se hicieron 10 barridos por muestra en el UV lejano
(205 hasta 260 nm) a una velocidad de 50 nm/min, con una sensibilidad de 50 mdeg

(miligrados), con un tiempo de respuesta de 0,25 s, un ancho de banda de 1 nmy en
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cubetas de 1 mm. Se utilizé como blanco el amortiguador sometido a las mismas
condiciones que las muestras. Luego de medir la elipticidad se volvié a determinar la
concentracion de proteina de las muestras recuperadas de la cubeta para poder
expresar los datos en el grafico como elipticidad molar y descartar que las diferencias
observadas se debieran a cambio en la concentracién de cada muestra debido al

proceso de formacién de fibras.

2.2.20. Microscopia electronica (ME).

Las muestras de MccE492 agregadas se tifieron negativamente con acetato de
uranilo al 2% sobre rejillas de cobre rodio de 300 mesh con sombreado de carbono a
las que se les aplicé una descarga de ionizacién de 15 s. Las micrografias se tomaron
bajo condiciones de minima dosis sobre peliculas Kodak SO-163, en un microscopio
JEOL JEM1200EXII equipado con un filamento de wolframio y operado a 100 KV, con
magnificaciones de 20.000, 50.000 ';J 60.000, aumentos. Las micrografias se
digitalizaron con un microdensitometro Zeiss PhotoScan TD (INTERGRAPH) a 7 ym
para un muestreo final de 1, 6 A/pixel para las micrografias tomadas a 60.000
aumentos, 2,8 A/pixel para las tomadas a 50.000 aumentos y 3,5 A/pixel para las

tomadas a 20.000 aumentos.

2.2.21. Medicion de las fibras tipo amiloide.
Se midieron las fibras de tipo amiloide de manera manual directamente desde
las micrografias utilizando una lupa graduada y también desde las imagenes

digitalizadas utilizando el programa ImageJ (http:/rsb.info.nih.gov/ij/download.htm).
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2.2.22. Procesamiento bi-dimensional de imagenes obtenidas mediante
microscopia electrdnica.

El procesamiento de las imagenes para la generacion de promedios bi-
dimensionales se realizd en una estacion de trabajo Silicon Graphics utilizando el

paguete de programas Xmipp (http://xmipp.cnb.csic.es/; Marabini y cols., 1996;

Sorzano y cols., 2004; Scheres y cols., 2008). Se generé la CTF (funcion de
transferencia de contraste) de las micrografias digitalizadas. Manualmente se picd
sobre estas imagenes en el centro de las estructuras homogéneas seleccionadas,
generando grupos de coordenadas sobre las cuales se cortd digitalmente las
micrografias. Se generaron imagenes individuales a partir c‘ierkventanas de 240 x 240 0
50 x 50 pixeles para las estructuras fibrilares y anulares respectivamente. Luego, cada
imagen fue normalizada para un valor medio de 0 y una desviacién estandar de 1. Las
imagenes se clasificaron usando alqpritmos de maxima verosimilitud segun sus
caracteristicas (Scheres y cols., 2005), generando grupos que se promediaron,
obteniendo como resultado imagenes representativas de cada clase. Para la obtencion
del resultado final se realizaron varias vueltas de alineamiento para cada clase, usando

como patréon las imagenes medias generadas con la ‘clasificacion de maxima

verosimilitud.

2.2.23. Modelamiento por homologia.

La obtencién del modelo 3D de la sintetasa EntF de E. coli requirio del
desarrollo de un protocolo de modelamiento, ya que no existen antecedentes previos
en el modelamiento de este tipo complejos. El protocolo de modelamiento utilizado es

el que se esquematiza y explica brevemente en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema del protocolo utilizado en el modelamiento de la sintetasa de
péptidos no-ribosomal EntF de E. coli. A partir de la secuencia de EntF de la cepa
K12, se buscaron secuencias homologas para la proteina completa (PsiBlast) y
homélogos de estructura conocida para cada dominio (Phyre). Las secuencias
encontradas en la base de datos se sometieron a un filtro, seleccionandose un grupo
de secuencias homologas de longitud parecida y eliminandose todas las secuencias
redundantes (Filtro). Las secuencias filtradas se sometieron a cuatro diferentes
protocolos de alineamiento multiple (3D Coffe, ProbCons, ClustalWW y Muscle),
obteniéndose en forma manual un consenso. Los alineamientos consenso y l0s
patrones estructurales se usaron de entrada para el programa Modeller 8v2, desde el
cual se obtuvieron los modelos para cada dominio de la proteina EntF. Estos modelos
se usaron en el analisis de mutaciones correlacionadas y refinamiento con el cual se
construyé el modelo final de EntF.
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Para el modelamiento se utilizé la secuencia de la sintetasa EntF de la cepa E.
coli K12, cuya secuencia aminoacidica posee 1329 residuos y cuatro dominios segtn
la definicion de pfam. Desde el amino al carboxilo terminal se localizan
secuencialmente el dominio de condensacion, el dominio de adenilacion, el dominio de
unién de péptidos y el dominio tioesterasa. Se realizd una busqueda de homodlogos
estructurales para cada uno de estos dominios en el servidor Phyre

(http://www .sbg.bio.ic.ac.uk/phyrefindex.cgi) de threading (Kelley y Sternberg, 2009)

método computacional para predecir la estructura de una proteina a partir de su
secuencia, encontrandose homologos con estructura conocida, que fueron utilizados
de molde para modelar cada uno de los dominios. La identidad de secuencia de la

proteina con los patrones encontrados es la que se resume en la tabla 4.

Tabla 4. Dominios de EntF con ‘sus respectivos homodlogos estructurales
encontrados mediante el servidor de threading Phyre.

Dominio Big Phyre
Limites® E-Value SCOP® E-Value %ID | Largo (aa)

C1l5aa 6.1e-33 23 436

G 131 1678 C1q9jb 7.26-18 14 422
d1amua 8.4e-23 31 514

clamua 1.7e-21 28 563

A 482-887 4e-198 d1pgda 4.9e-21 17 643
d1v25a 3.2e-20 19 534

d1t5hx 2.8e-18 23 503

d1dnya 0.043 28 76

PCP 978-1042 3e-12 s 7 5% =5
d1jmkc 3.5e-20 15 230

c1xkta 1.6e-18 17 289

d1mo2a 3.2e-17 17 255

TE 1066-1267 #E-08 clkeza 51e-17 17 300
d1mnaa 9.1e-09 20 281

d1m33a 2.3e-06 17 256

@ Limites de la pfam dentro de la secuencia de EntF desde el amino al carboxilo terminal.
°- SCOP: Structural Classification of Proteins.



Para generar los alineamientos que permitieran obtener el mejor ajuste entre la

secuencia de EntF y los moldes, se realizd un PsiBlast

(http://iwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) de cuatro iteraciones y 8000 secuencias cada
una. Las secuencias obtenidas desde la base de datos fueron depuradas utilizando
como criterios que se tratara de ortélogos y no de pardlogos de la secuencia, y para
ello se seleccionaron solo aquellas secuencias que tienen un tamafo parecido a EntF,
entre 1200 y 1400 residuos (tamafio de EntF + 100). Ademas se eliminaron todas las
secuencias redundantes o idénticas (con mas de un 95% de identidad). Una vez
obtenidas las secuencias, se realizaron alineamientos multiples utilizando cuatro

programas disponibles en la red (Tabla 5).

Tabla 5. Programas utilizados para realizar los alineamientos multiples.

Nombre Servidor Referencias

hitp://tcoffee. vital-it.ch/cgi- -
T-Coffee EXPRESSO - Structure bin/Tcoffee/tcoffee cgifindex cgi

based muitiple sequence alignments | ?stagel1=1&daction=EXPRESSO

(3DCoffee).:Advanced

Notredame y cols., 2000

{
ProbCons - Probabilistic consistency | htip:.//probcons.stanford edu/inde
based multiple sequence alignment x.html

Do y cols., 2005

ClustalW - General purpose muitiple

: http://www._clustal org/ Larkin y cols., 2007
sequence alignment program

MUSCLE - Muitiple sequence

£ i /
alignment software hitp:/fwww drive5. com/muscle/ Edgar, 2004

Utilizando los alineamientos obtenidos con los cuatro métodos se construyd
manualmente un alineamiento consensec. Para consensuar zonas que presentaban
diferencias entre los métodos utilizados, se eligi¢ el consenso de acuerdo a las que
presentaban coincidencias por mas de una de las metodologias. Por ejemplo en la

Figura 6, solo al utilizar ClustalW no se alinea la fenilalanina (F) con la leucina (L) 509
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de la secuencia de EntF, por ello se escogio el consenso de acuerdo al alineamiento

con los otros tres métodos utilizados.

EntF:
T-Coffee:
ProblCons:
ClustalW:
MUSCLE:

con @&mﬁ E“‘?Ef“&”%?ﬁs £ uﬁz "E@E’fﬁi‘?ﬁm

Figura 6. Esquema de la confecciéon manual de un alineamiento consenso a partir
de cuatro metodologias de alineamiento multiple. Se muestra un segmento de la
secuencia de la sintetasa EntF que comprende de los residuos 471 a 527 y los
alineamientos producidos por los cuatro métodos utilizados (T-Coffee, ProbCons,
ClustalWw y MUSCLE) y el consenso generado manualmente.

El modelamiento por comparacion se realizé utilizando el programa Modeller
8v2 (Sali y Blundell, 1993). En cada experimento de modelamiento se generaron 5
modelos de la proteina y para cada una de ellas 4 modeloside /loop, lo que generd un
total de 20 modelos. De éstos se escogid aquel que presentaba un menor valor de
funcién objetiva. La evaluacion de los modelos fue realizada con los programas Prosa
I (Protein structure analisis, Sippl, 1993) y Verify3D

(http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify 3D/, Bowie y cols., 1991; Luthy y cols., 1992).

2.2.23.1. Analisis de mutaciones correlacionadas.

Durante la evolucién de las proteinas, algunas sustituciones ocurren de manera
coordinada debido a la interaccion entre residuos. Al estar éstas bajo presion selectiva
las mutaciones en residuos involucrados en interacciones productivas deben ser
compensadas por una mutacion complementaria en el residuo de contacto para

mantener la estructura y/o funcion de la proteina. La informacion extraida de
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alineamientos multiples de familias de proteinas permite mejorar la prediccion de
contactos dentro de una proteina, siendo la interaccion entre dominios de una misma
proteina la fuente de informacion mas fiable entre contactos estables y permanentes
entre pares de aminoacidos que se correlacionan para mantener la funcién y estructura
de la proteina. Para determinar pares de residuos correlacionados dentro de la
secuencia de EntF se utilizaron los alineamientos multiples generados durante el
modelamiento. Con esto se alimentaron dos servidores que extraen pares de residuos
correlacionados: el primero PlotCorr aporte del Dr. Florencio Olmea, Centro Nacional
de Biotecnologia, Espafia (Prediction of residue contacts in proteins using correlated

mutations; http://www.pdg.cnb.uam.es/pazos/plotcorr.html; Olmea y Valencia, 1997;

Pazos y cols., 1997) y el segundo Crasp (Correlafion analysis of the amino acid

substitutions in ' protein sequences;,

http://wwwmags.bionet.nsc.ru/mgs/programs/crasp/index.htmi; Afonni‘kov y cols., 2001;
Afonnikov y Kolchanov, 2004) que se enfoca principalmente en las propiedades
fisicoquimicas de los residuos sustituidos. Se seleccionaron solo los pares de residuos
gue por ambos métodos presentaron indices de correlacion mayores_f 0,6. De esta
lista de pares de residuos se seleccionaron solo aquellos con una alta accesibilidad a
solvente, pues para situar los modelos de los dominios individuales en el contexto del
modelo de la sintetasa completa'solo eran de interés las interacciones en la superficie
de estos modelos. Para seleccionar las pares de residuos que se encuentran
expuestos al solvente se utilizaron los modelos generados de cada dominio para
alimentar el programa Naccess (Aftomic Solvent Accessible Area Calculations; Hubbard

y Thornton 1992-6 ©; http://www.bioinf. manchester.ac.uk/naccess/). Los datos

entregados por Naccess se filtraron para seleccionar aquellos residuos con una alta
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accesibilidad a solvente, parametro especificado como un area accesible mayor a 10

A?,

2.2.24. Prediccion de zonas de interaccion proteina-proteina.

La prediccion de zonas de interaccion proteina-proteina por metodos bio-
informaticos presenta dos grandes ramas: el andlisis de propiedades de la superficie
molecular para encontrar parches con propiedades que favorezcan la interaccion con
otras proteinas y la busqueda de zonas altamente conservadas en la superficie. Para
generar una lista de residuos con alta probabilidad de formar parte de una interfase de
interaccién se siguid el protocolo que se esquematiza en la figura 7.

Luego de la generacion del modelo ‘molecular del dominio A de EntF, se
utilizaron servidores o programas de libre uso para la comunidad cientifica para
predecir zonas de interaccion proteina-proteina. La lista de los servidores utilizados se
muestra en la tabla 6. Estos se dividen en dos grupos: aquellos que utilizan solo la
estructura de la proteina para llevar a cabo la 'predicciénl, y aquellos que

-

adicionalmente utilizan informaciéon de conservacion de secuencia. El primer grupo
basa sus predicciones en las propiedades geométricas de la superhcfe 0 {Jien en la
existencia de residuos con una mayor propensién a encontrarse en interfases,
obtenidos de analisis de bases de datos. El segundo método utiliza informacién de
conservacion de secuencia obtenida a partir de alineamientos mdltiples. En la tabla 7
se listan todos los residuos predichos por cada uno de los servidores como
participantes en interfases de interaccion proteina-proteina en la superficie del dominio
de adenilacion de EntF. Para integrar los datos obtenidos por distintos tipos de

predicciones y establecer el conjunto de residuos que con mayor probabilidad se

encuentran involucrados en una interaccion proteina-proteina, los residuos se
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clasificaron de acuerdo al nimero de veces que los servidores los incluyeron como
parte de interfases de interaccion y se combinaron los resultados para generar un
consenso de prediccién (Tabla 8). Utilizando el programa VMD: Visual Molecular

Dynamics (Humphrey vy cols., 1996; http://www. ks uiuc.edu/Research/ivmd/) se

mapearon y visualizaron los residuos consenso sobre la estructura del modelo del
dominio de adenilacion y se determin¢ el potencial electrostatico de superficie del
DomA de EntF. Se encontraron 5 zonas sobre la superficie de la proteina con un

potencial electrostatico de superficie neutro o cercano a neutro.
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Figura 7. Esquema del protocolo utilizado en la prediccion de zonas de
interaccién proteina-proteina en la superficie del dominio de adenilacion de EntF.
Se generé un modelo comparativo del dominio de adenilaciéon (A) con el programa
Modeller 8v2. El templado estructural (1AMU) del modelo se obtuvo a partir del servidor
Phyre. Se generaron alineamientos multiples usando cuatro algoritmos distintos (3D
Coffe, ProbCons, ClustalW y Muscle), de secuencias de sintetasas de péptidos no-
ribosomales con la misma estructura modular de EntF encontradas en la base de datos
(GeneBank). El alineamiento para el modelamiento se obtuvo del consenso de los
alineamientos anteriores. Los alineamientos y el modelo se utilizaron como entrada
para cuatro servidores (Cons-PPISP, DWHISCY, ConSurf y ET Viewer) de prediccion
de zonas de interaccion que se basan en la conservacion de secuencia. El modelo se
utilizé como entrada para cinco servidores (SHARP 2, InterProSurf, PPI-Pred,
SPPIDER y PINUP) que buscan la presencia de residuos superficiales frecuentes en
interfases.
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Tabla 6. Programas utilizados para la prediccion de zonas de interaccion
proteina-proteina en el dominio de adenilaciéon de EntF.

Nombre

Servidor

Referencias

Servidores que utilizan solo informacion estructural

SHARP2Z2 - A server for the prediction of
protein interaction sites on the surface of
protein structures.

http://www bioinformatics sussex.ac.
uk/SHARP2/sharp2.html

Jones y Thornton, 1996; Jones y
Thornton, 1997a; Jones y
Thornton, 1997b; Murakami y
Jones, 2006

PPl-pred — Protein Protein Interfase
prediction

http:/www bioinformatics.leeds.ac.uk

/ppi_pred/

Bradford y Westhead, 2005

SPPIDER -Solvent accessibility based
Protein-Protein Interface
iDEntification and Recognition

hitp://sppider.cchme.org/

Porollo y Meller, 2007

PINUP - Protein binding
site prediction with an empirical scoring
function

hnp_:f!sgarks.informalics.iugui‘.eduIPl
NUP/

Liang y cols., 2006

InterProSurf - Protein Protein interaction
Server

http://curie utmb.edu/prosurf.html

‘Negi y cols., 2007

Servidores que utilizan informacién estructural y de secuencia

cons-PPISP - consensus protein protein
interaction site prediction

hitp://pipe.scs fsu.edu/ppisp.htmi

Zhou y Shan, 2001; Chen y Zhou,
2005

WHISCY - what information does surface
conservation yield

http://www.nmr.chem.uu.nl/whiscy/

de Vries y cols., 2006

ConsSurf - Server for the Identification of
Functional Regions in Proteins

hitp://consurf tau.ac.il/

Glaser y cofs., 2003; Landau y
cols,, 2005

ETviewer - Evolutionary Trace viewer

hitp://mammoth.bem.tmc.edultracevi
. ew/index.himl

Lichtarge y cols., 1996; Mihalek y
cols., 2004; Morgan y cols., 2006
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Ta_bla 7. Residuos del dominio de adenilacion de EntF predichos por cada
método que formarian parte de una interfase de interaccion proteina-proteina.

Nombre

|

Residuos predichos que formarian parte de una interfase

Residuos predichos por métodos que utilizan informacion estructural y de secuencia

— what information does
surface conservation
vieid

cons-PPISP —
consensus protein 186 188 189 190 191 192 193 194 228 230 329 330 331 375 376 377 379 380 381 412 428
protein interaction site 429 435 446 447 448 449 490 514 515 516 517 518 520 521 522 523 532 533 534
prediction
WHISCY

123 126 129 186 187 188 189 190 191 192 197 227 279 306 307 331 371 374 378 380 382
383 389 394 398 399 400 401 402 403 404 405 406 408 409 411 414 415 417 420 422 426
435 438 439 440 442 444 446 447 449 453 529 530 531 533 534 535 536 537 538 540 542

ConfSurf - Server for
the Identification of
Functional Regions in
Proteins®

21 41 52 54 64 65 68 70 78 84 97 98 100 119 120 123 126 161 186 187 188 189 190 191
227 257 258 271 300 306 307 308 310 331 360 371 378 380 381 383 389 394 398 399 402
403 404 406 408 411 417 420 422 426 430 431 435 438 440 442 443 444 446 447 449 453
454 456 462 490 506 514 516 518 529 530 531 533 534 535 536 537 538 540 542 545

ETviewer - Evolutionary
Trace viewer

447 438 422 186 383 529 444 123 187 449 389 535 440 126 484 52 403 307 191 306 426
446 454 84 534 411 188°431 190 537 442 119 371 331 514 97 380 417 435 402 420 384
443 456 271 349 533 378 530 538 308 490 506 516 430 399 394 257 120 189

Residuos predichos por métodos que utilizan informacién estructural

SHARP2 - A server for
the prediction of protein
interaction sites on the
surface of protein
structures.

A: 212224 25 28 249 366 374 375 378 380 381 382 383 412 426 428

B: 58 62 63 64 72 76 79 95 96 98 100 103 142 143 144 145 146 156 157 158 160 161 162
163 164 165

C: 445 459 468 471 473 474 475 478 481 482 483 484 490 492 493 499 500 502 505 506
510 513 514 515 516 517 518 519 520 521 522 523 524 525 526 542 543 544 545 546 547
548

InterProSurf - Protein
Protein Interaction
Server

A: 606162639697 98 100 373 374 375 408 409 411 38 41 42 87 88 172 173 174 176 177
178 179 18 19 20 21 22 23 315 342 344 345 346 347

B: 24 26 27 30 360 142 143 158 160 161 163 164 165 167 464 466 495 496 497 498 499
523 524 526 527 251 252 253 255 256 257 258 259 260 263 267 268 262 282 284 286 287
295 316

PPl-pred- Protein
Protein Interfase
prediction

A: 90114 119122 123 126 130 133 180 183 185 186 187 188 189 190 191 192 193 184 197
199 224 225 226 227 228 229 230 255 279 306 307 308 327 329 330 331 332 333 358 384
392 393 304 395 396 397 400 402 403 404 405 406 407 417 420 422 423 424 435 438 439
440 441 453 456 457 528 530 531 532 533 534 535 536 537 538 539

B: 59 60 61 62 63 64 68 71 72 76 78 79 81 82 83 85 95 96 97 98 99 100 103 104 110 120
121 137 138 140 142 143 144 145 146 147 148 149 154 155 156 157 158 159 160 161 162
163 164 165 166 167 168

C: 442 443 444 445 446 447 448 449 451 452 454 458 461 462 471 472 474 475 476 477
478 480 481 482 483 484 485 486 487 488 499 500 501 502 503 504 505 506 507 508 509
510 511 512 513 514 515 516 517 518 519 520 521 522 523 524 525 542 543 544 545 546
547 548

SPPIDER -Solvent
accessibility based
Protein-Protein Interface
iDEntification and
Recognition

1819 20 21 22 24 25 30 37 59 62 63 64 76 81 83 84 100 119 122 123 137 143 155 156 158
160 161 163 164 165170 172 173174 175 176 186 187 188 189 190 191 192 193 227 256
257 258 282 283 287 289 290 291 292 320 323 360 368 371 372 373 374 375 376 377 378
379 380 381 382 383 384 390 394 400 404 407 408 409 411 412 413 414 415 416 417 420
422 426 429 431 439 440 442 443 444 445 446 447 448 449 475 482 483 485 486 495 498
499 501 502 503 505 506 510 514 515 516 517 518 520 521 522 523 524 525 526 527 528
529 530 531 542 543 545 547 548

PINUP - Protein binding
site prediction with an
empirical scoring
function

22 26 55 58 59 60 61 62 63 64 98 99 100 138 139 141 143 156 157 158 159 160 161 163
164 213 214 248 250 251 268 303 326 327 340 341 342 344 356 357 359 360 368 369 371
372 373 374 375 376 377 378 381 382 383 384 385 386 408 409 411 412 420 431 432

A, By C: resultados expresados por los servidores en grupos de residuos o parches de interaccion.
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Tabla 8. Consenso de los datos de prediccion por conservaciéon de secuencia y
propension a la formacion de interfases en el dominio de adenilacion de EntF.

Numero de métodos
que encuentran los
residuos

Lista de Residuos

Consenso de métodos que utilizan informacion estructural y de secuencia

2141 54 84 6568 70 78 98 100 129 181 193 194 197 228 230 258 279 300 310 329 330
349 360 374 375 376 377 379 382 384 400 401 405 409 412 414 415 428 429 439 448
462 484 515 517 520 521 522 523 532 545

52 84 97 119 120 192 227 257 271 308 381 398 404 406 408 430 431 443 453 454 456
506 518 531 536 540 542

123 126 187 306 307 371 378 383 389 394 399 402 403 411 417 420 422 426 438 440
442 444 490 514 516 529 530 535 537 538

186 188 189 190 191 331 380 435 446 447 449 533 534

Consenso de las predicciones basadas en informacion estructural

2327 28 37 38 41 42 5568 71 78 82 84 85 87 88 90 104 110 114 120 121 126 130 133
139 140 141 147 148 149 154 166 168 170 175 177 178 179 180 183 185 194 197 199
213 214 224 225 226 228 229 230 248 249 250 252 253 259 260 262 263 267 279 283
284 286 289 290 291 292 295 303 306 307 308 315 316 320 323 326 329 330 331 332
333 340 341 345 346 347 356 357 358 359 366 369 379 385 386 390 392 393 395 396
397 402 403 405 406 413 414 415 416 423 424 428 420 432 435 438 441 451 452 453
454 456 457 458 459 461 462 464 466 468 472 473 476 477 480 487 488 450 492 493
496 497 504 507 508 509 511 512 529 532 533 534 535 536 537 538 539

18 19 20 25 26 30 58 72 79 81,83 95 97 99 103 119 122 123 137 138 144 145 146 155
159 162 167 172 173 174 176 186 187 188 189 190 191 192 193 227 251 255 256 257
258 268 282 287 327 342 344 368 371 372 376 377 380 394 400 404 407 417 422 426
431 439 440 442 443 444 446 447 448 449 471 474 478 481 484 485 486 495 498 500
501 503 513 519 527 528 530 531 544 546

21 24 59 60 61 76 96 142 157 360 373 378 381 382 383 384 408 409 411 412 420 445
475 482 483 502 505 506 510 514 515 516 517 518 520 521 522 525 526 542 543 545
547 548

22 64 98 156 165 374 375 499 523 524

62 63 100 143 158 160 161 163 164
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3. RESULTADOS.

Se han realizado varios estudios para entender el proceso de modificacién post-
traduccional de la MccE492 in vitro, lo que ha permitido entender la participacion de los
genes de la maduracién (MceClJ) en este proceso. Sin embargo, no se ha
profundizado en el efecto que la modificacion post-traduccional podria tener sobre la
estructura conformacion y actividad del péptido. Es por eso que el objetivo de este
trabajo se centra en el estudio del proceso de modificacion post-traduccional in vivo y
en el efecto que esta modificacion tendria sobre la conformacién del péptido, y como
consecuencia sobre su actividad. Con respecto al proceso de modificacion post-
traduccional es de especial importancia el efecto que la via de §intesis de metabolitos
secundarios que se requiere para la produccion del precursor de la |ijnodiﬁcacién post-
traduccional, como lo es la via de sintesis de los sideréforos de tipo catecol, podria

ejercer en la actividad de la MccE492.

3.1. Relacion entre la produccién de MccE492 activa y la via de sintesis de
siderdforos de tipo catecol.

La MccE492 se encuentra modificada post—tfaduccionaiemente por una
molécula tipo salmoquelina, unida covalentemente a la serina 84 de su extremo
carboxilo. El sistema de captacion de hierro mediado por enteroquelina en
enterobacterias es inducido en carencia de hierro. Con anterioridad se ha sugerido que
la enteroquelina es el precursor de la modificacion post-traduccional de la MccE492,
pues al crecer las cepas productoras en medios ricos en hierro se observaba una
inhibicion de la modificacion post-traduccional (Vassiliadis y cols., 2007). Sin embargo,

nada se menciono6 con respecto al efecto que tiene la produccion de enteroquelina en
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la actividad bactericida de la MccE492. Esta actividad bactericida puede ser evaluada

cualitativamente mediante la observacion de halos de inhibicién de crecimiento sabre

ceésped de células sensibles.

3.1.1. Mutantes el la via de sintesis de enteroquelina producen MccE492 inactiva.

Como se ha mencionado con anterioridad la via de sintesis de enteroquelina se
divide en dos etapas: la primera en la que participan EntABC para la produccion de
DHB a partir de corismato, y la segunda catalizada por EntBDEF que permite la
produccion del trimero ciclico de DHBS (enteroquelina) a partir de DHB, Ser y ATP.
Esta enteroquelina puede ser glucosilada por IroB o MceC para dar lugar a sus
derivados glucosilados o salmoquelinas (Figura 8).

Con el fin de determinar si in vivo la enterocfuelina es un precursor en la
produccion de la modificacion post—trad'uccional, cepas mutantes en genes qué afectan
a cada una de las dos etapas de la sintesis de enteroquelina, se tr;ansf“ormaron con el
plasmidio pJEM15, que codifica para un sistema sobre-productor de MccE492. Se
utilizaron las cepas de E.coli H5311 (entC)'y ER1100 (entF). En la figural. 9 A se
observa que ninguna de las cepas mutantes en genes en la via de sintesis de
enteroquelina produce un halo de inhibicion de crecimiento sobre un césped de células
sensibles. Se purific6 MccE492 desde estas cepas y se analizé la produccion de
MccE492 mediante hibridacion western (Figura 9 B), comprobandose que estas cepas
producen el peptido, pero que éste no presenta actividad bactericida. Estas muestras
purificadas se analizaron mediante MALDI-TOF-MS y se determiné que no se
encontraban modificadas post-traduccionalmente, pues no presentaron ninguno de los

picos correspondientes a los pesos de las formas modificadas (Figura 10).
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Figura 8. Resumen de la via de sintesis de sideréforos de tipo catecol. Esquema
gue resume la sintesis de sideréforos de tipo catecol en dos etapas. La primera va
desde el corismato hasta el acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB), y la segunda produce
enteroquelina y sus derivados glucosilados a partir de DHB y serina. En rojo se
muestran las mutantes utilizadas y los sustratos con los que se suplementaron los
medios de cultivo a una concentracion de 10 mM.
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A E. coli [pJEM15

entC- | silvestre

Figura 9. Producciéon de MccE492 inactiva en cepas mutantes en la via de
sintesis de enteroquelina. A. Alicuotas de 3 pL de cultivo liquido crecido toda la
noche de E. coli H5311 (entC’), E. coli ER1100 (entF) y E. coli VCS257 (silvestre) que
poseen el sistema pJEM15 sobre-productor de MccE492 fueron sembradas sobre
palcas de césped sensible (E. coli BL21 (DE3)) y la actividad bactericida fue
determinada mediante la aparicién de halos de inhibicién de crecimiento. B. SDS-
PAGE e hibridacion western de muestras de MccE492 purificada desde las cepas
mencionadas en A (1, entC; 2, entF, 3, silvestre) se realiz6 como se describe en
Materiales y Métodos.
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Figura 10. Espectros MALDI-TOF-MS de MccE492 purificada desde cepas
mutantes en la via de sintesis de enteroquelina. Muestras de MccE492 purificada
desde las cepas E. coli H5311 (entC’), E. coli ER1100 (entF) y E. coli VCS257
(silvestre) que poseen el sistema sobre-productor de MccE492 pJEM15 fueron
mezcladas 1:10 con la matriz CHCA y los espectros fueron obtenidos como la suma
correspondientes a 10 barridos de 40 tiros de laser aplicados a diferentes puntos
tomados al azar.
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Todas las muestras analizadas purificadas desde las diferentes cepas muestran un
pico correspondiente a la MH" de la MccE492 no modificada (7887 Da), siendo los
pesos encontrados de 7885 Da para aislada desde la mutante entC’, y de 7892 Da
para la entF y de 7885 para la aislada de la cepa silvestre. Solo la MccE492 purificada
desde la cepa de E. coli silvestre presentd los otros tres picos correspondientes a las
formas modificadas de la MccE492 con unos pesos calculados y encontrados de 8269
y 8272 Da para la modificacién correspondiente a Glc-DHB; 8491 y 8495 Da para la
Glc-DHB,; 8715 y 8718 Da para la Glc-DHB; respectivamente. Con los experimentos
i

. ; . . 1 g iz
anteriores establecimos que la enteroquelina es in vivo el precursor de la modificacion

postraduccional de la MccE492.

3.1.2. Los derivados glucosilados de enteroquelina utilizan principalmente el
receptor Fiu para ingresar a células de E. coli.

El receptor de sideroforos IroN codificado en el locus iroA, respgnsable de la
produccion y utilizacién de salmoquelinas, ha sido descrito como el receptor para
moléculas de tipo enteroquelina glucosilada. Solo cepas patdgenas de S. enterica, K.
pneumoniae y E. coli codifican para el locus iroA, por lo que este locus se ha ssociado
a virulencia en enterobacterias. Debido a la presencia de este receptor especifico en el
locus iroA se especulaba que las salmoquelinas sélo podian ser internalizadas por
cepas que expresaran IroN (discutido en Smith, 2007). Sin embargo con anterioridad
en el laboratorio habiamos determinado que las salmoquelinas DGE (enteroquelina
diglucosilada) y MGE (enteroquelina monoglucosilada) eran capaces de ingresar a una
célula de E. coli y servir como sustratos para la modificacién postraduccional de la

MccE492 (Mercado, 2007). E. coli posee tres receptores de membrana externa para

siderdéforos de tipo catecol: FepA, Fiu y Cir; que internalizan con diferente afinidad los
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siderdforos enteroquelina y sus derivados de hidrélisis (Hantke, 1990). Para evaluar si
la internalizacion de los derivados glucosilados de enteroquelina poseian mayor
afinidad por alguno de los receptores de E. cofi, se transformaron las cepas H1876
(fepA”, fiu, cir), H1875 (fepA", fiu', cir) y H1594 (fepA”, fiu, cir’) con pJEM15 y npB4
(mceC’). Como se observa en la figura 11 las tres cepas analizadas fueron capaces de
producir halos de inhibicién de crecimiento en un césped sensible al ser transformadas
con pJEM15. Las cepas transformadas con npB4, mutante en el gen de la maduracion
mceC, no presentan halos de inhibicién. Al ser transcomplementadas con los derivados
mono (MGE) y di (DGE) glucosilados de enteroquelina, la cepa que expresa el receptor
Fiu (E. coli H1875) produce un halo de inhibicion de crecimiento muy parecido a su
control (E. coli H1875/pJEM15), en cambio la que no expresa esteireceptor (E. coli
H1594) produce un halo de inhibicion tenue. Concluimos que tanto la salmoquelina
MGE como la DGE estarian utilizando principalmente el réceptor de membrana externa
Fiu para ingresar a la célula de E. co;ff y ser utilizadas como sustrato para la

modificacion.

3.1.3. La produccion de MccE492 activa requiere de la sintetasa EntF.

La enteroquelina es el precursor de las moléculas de salmoquelina con las que
se modifica la MccE492, por lo que mutantes en la via de sintesis de estos sideroforos
solo producen MccE492 no-modificada y sin actividad bactericida. El fenotipo de estas
mutantes deberia revertirse al agregar al medio de cultive un producto posterior a la
accion del producto génico del gen mutado. Para comprobar esta hipotesis se
realizaron ensayos utilizando las siguientes cepas de E. coli. H5311 mutante en eniC,
gue participa en la primera etapa de la via de sintesis, a la cual se le adiciono DHB;

ER1100A mutante en entF, gue actla en la sequnda etapa de la via de sintesis, con

51



pJEM15 npB4 (mceC)
+MGE ~ +DGE

E. coliH1876
(fepA-fiu cir - )

E. coli H1875
(fepA- fiu*cir - )

E. coliH1594
(fepA* fiucir *)

Figura 11. Transcomplementacién con MGE y DGE de cepas de E. coli mutantes
en receptores para sider6foros de tipo catecol. Se sembraron alicuotas de 3 pL de
cultivos liquidos de las cepas de E. coli H1876 (fepA, fiu, cir), H1875 (fepA’, fiu”, cir)
y H1594 (fepA*, fiu, cir’) transformadas con pJEM15 o con npB4 sobre placas de
césped sensible. La transcomplementacién se realizé depositando sobre la alicuota
seca del cultivo, alicuotas de 3 pL de las salmoquelinas MGE o DGE 1 mM. Después
de ser incubadas 18 h a 37°C se observé la aparicion de halos de inhibicién de
crecimiento.
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enteroquelina diglucosilada (DGE); y la cepa K12 entB’, siendo EntB una enzima bi-
funcional que actlia en ambas etapas de la via de sintesis, con DGE. De estos ensayos
de transcomplementacion se observaron halos de inhibicion de crecimiento, como
indicador de la produccion de MccE492 activa, en las mutantes en entC y entB, pero no
en el caso de la cepa mutante en entF (Figura 12). Para descartar que esta resultado
sea producto de algo inusual en esta cepa, se realizaron ensayos con dos cepas
adicionales también deficientes en el gen entF, la cepa HR1300H AentF y la cepa
H1885 AentDF, las cuales fueron suplementadas con DGE. En estos dos casos
adicionales obtuvimos el mismo resultado que con la cepa inicial entF", es decir no se
observé la produccion de halos de inhibicion de crecimiento. Todas las cepas fueron
evaluadas en su capacidad para producir sideroforos de tipo catecol creciéndolas
sobre placas indicadoras de cromo azurol o placas CAS, sobre las cuales una cepa
productora de estos quelantes de hierro forma un halo de color amarillo. Como control
positivo, las cepas mutantes AentF y AentDF fueron transfo'rmadas con el plasmidio
pACYC-EntF, que expresa el gen entF clonado en un vector compatible con aquel que
contiene el sistema productor de MccE492 (Figura 12). De este modo fue posible
obtener la complementacion completa de fenotipb con la formacion de halos de
inhibiciéon de crecimiento y produccion de sideroforos. De estos resultados podemos
deducir que el producto génico de entF es necesario para produccién de MccE492
activa en un proceso distinto a la produccién de enteroquelina como precursor de la

molécula con la cual este péptido se modifica post-traduccionalmente.
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E. coli/pJEM15  CAS Actividad

entC

entrF-

entB-

AentF

AentDF

AentF
+pACYC-EntF

AentDF
+pACYC-EntF

Figura 12. Recuperacion de la actividad bactericida en cepas deficientes en la via
de sintesis de enteroquelina mediante transcomplementaciéon vy
complementacion. Alicuotas de 3 pL de las cepas de E. coli mutantes en la via de
sintesis de enteroquelina H5311 (entC’), ER1100A (entF), K12 (entB), HR1300H
(AentF) y H1885 (AentDF) transformadas con el sistema productor de MccE492
(pJEM15) fueron suplementadas con 1 mM de DHB o DGE (derecha). Las cepas
HR1300H (AentF)/pJEM15 y H1885 (AentDF)/pJEM15 fueron complementadas con el
plasmidio pACYC-EntF (abajo). Se determind la produccion de sideréforos tipo catecol
sobre placas CAS y actividad la bactericida sobre placas de césped sensible.
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3.2. Construccién de un modelo molecular de la sintetasa de péptidos no-

ribosomal EntF de E. coli.

EntF es una sintetasa de péptidos no-ribosomal con cuatro dominios
funcionales, necesaria para la -produccién de MccE492 activa, ya que participa en la
sintesis del precursor para la modificacion post-traduccional de este péptido
bactericida. Nuestros resultados indican que su participaciéon en la produccién de
MccE492 activa no se limita a la sintesis del precursor enteroquelina, sino‘que tendria
una funcién adicional en este proceso que aun no se ha investigado. Para comprender
la funcion dual de EntF en la produccion de MccE492 activa nos propusimos dos
hipbtesis de trabajo. Una de las posibilidades es que uno o mas de los dominios de la
sintetasa EntF participe en la formacién del enlace éster eptre' Ié molécula de
salmoquelina y la serina 84 del péptido, a ésta la denominamos hipotesis catalitica.
La otra posibilidad es que uno o mas de los dominios de EntF reclute o sirva de anclaje
para las proteinas de la maduracién propias del sistema .productor de MccE492
(MccClJ) encargadas de la catélisis del enlace éster, a esta la denominamos hipdtesis

de interaccion.

EntF es una proteina de 104 kDa, implicada en la sintesis de los sideroforos
enteroquelina y salmoquelina en enterobacterias. Esta compuesta por cuatro dominios
independientes que poseen cuatro actividades cataliticas diferentes: de condensacion,
de adenilacién, de union de péptidos, y tioesterasa. La hipotesis catalitica se sustenta
en la observacion de que el enlace éster presente entre la serina 84 y la salmoquelina
es similar a los que ocurren en la sintesis de lipidos, polikétidos y analogo al enlace

amida presente en péptidos de sintesis no-ribosomal. Todas estas vias de sintesis son
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homologas y catalizan reacciones similares que comparten la necesidad de un
carboxilo para la adenilacion, un intermediario covalente entre el carboxilato y una ACP
(acy! carrier protein) o PCP, y un grupo alcohol que funciona como aceptor, que para el
caso de la modificacion post-traduccional de la MccE492 podria tratarse de la
activacion del carboxilato de la serina 84, la formacion de un intermediario covalente y
su posterior transferencia al alcohol de la glucosa. Esta ultima reaccion es catalizada
por acil transferasas, grupo de enzimas con las cuales |la proteina de la maduracion
Mcel comparte similitud. Para el caso de la hipétesis de interaccion en que EntF
funcionaria como proteina de anclaje o reclutadora, esta sintetasa deberia presentar
zonas de interaccién proteina-proteina. Una de sus posibles funciones como proteina
de anclaje podria ser disminuir la concentracion critica de los sustratos y enzimas
implicadas en la produccién del enlace éster y permitir el uso de la enteroquelina como
sustrato de la modificacién antes de que sea secretada al medio extracelular.

Debido a la falta de informacion estructural acerca de este tipo de sintetasas, no
nos era posible disefiar mutantes en putativos residuos cataliticos o de interaccion,
para discernir entre alguna de las hipdtesis antes expuestas. Por esta razon nos
decidimos ha realizar un analisis bio-informatico y generar un modelo 3D de EntF. Para
realizar el modelo molecular utilizamos la secuencia de EntF de E.coli K12, que tiene
1293 residuos (Gl: 15829879). La primera etapa consistio en la busqueda de patrones
estructurales, para usar como templados o moldes en el proceso de modelamiento,
utilizando el servidor de threading Phyre. Se eligieron los patrones estructurales con
mejor valor esperado (E-value), que son los que se esquematizan en la figura 13.

Se buscaron secuencias en las bases de datos para generar los alineamientos
multiples para posteriormente alinear la secuencia de EntF con los patrones

estructurales encontrados. Para esto se realizo un PsiBlast de 4 iteraciones y 8000
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secuencias cada una. Para depurar las secuencias obtenidas por PsiBlast se utilizd
como criterio que las secuencias tuvieran un tamafio parecido a EntF (entre 1200 y
1400), de modo de asegurarse de que se trate de ortélogos y no de paralogos.

La mayoria de las secuencias encontradas que tienen un tamafio entre 1200 y
1400 residuos poseen una identidad de secuencia con EntF entre un 20-35%. Un
conjunto de 50 secuencias que cumplian la condicion de ortologia fueron alineadas con
la secuencia patrén (EntF de E. coli K12) utilizando cuatro métodos diferentes de
alineamiento multiple, con los cuales se creé manualmente un alineamiento consenso.
Los patrones estructurales y los alineamientos consenso fueroh utilizados como
entrada para el programa Modeller 8v2 y se obtuvieron modelos de cada dominio de
forma individual. En la figura 14 se muestran los, modelos Qe cada dominio,
seleccionados y evaluados con los programas Prosa |l y Verify3D. i

Es importante destacar que en el caso del modelo generado para el dominio de
adenilacion se observan dos sub-dominios. La presencia de abundantes moléculas de
aguas cristalografica en el surco que se forma entre ambos sub-dominios en el
templado de este modelo sugiere que éstos podrian ser moviles dentro de la
estructura.

Una vez obtenidos los modelos para cada dominio de EntF se realizé un
analisis de mutaciones correlacionadas para predecir interacciones entre pares de
residuos ubicados en diferentes dominios (inter-dominio) y dentro del mismo dominio
(intra-dominio), con el fin de situar estos dominios en el contexto de la estructura de la

sintetasa completa.
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{dominios conservados)
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Figura 13. Esquema de la secuencia de EntF, sus dominios y homdélogos
estructurales. Dentro de la secuencia de EntF de E. coli K12 de 1293 residuos, es
posible distinguir cuatro dominios definidos por pfam. De amino (N) a carboxilo (C)
terminal encontramos: el de condensacién, adenilacién, PCP y tioesterasa. Con el
servidor Phyre se encontraron y seleccionaron homélogos estructurales para cada uno
de estos dominios con los identificadores (ID) del PDB (protein data bank) y
porcentajes de identidad (% ID) que se indican.
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Figura 14. Modelos obtenidos para cada uno de los dominios de EntF. Vista de los
modelos obtenidos para el dominio de condensacion (A), adenilaciéon (B), PCP (C),
tioesterasa (D). En amarillo se muestran los putativos aminoacidos cataliticos y en

morado las zonas peor evaluadas dentro de cada modelo.
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Los alineamientos obtenidos se utilizaron para alimentar los programas PlotCorr
y Crasp. Los datos obtenidos se filtraron para pares de residuos que presentaron
indices de correlacion mayores a 0,6 con ambos métodos y luego se seleccionaron
solo aquellos pares con una alta accesibilidad a solvente. En la representacion grafica
de estos resultados que se muestran en la figura 15, se observan interacciones
discretas entre pares de residuos ubicados en diferentes dominios (inter-dominio). Por
ejemplo, observamos que el dominio de adenilacion posee residuos correlacionados
con otros ubicados en el dominio de condensacidon y en el dominio tioesterasa, asi
como también se observa un par correlacionado entre el dominio PCP y el tioesterasa.
Este resultado sugiere interacciones transientes o dinamicas entre los diferentes
dominios de EntF. También se observan interaccion intra-dominio para el dominio de
adenilacion, lo que sugiere interaccion entre diferentes zonas de la superficie de este
dominio y posiblemente entre los dos sub-dominios maviles.

Utilizando la informac{()n obtenida del andlisis de mutaciones correlacionadas
se construyd un modelo para la sintetasa completa (Figura 16). Del anélisislde los
datos obtenidos en el proceso de modelamiento, asi como tel modelo final se pudo
concluir que los dominios de EntF deben interactuar de manera secuencial durante el
proceso de catalisis, lo que explicaria como es que esta sintetasa pohdria ser
intervenida por otras proteinas. El dominio de adenilacién presenta una zona libre de
interacciones, en la superficie del sub-dominio mayor, que lo convierte en un buen
candidato para la interaccion con otras proteinas. Ademas este dominio reconoce
especificamente serinas y posee una actividad catalitica de activacion de AMP
compatible con la formacion del enlace entre la serina 84 de la microcina y la molécula

tipo salmoquelina con la que se modifica post-traduccionalmente.
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Alta accesibilidad

o
Correlacion > 0.6 a solvente

Figura 15. Representacion grafica de los resultados obtenidos del analisis de
mutaciones correlacionadas. Los cuatro dominios de EntF estan representados con
los colores naranja para el de condensacion, verde para el de adenilacién, azul para el
PCP y rojo para el tioesterasa. Las lineas se trazaron entre pares de residuos dentro
de la secuencia de EntF que presentaron correlaciones mayores a 0,6 (izquierda). Se
seleccionaron de estos pares de residuos aquellos que presenta una alta accesibilidad
al solvente (derecha).
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Figura 16. Modelo molecular de la sintetasa EntF de E. coli. En naranjo el dominio
de condensacion (C), en verde el dominio de adenilaciéon (A), en azul el dominio de
unién a proteina (PCP) y en rojo el dominio tioesterasa (TE) A. Vista del modelo
molecular de EntF. B. Esquema del modelo de EntF en el que las flechas indican las
interacciones dinamicas inter-dominio, las uniones méviles entre dominios y la zona
amarilla donde se concentran las interacciones entre residuos.
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3.3. La produccion de MccE492 activa requiere solo del dominio de adenilacién
de la sintetasa EntF.

Como se menciond, EntF posee cuatro dominios independientes, con
actividades cataliticas o aceptora de péptidos diferentes, todos los cuales son
necesarios para la produccion de enteroquelina. Sin embargo es razonable pensar que
no todos estos dominios y/o sus actividades sean necesarios en la producciéon de
MccE492 activa. La informacion entregada por el modelo molecular apuntan al dominio
de adenilacién como el posible implicado en la produccion de MccE492 activa. Para
determinar si alguno de los dominios de EntF es o son dispensables en el proceso de
modificacion de la MccE492, se hicieron construcciones que expresan combinaciones
de estos dominios. Se evalud si algunas de las construcciones eran capaces de
complementar la produccion de MccE492 activa en una q:epa' mutante en EntF
suplementada con salmoquelina. Se transformaron las construcciones'.cpn los dominios
de EntF (pACYC-A-PCP-“i’E, pACYC-A-PCP y pACYC-A) sobre la cepa ER1300H
(AentF)/pJEM15. Todas las cepas obtenidas eran defectuosas en la produccion de
enteroquelina, como se comprobé al crecerlas sobre placas indicadoras CAS (Figura
17). A su vez, todas estas construcciones fueron capaces de producir halo de inhibicion
de crecimiento al ser transcomplementadas con salmoquelina DGE, por lo que se
puede concluir que el dominio de adenilacion (A) de EntF es suﬁc;,iente para la
modificacion post-traduccional de la MccE492 in vivo. Este resultado concuerda con las
conclusiones obtenidas del modelo 3D de esta sintetasa, que apuntan a este dominio
como el candidato mas probable para participar con un papel dual en la produccion de

MccE492 activa.
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CAS Actividad
E. coli AentF/pJEM15 DGE

+ pACYC-EntF

+ pACYC-A-PCP-TE

+ pACYC-A-PCP

+ pACYC-A

Figura 17. La producciéon de MccE492 activa requiere del dominio de adenilacién
de EntF. Las cepas de E. coli (AentF) ER1300H/pJEM15 transformada con las
construcciones pACYC-A-PCP-TE, pACYC-A-PCP y pACYC-A. Alicuotas (3 uL) de
cultivos se crecieron sobre placas CAS, para determinar la produccién de
enteroquelina y sobre placas de césped sensible para determinar la produccién de
MccE492 activa. Alicuotas de estas cepas se transcomplementaron con 3 pL de
salmoquelina DGE (panel derecho). Se utiliz6é como control negativo la cepa
ER1300H/pJEM15 y como control positivo la misma cepa complementada con el
plasmidio compatible pACYC-EntF.
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Estos experimentos nos permiten acotar la participacion de EntF en la
modificacién postraduccional de la MccE492 a uno de sus dominios modulares (el
dominio de adenilacién), pero no permiten discernir si la participacion de este dominio
es mediante su actividad catalitica o si se trata mas bien de un rol en el reclutamiento
de la maquinaria de modificacién compuesta por las proteinas de la maduracion
propias del sistema productor de MccE492.

'
3.4. Prediccidon de residuos cataliticos y zonas de interaccion proteina-proteina
en el dominio de adenilacion de EntF.

Para establecer si la participacion del dominio de adenilacion de EntF esta
mediada por las interacciones proteina-proteina que establece este dominio o por su
actividad catalitica, se disefiaron mutante§ que afectan cada una de estas funciones.
No se cuenta con informacién acerca de residuos cataliticos de este dominio de
adenilacién, asi como tampoco de residuos involucrados en zonas de interaccion, por
lo que se hizo un analisis bio—informé.tico para poder predecir posible blancos que

' [
mediante mutagénesis permitan confirmar alguna de las hib't')tesis planteadas para el
rol de EntF en la produccién de MccE492 activa.

El disefio de una mutante en el dominio de adenilacion que afecte sﬁ actividad
catalitica requiere conocer cuales son &l o los residuos involucrados en la catélisis o la
estructura del dominio cristalizada con su sustrato. Debido a que hasta el momento no
se cuenta con esa informacion, el disefio de la mutante se hizo a través de un estudio
comparativo entre este dominio y dominios homologos, cuya estructura cristalogréfica
ha sido obtenida en presencia de sus sustratos. El dominio de adenilacién de EntF

pertenece a la superfamilia de “enzimas formadoras de adenilato” y para ellas se han

descrito residuos conservados con posible participacién en la actividad catalitica de
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estas enzimas. En la figura 18 se muestra el alineamiento entre el dominio de
adenilacion de EntF y seis homologos cuya estructura ha sido cristalizada en presencia
del sustrato. TAMU es la estructura cristalografica a 1,9 A de resolucién del dominio de
adenilacion de la sintetasa del péptido ciclico gramicidina S, obtenida en presencia de
sus sustratos AMP y fenilalanina (Conti y cols, 1997). En este alineamiento
destacamos con tridngulos aquellos aminoéacidos que en la estructura de 1AMU se
encuentran a menos de 5 A del AMP presente en el cristal. Esta es la estructura
presente en el banco de datos{ que comparte el mayor porcentaje de identidad con el
dominio de adenilacion de EntF.

En el alineamiento multiple se pueden observar las 10 regiones conservadas
descritas para dominios de adenna-cic')n denominadas de A1-10 (Marahiel y cols., 1997).
La ubicacion de estas regiones en Iaiestructur‘a cristalografica de 1AMg'muestra que la

Loy

mayor parte de ellas estadn cerca del sitio activo de esta enizima y principalmente en la
region de union a ATP. Destacados en amarillo se muestran los residuos conservados
en toda la familia de enzimas. Con una flecha se sefiala el residuo de EntF E750. Este
corresponde al residuo E327 de la estructura 1AMU. Se ha predicho que E327 y sus
equivalentes en los otros dominios de la superfamilia participan en la estabilizacion de
la carga del ion Mg'? acomplejado con el ATP, facilitando el ataque nucleofilico del
grupo carboxilato sobre el fosfato alfa del ATP necesario en la formacién del aminoacil-
AMP. Esto lo que se convierte en un buen candidato para una mutagénesis puntual
que elimine la actividad catalitica del dominio de adenilacion de EntF.

Para predecir posibles zonas de interaccion proteina-proteina en la superficie
de la estructura del dominio de adenilacion de EntF se utilizaron dos aproximaciones.
La primera esta basada en la conservacion de secuencia, para lo cual se utilizé el

modelo del dominio y nuevos alineamientos en los que se incluyd solo aquellos
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Figura 18. Alineamiento entre el dominio de adenilacion de EntF y seis de sus
homoélogos de estructura conocida. Las regiones conservadas A1-A10 descritas en
Marahiel y cols., 1997, dentro del alineamiento se muestran con barras negras. En
amarillo se destacan los residuos completamente conservados, en verde los
conservados con respecto al consenso y en celeste los idénticos con respecto al
consenso. Con tridngulos se marcan los residuos que se encuentran a 5 A o menos del
sitio activo en la estructura de 1AMU. Con una flecha se destaca el residuo E750 de
EntF.
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homadloges de EntF que poseen la misma estructura modular, es decir que
hacia el amino del dominio de adenilacién se encuentre un dominio de condensacion y
hacia el carboxilo un PCP. Con esta informacion se alimentaron cuatro servidores
diferentes (Figura 19 A). Mediante esta aproximacién se observaron tres parches de
interaccion en zonas distintas al surco del sitio activo, el cual presenta la mayor
conservacion de secuencia. En la segunda aproximacion se utilizé el modelo del
domino para alimentar cinco diferentes servidores que buscan residuos frecuentes en
interfaces en la superficie del modelo (Figura 19 B). Los parches I'y Il se encuentran en
el sub-dominio mayor, el primero en el extremo amino y el segundo alejado del sitio
activo, mientras que el parche |ll se encuentra en el dominio menor, cerca del extremo
carboxilo. El analisis de potencial electrostatico de superficie (Figura 19 C) muestra que
todos los parches predichos poseen un potencial neutro, lo gque permitiria su
participacion en una interfase de interaccion, siendo el parche de potencial mas neutro
el lll, seguido por el parche Il y el |. En la figura 20 se muestran losiresiduos que serian
posibles blancos de mutagénesis dentro de la estructura del modelo del dominio de
adenilacion de EntF. En rojo se muestran los residuos que muestran la mayor
conservacién de secuencia, ellos forman un surco o sitio activo dentro del cual se
encuentra el residuo E750, que es nuestro putativo residuo catalitico. Tambien se
muestran los tres parches predichos como zonas de interaccién proteina-proteina. La
cercania de los parches | y lll, dentro del modelo de la sintetasa completa, con los
extremos amino y carboxilo terminal sugiere que corresponden a zonas de interaccion
con el dominio de condensacién y PCP respectivamente. El parche Il no puede
asociase facilmente con interaccion de otros dominios de EntF y muestra el mayor
nimero de residuos consenso, lo que sugiere que es un probable sitio de interaccién

con otras proteinas.
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Figura 19. El dominio de adenilacion de EntF presenta tres zonas de interaccion.
Los residuos relevantes para posibles interfases obtenidos por analisis de
conservacién de secuencia (A), y predicciéon de sitios de interaccion basado en la
estructura (B) Se mapearon en el modelo del dominio A y se colorearon segun el
numero de veces que fueron incluidos por los distintos métodos (leyenda). El analisis
de potencial electrostatico de superficie (C). |, Il y lll indican los parches de interaccién
encontrados. Para detalles sobre la metodologia ver seccion 2.2.24.
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Figura 20. Residuos dentro del dominio de adenilacién de EntF que son posibles
blancos de mutagénesis sitio-dirigida. Se muestran los residuos mas conservados
(rojo), el putativo residuo catalitico (verde), los residuos que forman parte de zonas de
interaccién proteina-proteina predichos por cuatro o mas servidores (azul oscuro) y por
tres servidores (celeste).
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3.5. La actividad catalitica del dominio de adenilacion de EntF no es necesaria en
la maduracion de la MccE492.

Se realiz6 la mutagénesis sitio dirigida cambiando el residuo E750 del dominio
de adenilacion de EntF por una alanina (E750A). En la figura 21 A se sefiala la
ubicacién del Mg*™ que forma el complejo AMP- Mg* y el residuo E327 de 1AMU
equivalente al residuo E750 de EntF. Al introducir esta mutacién se observé que
afectaba la produccion de enteroquelina evaluada sobre placas CAS (Figura 21 B).
Este resultado indica que el residuo E750 del dominio de adenilacion de EntF es
esencial para su actividad catalitica. Sin embargo, al transcomplementar con
salmoquelina DGE la cepa de E. coli que expresa la sintetasa con la mutacion puntual
E750A en EntF se obtuvo actividad bactericida. Este resultado permite concluir que la
actividad catalitica de este dominio no es necesaria para la produccion de MccE492
activa, y apoya la hipotesis que En{F y en particular su dominio de adenilacion,
participa en la modificacion postraduccional de la MccE492 in vivo como proteina
reclutadora de la maquinaria de modificacion, posiblemente interactuando con uha 0

mas de las proteinas de la maduracién MceClJ (Mercado y cols., 2008).
x
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Figura 21. Efecto de la mutagénesis puntual E750A en el dominio de adenilacion
de EntF. A. Vista del sitio activo de la estructura de 1AMU en la cual destacan AMP-
Mg*? y el residuo E327 equivalente al E750 de EntF. B. Una cepa mutante en el gen
entF (ER1300H) que porta el sistema productor de MccE492 (pJEM15) fue
transformada con el plasmidio compatible que porta la mutante E750A de EntF. Se
midid su capacidad de producir enteroquelina sobre placas CAS, y la actividad
bactericida luego de ser transcomplementada con salmoquelina DGE.
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3.6. La proporcion de MccE492 modificada post-traduccionalmente aumenta

conforme aumenta la expresion de los genes de la maduracion.

Otro objetivo de este trabajo era ahondar en el efecto que tiene la modificacién
post-traduccional de la MccE492 sobre su estructura, conformacién y actividad. Con el
fin de estudiar que ocurre con la proporcién ‘de MccE492 modificada post-
traduccionalmente al aumentar el numero de copias de los genes de la maduracion, se
evalué mediante MALDI-TOF-MS la cantidad de MccE492 modificada a partir de
muestras purificadas desde cepas productoras que sobre-expresan diferencialmente
los genes de la maduracion. Como se observa en la figura 22, €s posible distinguir la
forma no-modificada y las tres formas descritas de microcina modificada 'en una
purificacién proveniente de una cepa de E. coli que posee el plasmidio con el sistema

; )
sobre-productor pJEM15, con una relacion entre la forma no-modificada y modificada
de 1:0,7. Esta relacion aumenta a 1:1,5 al sobre-expresar los genes de la maduracion
meeld (pT7-l))y a 1:1,1 al sobre-exp‘resar el gen de la maduracion meceC (pT7-C). Por
el contrario, esta relacién baja a 1:0,5 cuando a esta cjepa se le introduq_e ur.1 plasmidio
compatible que sobre-expresa el gen estructural de Ié MccE492 y su inmunidad (pT7-
AB). No se observan formas modificadas en los espectros obtenidos de purificaciones
desde cepas mutantes en los genes de la maduracion mceC (npB4) y mcel {(np45).
Estos resultados muestran que al aumentar la expresién de los genes de la

maduracién se produce un aumento en la proporcién de MccE492 modificada post-

traducionalmente.
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Figura 22. Efecto de la sobre-expresion de los genes de la maduracién y del gen
estructural sobre la proporcién de MccE492 modificada post-traduccionalmente.
Los espectros fueron obtenidos mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF)
desde muestras purificadas desde las siguientes cepas de E. coli sobre-productoras de
MccE492 (pJEM15) que sobre-expresa el gen estructural mceA (pT7-AB); los genes de
la maduracion (pT7-1J o pT7-C); y mutantes en los genes de maduracion (npB4 mceC”
o np45 mcel’). En rojo se muestran las proporciones de MccE492 no-modificada versus
modificada, que se calculé como el area bajo el pico correspondiente a la forma no-
modificada con respecto a la sumatoria de las areas bajo los picos de todas las formas
modificadas.
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3.7. La capacidad de formar fibras amiloides es inversamente proporcional a la
cantidad de MccE492 modificada y a la actividad bactericida.

Hasta el momento se han descrito dos actividades bioldgicas para la MccE492,
la actividad antibacteriana y la actividad citotdxica sobre células tumorales. Se obtiene
una mayor actividad citotoxica cuando la MccE492 se encuentra agregada formando
fibras de tipo amiloide (Estrada, 2005; Garcia, 2008; Estrada y cols., manuscrito
enviado para su publicacion). Para establecer una relacion entre el nivel de
modificacion post-traduccional, la actividad bactericida y la capacidad de formar fibras
de amiloide se cuantifico la actividad bactericida de muestras purificadas de MccE492
con diferentes proporcioneé de forma modificada y se sometieron a un proceso de
agregacion in vitro para cuantificar la produccién de amiloides. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 23, y en ellos se observa que las muestras
provenientes de mutantes en genes de la maduracion (npB4 o np45) no poseen
actividad bactericida y presentan una mayor tendencia a .Ia agregacion. Las muestras
fueron sometidas a un protocolo” de agrégacion in vitro, que consistié en una
incubacion en un amortiguador a pH neutro durante 15 h 'é 37°C cen agitacion y la
agregacién se cuantificd por el método del RC. Las muestras <'je MccE492 que
contenian una mayor proporcion de péptido modificado, como las que provienen del
sistema productor (pJEM15) y aquellas 'que sobre-expresan los genes de la
maduracion (pT7-C o pT7-1J) presentaron una menof tendencia a formar agregados
amiloides, lo que se refleja en una mayor fraccién de RC libre. Adicionalmente, estas
muestras presentaron una mayor actividad bactericida. Estos experimentos indican que
a un mayor nivel de modificacion post-traduccional existe una mayor actividad

bactericida y una menor capacidad para formar agregados de tipo amiloide.
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Figura 23. Efecto de la modificacion post-traduccional en la formacion de
amiloides y en la actividad bactericida de la MccE492. Muestras purificadas (400
pg/mL) desde las diferentes cepas productoras de MccE492 se agregaron incubando
las muestras durante 15 h en PBS 10 mM pH 7. Las muestras agregadas fueron
incubadas 15 min con RC 22 uM y centrifugadas a 75.000 x g. Se midio la absorbancia
a 490 nm desde el sobrenadante y la fraccion de sonda libre se calcul6 con respecto a
las mismas muestras sin agregar. Sobre las barras se indica la actividad bactericida en
unidades arbitrarias.
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3.8. Las semillas provenientes de MccE492 no-modificada actiian como centros
nucleadores mas eficientes que las provenientes de su contraparte modificada.
Como ya se mencion¢ la formacion de fibras de tipo amiloide es un proceso
dependiente de nucleacion cuya fase de latencia puede ser acortada o eliminada al
agregar semillas a la reacciéon de agregacion. Estas semillas actian como nucleos
preformados que reclutan a la proteina soluble y aceleran su incorporacién a las fibras.
La MccE492 no-modificada tiene mayor capacidad de agregar, por lo que se decidié
evaluar si esta capacidad se relaciona con la formacion de centros de nucleacion mas
efectivos. Con este objetivo se analizé la capacidad de semillas provenientes de una
mutante en el gen de maduracion mceC (MccE492 no-modificada) y de una cepa
sobre-productora pJEM15 (que produce aproximadamente un 50% de MccE492
modificada) de promover la agregacién.t Para esto se determina}ﬁ:\ las cinéticas de
agregacion de ambas muestras y como se abserva en la figura 24 (parte superior) las
curvas de agregacion de I'IL:)B4 (no-modificada) presentan una cinética de fagregaci()n
acelerada, sin un periodo de latencia evidente. Se evalud la capacidad de estas
semillas de eliminar el periodo de latencia de la curva de agregacion de pJEM15. Se
prepararon semillas de ambas muestras de MccE492 (npB4 y pJEM15) las cuales se
afnadieron al tiempo cero en las cinéticas de agregacidon en proporcion de 1:10
(semillas versus MccE492 soluble pJEM15). Las semillas provenientes de la MccE492
no-modificada (npB4) resultaron ser mas eficientes en prémover la agregacion, pues
aceleraron alrededor de 10 veces la cinética de formacién de fibras de tipo amiloide de
una muestra con MccE492 modificada (pJEM15) en comparacién con las semillas
preparadas desde fibras de esta misma microcina (Figura 24, parte in.ferior). Se

concluye que las semillas de MccE492 preparadas con la forma no-modificada son

centros nucleadores mas eficientes para promover la formacion de fibras amiloide.
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Figura 24. Patron de agregacion de la MccE492 modificada y no-modificada y
efecto de semillas preparadas de estas muestras sobre la cinética de agregacion.
Muestras proveniente de cepas de E. coli npB4 (no-modificada) y pJEM15 (alta
proporcién de modificacién) fueron incubadas en condiciones de agregacion (arriba).
Semillas preparadas a partir de la sonicacién de fibras maduras (48 h de agregacion)
de ambas muestras de MccE482 fueron adicionadas al inicio de la agregacién en una
proporcién 1:10 con respecto a la microcina soluble (abajo). La agregacién se
cuantifico con el método del RC libre.
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3.9. Las fibras amiloide producidas por preparaciones de MccE492 con diferentes
grados de modificacion post-traduccional poseen formas y dimensiones
similares.

Debido a que muestras de MccE492 con mayor proporcién de modificacion
post-traduccional poseen una menor capacidad de formar amiloides, se decidid
estudiar mediante microscopia electronica de transmision si esta diferencia se traduce
en una diferente morfologia de las fibras formadas. Se prepararon rejillas con las fibras
amiloide obtenidas a partir de las diferentes muestras de MccE492 las que fueron
tefiidas negativamente para su observacion al microscopio electrénico. En la figura 25
se observa que todas las preparaciones formaron amiloides, que se caracterizan por
ser fibras rectas y sin ramificaciones. En todas las preparaciones se obtuvieron fibras
de tipo helicoidal y fibras no helicoidales o planas. Una inspeccién visual de las
microfotografias muestra que las distintas preparacioneséde MccE492 forman fibras
similares (Figura 25). Para determinar si las fibras br'ovenientes de Ias.rﬁuestras
purificadas de las distintas cepas poseian las mismas dimensiones se midieron y
compararon las fibras helicoidales que correspondian a la forma mas representada en
todas las muestras. A partir de las microfotografias digitalizadas se tomaron las
medidas utilizando el programa ImageJ. En la figura 26 A se- muestra una ampliacion
de una de estas fibras helicoidales y en la figura 26 B un esquema de estas fibras
donde se indican las dimensiones medidas. En la tabla (Figura 26 C) se muestran las
dimensiones obtenidas para los amiloides formados con cada una de las muestras de
MccE492. El andlisis de estos datos indica que las fibras helicoidales de MccE492
poseen formas y dimensiones similares, sin importar el nivel de modificacién post-

traduccional que presentan las muestras de las cuales provienen.
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Figura 25. Microfotografias electrénicas de fibras amiloides de MccE492 con
diferentes proporciones de modificacién post-traduccional. Las muestras de
MccE492 agregadas se tifieron negativamente con acetato de uranilo al 2% para la
microscopia electronica. Las micrografias fueron obtenidas a una magnificacion de
60.000 aumentos. Las barras corresponden a 100 nm.
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C [ Cepa productora de MccE492 | Paso [nm] | Ancho [nm].
E. colilpJEM15 495+£5 133%2
_ E. coliinpB4 (mceC") i 485+3 | 1441 |
E. coli/np45 (mcel) | 501+3 125+1 |
E. colilpJEM15 + pT7-C 523+4 12,11
E. colilpJEM15 + pT7-1J 5154 12,341
E. colilpJEM15 + pT7-AB 8, 1x2 125+ 1

Figura 26. Dimensiones de las fibras helicoidales producidas por la Mcce492
aislada desde diferentes cepas. A. Ampliacion de una fibra helicoidal de MccE492
obtenida de una preparacién de npB4. B. Esquema de la fibra ampliada para mostrar
las dimensiones de paso y ancho medidas. C. Tabla con los promedios y las
desviaciones estandar de las mediciones de las fibras obtenidas para cada muestra,
realizadas con el programa ImageJ.
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3.10. Caracterizacion por microscopia electrénica de diferentes tipos de fibras
amiloides producidas por la MccE492.

Una vez establecido ‘que las dimensiones de las fibras producidas por las
distintas muestras de MccE492 tienen formas y dimensiones similares, se decidio
ahondar la caracterizacién de las distintas y menos representadas fibras de tipo
amiloide de los agregados provenientes de la cepa productora de MccE492 no-
modificada E. coliinpB4, pues estas muestras presentan alta tendencia a la agregacién
y forman fibras limpias y homogéneas lo cual es ideal para la caracterizaciéon por
microscopia electronica. Las muestras de MccE492 npB4 agregadas, presentan varios
tipos de fibras ademas de los ya descritos en la figura anterior. En la figura 27 se
observan filamentos rectos (a) de aproximadamente 7 nm de ancho, filamentos curvos
(b) de aproximadamente 14 nm de ancho, filamentos dobles o cintas (¢) de 14 nm de
ancho y filamentos helicoidales (d) de 50 nm de paso y 14 nm de ancho. A pesar de
que todas las fibras tipo amiloide descritas hasta el momento presentan polimorfismos,
tambien es posible que las distintas estructuras observadas correspondan a diferentes
etapas en el curso de la formacion d}e la fibra madura, pdr lo cual la caracterizacion de
estas estructuras puede ser de mucha ayuda para elaborar un modelo de formacién de

la fibra que considere los intermediarios.
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Figura 27. Micrografias electrénicas de distintos tipos de fibras amiloides
producidas por la MccE492. Muestras purificadas desde la cepa E. colihpB4 fueron
sometidas al protocolo de agregacién durante 15 h y luego tefiidas negativamente con
acetato de uranilo 2%. Las micrografias fueron tomadas con un aumento de 60.000.
Las barras corresponden a 100 nm.
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3.10.1. Obtencion de promedios bi-dimensionales de las fibras amiloide de
MccE492.

El estudio de las estructuras presentes en las muestras de MccE492 agregada
y del proceso de formacion de estos amiloides podria arrojar valiosa informacion
respecto a la actividad antitumoral de esta microcina, pues los agregados presentan
mayor actividad citotoxica. Con el fin de disminuir el ruido y obtener una mejor vista de
las imagenes obtenidas, se profundizo el analisis de la estructura de los amiloides de
MccE492 realizando promedios bi-dimensionales mediante el procesamiento de las
imagenes de las fibras helicoidales y planas obtenidas por microscopia electrénica. El
procesamiento de las imagenes se realizd utilizando el paquete de programas Xmipp.
Se tomé una serie de 12 microfotografias a una amplificacion de 20 K. Estas se
digitalizaron y manualmente se picé o marcé a lo largo de las fibras en el centro o paso
de las hélices, o de manera continua a lo largo de las fibras planas. Se cortaron
digitalmente imagenes: a *partir de una ventana de 240 x 240 pixeles utilizancio camo
centro las marcas introducidas manualmente, las cuales posteriormente fueron tratadas
como imagenes individuales. Estas se clasificaron generando grupos que se
promediaron, obteniéndose como resultado imagenes representativas de cada clase.
Las fibras helicoidales se picaron al centro o paso de la hélice y el refinamiento
obtenido a partir de estas imagenes se muestra en la figura 28. Se midieron las
imagenes medias obtenidas y como resultado de sus dimensiones aproximadas se

obtuvieron los valores de 500 A de paso y 140 A de ancho.
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Figura 28. Obtencién de promedios bi-dimensionales de fibras helicoidales de
amiloides de MccE492. Procesamiento de las imagenes medias obtenidas picando en
el centro o paso de la hélice. A. Vista de los primeros 5 ciclos de refinamiento de las 5
clases formadas para este grupo de imagenes. B. Vista del resultado de todas las
vueltas de alineamiento de cada grupo.
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Se realizé también el procesamiento de fibras no helicoidales o planas
presentes en la muestra (Figura 29). Las fibras planas se encuentran menos
representadas, y fueron picadas aleatoriamente a lo largo de ellas. Se observa que el
primer grupo o clase (primera columna), es muy diferente de los otros 4 grupos, y
corresponde a una fibra plana mas ancha y en la cual es posible observar un surco
central. Esta fibra de aproximadamente 140 A es el doble de ancha que las fibras
planas simples de los otros grupos (siguientes columnas a la derecha), cuyo ancho es

de aproximadamente 70 A. é

|

i

sz
3.11. Caracterizacién del proceso de formaciéon del amiloide de MccE492.

La caracterizacién a nivel estructural del proceso de formacion de fibras de
amiloide por la MccE492 no solo puede ayudar a entender el mecanismo de su
actividad antitumoral, sino que también puede servir de modelo para el estuc;lio de la
apoptosis inducida por agregados de amiloide asociados a diversas enfermedades.

}\
Para estudiar el proceso de-formacién del amiloide de MccE492 se busco una

estructura precursora a pa:rtir de estudios cinéticos. Como primer paso se estandarizé
una curva de agregacion de MccE492 proveniente de la cepa E. coliinpB4. MccE492
purificada desde esta cepa se incub6 en condiciones de agregacion y se tomaron
puntos cada dos horas durante 10 horas y un punto final a las 24 horas de agregacion.
En cada punto se determiné el porcentaje de RC libre como medida de la agregacion
de la muestra. Los datos obtenidos se muestran en el grafico de la figura 30, en &l se

observa que el proceso de agregacion exponencial comienza aproximadamente a las 4

h de incubacion.
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Figura 29. Obtencién de promedios bi-dimensionales de fibras planas de
amiloides de MccE492. Procesamiento de las imagenes medias obtenidas picando a
lo largo de las fibras planas. A. Vista de los primeros 5 ciclos de refinamiento de las 5
clases formadas para este grupo de imagenes. B. Vista del resultado de todas las
vueltas de alineamiento de cada grupo.
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Figura 30. Cinética de agregacion de la MccE492 no-modificada. Una muestra
purificada desde la cepa E. coliinpB4 fue sometida a agregacion. Se tomaron alicuotas
en los tiempos indicados y se determiné la fraccién de RC libre, con respecto la
absorbancia de la muestra a tiempo 0 de agregacion.

88



3.11.1. La MccE492 aumenta el contenido de estructura secundaria beta durante
el proceso de agregacion.

Se analizd mediante dicroismo circular el contenido de estructura secundaria
durante el proceso de agregacion de la MccE492 a 0, 4, 6 y 20 horas de incubacion
(Figura 31). Se tomaron espectros a estos tiempos y se normalizaron por la
concentracion molar de cada muestra. La MccE492 aumenta su contenido de
estructura secundaria a medida que aumenta el tiempo de agregacion con un cambio
evidente a las 4 y 6 horas. Se observa que la agregacion de la MccE492 tiene el
comportamiento tipico descrito para proteinas amiloidogénicas, es decir aumentan su

contenido de estructura secundaria tipo hoja beta durante el curso de la agregacion.

.

3.11.2. Visualizacién ﬁe los primeros estadios de agregacion de la MccE492
mediante microscopia electrdnica.

Se prepararon rejillas con m‘uestras de MccE492 en los p,)rimeros éstadios de la
agregacioén, entre 4 y 6 horas. 'Ién ellas se observaron filanientos rectos cortos y
pequefias estructuras anulares que podrian corresponder a oligémeros de MccE492.
Se tomé una serie de 42 micrografias que se utilizaron para el procesamiento de
imagenes. En la figura 32 se muestra una galeria de imagenes tomadas de este

conjunto de micrografias que ejemplifican las estructuras observadas.

o DE e,
«F /@\

) “

N0 T~ O
& BIBLIOTECA &
U

39



0 —m————————F— T

A
I=)

@
o

[6]x 10° (deg cm® dmol™”)

-120 A .

160 Lbe— 1 rar PR [ (] (R S SR U Sy N i
210 220 230 240 250 260

Longuitud de onda (nm)

Figura 31. Espectros de dicroismo circular de la MccE492 a diferentes tiempos de
agregacion. Espectro de DC en el UV lejano de las muestras de MccE492 incubadas
en las condiciones de agregacion durante (e) Oh, (o) 4h, (¥) 6h y (A) 20h. A cada
espectro se le resté el blanco que correspondia al amortiguador y se normalizé por la
concentracion molar de cada muestra determinada al momento de las mediciones.
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Figura 32. Micrografias electrénicas de los primeros estados de agregacion de la
MccE492. Muestras agregadas de 4 a 6 horas fueron tefidas negativamente con
acetato de uranilo 2%. Las imagenes mostradas fueron seleccionadas de placas
tomadas a 50.000 aumentos. Las barras corresponden a 50 nm.
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3.11.3. Generacién de promedios bi-dimensionales de las estructuras observadas
en los primeros estadios de la agregacion de la MccE492.

Se digitalizé la serie de 42 microfotografias tomadas a una amplificacion de
50.000 aumentos. Se picaron manualmente las fibras planas y estructuras anulares
observadas. Se cortaron digitalmente las imagenes con una ventana de 50 x 50
pixeles. Se obtuvieron 1284 particulas individuales de las fibras planas y 2472 de las
estructuras anulares. Las imagenes generadas fueron normalizadas y luego alineadas
bi-dimensionalmente en dos categorias o referencias y se obtuvieron lé-s vistas que se
muestran en la figura 33. En ambos alineamientos se observa que el numero total de
particulas individuales se clasifican de manera equitativa en las dos clases generadas
en cada uno de ellos. En estas imagenes podemos observar que los filamentos rectos
presentan un claro surco “central y que las dos categorias generadas difieren
ligeramente en su ancho (Figura 33 A). En el caso de los putativos oligdmeros
observamos una diferencia en el tamano de las dos categorias cbtenidas (Figura 33 B).

Se realizaron nuevos alineamientos bi-dimensionales, ahora con cuatro
categorias de referencia para cada referencia obtenida desde ambas estructuras
(Figura 34). La referencia A1 (Figura 33) produjo el alineamiento que se ve en la figura
34 A1, donde se observa que casi la totalidad de. las particulas se clasifican
equitativamente en dos nuevos grupos que sé ven idénticos, y que los otros dos 'gr’upos
de 15 y 1 particula respectivamente parecen contener solo imagenes dafiadas 0
sucias. Algo similar ocurre con el alineamiento de la referencia A2. En este
alineamiento también se forman dos referencias gque lucen muy similares y que
agrupan casi la totalidad de las particulas individuales, mientras las referencias

restantes parecen estructuras dafiadas o sucias.
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Figura 33. Promedios bi-dimensionales de las estructuras observadas en los
primeros estadios de la agregaciéon de la MccE492. Vista de las imagenes
generadas en el alineamiento bi-dimensional (A) de los filamentos rectos, (B) de los
putativos oligobmeros. Bajo cada imagen se indica el nimero de particulas individuales
gue se alinearon en cada referencia.
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Figura 34. Re-alineamiento de las estructuras precursoras generadas a partir de
los primeros alineamientos bi-dimensionales. Vista de los nuevos promedios
generados en alineamiento bi-dimensional de las siguientes referencias de la figura 33:
(A1) de los filamentos rectos gruesos, (A2) filamentos rectos delgados, (B1) de los
putativos oligbmeros grandes (B2) putativos oligdmeros pequefios. Bajo cada imagen
se indica el niUmero de particulas individuales que se alinearon en cada referencia.
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Esto sugiere que esta estructura esta formando grupos cohesionados, es decir que
todas las imagenes son casi idénticas y que el algoritmo solo los separa al poner un
numero fijo de referencias porque se fuerza el programa a crear nuevos grupos. En
cambio, en el caso de las particulas anulares no se observa un comportamiento
cohesionado del grupo, lo que sugiere que existe una diversidad de estructuras
oligoméricas, o que es necesario aumentar el nimero de imagenes para incrementar la
resolucion de las referencias generadas por el alineamiento.

Se aumenté al doble el numero de particulas de las estructuras anulares
utiizadas en los alineamientos anteriores y se generé un nuevo promedio bi-
dimensional de mayor resolucion (Figura 35). En esta imagen promediada es posible

' }
ver con mayor claridad que estos putativos oligébmeros corresponden a hexameros. Se
midié la distancia que abarcaria el didametro dg dos mondmeros (co.mo se esquematiza
en la figura 35) y se obtuvo una distancia de aproximadamente 5 nm. Si suponemos
que estas estructuras corresponden a holgs o esferas obtenemos un radio aproximado

()

de 1,25 nm. A

Se calculé el volumen de una molecula de MccE492, t'omandg como supuesto
que forma una estructura esférica. Para esto se determind la densidad de una
molécula de acuerdo a la ecuacion planteada por Fischer y cols. (2004) para proteinas
de bajo peso molecular con Iirﬁite inferior de 7 kDa. Segun ésta, la densidad de una
molécula de MccE492 que pesa 7887 Da es de 1,489 g/cm®. Con esta densidad
calculamos un volumen de 8,79 nm® Si suponemos que la MccE492 monomérica
forma estructuras esféricas obtenemos un radio de 1,28 nm, distancia teorica similar a
la obtenida de la medicion del alineamiento bi-dimensional, lo cual es consistente con

la hipdtesis de que estos putativos oligomeros corresponderian a hexameros de

MccE492.
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Figura 35. Imagen de promedio bi-dimensional de un hexamero de MccE492. Se
gener6 esta vista el namero de particulas iniciales del alineamiento bi-dimensional de
los putativos oligémeros de MccE492. Se midié la distancia que abarca el diametro de
2 monomeros (flecha roja).
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En un estudio posterior a éste realizado en el laboraterio del Dr. J.M. Valpuesta,
en que el andlisis de estructuras anulares se amplio a 12.000 particulas se encontré
que los pentdmeraos de MccE492 estaban mas representados. Posiblemente las
estructuras pentaméricas y en menor medida las hexaméricas serian estructuras
precursoras de la formacién de las fibras rectas observados en el mismo estadio

]

temprano de la cinética de agregacion.
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4. DISCUSION.
4.1. El proceso de modificacion post-traduccional de la MccE492 in vivo y su
efecto en la actividad bactericida.

Antecedentes previos indicaban que existia una relacion entre la via de sintesis
de sideroforos de tipo catecol y la produccion de MccE492. Entre éstos se destaca que
el sistema producter de MccE492 posee los genes que codifican para MceC y MceD,
ambos homologos a proteinas implicadas en la sintesis de sideréforos de tipo catecol

A
(Lagos y cols., 2001), y el hechb de que la MccE492 utilice para su internalizacion los
receptores de membrana externa para sideréforos de tipo catecol FepA, Fiu, Cir e IroN
(Patzer y cols., 2003). Esta relacion quedd mé!s claramente establecida cuando se
identificod que la MccE492 estaba modificada post-traduccionalmente con una molécula
de tipo salmoquelina (Thomas y cols., 2004), una clase dg sider6foros de tipo catecol
correspondiente a derivados glucosilados de enteroquelina (Bisterry cols., 2004). En un
trabajo mas reciente (Vassiliadis y cols., 2007) se informd que la enteroquelina era el
precursor de |la modificacion post-traduccional de la MccE492, basandoseé en la
observacién que al reprimir la sintesis de enteroquelina, ya sea con altas
concentraciones de hierro en el medio de cultivo o utilizando una cepa de E. coli aroB”
deficiente en la sintesis de enteroquelina, se inhibia‘también Ia. modificacién post-
traduccional de la MccE492, situacién que podia !reverti'rse al agregar exégenamente
enteroquelina al medio de cultivo. Sin embargo, nada se menciond respecto de la
actividad antibacteriana de la MccE492 obtenida bajo, esas condiciones
experimentales. Una situacidn similar se ha sugerido para la ..microcina H47, pues su
actividad es dependiente de la presencia del gen entF en la cepa produclora (Azpiroz y

Lavina, 2004). En este trabajo se confirmé la utilizacion de enteroquelina como

precursor para la modificacion de la MccE492 utilizando cepas mutantes en genes del
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locus ent, demostrandose ademas que la MccE492 producida por mutantes en la via
de sintesis de enteroquelina (entC y entF’) producen un péptido no-moedificado y sin
actividad bactericida. Asi se relaciond de forma definitiva la actividad bactericida de
esta microcina con la presencia de la modificacion post-traduccional.

Las salmoquelinas son sintetizadas solo por bacterias que expresan el locus
iroA, por lo cual se especulo que este tipo de moléculas correspondiente a derivados
glucosilados de enteroquelina sol.o podian ingresar a las células que expresaban el
receptor de membrana externa IroN codificado dentro de este locus (revisado en Smith,
2007). Sin embargo, resultados obtenidos con anterioridad en nuestro laboratorio
demostraban que derivados mono y diglucosilados de enteroquelina eran cabaces de
ingresar a células de E. coli que no poseen locus iroA, y que estos derivados
glucosilados eran sustrato para la modificacion post-traduccional de)la MccE492, pues
revierten el fenotipo productor de MccE492 inactiva en cepas qué no expresan una
enteroquelina glucosil transferasa (Mercado, 2007; Mercado y cols., 2008). En esta
tesis se quiso determinar cual o cuales eran los receptores utilizado por salmoquelinas
para ingresar a una ceélula de E. cofi estableciendose que ingresan utilizando
principalmente el receptor de membricma externa Fiu y en mendr medida FepA y Cir.
Estos derivados glucosiladbs no solo son ingresados a las células de E. coli sino que
también pueden ser utilizados como sustratos para el proceso de modificaciéon post-
traduccional de la MccE492. Por ello, utilizando una aproximacion genética, se decidio
evaluar el efecto de las diferentes mutantes en la via de sintesis de enteroquelina que
producen MccE492 inactiva (eniB’, entC’, entF, AentF y AentDF) cuando eran
suplementadas con DHB (acido dihidroxibenzoico) o DGE (enteroquelina
diglucosilada). El fenotipo productor de MccE492 inactiva de estas mutantes pudo ser

revertido adicionando al medio de cultivo el preducto posterior a la actividad enzimatica
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mutada, con excepcion de las cepas que tenian mutado el gen entF, la cual recuperd la
produccion de MccE492 activa solo al ser transformadas con un plasmidio que
expresara enfF. Lo mismo ocurrié con la cepa AentDF, que carece de dos genes, pero
gue recupera la produccién de enteroquelina y de MccE492 activa al ser transformada
con un plasmidio que sclo expresa el gen entF. Este resultado inesperado podria
explicarse por que en el genoma de E. coli se encuentra el gen acpT (también llamado
yhhU) que codifica para una 4'-fosfopantetoinil transferasa de sustrato desconocido en
E. coli no-patégenas (Flugel y cols., 2000; De Lay y Cronan, 2006; De Lay y Cronan,
2008) y que podria reemplazar la funcion de EntD, que es la encargada de transferir
los grupos fosfopantetoinil a los dominios PCP de EntB y EntF, en la via de sintesis de
enteroquelina. Ademas se determind que la sintetasa de péptidos no-ribosomales EntF
es necesaria para la actividad bactericida de la MccE492 en un proceso independiente
de la sintesis de enteroquelina. La evidencia encontrada sobre la funcion dual de enitF
en la produccion de MccE492 inmediatamente planted la .necésidad de saber si ésta
dependia de alguna de sﬁs actividades Cata[iticas_o si se trataba ae un?‘ funcion de
andamiaje para las proteinas de la maduracién ‘propias del éistem,a productor de
MccE492. Se ha demostrado que in vitro, solo las proteinas de maduracién MceC y
McelJ son necesarias para catalizar la. produccion de derivados glucosilados de
enteroguelina y el enlace covalente entre estas y la serir;é 84 del peptido ribosomal
(Nolan y cols., 2007; Nolan y Walsh', 2008).

Hasta el momento en que se realizé esta tesis de doctorado no existia
informacién estructural sobre complejos de sintesis de péptidos no-ribosomal, por lo
cual se decidio realizar un modelo molecular de EntF, el cual noé permitié por una
parte disefiar nuevos experimentos para estudiar la funcion dual de esta sintetasa en la

produccion de MccE492 activa, y por otra parte hacernos una idea general del proceso
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catalitico de esta sintetasa. De este modelo se dedujo que los dominios de EntF debian
interactuar de manera secuencial durante el proceso de catalisis, debido a que las
predicciones de interacciones discretas entre pares de residuos pertenecientes a
diferentes dominios de la proteina no podian ser mapeados todos simultaneamente en
contacto, dentro de una estructura rigida como la que se obtiene desde un proceso de
modelamiento. Estas interacciones dinamicas entre los dominios de EntF serian las
que permitirian que esta sintetasa sea intervenida por proteinas externas a la via de
sintesis de enteroquelina, como es el caso de las proteinas de maduracion del sistema
productor de MccE4982, con una zona del sub-dominio mayor del dominio de
adenilacion libre para establecer estas interacciones. Nueva evidencia ha confirmado
esas predicciones, ya que se ha logrado cristalizar la estructura del modulo terminador
SrfA-C en la via de sintesis no-ribosomal de surfactinal (Tancvic y cols., 2008) que
posee la misma organizacién de dominios que EntF, es decir C-A-PCP-TE. En esta
estructura se observa que el sitio activo de los dominios de cdndensacion y adenilacion
se encuentran formando lo que se denomino una “plataforma catalitica” en la cual
estan excluidos el sub-dominio mayor del dominio de: adenilacién y el dominio PCP, lo
que permite movilidad durante el proceso de sintesis (Tanovic y cols., 2008). Ademés
se observa que los sitios cataliticos del dominio de condensacidén y adenilacion se
encuentran separados por una gran distancia (63 A), lo cual indica que deben ocurrir
grandes re-arreglos y cambios conformacionales durante el proceso catalitico,
inducidos por la union de diferentes sustre_atos y por la interaccién entre'diferentes
dominios, correspondiendo la estructura obtenida en el cristal a uno de los
intermediarios (Tanovic y cols., 2008). Mediante el uso de herramientas biocinformaticas
logramos identificar tres posibles zonas de interacciéon proteina-proteina en la

superficie del dominio de adenilacién de EntF, dos de las cuales son faciimente
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asoaciables con las interfases de interaccion entre este dominio y los dominios
adyacentes de condensacion y PCP. Sin embargo una tercera putativa interfase de
interaccion, conformada por 11 residuos (ver figura 20), no es atribuible a interacciones
con otros de los dominios de la proteina, por lo gue es probable que sea una zona de
interaccién con otras proteinas. Cuando se caracterizaron las zonas de interaccion
entre los dominios del modulo terminador de surfactina SifA-C utilizando la estructura
cristalografica, se encontrd un gran numero de residuos en la interfase de interaccion
entre los dominios de condensacion y adenilacion, mientras que solo la mitad (15
residuos) se encontraron en contacto dentro de la interfase ge interaccion entre el
dominio de adenilacién y el PCP (Tanovic y cols., 2008). Estos uiltimos datos denotan
la dificultad que se planteé durante el desarrollo de este tr;bajo, de encontrar un
numero discreto de residuos sucep'é?bles de ser mutagenizados, dentro del parche de
interaccion predicho conformado por 11 residuos, que afgétasen el proceso de
modificacion post-traduccional de la MccE492. ,

Respecto a la participacién de EntF en la produccién de MccE492 activa, la
aproximacion experimental de complementaciones con construcciones que expresaban
versiones truncas de EntF con combinaciones de sus dominios, bermitié acotar la
participacién dual de EntF a su dominio de adenilacion. Mediante la mutacion sitio
dirigida de un putativo residuo catalitico pudimos determinar que el residuo de acido
glutamico (E750) es esencial para la produccion de enteroquelina y dispensable en la
produccion de MccE492 activa. Los dominios de adenilaciéon de las sintetasas de
péptidos no-ribosomales son el punto de entrada de los aminoacidos que van a ser
utilizados en la linea de ensamblaje. Estos dominios catalizan la activacion de los

aminoacidos como adenilatos o aminoacil-AMP utilizando Mg**-ATP (revisado en

Marahiel y cols., 1997). Este proceso es similar al que catalizan las aminoacil tRNA
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sintetasas (aaRS) en las vias de sintesis ribosomal, donde los aminoacidos también
son activados como adenilatos, sin embargo los dominios de adenilacién y las aaRS no
son homoélogos ni en su secuencia ni en sus estructuras tridimensionales (revisado en
Marahiel y cols., 1997). De la misma manera que las aaRS definen el codigo genetico,
es ampliamente aceptado que los qOminios de adenilacién definen el cddigo de
ensamblaje de los aminoacidos utilizados en la sintesis de pépt‘idos no-ribosomales
(Lautru y Challis, 2004). Sin embargo el codigo utilizado por los dominios de
adenilacion aun no ha sido develado, a pesar que se han caracterizado multiples
. ¥
complejos de sintesis de péptidos no-ribosomal. Probablemente la dificultad en la
obtencién de este codigo, que ademas permitiria la reprogramacién de estos complejos
para la sintesis de nuevas moléculas con actividades biolégicas de relevancia (Walsh,
2002; Walsh, 2004), es la elevada diversidad de secuencias de dominios que existen y
el reducido nimero de estructuras tridimensionales. EI mecanismo de AMP-cilacién de
aminoacidos por parte de los dominios de adenilacién ha sido poco estudiado y a pesar
que en conjunto con las acil-CoA sintetasas y las luciferasas han sido clasificadas en el
grupo de las enzimas formadoras de adenilato, que se encuentra separado de las
aaR$S, pareciera que ambos grupos Eomparten algunos elementos comunes que
permitirian esclarecer el mecanismo catalitico de Iog dominios de adenilacién. La
comparacion estructural de sus sitios activos muestra similitudes que permiten
interpretar la posible funcién de ciertas regiones conservadas (Marahiel y cols., 1997)
en el mecanismo catalitico. Para llevar a cabo su catalisis las aaRS de clase I, ademas
de orientar los sustratos de manera adecuada para permitir el ataque nucleofilico del
carboxilato del aminoacido al fosfato alfa de la molécula de ATE, deben neutralizar las

cargas electronegativas de los grupos fosfato. Estas son neutralizadas mediante la

interaccién con un residuo de lisina conservado a través de la esfera de coordinacion
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del Mg*? formada por el mismo fosfato alfa y dos residuos de &cido aspartico. Asi,
mutantes ya sea en los residuos de lisina o en los aspartatos que participan en la
quelacion del Mg* anularian la actividad de las aaRS de clase Il (Cavarelli y cols.,
1994; Schmitt y cols., 1998; Ador y cols., 2004). Dentro de las regiones conservadas en
las secuencias de dominios de adenilacién, la regién conservada A10 (ver figura18)
presenta un residuo de lisina conservado que interactia con el fosfato alfa del AMP y al
igual que en el caso de las aaRS de clase I, una mutacion realizada en este residuo
elimina la actividad de AMP-cilacién (Pavela-Vrancic y cols., 1994; Conti y cols., 1997,
Branchini y cols., 2000; Horswill y Escalante-Semerena, 2002). Se o;bserva ademas
gue el residuo glutamico que se encuentra conservado en la region AS interactua con
el ion Mg™ mediante su grupo carboxilato de la misma manera que lo hacen los
aspartatos de las aaRS de clase Il. Es interesante destacar que la ubicacion espacial
de los residuos de lisina (de la regién conservada A10) y glutamato (de la region
conservada Ab) varia en las estructuras de los dominios de adenilacion dependiendo si
estos fueron cristalizados en presencié o ausencia de Mg"™. En las estructuras
cristalizadas en presencia de Mg™, el residuo de glutamato gsté en contacto directo
con el ion, provocando un alejamiento entre la cadena lateral del residuo de lisina y el
fosfato alfa del ATP, mientras que en las estructuras resueltas en ausencia de I\flg"‘2 la
cadena lateral del residuo de lisina se encuentra proximo al fosfato alfa. Este
movimiento de los residuos de glutamato y lisina, esenciales para la catalisis,
posiblemente refleje la dindmica de eventos necesaria para la AMP-ciIacibn.

La mutacion puntual gue anula la actividad catalitica del dominio A de EntF no
impide su participacién en el procéso de modificacion post-traduccional de la MccE492
que es independiente de la sintesis de enteroquelina, lo cual favorece la hipétesis de

que su funcién sea la de actuar como proteina de andamiaje para las enzimas de
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maduracion. Esta posiblemente ocurre en la zona de interaccion proteina-proteina
predicha en la superficie del modelo del domino de adenilacion. Un argumento que
apoya la necesidad de las proteinas de la maduracion de la MccE492 de interactuar
especificamente con EntF, es que las enzimas que catalizan la segunda etapa en la via
de sintesis de enteroquelina, entre las que se encuentra EntF, se encuentran
asociadas a la membrana citoplasmatica (Hantash y Earhart, 2000), observacion que
ha llevade a plantear que este sistema se encuentra asociado al sistema transportador
que secreta directamente estos sideréforos al medio extracelular inmediatamente
después de que son sintetizados (discutido en Crosa y Walsh, 2002). Las enzimas
encargadas de la modificacidon post-traduccional de la MccE492 invadirian este sistema
cerrado de sintesis/exportacion para tener acceso al precursor de la modificacidon
(enteroquelina) antes de que sea :secretado al medip *extracelular. En nuestro
laboratorio ya se estan realifzando exbe'rimentos de cé)localizacilé'n subcelular i‘mediante
microscopia de fluorescencia encontrandose que la proteina de maduracién MceC
posee una localizacién polar, que se pierde al ser expresada en un 'fontglo genetico
mutante para entF (Sergio Gutiérrez, Tesis de Doctorado).

El proceso de modificacién post-traduccional de la MccE492 (Figura 36) es
extremadamente novedoso, pues la modificacion del residuo C-terminal del péptido con
un enlace éster que lo une a una glucosa, que a su vez estd unida a una molécula de
enteroquelina, transforma a esta glucosa en un puente que une dos péptidos de
diferentes origenes y funciones: un antibiético ribosomal y un sideréforo no-ribosomal,
dos capas diferentes del metabolismo secundaric que se unen y convierten en lo que
se ha denominado una tercera capa de metabolismo o metabolismo terciario (Nolan y
cols., 2007; Nolan y Walsh, 2009). La denominada tercera capa del metabolismo

conduciria a procesos de co-evolucion que permitirian por ejemplo la interaccion
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especifica entre componentes de las dos capas del metabolismo secundario para dar
origen a moléculas esfructuralmente novedosas y posiblemente muti-funcionales que
aportan una ventaja adaptativa, en términos de competencia e invasion, a los
individuos que la producen. Este seria en caso del proceso de meodificacion post-
traduccional de la MccE492, que mediante la participacién de EntF da lugar a un
péptido conjugado, compuesto por un antibidtico y un sideroforo, que seria capaz de
actuar utilizando una estrategia tipo “caballo de Troya” ingresando a las células
sensibles por los transportadores de sideréforos para ejercer su actividad bactericida, y
eliminando selectivamente a las cepas que expresan estos receptores y que por lo
tanto poseen el mismo sistema de captacion de hierro (Fischbach y cols., 2006a).

Otra posibilidad que no se ha desgartado complgra:mente es que la bacteria
productora de MccE492 modificada, pueda utilizar.esta molécula conjugada también
como sideroforo, pues se ha determinado que es capaz de.'l.mir hierro (Thomas y cols.,
2004; Vassiliadis y cols., 2007). La presencia del sistema productor de MccE492 que
codifica para la enteroquelina glucosil trans‘ferasa (MceC) y de la .esterasa (MceD), le
darian a la cepa portadora, aun cuando no posea el locus iroA, la posibilidad de utilizar
como siderdforos los derivados glucosilados de enteroquelina, evadiendo asi la
respuesta inmune innata del hospedero mediada por lipocalina-2. Asi seria posible
colonizar nuevos nichos disponibles solo para patégenos, como es el caso de‘ las E.

coli uropatogénicas (Henderson y cols., 2009).
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MecE492

Péptido no modificado
(Via de sintesis ribosomal)

Péptido conjugado

MccE492 modificada
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Sideroforos de tipo catecol
(Via de sintesis no-ribosomat)

Figura 36. La MccE492 modificada es una molécula que conjuga dos capas
independientes del metabolismo secundario. La MccE492 modificada post-
traduccionalmente (derecha) une mediante un puente de glucosa (en rojo) un péptido
de sintesis ribosomal (izquierda arriba) con un péptido de sintesis no-ribosomal
(izquierda abajo).
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4.2. Efecto de la modificacion post-traduccional en la conformacion de la
MccE492.

Mediante el proceso de modificacion post-traduccional las cepas productoras de
MccE492 secretan una mezcla de péptidos modificado y no-modificado cuya actividad
y proporcion varian durante la etapa de crecimiento en la cual se encuentre la cepa
productora. Esta variacién depende de factores como la expresion de las enzimas
implicadas en la sintesis de sideroforos de tipo catecol, y la disponibilidad de hierro y
aminoacidos aromaticos en el medio de cultivo. La mayor actividad ba(;tericida se
observa en fase exponencial de crecimiento, etapa en la cual se encuentra el maximo
de expresién transcripcional y traduccional de 1os genes de la maduracién (Corsini y
cols., 2002; Mercado, 2007). La expresidn de los genes de la maduracion mceClJ, esta
finamente controlada mediante varigs mecanismoé que estan siendo estudiados en
profundidad en nuestro laboratorio (Sergio Gutiérrez, Tesis de Doctorado). Los
estudios genéticos realizados en este trabajo tanto con mutantes en la via de sintesis
de enteroquelina como en los genes de, la maduracion del sisten’,\a productor de
MccE492 han demostrado que la modificacion post-traduccional es necesaria para la
actividad bactericida y que la proporcién de péptido que encontramg)s modificado es
dependiente de los niveles de expresion de los genes de la maduracion. Es asi que
cepas productoras de MccE492 (pJEM15) que sobre-expresan los genes de la
maduracién (pT7-1J o pT7-C) emulando células que se encuentran en fase exponencial
de crecimiento producen una mayor proporcidén del péptido modificado. De manera
inversa una cepa que sobre-expresa el gen estructural de la microcina (pT7-AB) emula
células en fase estacionaria produc;endo una menor proporcion de péptido modificado.

Estas diferencias se traducen en diferencias en la actividad especifica de las muestras

aumentando a medida que aumenta la proporcion de péptido modificado, o cual apoya
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fuertemente la idea que es la modificacién post-traduccional la que permite el
reconocimiento a nivel de los receptores de membrana (discutido en Fischbach y cols.,
2006). De manera inversa se ve afectada la capacidad de formar fibras de tipo
amiloide, ya que muestras con menores niveles de modificacion e incluso aquellas
provenientes de mutantes en los genes de la maduracion son las que poseen una
mayor capacidad para formar amiloides. La mayor produccion de amiloides esta
relacionada con la capacidad que poseen las semillas de una muestra de microcina
no-modificada de actuar como mejores centros nucleadores. Esto indicaria que la
modificacién post-traduccional no solo esta implicada en el reconocimiento de la
microcina a nivel de los receptores de membrana externa, sino qué también afectaria
la capacidad amiloidogénica de la MccE492. Se ha descrito que modificaciones post-
traduccionales alteran la habilidad de proteinas amiloidogénicas para agregar en fibras
de tipo amiloide, como por ejemplo las glicosilaciones de la proteina priénica (Tuzi y
cols., 2008) y del amiloide-B (Atwood y cols., 2002). El niivel de modificacion post-
;
traduccional de la MccE492 no afecta la morfologia de las fibras sino mas bien la
cinética de agregacion. Todas las muestras forman fibras que presentan las
caracteristicas tipicas de las fibras de tipo amiloides descritas hasta el momento, con
filamentos rectos, no-ramificados y polimérficos. La fibra mas representada en todas
las muestras con diferentes grados de modificacion que se analizaron fueron fibras
helicoidales cuyas medidas promedio fueron de ~14 nm de ancho y ~50 nm de paso.
La MccE492 constituye un excelente modelo de estudio a r?ivel estructural mediante la
reconstruccion de imagenes debido a la alta pureza de las muestras, la buena calidad
de las fibras y homogeneidad de las estructuras observadas. La caracterizacion mas

detallada a nivel estructural del proceso de formacion de fibras de amiloide por la

MccE492 no solo puede ayudar a entender el mecanismo de su poténcial actividad
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anti-tumoral, sino que también puede servir de modelo para el estudio de la apoptosis
inducida por agregados de amiloide asociados a diversas enfermedades. Fibras de tipo
amiloide formadas por diversas proteinas han sido caracterizadas a nivel estructural
mediante técnicas de microscopia electrénica y reconstruccion de imagenes, sin
embargo estas fibras se forman solo en condiciones extremas de temperatura, pH y
durante tiempos de incubacion muy largos de incluso meses u afios (Jimenez y cols.,
1999; Serpell y Smith, 2000; Jimenez y cols., 2002). En el caso de la MccE492 el
protocolo de agregacion que ha permitido visualizar estas fibras por microscopia
electronica es llevado a cabo incubando durante 12 horas a pH 7 y 37°C, parametros
que se acercan mas a las condiciones fisioldgicas o de cultivo en las cuales la bacteria
crece y en las cuales la formacion de estas fibras podria estar regulando la actividad
del péptido. Para estudiar el proceso de formacion de fibras de tipo amiloide’ de la
MccE492 se realizaron promedios bi-dimensionales a partir de las micrografias
electronicas que se obtuvieron de muestras de microcina no-modificada proveniente de
una mutante en el gen de maduracién mceC (npB4). Se selecciond esta muestra en
particular pues presentd las estructuras mfas claras y,limpias, que es un requisito
importante en el proceso de reconstruccion de imagenes. Nuestros resultados indican
que en las muestras de microcina npB4 el proceso de agregaciéon comienza
aproximadamente a partir de las 4 horas, a diferencia de lo descrito para muestras
provenientes de una cepa que‘exp'resa e! plasmidio sobre-productor pJEM15 para las
cuales el proceso de agregacion comienza aproximadamente a las 10 horas (Bieler y
cols., 2005). En ambas rﬁuestras este proceso de agregacion esta acompafiado por un
aumento en la estructura secundaria del péptido a medida que éste va agregando,

como se puede deducir de los espectros de dicroismo circular.
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El procesamiento de las imagenes obtenidas para las estructuras anulares no
llegd a una convergencia de las imagenes individuales posiblemente porque estas
estructuras son heterogéneas, es decir las imagenes obtenidas corresponden a
diferentes oligdmeros, entre los que son facilmente distinguibles pentameros y
hexameros, asi como también a vistas diferentes, ligeramente laterales, de dimeros o
trimeros de anillos. Todas ellas en promedio presentan un diametro externo entre 7 a 8
nm. Esta heterogeneidad también esta presente en las proto-fibrillas observadas, que
corresponden a multimeros mayores de los anillos. En este caso no hubo
inconvenientes en su procesamiento, pues las ventanas digitales utilizadas para
generar las imagenes individuales eran de menor tamafio que las estructuras. En este
caso Unicamente se encontraron diferencias en el ancho de las imagenes promediadas
de las fibras, que fueron de o y 8 nm, lo que se podria deber a que algunas de ellas
corresponden a multimeros de pentameros y otras de hexameros. Sin embargo es muy
dificil comprobar a prioiri con imagenes obtenidas me.diante tincién negativa de cual
estructura se trata, pues la capa que se forma sobre las estructuras con la‘sal del metal
pesado (en este caso acetato de uranilo) no es perfectamente uniforme ni siquiera
dentro de una misma rejilla. Las imagenes de las estructuras antes descritas que son
las encontradas durante las primeras etapas de agregacion por tratarse de estructuras
muy pequefias se obtuvieroﬁ a altas magnificaciones (50.000 aumentos). Las
imagenes para los promedios de las fibras propiamente tal, se obtuvieron a baja
magnificacion (20.000 aumentos) pues se trataba de estructuras de mayor tamafo.
Dentro de las estructuras menos representadas, encontramos fibras simples y dobles
que por sus dimensiones nos hacen pensar en intermediarios en la formacién de las
fiboras que estan mas representadas o maduras que serian las fibras helicoidales.

Dentro de las fibras simples encontramos las fibras rectas y cortas que serian las
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estructuras precursoras y también observamos fibras largas y onduladas a largos
tiempos de agregacion, que se obtendrian posiblemente por algun tipo de re-
ordenamiento, empaquetamiento o cambio conformacional de la MccE492 dentro de la
fibra. Estas fibras simples de ~7 nm de ancho se unirian generando fibras dobles de
~14 nm de ancho con un surco central, las que en algunas micrografias se observan
parcialmente enrolladas, para generar finalmente las fibras helicoidales maduras. Las
fibras helicoidales maduras son muy homogéneas y sus dimensiones de ~14 nm de
ancho y ~50 nm de paso se conservan dentro de todas las muestras analizadas.

A partir de los promedios bi-dimensionales de las estructuras encontradas tanto
en las fases tempranas como tardias de la agregacion se pudo plantear el modelo del
mecanismo de formacion de estas fibras que se esquematiza en la figura 37.

En la fase de latencia se espera encontrar el péptido soluble en forma de
dimeros y trimeros, pues se ha descrito que esos son los estados de oiigor;]erizacién
que adopta la MccE492 en solucion acuosa (Destounieux-Garzén y cols., 2003). Esta
microcina soluble formaria los anillos, estructuras similares a la descrita tanto para
precursores y estructuras toxicas de proteinas amiloidogénicas, como para algunas
toxinas bacterianas formadoras de poros (discutido en Lashuel y cols., 2002). En
condiciones de agregacién y al alcanzar una concentracion critica estos anillos
polimerizarian para formar las proto-fibrillas rectas dentro de cuyas estructuras aun es
posible distinguir los monémefos de MccE492. Durante la fase de agregacion
exponencial, mediante un proceso de re-ordenamiento, empaquetamiento o cambio
conformacional, estas proto-fibrillas rectas' darian lugar a las fibras simples que se
observan lisas y onduladas, y dentro de cuya estructura no es posible distinguir los

monomeros de MccE492.
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Fase de Latencia Fase de Agregacion Exponencial Fase Estacionaria

Péptido Soluble Fibras Maduras

Promedios
bi-dimensionales

Oligomero  Proto-fibrilla  Fibra Simple  Fibra Doble Fibra Helicoidal

Figura 37. Esquema del mecanismo de agregacion en fibras de tipo amiloide de
la MccE492. En la parte superior de la figura se muestran los esquemas de las
estructuras obtenidas por promedios bi-dimensionales (abajo). En la fase de latencia
previo a la agregacion existe solo péptido soluble. Luego ocurriria la formacion de los
oligbmeros anulares de microcina que polimerizarian dando lugar a las proto-fibrillas
rectas. Estas estructuras serian precursoras para la formacién de las fibras amiloides
simples y dobles, procesos que ocurririan en la fase exponencial de la agregacion
mediante un proceso aun desconocido (?) de re-ordenamiento, empaquetamiento o
cambio conformacional del péptido. Las fibras dobles, que presentan un surco central,
darian origen a las fibras helicoidales maduras que son las mas representadas durante
la fase estacionaria. Este modelo es valido tanto si se considera el oligomeros
pentamérico 0 hexamérico como precursor.
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Luego estas fibras simples mediante interacciones laterales formarian las fibras dobles
que presentan un surco central. Finalmente las fibras dobles se enrollarian para formar
las fibras helicoidales que se encuentran mas representadas en fase estacionaria. Este
modelo es valido también si se incluye la estructura pentamérica que es la mas
abundante como precursor. Se escogio la representacion del hexamero pues fue la
primera estructura caracterizada durante mi trabajo realizado en el laboratorio del Dr.
J.M. Valpuesta. '

Una caracteristica comun de las proteinas amiloidogénicas es que poseen dos
vias de plegamiento: la via de “plegamiento correcto” que usualmente da como
resultado proteinas solubles y activas; y una via de “plegamiento incorrecto” que
resulta en las proteinas que agregan de forma ordenada en fibras de tipo'amiloide,
siendo este Ultimo proceso dependiente de nucleacion vy tﬂ:modinémicamente
irreversible (Dobson, 2003; Chiti y Dobson, 2009). El intenso estudio del que han sido
objeto las proteinas formadoras de amilocides ha permitido que hoy ‘sea ampliamente
aceptado que las estructuras tdxicas tanto de proteinas implicadas en procesos
patolégicos como de amiloides naturales son los oligdmeros precursores (Bucciantini y
cols., 2002), mientras que las fibras maduras han sido descritas como estructuras mas
bien inertes. Por esta razén se ha especulado gque un mecanismo mediante el cual las
células se protegerian de la toxicidéd de las proteinas incorrectamente plegadas seria
formando grandes depdsitos insolubles de fibras maduras. Sin embargo, recientemente
se ha comprcbado que estas fibras maduras supuestamente insolubles -e inertes
pueden ser solubilizadas hasta sus estructuras tdxicas mediante un tratamiento con
lipidos que estan presentes en la membrana: celular (Martins y cols., 2008).

Estos antecedentes y las observaciones realizadas durante el desarrollo de

este trabajo permiten plantear un mecanismo que relaciona el proceso de formacién de
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amiloides de MccE482 y su actividad toxica. Postulamos que las estructuras anulares
oligoméricas que forma la MccE492 serian las que presentan toxicidad tanto sobre
bacterias sensibles como sobre células tumorales. Durante la fase exponencial de
crecimiento de las cepas productoras de MccE492, se secretaria una mayor proporcion
de péptido modificado, y la presencia de la modificaciéon en uno o mas de los péptidos
dentro de los oligdmeros anulares serian las que permitirian el reconocimiento a nivel
de membrana externa principalmente por el receptor FepA, mediante el cual la célula
es capaz de traslocar estructuras moleculares grandes, como por ejemplo fagos
(Rabsch y cols., 2007). La presencia de las modificaciones post-traduccionales en
estos oligomeros ademas retrasaria la formacion de las fibras maduras, pues estos
oligomeros modificados se comportan como pobres centro nucle?dores en
]
comparacion con su contrapartida no-modificada. En fase estacionaria de crecimiento
se secretaria una mayor cantidad de péptido no—modificad'o y en consecuencia los
oligbmeros formados serian mejores céntros nucleadores,,. lo que daria origen
rapidamente a fibras maduras que no presentan actividad bactericida. La formacién de
las fibras maduras no seria una condicion esencial para la actividad citotoxica sino mas
bien permitirian una liberacion mas estable de oligémeros téxicos:una vez que las
fibras estan en contacto con la membrdna lipidica de sus células blanco, que en este
caso corresponden a células tumorales. Una observacion adicional que respalda este
modelo estad relacionada con el estudio de la mutante puntual MccE492 Q8H. Esta
mutante se agrega espontaneamente, tiene una mayor actividad anti-tumoral, pero no
presenta actividad bactericida (Garcia, 2008). Se analizaron las fibras producidas por

esta mutante y se observé que estas correspondian a fibras simples no-helicoidales

(Figura 38 Ay B).
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Figura 38. Formacién de fibras de amiloides a partir de la mutante puntual
MccE492 Q8H. Muestras purificadas y agregadas de MccE492 Q8H se tifieron
negativamente con acetato de uranilo al 2% para la microscopia electronica. Las
micrografias fueron obtenidas a una magnificacién de 60.000 (A) y 20.000 (B)
aumentos. C. Las secuencias de las microcinas silvestre (MceA) y de las mutante
puntual (Q8H) fueron enviadas al servidor Waltz para la prediccion de zonas
involucradas en la formacion de amiloides (*). En la secuencia de la MccE492 silvestre
se observan dos zonas menores en celeste y una zona mayor en amarillo. En la
secuencia de la mutante Q8H solo se observan las zonas menores en celeste. En rojo
se destaca la mutacién puntual.
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No se pudo realizar una reconstruccion de estas fibras, ya que en todas las
muestras analizadas se encontraron siempre asociadas a pequefias vesiculas lipidicas
(ver figura 38), que interfieren con el procesamiente. Para explicar la ausencia de fibras
helicoidales maduras, se analizé la secuencia de la microcina silvestre y de la mutante

puntual Q8H mediante el algoritmo Waltz (http://switpc7.vub.ac.be/cgi-bin/submit.cgi),

el cual basado en propiedades fisicoquimicas predice las zonas de formacion de
estructura beta nucleadoras de amiloides dentro de una secuencia (Maurer-Stroh y
cols., manuscrito enviado para su publicacion). El resultado del analisis se muestra en
la figura 38 C, observandose que la secuencia de la microcina silvestre muestra tres
zonas de formacién de amiloide, y que la mutacién puntual en el residuo 8 hace que
desaparezca la zona de mayor tamafio. Basados en estas predicciones planteamos
que la presencia de las dos zonas nucleadoras menores son las involucr_adas en la
formacion de la fibra simple que se cbserva en la ‘mutante, siendo este proceso
espontaneo en ausencia de las interacciones de la zona mayor, las. cuales se
necesitarian para las interacciones lz?ferafes de la fibra helicoidal. La espor;taneidad de
este procesc secuestraria todos los oligdbmeros formados imr.;tdiendo la actividad
bactericida de esta mutante. También es posible que e;‘,tas fibras “inmaduras” sean
facilmente solubilizadas al entrar en contacto con la superficie lipidica de las células

tumorales sensibles, lo cual daria cuanta de su mayor toxicidad. '
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5. CONCLUSIONES.

Los derivados mono y diglucosilados de enteroquelina pueden ingresar a cepas
no-patdgenas de E. coli utilizando mayoritariamente el receptor de membrana

externa para siderdéforos de tipo catecol Fiu.

Cepas con mutaciones en la via de sintesis de enteroquelina producen una
MccE492 inactiva y no-modificada post-traduccionalmente, de lo cual se
desprende que la enteroquelina es el precursor para modificacion post-

traduccional de la MccE492.

La sintetasa de péptidos Qp ribosomal EntF participa en la produccion de
MccE492 activa en un proce’é@ adicional a la sintesis de enteroguelina. En esta
funcion dual solo participa‘ria el dominioc de adenilacion de manera
independiente de la actividad catalitica necesaria para la sintesis de
enteroquelina. En esta Ultima actividad el residuo E750 es imprescindible.

El modelo molecular de EntF pre’dme que sus dominios mteractaan de forma
dindmica y que la zona del sub dominio mayor del dominio de adenllamon
presenta un parche de interaccion proteina-proteina, no atribuible a la
interaccion con los otros dominios de la sintetasa, lo que convierte a esta zona

en una buena candidata para interactuar con otras proteinas.

La proporcién de microcina E492 modificada post-traduccionalmente aumenta

conforme aumenta la expresion de los genes de la maduracion. Este nivel de
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modificacién post-traduccional es directamente proporcional a la actividad
bactericida e inversamente proporcional a la capacidad de agregar en fibras de

tipo amiloide.

Muestras de MccE492 no-modificadas presentan una cinetica de agregacion
acelerada y las semillas de fibras amiloides proveniente de éstas actuan como
centros nucleadores mas eficientes en el proceso de agregacion de la

MccE492.

En estadios tempranos del proceso de agregacion de la MccE492 se observan
proto-fibrillas y estructuras oligbmericas anulares tipicas de poros amiloides
altamente téxicos. Estos precursores dan lugar a fibras helicoidales maduras

gue poseen formas y dimensiones similares, de ~14 nm de ancho y ~50 nm de

]
paso, en muestras con d‘iferent:as grados de modificaciéon post-traduccional.
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