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"Las leyes de son Bernardino:

Lo primera es la que podríamos llomar del afecto. lJno entra al sober a través del amor-

Quien no omo el mber al que aspiro, quien no siente noda hocia sus maestros ni hacio los
grandes maestros de todos los tiempos no tiene nada que hocer.

tn segundo regla es saber pasar. Es como la preporación de un atleta: s¡ no se abst¡ene de

una krie de cosas no llegara o ninguno Wrte. Hay que saber Wsar, s¡ es po§ble con

elegancia, de compañías, diversiones y coprichos.

La tercera es lo necesa¡io paz. Nuestro olma es como el aguo de un estanque. Para ver las

profundidodes, ha de estar tranquila.

Lo cuarta es el orden en todo. urp hora paro desconsor, es mejor gue descansor a cuolquier
hora. un poco de ejercicío y de ocio y ninguno de las dos cosos en excesa. No abrumorse con

las cosos, sino que ábordar.las una tras otra. Con profundldad y sin olvidor ningún detalle.

La quinta es la perseverancia Mós que un gran talento es imprescindible lo voluntod y la
tenacidad.

La sexta regla es la discreción. No pretender resultados de un día para otro, no empezar

demasíodas-cosas a la ves y no demnimarse si rc se llega a ser el primero. Hemos de conocer

nuestra med¡da y aceptarla con naturalidad.

La séptimo y itttima regto es ta del deteite. Algo que no se compra ni se vende, y 9u:.c9n
¡recierrcia hay que sbár eqerar- La regla presupone que e.l hombre siente un natural dele¡te
'o placer en ia investigación y el estudio. Se trata del íntimo placer que conlleva tomor
conciencia de nuestri propiá racionalidad. Como pez en el aguo, como ave planeando

majestuosamente en el cielo,"
Ramón Porés
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RESUMEN.

La microc¡na E492 es un péptido ant¡biótico de bajo peso molecular producido

por Klebsiella pneumon¡ae RYC492. Hasta el momento se han descrito dos activ¡dades

para la microcina E492, una actividad bacteric¡da mediante la formación de poros en la

membrana ¡nterna de las cepas sensibles y una activ¡dad c¡totóxica sobre algunas

líneas celulares cancerosas. La microcina E492 puede sufrir un proceso de

modif¡cac¡ón post-traduccional, que consiste en la adición en su carboxilo terminal de

una molécula de salmoquelina, un sideróforo de tipo catecol conespondiente a

derivados glucosilados de enteroquelina. En este proceso de mod¡ficac¡ón post-

traduccional partic¡pan los productos de los genes de la maduración del sistema

productor de m¡crocina E492, los cuales rn vifro son capaces de glucosilar

enteroquel¡na y unirla covalentemente a la serina 84 del pépt¡do. El máximo de la

act¡vidad antibacter¡ana de la m¡croc¡na E492 ocurre en fase exponencial de

crec¡miento y se correlaciona con el máx¡mo en la expresión de los genes de la

maduración, m¡entras que en fase estacionaria de crecimiento se observa la

desaparición de la actividad antibacteriana acompañada por la agregac¡ón de la

microcina E492 en fibras de tipo amiloide. Los agregados de tipo am¡loide de la

microcina E492 presentan una mayor actividad antitumoral.

En este fabajo se estudiaron: i) los requerimientos de la cepa productora para

la modificación post-traduccional de la microcina 8492 in vivo; y además se determ¡nó

como esta modificación post-traducc¡onal afecta ii) la actividad ant¡bacteriana iii) y la

capacidad de esta m¡croc¡na de agregar formando fibras de tipo amiloide.

Se determ¡no: i) que para el proceso de modificac¡ón post-traduccional de la

microcina E492 in vivo se requiere de la vía de síntes¡s de enteroquelina; y que

mientras mayor es la proporción de pépt¡do mod¡ñcado post-traducc¡onalmente ii)

xvi



mayof es su actividad antibacteriana y ¡¡i) menor es su capacidad de agregar en fibras

de tipo amifoide.

La vía de síntesis de enteroquelina se encuentra codificada en enterobacter¡as

en el locus en¿ Cepas mutantes en los genes ento y entF, defectuosas en la vía de

síntesis de enteroquelina, producen microcina E492 no-modificada y s¡n actividad

bactericida, pues se requiere a la enteroquelina como precursor para la modif¡cación.

Derivados mono y diglucosilados de enteroquel¡na (salmoquelinas), producidos por

enterobacterias patógenas, son capaces de ingresar a células de E. coli no-patógenas

pr¡ncipalmente a través del receptor de membrana externa para sideróforos de tipo

catecol Fiu y en menor medida mediante FepA y Cir. S¡ esto ocurre en una élula

productora de microcina, estas moléculas pueden ser utilizadas como sustratos para la

mod¡ficación post-traduccional. Así, el derivado diglucosilado de enteroquelina y el

sustrato ácido 2,3-dihidroxibenzoico fueron utilizados para trascomplementar cepas

deficientes en la vía de síntesis de enteroquelina y produc¡r m¡crocina activa desde las

mutantes entC- y entB' respect¡vamente. En contraste, no fue posible

transcomplementar d¡versas cepas mutantes en entF (entF , AenfF y AenfDF). EntF es

la sintetasa de péptidos nc.ribosomal que con sus cuatro dominios modulares participa

en la síntesis de enteroquelina- Este resultado indica que EntF seria necesar¡a para la

producc¡ón de microc¡na activa en un proceso independiente de la síntesis de

enteroquel¡na. Med¡ante la complementación con distintas comb¡nac¡ones de los

dominios modulares de EntF, fue pos¡ble determlnar que para la función dual de EntF

en la producción de microcina activa se requiere solo de su dom¡n¡o de adenilación.

Una mutante puntual E750A en el dominio de adenilación de EntF elimina su

capacidad de produc¡r enteroquel¡na, pero al ser transcomplementada con

enteroquel¡na d¡glucos¡lada es capaz de produc¡r microcina activa, por lo que se
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deduce que la participac¡ón del domin¡o de aden¡lación de EntF en la producción de

microcina activa es independ¡ente de su actividad catalltica. Una posible explicación

para este papel dual del dominio de adenilación de EntF en el proceso de modificación

post-traduccional de la m¡croc¡na E492, es que actúe como una proteína de andamiaje

para las proteínas de la maduración propias del sistema productor de microcina E492.

H¡pótesis que se apoya en la ev¡dencia derivada del modelo molecular de EntF que

predice que sus dominios interactúan de forma dinámica y que el dom¡no de

adenilac¡ón presenta un putativo parche de interacción proteína-proteÍna no atr¡bu¡ble a

la interacc¡ón con los otros dominios de la sintetasa.

Los niveles de modif¡cac¡ón post-traduccional que presenta una muestra de

microcina dependen del nivel de expresión de los genes de la maduración. Una cepa

portadora del sistema productor de microcina (pJEMf 5) posee una proporción de 1:0,7

de péptido no-modif¡cado versus modif¡cado. Esta proporc¡ón d¡sminuye a 1:0,5 cuando

esta cepa sobre-expresa el gen estructural de la microcina (pT7-AB) y aumenta a l:1,5

y l:1,'1 cuando sobre-expresa los genes de la madurac¡ón pT7-lJ y pT7-C

respectivamente. Mutantes en los genes de la maduración rncec- y mcel- no producen

m¡croc¡na modificada. Estas diferencias en la proporción de mrcrocina modificada se

traducen en d¡ferencias en la act¡vidad específica de las diferentes muestras y en la

capacidad de éstas de agregar en fibras de t¡po amiloide. La m¡croc¡na con una mayor

proporción de forma modif¡cada presenta una mayor act¡vidad bacter¡c¡da y una menor

tendencia a formar fibras de t¡po amilo¡de. Sin embargo, las fibras producidas por

m¡crocina con diferentes grados de modificación post-traduccional poseen formas y

dimensiones s¡milares, con una morfología tÍp¡ca de este t¡po de fibras, que

corresponden a filamentos polimórficos largos y no-ramificados. Dentro de este

polimorfismo es posible dist¡nguir en todas las preparaciones filamentos helicoidales y

xvllt



filamentos no-helicoidales simples y dobles. Mediante la obtención de promedios bi-

dimens¡onales calculados a partir de la reconstrucción de imágenes de microscopía

electrónica se determinaron las dimensiones de las fibras helicoidales, que presentan

50 nm de paso y 14 nm de ancho; y de las f¡bras planas simples que t¡enen 7 nm de

ancho, en tanto que las dobles 14 nm de ancho. Al preparar muestras para

microscopía electrónica en los primeros estadios de la agregación de la microcina

:r.492 se observaron filamentos rectos de 7 nm de ancho y estructuras anulares de 7

nm de diámetro que corresponderían a precursores de la agregac¡ón. Estas estructuras

anulares compatibles con pentámeros y hexámeros de microcina E492 resultan

indistinguibles de aquellas denominadas poros amiloides y que son consideradas

altamente toxicas.

x1x



ABSTRACT.

Microcin E492 is a low-molecular we¡ght antibiotic peptide produced by

Kebsiella pneumoniae RYC492. Until now have been described two act¡v¡ties for

microcin E492, antibacterial activity through the formation of pores in the inner

membrane of sensitive cells and a cytotox¡c activity against some cancerous cell l¡nes.

M¡croc¡n E492 c.an undergo a post-translational modification process, which consists of

the addit¡on of a salmocheline molecule, a catecholate siderophore corresponding to

enterochel¡ne glucosylated derivatives, to its carboxyl terminal. The products of

maturat¡on genes from the microcin E492 producing system, wh¡ch in vitro are capable

of glucosylating enterocheline and covalently attaching it to the peptide's serine 84,

participate in this process. The maximum antibacterial activ¡ty and the expression of

maturat¡on genes are corelated, and both take place during the exponential phase of

growth, meanwhile in stationary phase of growth we found a disappearance of

antibacterial act¡vity accompanied by the assembly of microcin E492 amylold-l¡ke flbrils.

Amyloid aggregates of microc¡n E492 have higher antitumor act¡v¡ty.

This thes¡s studíed: i) the producing strain's requirements for the in v¡vo posl-

translational modification of microcin E492 and also determ¡ned how th¡s modification

affects iiD the antibacterial activity of the peptide and i¡i) its capacity to aggregate by

forming amyloid-like fibrils.

Was determ¡ned that: i) the process of post-translational modificat¡on of m¡crocin

E492 in vlvo requires the enterochelin synthesis pathway and that the greater the

proportion of post-translational modified peptide ii) higher is the antibacter¡al aciivity and

iii) less able is this microcin to aggregate into amyloidJike fibers.

The enterochel¡n synthesis pathway is encoded in the locus enf in enteric

bacteria. Mutant strains in the enlC and enfF genes, defective in the enterocheline
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synthes¡s pathway, produce non-modified and inactive m¡croc¡n E492, thus ¡t requires

enterocheline as a precursor for modification. Mono and d¡glucosylade enterocheline

derivatives (salmochel¡ne) are capable of entering non-pathogenic E. coll cells,

principally through the external membrane receptor for catecholate s¡derophores Fiu,

and in lesser part through FepA and Cir. lf this occurs in a m¡croc¡n-produc¡ng cell,

these molecules can be utilized as substrates for post-translat¡onal mod¡f¡cat¡on. Thus,

the enterocheline diglucosylade derivative and the 2,3-dihydroxybenzoic acid were

used to transcomplement mutant stra¡ns ¡n enterocheline synthesis pathway and

produce active microc¡n from enfc- and en¿B- mutants, respectively. ln contrast, it was

not possible to transcomplement various mutant strains ¡n entF (entF-, AenfF and

AenfDF). EntF is the non-r¡bosomal 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 ¡n a process that is independent of enterochel¡ne

synthesis. Through complementation with different combinat¡ons of EntF modular

domains, it was possible to determine that the only necessary doma¡n was the

adenilat¡on doma¡n for the dual function of EntF in active m¡crocin production. The

punctual mutant E750A in the adenilation domain eliminates the enterocheline

production capac¡ty, but after being transcomplemented with diglucosylade

enterocheline, it is capable of producing active microcin. Therefore, the catalytic activity

of this doma¡n is not involved ¡n the synthesis of act¡ve microcin. One poss¡ble

exp¡anat¡on for th¡s dual role of Entf adenylation domain in the microcin E492 post-

translational modification process would be that it acts as a scaffolding prote¡n for the

maturat¡on proteíns of the microcin E492 producing system. Hypothesis supported by

the evidence from the molecular model of EntF wh¡ch pred¡cts that its domains ¡nteract
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¡n a dynamic way and a patch of protein-protein interact¡on in the adenilal¡on domain

not attribut¡ble to the ¡nteract¡on with the other domains of the synthetase.

The levels of post-translat¡onal modificat¡on that present a sample of microcin

depend on the level of expression of the maturation genes. A strain carrying the

microc¡n-produclng system (pJEM15) has a 1:0.7 ratio of non-modified to modif¡ed

pept¡des. This ratio decreases to 1:0.5 when th¡s stra¡n over-expresses the microcin

structural gene (pT7-AB) and increases to l:1.5 and 1:1.1 respectively when the

maturation genes pT7-lJ and pT7-C are over-expressed. Mutants in the maturation

genes rncec and mcel do not produce modified microcin. These differences in the

proportion of modified microc¡n translate into differences ¡n the activ¡ty level of the

d¡fferent samples and their capac¡ty to aggregate into amyloid-like fibrils. The m¡crocin

with the highest proport¡on of modified forms presents h¡gher ant¡bacter¡al activity and a

lesser tendency to form amyloid-like fibrils. Nevertheless, the fibers produced by

microcin w¡th different grades of post-translational modification have s¡milar forms and

dimensions, with a typical morphology of these types of fibers, which conespond to long

polymorph¡c and unbranched filaments. Wthin this polymorphism ¡t is poss¡ble to

distinguish in all of the preparations helical filaments and simple and double non-helical

filaments. The dimensions of these f¡laments were obtained through bi-d¡mensional

averages calculated from the reconstruction of electron microscopic images. The hel¡cál

fibers are 50 nm in p¡tch and 14 nm in width; the simple flat f¡bers are 7 nm ¡n width and

the double flat fibers are 14 nm ¡n width. Preparing samples for electron microscopy in

the early stages of m¡crocin E492 aggregation were observed straight fllaments 7 nm in

width and annular structures 7 nm in diameter that correspond to precursors of

aggregation. These annular structures cons¡stent with pentamers and hexamers of
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microcin E4g2 arc indistinguishable from those called amyloid pores and considered

highly toxic-
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l.INTRODUCCION.

Las enterobacterias producen un arsenal de moléculas, algunas de ellas de

naturaleza péptidica, para erradicar a sus competidores y sobrev¡v¡r en el ambiente

host¡l del hospedero. Dentro de estos péptidos con actividad biológica podemos

encontrar, entre otros ejemplos, antibióticos y sideróforos quelantes de hierro. l\,4uchos

de estos productos del metabolismo secundario son producidos por vías de síntes¡s no-

ribosomal, mientras otros son producidos por la vía ribosomal.

1.1. Sideróforos de tipo catecol: péptidos de síntesis no-r¡bosomal.

El hierro es un nutr¡ente esencial para los organismos vivos, cuya adquisición

representa un problema deb¡do a su baja solubilidad en agua (revisado en Ratledge,

2007), por lo que en los flu¡dos de vertebrados se le encuentra en su mayoría unido a

transferrina, lactoferr¡na y hemoglob¡na. Debido a esto, se vuelve clave para la

supervivencia de los microorganismos que viven dentro de estos animales la capacidad

de secuestrar el hierro acomplejado por las proteÍnas del hospedero, Las

enterobacterias han desarrollado mecanismos agres¡vos para la adquisic¡ón de hierro,

dentro de los cuales se encuentra ampliamente d¡stribu¡do el uso de sideróforos o

moléculas quelantes de hierro de alta afinidad (Neilands, 1995). En enterobacterias la

enteroquelina o enterobactina es el sideróforo más común (revisado en Grass,2006). A

pesar de ser producida por un gran número de enterobacterias, este quelante de hierro

no resulta muy efectivo en promover el crecimiento bacteriano dentro de su hospedero,

ya que esta molécula es reconocida y unida por la siderocalina o lipocalina-2, una

proteína del plasma que forma parte de sistema inmune innato de mamíferos (Goetz y

co|s.,2002; Flo y co|s.,2004; Holmes y co|s.,2005). La estructura de esta molécula



quelante de h¡erro corresponde a un trímero cícl¡co de 2,3-dihidroxibenzoil-L-serina

(DHBS) (O'Brien y Gibson, 1970), que por Ia presencia de los anillos catecól¡cos (o

dihidroxibenzoicos) se le clasiflca como un sideróforo de tipo catecof. La enteroquelina

es sintetizada a través de una vía de síntesis no-ribosomal de péptidos que está

asoc¡ada al locus enl presente en todas las enterobacterias. Esta vía de síntesis no-

ribosomal se puede divid¡r en dos etapas importantes: la primera en la cual se sintetiza

el ácido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB) a part¡r de corismato, etapa catal¡zada por las

enzimas EntA, EntB y EntC; y la segunda que consiste en la síntesis no-ribosomal del

trímero cíclico a partir de DHB y serina. Esta etapa está catalizada por EntB, EntD,

EntE y EntF, donde EntF es la sintetasa de péptidos no-ribosomal que utiliza la energÍa

de seis moléculas de ATP para lleva a cabo este proceso (revisado en Crosa y Walsh,

2002). La sintetasa EntF posee cuatro dominios independientes catalíticos y portador

de péptidos, todos los cuales participan en la síntesis del sideróforo. Debido a que este

complejo multi-enzimático solamente utiliza al DHB y a los res¡duos de serina como

sustratos, los monómeros, dímeros y el trímero lineal de DHBS, que también son

utilizados por las enterobacterias como sideróforos, son considerados productos de

hldról¡sis y no precursores de la enteroquelina (O'Brien y cols., 1971).

Tanto bacterias como hongos producen mediante la síntesis de pépt¡dos no-

ribosomales una gran variedad de moléculas bio-act¡vas que van desde antibióticos,

inmunosupresores y antitumorales, hasta sideróforos. La manipulación de la sÍntesis de

familias de productos naturales correspond¡entes a moléculas estructuralmente

complejas y con actividades biológicas importantes se ha convertido en un asunto de

suma importancia en los últimos años (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
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en una de las más simples. Deb¡do a esto, la vía de síntesis de la enteroquelina se

encuentra muy bien descrita. AsÍ, EntC cataliza la conversión del corismato a

isocorismato (Liu y cols., 1990). El dominio isocorismato liasa (lCL) de EntB hidroliza el

grupo piruvato del ¡socor¡smato para producir 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato

(Rusnak y cols., 1990), el que es convert¡do a DHB med¡ante la actividad de EntA, una

2,3-dihidro-2,3-d¡hidroxibenzoato dehidrogenasa (Liu y cols., 1989). En la etapa de la

síntesis no-ribosomal (F¡gura 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 dominlo

de adenilac¡ón especifico para DHB, transfiere esta molécula al fosfopanteto¡nato

(PPant) que está unido al dominio portador ArCP (aryl eanier proteln) de EntB (Rusnak

y co¡s., 1989). Por lo tanto EntB es una proteína bi-func¡onal, con sus dominios ICL y

ArCP, que participa en las dos etapas de la vía de sÍntesis de la enteroquelina (Gehring

y cols., 1997). EntF es una sintetasa se péptidos no-ribosomales de 142 kDa que

consta de cuatro domin¡os, el dominio de condensación (C), de adenilación (A), un

dom¡nio portador de péptidos (peptidil garrier profeln) (PCP) y un dominio tioesterasa

(TE). EI dominio de adenilación de EntF activa y carga las serinas al PCP (Gehring y

cols., 1998). El dom¡n¡o de condensación cataliza la formación del enlace am¡da entre

el DHB cargado en el PCP de EntB y la serina cargada al PCP de EntF dando paso a

la formación del intermediario DHB-Ser-S-EntF (Gehring y cols., 1998). En los

sucesivos pasos de la ciclotrimerización el domin¡o tioesterasa se encarga de

almacenar uniendo sucesivamente de manera covalente DHB-Ser, (DHB-Ser)r, (DHB-

Ser)3 lineal, antes de la c¡clación que dará como resultado el sideróforo tricatecólico

(Shaw-Reid y cols., 1999).
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Algunas cepas patógenas de enterobacterias Gram-negativa codiflcan para el

Iocus foA que se expresa bajo condiciones de carencia de hierro (Welch y cols., 2002;

Wu y cols., 2002). Estas cepas producen una nueva clase de sideróforos de tipo

catecol denominados salmoquelina, cuya estructura corresponde a derivados

glucos¡lados de enteroquelina y de sus productos de hidrólisis (Figura 2) (Hantke y

cols., 2003; Bister y cols., 2004).

El locus lroA de 9,6 kpb esta compuesto por cinco genes (iroBCDEN) que

cod¡fican para el transportador lroc (Crouch y cols., 2008), el receptor de membrana

externa lroN (Hantke y cols., 2003), las esterasas lroE e lroD (Lin y cols., 2OO5; Z v y

cols., 2005) y la glucosil tránsferasa lroB que /rl vÍro transf¡ere grupos glucosilos desde

Ia urldina-s'-d¡fosfoglucosa al carbono 5 de'una, dos o tres de las unidades de 2,3-

dihidroxibenzoil que componen la enteroquelina (Fischbachiy colg., 2005). 1

El estudio de las salmoquelinas ha ten¡do mucho revuelo en los últimos años,

pues se descubrió que a diferencia de la enteroquelina, las salmoquelinas son capaces

de evad¡r la respuesta ¡nmune innata del hospedero med¡ada por la I¡pocalina-2 (Flo y

cols,,2004; Abergel y cols.,2006), lo cual les confiere una ventaja adaptat¡va a las

bacterias que las expresan. La producción de salmoquelinas además promueve la

virulencia de E. colien ratones (Fischbach y cols.,2006b; Valdeben¡to y co|s.,2007).

Se ha demostrado que lroN contribuiría a la invasión de estos patógenos en células

uroteliales (Feldmann y cols., 2007) y que la síntesis y exportación de salmoquelinas

es esencial para la virulenc¡a en Salmonella enlerica (Crouch y cols., 2008; Raffatellu y

cols., 2009). Estos antecedentes han llevado a considerar al locus lroA como un

importante factor de virulencia en enterobacterias (comentado y revisado en Fischbach

y cols., 2006b; Skaar, 2009).
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Figura 2. Sideróforos de tipo catecol: la enteroquelina y sus der¡vados
glucosilados o salmoquelinas. Se muestra arriba la estructura de la enteroquelina
correspond¡ente a un trlmero cícl¡co de 2,3dihidroxibenzoilserina y sus derivados
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estructuras de algunos de los derivados de enteroquelina glucosilados e hidrolizados.
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b



1.2. Bacteriocinas: péptidos de síntesis ribosomal.

Las bacteriocinas son una clase de péptidos antibióticos de síntesis r¡bosomal,

con un reduc¡do espectro de acción, ya que son activas solo sobre cepas relacionadas

a la cepa productora. Poseen variados mecanismos de acción que afectan procesos o

estructuras vitales de Ia célula blanco como lo son la generación de energía, la

¡ntegridad del material genético, la producción de proteínas o la integr¡dad de la

membrana citoplasmática.

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativas se div¡den en dos

grupos: Ias de alto peso molecular o col¡cinas (25-80.000 Da) y las de bajo peso

molecular o microcinas (< 10.000 Da) (Baquero y l\4oreno, 1984). Las microcinas son

un grupo diverso en estructura y mecanismos de acción, pero que cOmparten

características comunes además de su bajo peso molecular, tales cofno el carácter

hidrofóbico que las hace solubles en metanol, la resistencia a conqiciones extremas de

temperatura y pH, y al tratamiento con algunas proteasas (Baquero y lVloreno, 1984).

Muchas de ellas sufren procesos de modiflcación post-traduccional que son esenciales

para la actividad bactericida (Duquesne y cols., 2007a; Duquesne y cols., 2007b). La

producción de cada microcina descr¡ta requ¡ere de determinantes genéticos que

usualmente se encuentran codiflcados en plasmidios, con excepción de los s¡stemas

productores de las microcinas 8492, H47,147 y M, que se encuentran cod¡ficados en el

cromosoma de sus cepas productoras y poseen una organización genética s¡milar

(Figura 3). En estos sistemas el gen de inmunidad está río arriba y solapado con el gen

estructural del péptido bactericida, formando una sola un¡dad transcr¡pc¡onal. Además

presentan un grupo de genes que codif¡can para las proteinas de exportación de la

m¡crocina, y dos proteínas llamadas de la maduración que son necesarias para la

act¡v¡dad bactericida. Además los sistemas productores de estas microcinas presentan
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un tercer segmento de unidades transcripcionales distintas y convergentes, también

considerados dentro del grupo de los genes de maduración de eslas m¡crocjnas, que

codifican para dos proteínas relacionadas con el metabolismo de los sideróforos de tipo

catecol, una de ellas homóloga a la glucosil transferasa lroB y la otra homóloga a la

esterasa lroD

1.3. La producción de microcina E492 modificada conjuga la unión a través de un

puente de glucosa de moléculas peptídicas obtenidas a través de síntesis

r¡bosomal y no-ribosomal.

La microcina E492 (MccE492) aislada desde la cepa de Klebsiella pneumon¡ae

RYC492 (de Lorenzo, 1984), es un péptido ribosomal de 84 residuos que produce la

despolar¡zación de la membrana interna de las células sens¡bles mediante la formac¡ón

de poros en la membrana interna de dichas células (de Lorenzo y Pugsley, 1985;

Lagos y cols., 1993). Él mecanismo prec¡so mediante et cual la MccE4g2 alcanza la

membrana interna y forma los poros es aún desconocido, sin embargo se ha logrado

identificar a las proteinas implicadas. Las microcinas H47, M y E492 utilizan para su

internalización los receptores de membrana externa para sideróforos de tipo catecol

FepA, Cir, Fiu e lroN (Patzer y cols., 2003). En E. col¡ ta internalización 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 más

importante (Strahsburger y cols., 2005). Estos receptores se encontrarían acoplados al

sistema energizador ExbBD y la proteína 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 med¡o de

cultivo (Orellana y Lagos, 1996), por la expresión transcripcional de tos genes de
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madurac¡ón mcelJ (Corsini y cols.,2002) y por la formación de fibras tipo amiloide en

fase estacionar¡a de crecimiento (Bieler y cols., 2005).

El sistema productor de la MccE492 (GenBank: AF063590) incluye más de 10

marcos abiertos de lectura (ver figura 3) en un fragmento de aproximadamente 13,5

kpb (Lagos y cols., 2001; Lagos y co|s.,2009). Este fragmento ha sido clonado y

expresado en E. coli obteniéndose una microcina recombinante con las mismas

características b¡oquímicas y electrofisiológicas que la secretada por K. pneumoniae

RYC492 (Wilkens y cols., 1.997). Dentro del sistema productor de la MccE492 se

identif¡caron genes que se denominaron de la maduración, pues mutantes en estos

genes producían un pépt¡do con la misma mov¡lidad eldctroforética que las cepas

silvestres, pero sin activ¡dad bactericida. MccE492 aislada desde las cepas mutantes

en los denominados genes de maduración eran capaces de producir poros en bicapas

lipÍdicas y presentaban act¡vidad ant¡bacteriana sobre esferoplastos, que son células a

las cuales se le ha permeabilizado su membrana externa (Lagos y cols., 2001). La

producción de MccE492 inactiva duranté la fase estacionaria de crecimiento se debe a

la falta de transcripción de la unidad que codifica para los genes mcelJ y una

disminución de mceC (Corsini y cols., 2002). Al analizar la secuencia de los productos

génicos codificados por los genes de la maduración mceC, mcel y mceJ, se encontró

que MceC codifica para una proteína de 370 aminoácidos con un 77o/o de identidad y

86% de s¡mil¡tud con la enteroquelina glucos¡l transferasa lroB de S. enferlca. Mcel

codifica para una proteína de 163 aminoácidos que presenta un domin¡o conservado

HylC presente en la famil¡a de aciltransferasas (pfam 02794) que participan en Ia

activación de tox¡nas mediante la acilación de residuos de lisina. En cambio para MceJ,

proteína de 524 aminoácidos, no ha sido posible encontrar homólogos con func¡ón
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conocida. Los sistemas de producción de las microcinas H47, 147 y M poseen

homólogos a los genes de la maduración de la MccE492 (Poey y cols., 2006).

La identif¡cac¡ón de los genes de maduración sugería fuertemente que era

indispensable una modificación post-traduceional para su actividad bactericida, en el

paso del reconocimiento de la membrana externa (Corsini y cols., 2002). Sin embargo,

no se detectó MccE492 mod¡f¡cada, 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 año 2004, al cambiar las condic¡ones del medio de cultivo de la
l

cepa productora, fue posible el a¡slamiento e ¡dentif¡cación de una forma modificada de

la MccE492, con una masa dd 8718 Da (Thomas y cols., 2004). La modificación de la

MccE492 (Figura 4) fue identiflcada como una molécula de tipo salmoquelina,

específicamente un der¡vado monoglucosilado y lineal de enteroquel¡na (Glc-DHBSr.

También se describ¡eron otros ¡ntermed¡ar¡os modif¡gados de la MccE492 que

corresponden al pépt¡do unido a un monómero (GIC-DHBS) y a un dímero

monoglusilado de DHBS (GIC-DHBSJ con pesos de 8272 y 8495 respectivamente

(Thomas y cols., 2004; Vass¡l¡adis y cols., 2007). Además de las formas recién

mencionadas, en nuestro laboratorio hemos identiflcado una forma de 8898 Da que

eorrespondería a un trímero diglucosilado de DHBS (2Glc-DHBS) (resultados no

publicados, ver figura 4). El mecanismo med¡ante el cual la MccE492 se une de

manera covalente a la molécula de salmoquelina aún es objeto de estudio, sin

embargo se estableció que la unión covalente se genera mediante un enlace éster

entre la serina 84 del carboxilo terminal del pépt¡do y la glucosa del sideróforo (Thomas

y cols., 2004). Para que esta reacción ocurra /n rzlfro se requiere de varias etapas de

actividad enzimática en las que participan los productos de los genes de la maduración

MceC y McelJ (Nolan y cols., 2007; Nolan y Walsh, 2008). Es importante dejar en
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claro, que tal como se observa en la f¡gura 4, las muestras purificadas de MccE492

contienen una mezcla de la forma no-modificada (que suele ser la mayoritaria) y las

formas modificadas con d¡ferentes der¡vados glucosilados de DHBS-

Los estudios in vitro sobre las proteínas de la maduración han demostrado que

MceC glucos¡la enteroquelina y sus der¡vados de hidrólisis en cada una de las

unidades de DHBS con una afinidad que disminuye a med¡da que se acumulan las

glucos¡laciones (Fischbach y cols., 2005; Nolan y cols., 2007). McelJ forma un

compleio proteico que une las moleculas tipo salmoquelina tanto a un decapéptido con

la secuencia del carbox¡lo terminal de la MccE492 como a la bacteriocina completa, sin

embargo no se ha reportado que la MccE492 modificada tn vifro posea actividad

La reacción catal¡zada por el complejo McelJ reqüiere de ATP y Mgn' como

cofactores, y este complejo reconoce además los derivados glucosilados de

enteroquelina ya mencionados y los util¡za como sustrato para modificar decapéptidos

con las secuencias de tos carbox¡los terminales de las microcinas E491, H47,147 y M

(Nolan y Walsh, 2008). La producción de MccE492 mod¡ficada en una cepa mutante en

MceC puede ser restaurada in vivo por complementac¡ón con el sistema productor de

las microcinas H47, 147 y M (Vass¡l¡adis y cols., 2007). Este resultado sugiere que

estas m¡crocinas sufrirían un proceso de modificación post-traduccional s¡milar a la

MccE492 catalizado por los productos de los genes homólogos a MceCU 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-traduccionalmente. Se muestra
además un esquema de los últimos diez residuos del péptido antib¡ót¡co; en rojo el

residuo de glucosa unido a la ser¡na 84 (Ser-84) y al trímero lineal de residuos de 2,3-
d¡hidroxibenzoil-L-serina (DHBS). Las proteínas de la maduración MceClJ catalizarian
esta reacc¡ón mediante la formación de un enlace éster entre la MccE492 y la molécula
tipo salmoquelina correspondiente.
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1.4. Efecto de la modificación post-trad uccional de la MccE492 sobre la actividad

ant¡bacter¡ana.

Las fibras de tipo amiloide se han descr¡to asoc¡adas a diversas enfermedades,

¡ncluyendo el mal de Alzheimer, Ias encefalopatías espong¡formes transmisibles (o

enfermedades pr¡ónicas), Park¡nson, Hunt¡ngton, esclerosis lateral amiotrófica y

d¡abetes tipo ll, razón por la cual la formación de amiloides se ha asociado a procesos

patológicos. Sin embargo en los últimos años se han descrito proteÍnas que forman

am¡loides y que no están implicadas en procesos patológ¡cos, a éstas se les ha

denominado amiloides funcionalles o amiloides naturales. El crec¡ente numeró de este

t¡po de proteínas ha incrementado la creencia de que la formación de estos agregados

altamente estructurados son funcionales en la naturaleza (Dobson, 2003; Gebbink y

co|s.,2005; Otzen y Nielsen, 2008).

La MccE492 posee dos actividades biológicas: Ia actividad bactericida sobre

cepas de enterobacter¡as relacionadas a la cepa productora y la actividad c¡totóxica,

mediante apoptosis, sobre algunas líneas celulares cancerosas humanas (Hetz y cols.,

2002). Resultados de nuestro laboratorio indican que la actividad citotóxica se vería

incrementada con la capacidad de agregarse formando fibras de tipo amiloide

(Estrada, 2005; García, 2008; Estrada y cols., manuscrito enviado para su publicación).

Las fibras de t¡po am¡loide son agregados proteicos insolubles, ricos en estructura beta

que usualmente se detectan por su unión a sondas especificas como el rojo Congo y la

t¡oflav¡na T. La estructura f¡br¡lar de estos agregados poseen morfologías muy similares

que se caracter¡zan por ser fibras largas no ramificadas, de unos cuantos nanómetros

de diámetro y generalmente helicoldales. La producción 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 agregación en fibras de tipo amilo¡de podría
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tener un rol fisiológlco en la regulación de las actividades b¡ológicas de este péptido

(Bieler y cols., 2005), Los amiloides de MccE492 producidos rn vlfro no poseen

act¡vidad bacteric¡da y su agregación sigue la cinética característica de los agregados

de tipo amiloide con una fase de latencia seguida por un período de crecimiento

rápido. Este comportam¡ento es típ¡co de procesos dependientes de nucleaciÓn, como

la cristalización, donde la fase de latencia puede ser eliminada mediante la ad¡ción de

agregados preformados a una solución fresca, proceso conoc¡do como nucleación o

siembra (en inglés seedlng) (Bieler y cols., 2005). fos agregados ¡niciales o proio-

fibrillas tanto de proteÍnas relacionadas con enfermedades como de algunos amiloides

naturales han demostrado ser altamente tóxicos para las células, a d¡ferenc¡a de los

agregados maduros que son usualmente benignos o inerles (Bucciantini y cols.,2002;

Walsh y cols., 2002; Caughey y Lansbury, 2003). Se ha planteado la posibilidad de que

ex¡sta un mecan¡smo especifico y común para la toxicidad de estos agregados ¡niciales

]

como por ejemplo la formación de especies anulares oligomérica$, cuyas estructuras

vlsualizadas mediante microscopía electrón¡ca, son ¡nd¡stinguibles dá aquellas

producidas por algunas toxinas bacterianas formadoras de poros que rompen el

balance iónico de la célula, y que se les ha denominado "poros am¡loides" (LaEhuel y

cols.,2002).

Muestras de MccE492 obtenidas desde cond¡ciones de cult¡vo en que se

obtiene una baja proporción de microcina modificada (infer¡or al 5%) presentan

actividades entre 4 y 8 veces más bajas que aquellas obtenidas en cond¡c¡ones de alta

modiflcación, en las cuales las formas modificadas representan entre el 50 al70Vo, lo

cual indica que no existe una relación lineal entre la fracc¡ón de MccE492 modificada y

su actividad bacter¡c¡da. La MccE492 inactiva, proveniente de mutantes en los genes

de maduración, puede ser activada,n v,lro mediante un proceso de desnaturalizaclón
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suave de una mezcla con m¡crocina activa. Esta activación está acompañada por un

cambio en la estructura secundar¡a de la MccE492, aumentando su porcentaje de

estructura beta (Baeza,2003), al igual que ocurre en el proceso de oligomerización

durante la formación de fibras de tipo amiloide. Estas observaciones han llevado a

platear la hipótesis de que la conformación activa y toxica de la MccE492 sería un

oligómero, cuya formación y posterior agregación en f¡bras de tipo amiloide estaria

siendo controlada por el proceso de modificación post-traducc¡onal.

1.5. Objetivos.

El objetivo de esta tesis será estudiar in vivo el proceso de modificación post-

traduccional de la MccE492 y su efecto tanto en la act¡vidad bacter¡cida como en la

capacidad de formar fibras de amiloides.

El estudio del proceso de modificación post-traduccional se abordara mediante

estudios genéticos, caracterizando la actividad y el estado de modificación de la

MccE492 producida por mutantes en diferentes puntos dentro de la vía de síntes¡s de

s¡deróforos catecólicos. Como se verá en el desarrollo de este trabajo, se pondrá

espec¡al énfasis en el estudio del papel que cumple la sintetasa EntF en este proceso,

complementando los estud¡os genéticos con el uso de herramientas dio-informáticas.

Mediante el uso de técn¡cas microbiolÓg¡cas y bioquímicas, se cuantif¡cara el

efecto que tiene la mod¡ficaciÓn de la MccE492 tanto en la actividad antibacteriana

como en la producción de amiloides. Se estudiará su efecto sobre la estructura de los

amiloides formados y sus precursores, princ¡palmente utilizando técnicas de

microscopía electrónica y reconstrucción de imágenes. Estos estudios serán

complementados con espectros de dicroísmo circular y análisis cinéticos'
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2. MATERIALES Y MÉTODOS.

2.1. Materiales.

2.1.1. Reactivos.

Las enzimas de restr¡cc¡ón, T4 DNA ligasa, marcedores de peso molecular para

fragmentos de DNA, escala 1Kb y escala 100 bp, se compraron en New England

Biolabs lnc., UK.

La enzima laq DNA polimerasa se obtuvo de lnvitrogen 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 MTCRO-BSA Protein Assay Reagent K¡t fue comprado a Pierce, lllino¡s, USA.

La fluorescamina, bis-acrilam¡da, SDS, azida de sod¡o, fosfato di-ácido de potasio, azul

brillante de Coomassie, estándar de bajo peso molecular para péptidos, glucosa,

Tween 20, rojo Congo (RC), kicina, L-aminoác¡dos, ácido trifluoroacético (TFA) y ácido

2,3-dihidroxibenzo¡co (DHB) se compraron en Sigma Chemical Co., MO, USA.

Las membranas de n¡troceluiosa VSWP02500 para remover las sales de los ác¡dos

nucleicos pre-electroporación y f¡ltros "low b¡nd¡ng" SLHVRo4NL con poros de 0,45 pm

se obtuv¡eron en Millipore, USA.

La acrilamida, persulfato de amonio, TEMED y cubetas de electroporación se

compraron en BioRad Laboratories Inc., Hercules, C.A., USA.

El azul de bromofenol, cloroformo, alcohol isoamílico, ¡sopropanol, etanol, metanol,

acetonitrilo, TCA, TFA, CAS, cloruro de calcio y carbonato ácido de sodio se

compraron en Merck, Darmstadt, Alemania.

El cloruro de sodio, agar, cloruro de magnes¡o hexah¡dratado, tricloruro de hierro tll,

tris, gl¡cina, glicerol, EDTA, fenol, fosfato ácido de sodio, B-MeOH, citrato de sodio,

agarosa, acetato de amonio, se compraron en Winkler, Santiago, Ch¡le.
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El cloruro de potasio, sulfato de magnes¡o, cloruro de calcio y resina Silica Gel 1OO C18

se obtuvieron de Fluka Chem¡e AG, l\4essershmittstr, Suiza.

Los react¡vos de grado técn¡co: ác¡do acético, etanol, metano¡, acetona y ácido

clorhídrico se adquirieron en TCL, Santiago, Chile.

La tríptona, bactotrlptona, casaminoác¡dos y extracto de levadura se compraron en

DIFCO Laborator¡es, Detro¡t, Michigan, USA.

El h¡dróx¡do de sodao se obtuvo en J. T. Baker, Estado de México, lvléxico.

Los cartuchos Sep-Pak CB y C18, así como la columna C1B, Spherisorb@ 5 ¡.rm ODS2

4,6 ¡:m x 250 mm, se adqu¡rieron en Waters, USA.

Los desoxinucleótidos y los s¡stemas E.Z,N.A. TM PCR Pur¡flcation System, E,Z.N.A

TM Plasmid lvlin¡prep K¡t lse obtuvieron de Omega Bio-Tek lnc., Doraville, GA, USA.

E¡ ant¡cuerpo secundar¡o conjugado con peroxidasa se compró de Santa Cruz

Biotechnology lnc., Santa Cruz, CA, USA.

La película autoradiográfica X-OMAT BT Film, se obtuvo en kodak, Windsor, Colorado,

USA.

La ampicilina se obtuvo en Lyka Lab Lim¡ted y la tehaciclina en el Laborator¡o

Benguerel Ltda., Chile.

La kanam¡cina, estreptomicina y cloranfenicol se compraron en el Laboratorio

Bestpharma S.A.

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

laborator¡o del Dr. C. Walsh, Harvard Medical School, Boston, USA.
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2.1.2. Cepas bacterianas y plasmid¡os.

En las Tablas 1y 2 se detallan respectivamente las cepas y plasmidios

utilizados en esta tes¡s. Las cepas de E. coli H531, H1594, H1875, HlB76 y H1885

fueron donadas por el laborator¡o del Dr. Klaus Hantke, Universitát of Tübingen,

Tübingen, Alemania. Las cepas de E. coli ER1100A y ER1300H, así como los

plasmidios pER311, pER307A y pER304A fueron donados por el Dr. Michael

Fischbach del laboratorh dél Dr. C. Walsh, Harvard Medical School, Boston, USA.
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Tabla l. Genotipos/Fenot¡pos de las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepas Genotapo/Fenotipo Fuente o referencia

E. coli

VCS257

BL21(DE3)

DH5cr,

H1594

H1875

H1876

H531 1

H'1885

K12 entB'

ERl lOOA

ERl3OOH

S. enterica LFz

DP50,sup F[supE44, supF58, hsd53(rB md,
dapD8, lacY1, glnv44, A(gal-uvrB)47, tyrT5?,
g y 1429, to n A 53 A(t h y A 57 ) l.

F- ompT, 16 mp.

supE44 A/acU 169 (OBo/acZAM15) hsdR'17
recAl endAl gyrA96 thi-1 relA1.

araD139, A(argF-lac)U169, rpsL150, relA1,
flbB5301, deoC1, ptsF25, rbsR, aroB
flu::Mud1X. (Amp', Sm')

araDl39, A(arErFlac)U169, rpsL l50, relA1,
flbB5301 , deoQl , ptsFZ5, rbsR, aroB
c/::Mud1X fepA::Tnl0. (Amp', Tet', Sm')

araD139, 
^(argF-lac)U 

169, rpsL150, relA1,
flbB5301, deoQ1, pts!?5, rbsR, aroB
flu::Mud1X, cir fepA::Tn10. (Amp', Tet', Sm')

Derivada de H1143i araD 139, A (a4gF /ac) U169
rpsL150 rel41 f/b85301 deoCl pfsF2s rbsR aroB
enfc::Mud1X. (Amp', Sm')

Derivada de H1143; araD 139, A (argF /ac) Ü169
rpsL150 relA1 íb85301 deocl pfsF25 rbsR aroB

^enfDF. 
(Sm')

enlB'obtenida reemplazando el gen por Kan. .

(Kan')

enfF- obten¡da reemplazando el gen por
Cm.(Cm')

enfF", derivado de ER1 1004 sensib¡e a Cm.

Tamb¡én conocida como Sa/monel/a
thy ph ¡mu rium LT2, prototróf ica.

Stratagene

Novagen

Promega

Hantke, 1990

Hantke, 1990

Hantke, 1990

Hantke, 1983; K.
Hantke colecc¡ón de
laborator¡o

Hantke, 1983t K.
HantKe colección de
laqoratorio

Lai y cols., 2006

Roche y Walsh,
2003

Roche y Walsh,
2oo3
S. Maloy colecc¡ón
de laborator¡o
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Tabla 2. CaracterÍsticas relevantes de los plasm¡dios ut¡l¡zados en este trabajo.

Plasmidios Característica Fuente o referencia

pHC79

pJAM229

pJEM15

np84

np45

p157

pACYC184

pT7-AB

pT7-C

pTTlJ

pER31'1

pER307A

pER304A

pACYC-EntF

Derivado de pJ diger¡do con Xhol. Contiene los Wilkens y cols.,
genes para la producción de MccE492 activa. 1997
(Amp')

Cosm¡dio der¡vado de ColE'l , de propósito
general. (Amp', Tet')

Derivado de pJAM229, posee la duplicación de
un fragmento interno Sa/l de 2,5 Kb. Es un
sobre-productor de MccE492 activa. (Amp')

pJEM15 mcec::Tn5. lnserción en el aa 60.
(Amp', Kan')

pJEM15 mcel::Tns. lnserc¡ón en el aa 133.
(Amp', Kan')

Gen mceB clonado en el plasmid¡o pT7-7.
(Amp')

His en el C-termina!. (Amp')

Gen entF clonado en pACYC184 como en
pER311. (Cm')

Plasmidio con origen de replicación p15A de Chang y Cohen,
propósito general. (Cm', Tet') 1978

Genes rnceBA ba.¡o el control del promotor T7 García, 2008
clonados en pACYC184. (Cm')

Gen mcec bajo el control del promotor T7
ctonado en pACYC184. (Cm')

Genes mcelJ baio el control del promotor T7 Colecc¡Ón de
clonados en pACYC184. (Cm') laboratorio

Gen enfF clonado en pETz8-a con una cola de C.T. Wal§h

6-His en el C-terminal. (Amp') colecc¡ón de
laboratorio

Dominios A-PCP-TE (entre los residuos 437- , C.T Walsh
1293) de EntF clonado en pET28-a con una cola colecc¡Ón de

de 6-ilis en el C{erminal. (Amp') laboratorio

Dominios A-PCP (entre los res¡duos 437-1045) C T. Walsh

de EntF clonado en pET28-a con una cola de 6- colecciÓn de

Hohn y Collins,
1980

W¡lkens y cols.,
1997

Colección de
laboratorio

Colección de
laborator¡o ,

Lagosi cols., 1999

Colección de
laborator¡o

laborator¡o

Este trabajo
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PACYC-A-PCP-TE

PACYC-A-PCP

PACYC-A

pACYC-EntF-E7504

Domin¡os A-PCP-TE de EntF c¡onados en Este trabaio
pACYC184 como en pER307A. (Cm')

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

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

Gen enfF con la mutación E7504 clonado en Este trabajo
pACYC184. (Cmr)

2.1.3. Partidores.

En la Tabla 3 se detallan los partidores ut¡lizados en esta tes¡s.

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

Partidor

TTpro
r7
TER
DomAR
A-E75OA-F
A-E75OA-R

TAATACGACTCACTATAGGG
GA}.AT?fuqTACGACTCACTATA
GGATATAG T T C C T C C ! T ! CA

TGGC CCTTAT GC C T T CAGT T

G GC C'GAC 
'G 

C A.GCIJGCGCTA

TA' CG C C GCT GC C'TCCGC'JC

I
i
:i
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2.2. Métodos.

2.2.1. Medios de cultivo.

Caldo luria (LB). Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/1, NaCl 10 g/L, NaOH

3,5 mM final.

Medio mínimo M9. NazHPO¡ 6 g/1, KHTPOa 3 g/1, NaCl 0,5 g/1, NH4CI 1 g/1,

suplementado con CaCl2 0,'l mM, MgSO4.THrO 2 mM, citrato de sodio O,2oA plv,

tiamina 1 mg/ml, casaminoácidos 1 mg/ml y glucosa 0,2olo p/v.

Agar blando. Se preparó 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 med¡o caldo Luria o M9 y 1,5% p/v de

agar agar.

Placas suplementadas con DHB. Se prepararon agregando a placas con medio LB,

DHB a una concentrac¡ón f¡nal de 10 pg/ml. ,

P/acas de césped sensib/e. Sobre placas de agar se esparcieron 4 mL de agar

blando fundido en el que se incluyó 'l50 UL de ,n 
"rltiro 

de E. col¡EjL21(DE3) sens¡ble

a la MccE492 crec¡do hasta fase estac¡onaria.

.

Las cepas bacterianas que portan plasmidios recombinantes y/o transposones

con resistencia a antibiót¡cos, se crecieron en medios líquidos o placas suplementadas

con los antibióticos correSpond¡entes en las siguientes concentraciones flnales y

preparados según lo descrito en Sambrook y cols. (1989): ampicilina 10ó ¡.rg/mL,

cloranfenicol 50 pg/mL, tetraciclina 10 pg/ml, kanamicina 50 pg/ml y estreptomicina

'10 pg/mL.
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2,2.2.f écnicas de biología molecular.

Todos los proced¡mientos de biología molecular no detallados, como

aislam¡ento de DNA genómico y plasmid¡al, preparación de células electrocompetentes,

transformac¡ón mediante electroporación, d¡gest¡ón con enz¡mas de restricc¡ón, I¡gación

de fragmentos de DNA, PCR, etc., se real¡zaron utilizando métodos estandar¡zados

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

2.2.3. Generación de construcciones plasmidiales.

Rutinariamente se ut¡lizó el vector pACYCI 84 para hacer las construcciones

compatibles con aquellas correspond¡entes al sistema productor de la MccE492

clonado en el cosmidio pHC79. La sintetasa de péptidos no-ribosomal EntF fue clonada

med¡ante PCR, utilizando como templado el plasmidio pER311 y los partidores T7 y

TER. El producto de PCR purificado se ligó en el s¡tio de corte EcoRV que posee el

vector pACYC184, dando como resultado la construcción pACYC-EntF. Con los

mismos partidores (T7 y TER) y ut¡lizando como templados los plasmidios pER307A y

pER304A, se amplificaron las combinaciones de los dominios de EntF, y se clonaron

en el sitio EcoRV de¡ vector pACYC184 para obtener las construcciones pACYC-A-

PCP-TE y pACYC-A-PCP. En el caso de la construcción pACYC-A, se ut¡l¡zó como

temptado el plasmidio pER3O4A y los partidores T7 y DomaAR. El producto de PCR se

clonó en el sit¡o EcoRV de pACYC184. Todas las construcciones antes mencionadas

fueron completamente secuenciadas.

2.2.4. Mutagénesis puntual.

La mutagénesis puntual se realizó bajo las ¡ndicaciones que recom¡enda el

s¡stema Quickchange@ XL S¡te-D¡rected Mutagénesis Kit. Brevemente, en la reacción
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de mutagénesis puntual mediante PCR se utilizó 1 UL DNA plasmidial del vector

templado pACYC-EntF, los partidores A,E750A-F y A-E750A-R, con un tiempo de

extensión de 16 min. El producto de PCR fue aislado del DNA templado y tratado con

la enzima de restricción Dpnl, que solo digiere DNA metilado (DNA aislado desde

cult¡vo bacteriano) y no digiere al DNA producido in v¡tro (DNA proven¡ente de una

reacción de PCR). Después de la digestión, el DNA fue d¡alizado y transformado sobre

células competentes DHSo. La ¡dent¡dad de la mutac¡ón se confirmó med¡ante

secuenciación.

2.2.5. Purificación de MccE492 en columnas Sep-Pak C8.

Med¡o litro de medio de cultivo l\,i19 suplementado con clc y Cit se ¡noculó con 5-

500 pL de un cultivo crecido toda la noche y se ¡ncubó a 37'C a una ag¡tac¡ón

constante de 220 rpm durante 20 h. Posteriormente el cultivo se centrifugó a 17.000 x g

durante 30 min a 4'C. El sobrenadante, sometido a una presión negativa, se pasó por

una columna de extracc¡ón en fase sólida Sep-Pak C8 (Waters), act¡vada prev¡amente

con 5 mL de aceton¡tr¡lo 4lo/o-'lF A 0,1o/o y 5 mL de agua nano ¡lura-TFA 0,1%, se lavó

con 5 mL de acetonitrilo 30%-TFA 0,1o/o y la MccE492 se eluyó con 5 mL de acetonitrilo

40%-rFAO,10A.

2.2.6. Pur¡f¡cación de MccE492 en columnas Sep-Pak C18.

Medio l¡tro de medio de cultivo Mg suplementado con Glc y Cit se inoculó con 5-

500 UL de un cultivo crecido toda la noche y se incubó a 37"C a una agitación

constante de 220 rpm durante 20 h. Posteriormente el cultivo se centrifugó á tZ.OOO x g

durante 30 min a 4'C. El sobrenadante, sometido a una pres¡ón negat¡va, se pasó por

una columna de extracción en fase só¡¡da Sep-Pak C18 (Waters), act¡vada previamenle
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con 10 mL de aceton¡trilo 50% y 20 mL de agua nano pura, se lavó con

metanol 60% y 3 mL de acetonitrilo 25%. La MccE492 se eluyó con

acetonitr¡lo 50%.

2.2.7. Putificación preparativa de MccE492.

Cuatro matraces, cada uno con un litro de medio de cultivo M9 suplementado

con Glc y Cit, se ¡nocularon con 5-500 pL de cultivo crecido toda la noche, se Incubaron

a 37"C a una agitación constante de 220 rpm durante 20 h y poster¡ormente se

centrifugaron a 17.000 x g durante 15 min a 4"C. El sobrenadante filtrado se incubó 2 h

con una resina Silica Gel '100 C18 (Fluka), activada previamente con acetonitrilo 100%,

y se filtró en un embudo Büchner con papel filtro. Se lavó la resina con un gradiente de

30 a 100% de aceton¡trilo, obteniéndose el máximo de MccE492 en la fracción de 50%.

'i

2.2.8. Determ¡nación de la concentración de muestra§ de MccE492 purificada.

La concentrac¡ón de las preparaciones de MccE492 se determino utilizando el

MICRO-BSA Protein Assay Reagent K¡t de Pierce (l¡l¡no¡s, USA) según las indicaciones

del fabricante.

2.2.9. Espectrometría de masas (MALDI-TOF).

Muestras de MccE492 purificada se mezclaron en diluciones 1:10 con la matriz

CHCA previamente preparada a una concentración de 10 mg/ml. Se depositó 2 pL de

cada una de las mezclas en una placa porta muestra micro scout. Los espectros se

obtuv¡eron en un equipo Microflex MALDI-TOF (Bruker Dalton¡cs, lnc., MA, USA), en la

Unidad de Espectrometría de Masas del Cenho de Estudios para el Desarrollo de la

Química (CEPEDEO) de la Un¡versidad de Chile. Previo a la obtención de los

3mLde

3mLde
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espectros se realizó una calibración del equipo con un estándar externo

correspond¡ente a una mezcla de proteinas de masa que iban desde los 5.000 a los

17.000 Da. Para la obtención de los espectros se trabajó en modo ion positivo y

detección lineal utilizando un método optimizado para péptidos y/o prote¡nas de masas

de entre 5.000 y 20.000 Da (se usaron los parámetros por defecto del equipo). Cada

espectro f¡nal corresponde a la sumatoria de 10 barridos de 40 tiros de láser aplicados

en diferentes puntos tomados al azar.

2.2.10. Electrofores¡s en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes

(SDS-PAGE).

Los geles se prepáraron con tres fases: separ2dor, espaciador y concentrador.

El gel separador cons¡st¡ó en 16,5% de acr¡lam¡da (3%'de entrecruzamiento), Tris-HCl

'l Nil pH 8,5, SDS 0,1o¿ y glicerol al 10ok. El gel espaciador cons¡stió en 10% de

acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCl 1M pH 8,5, SDS 0,1%. El gel

concentrador contenía 3% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tr¡s-HCl '1 M pH

8,5; SDS 0,1%. A cada una de estas soluciones se les agregó 0,033% de APS y 2,2

mM de TEMED. La solución de corrida para el cátodo fue Tris-HCl 0,1M pH 8,5, Tricina

0,1 M y SDS 0,1oA y para el ánodo Tris-HCl 0,2 M pH 8,9.

2.2.11. Hibridación western.

2,2,1 1.1. Electrotransferencia.

Después de realizar un SDS-PAGE, se retiró el gel de los v¡drios y se montó la

transferenc¡a colocando el gel sobre una esponja y tres papeles filtro. Luego se colocó

sobre el gel una membrana de n¡trocelulosa, otros tres papeles filtro y esponja. Antes

de montar la transferencia las hojas de papel filtro y las esponjas se humedecieron en



amortiguador de transferencia (Tris-HCl 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%). La

membrana de nitrocelulosa se humedeció en agua y posteriormente en amortiguador

de transferencia. El sistema se montó en la cámara respectiva y la transferencia se

realizó durante 2 h a 100 V a -20 'C empleando el amortiguador de transferenc¡a

prevaamente enfr¡ado.

2.2.1 1.2. Desarrollo inmunológico.

La membrana se bloqueó con leche descremada (Svelty) al 5% en TS-Tween

(Tris-HCl 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mlt/, Tween 0,1%) durante t h a temperatura

ambiente. Luego se traspasó a una solución de leche 1% en TS-Tween que contiene el

anticuerpo primar¡o. La membrana se incubó con el anticuerpo primario anti-MccE4g2

durante 2 h con agitac¡ón a temperatura ambiente. Luego se realizaron 3lavados con

amortiguador TS y la membrana se ¡ncubó por 2 h en leche al 1% en.TS-Tween con el

anticuerpo secundario al cual está conjugado la enz¡ma fosfatasa alcalina o

peroxidasa. Se empleó una dilución '1:1.000 del anticuerpo policlonal anti-MccE4g2 y

una dilución 1:20.000 para el segundo anticqerpo conjugado con peroxidAsa. La

membrana se reveló en 10 ml de Tris-HCl 100 mM pH 8,5, a la cual se agregó 50 ¡:L de

luminol 250 mM (preparado en DIVSO) y 22 ¡tL de ácido p-cumár¡co 90 mM

(preparados en DMSO). La reacc¡ón de qu¡miolum¡n¡scenc¡a se ¡n¡c¡ó agregando 3 pl

de peróxido de hidrógeno. La membrana se expuso entre 5 s y 2 min, dependiendo de

la señal obten¡da.

2.2.12, Detección de la producción de sideróforos.

La determinación de la producc¡ón de sideróforos por parte de una cepa

bacter¡ana se realizó creciéndola sobre placas CAS siguiendo el protocolo descrito por

Schwyn y Neilands (1987). Estas placas poseen el indicador cromoazurol-S que al
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encontrarse acomplejado con hierro presenta una coloración azul, que vira a amarillo al

desarmarse este complejo. La aparición de un halo de color amarillo alrededor de las

cepas crecidas en estas placas durante 24 h, indica la presencia de s¡deróforos

capaces de quelar el hierro desde el indicador.

2.2.13. Detección de la act¡v¡dad bacteric¡da.

La detección de la actividad bactericida se realizó depositando sobre una placa

con un césped sensible incluido en agar blando una alícuota de 3 pL proveniente de

las muestras que se deseaban analizar. Luego de incubar Ias placas a 37'C durante

12-14 h, la actividad bactericida se visualizó como la apar¡ción de halos de inhibición

de crecimiento sobre el césped.

2.2.14. Cuantificación de la actividad bactericida o determ¡nación del título.

Para la cuantificación de la actividad bactericida de la MccE492 se realizaron

d¡luc¡ones seriadas en base dos de las muestras, en'agua nanopura estér¡|. Se

tomaron alícuotas de 3 pL de cada tubo de la dilücióñ seriada y se pusieron sobre

placas de césped sensible. Se incubó a 37"C durante 12-14 n, y el tÍtulo de la muestra

se determinó como 2 (base de la serie) elevado al número del último tubo de Ia d¡lución

cuya alícuota es capaz de producir un halo de inhibición de crecimiento en la placa con

2.2.15. Transcom plementac¡ón con DHB, salmoquelina u otro cultivo.

Sobre placas de césped sensible se pusieron alÍcuotas (3t¡L) del cultivo a

ensayar crec¡do toda la noche y se esperó unos minutos para que se adsorbieran

sobre la placa. Sobre éste se depos¡taron nuevas alícuotas (3pL) 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

concentración de 1 mM. Lueqo de incubar las placas a 37'C durante 12-14 h, se

evaluó como cepas positivas para transcomplementac¡ón a aquellas que en estas

condiciones eran capaces de producir halos de inh¡bición de crecimiento sobre el

césped sensible.

2.2.16. Producc¡ón de fibras de tipo amiloide.

Para la producción de las fibras de tipo amiloide se utilizó un protocolo similar al

descrito por Bieler y col. (2005). Brevemente, las muestras de MccE492 purificada

fueron llevadas a una concentración de 800 pg/mL en un volumen de 100 pL y se les

agregó 1 pL 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 UL del sobrenadante

de la centrifugación y se llevaron a 400 ¡:g/ml con amortiguador (PBS o PIPES) 10 mM

ajustándose el pH entre 6,5 y 7,5. Se dejaron incubando a 37'C y 300 rpm durante un

mÍnimo de 15 h para la formación de los agregados,

2.2.17. Med¡c¡ón de la formación de fibras de tipo am¡lo¡de mediante la unión de

rojo Congo (RC).

El rojo Congo (RC) es una sonda que se une especÍficamente a fibras de tipo

amiloide. La formación de amiloides mediante el ensayo de unión a RC fue cuantificada

mediante la d¡sminución de la sonda libre. Las muestras de N/ccE492 a distintos

tiempos de agregación fueron ¡ncubadas con RC 22 pM durante 15 min a 37"C y

centr¡fugadas a 75.000 x g durante 15 m¡n a 4'C. Se tomaron los sobrenadantes y se

midió la absorbancia a 490 nm, La fracción de RC libre fue determinada como la
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diferencia con la absorbancia de la muestra del péptido a tiempo cero de agregación

(100% de RC libre).

2,2.18. P¡oducción de semillas de fibras de tipo amiloide.

Se dejaron muestras de MccE492 agregando a 37'C y 300 rpm en

amort¡guador de agregación (PIPES 10 mlvl, NaCl 0,5 M, NaOH pH 6,5) durante 48 h

para la producción 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 (l\4lSONlX) utilizando el microtip. Estas f¡bras sonicadas fueron

ut¡l¡zadas como semillas en una proporción de 1 :10 con microcina soluble a una

concentración f¡nal de 800 pg/ml en amortiguador de agregación. Las muestras con

semillas fueron puestas a agregar a 37"C y 300 rpm f se tomaron muestras cada dos

horas para cuantificar la formación de amiloides mediante la disminución de RC libre.

2.2.19. Dicroísmo circular (DC).

Se dejaron muestras de MccE492 agregando a 37'C y 300 rpm en

amortiguador de agregación (PIPES 10 mM, NaCl 0,5 M, NáOH pH 6,5) para la

producc¡ón 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 l0

s a una potencia de entrada de 6 watts en un son¡cador 3000 (MISONIX) uti¡izando el

microt¡p. Luego se centrifugaron durante 30 min a 4'C y 75.000 x g. Se tomó el

sobrenadante y se dejo t h a temperatura ambiente. Las med¡ciones se hicieron en un

espectropolarímetro JASCO J-600. 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 nm y en
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cubetas de I mm. Se utilizó como blanco el amortiguador sometido a las mismas

condiciones que las muestras. Luego de medir la eliptic¡dad se volvió a determinar la

concentración de proteína de las muestras recuperadas de la cubeta para poder

expresar los datos en el gráfico como el¡ptic¡dad molar y descartar que las diferenc¡as

observadas se debieran a cambio en la concentración de cada muestra debido al

proceso de formación de fibras.

2.2.20. Microscopía electrónica (ME).

Las muestras de MccE492 agregadas se tiñeron negativamente con acetato de

uranilo al 2% sobre rejillas de cobre rodio de 300 mesh con sombreado de carbono a

las que se les aplicó una descarga de ionización de l5 s. Las micrografías se tomaron

bajo condiciones de mínima dosis sobre pel¡culas Kodak SO-163, en un microscopio

JEOL JEM1200EXll equipado con un filamento de wolframio y operado a 100 KV, con

magnificaciones de 20.000, 50.000 o 60.000 aumentos. Las micrografías se

digitalizaron con un microdensitómetro Zeiss Photoscan TD (INTERGRAPH) a 7 pm

para un muestreo f¡nal de l, 6 fupíxel para las m¡crografías toryradas a 60.000

aumentos,2,8 A/píxel para las tomadas a 50.000 aumentos y 3,5 A/píxel para las

tomadas a 20.000 aumentos.

2.2.21. Medición de las fibras tipo amiloide.

Se m¡dieron las fibras de tipo amiloide de manera manual directamente desde

las m¡crografías utilizando una lupa graduada y también desde las ¡mágenes

digitalizadas utilizando el programa lmageJ (http;//rsb. info. nih.qov/il/download.html).
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2.2.22. Procesam¡ento bi-dimensional de ¡mágenes obten¡das mediante

microscopía electrónica.

El procesamiento de las imágenes para la generación de promedios b¡-

dimensionales se realizó en una estación de trabajo Silicon Graphics utilizando el

paquete de programas Xm¡pp (http://xmipo. cnb. cs¡c.es/; Marabin¡ y cols,, 1996;

Sozano y cols., 2004; Scheres y cols,, 2008). Se generó la CTF (función de

transferencia de contraste) de las m¡crografias d¡gitalizadas. Manualmente se picó

sobre estas imágenes en el centro de las estructuras homogéneas seleccionadas,

generando grupos de coordenadas sobre las cuales se cortó dig¡talmente las
l.!

micrografías. Se generaron imágenés ¡ndividuales a part¡r de ventanas de 240 x 240 o

50 x 50 pixeles para las estructuras f¡br¡lares y anulares respectivamente. Luego, cada

imagen fue normalizada para un valor medio de 0 y una desviación estándar de 1. Las

imágenes se clasificaron usando algoritmos de máxima verosimilitud según sus

características (Scheres y cols., 2005), generando grupos que se promed¡aron,

obteniendo como resultado imágenes representativas de cada clase. Para la obtención

del resultado final se realizaron varias vueltas de alineamiento para cada clase, usando

como patrón las imágenes med¡as generadas con la 'clas¡ficación de , máxima

verosimilitud.

2.2.23. Modelamiento por homología.

La obtención del modelo 3D de la sintetasa EntF de E. coll requ¡r¡ó del

desarrollo de un protocolo de modelamiento, ya que no existen antecedentes previos

en el modelamiento de este t¡po complejos. El protocolo de modelamiento utilizado es

el que se esquematiza y expl¡ca brevemente en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema del protocolo ut¡lizado en el modelam¡ento de la s¡ntetasa de
péptidos no-ribosomal EntF de E. coli. A part¡r de la secuencia de EntF de la cepa
K12, se buscaron secuencias homólogas para la proteína completa (PsiBlast) y
homólogos de estructura conocida para cada dominio (Phyre). Las secuencias
encontradas en la base de datos se sometieron a un filtro, seleccionándose un grupo
de secuencias homólogas de longitud parecida y eliminándose todas las secuencias
redundantes (Filtro). Las secuencias filtradas se sometieron a cuatro diferentes
protocolos de alineamiento múlt¡ple (3D Coffe, ProbCons, ClustalW y Muscle),
obteniéndose en forma manual un consenso. Los alineamientos consenso y los
patrones estructurales se usaron de entrada para el programa Modeller 8v2, desde el
cual se obtuvieron los modelos para cada dominio de la proteína EntF, Estos modelos
se usaron en el análisis de mutaciones correlacionadas y ref¡nam¡ento con el cual se
construyó el modelo final de EntF.
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Para el modelamiento se utilizó la secuencia de Ia sintetasa EntF de la cepa E.

col¡ K12, cuya secuenc¡a aminoacídica posee 1329 residuos y cuatro dominios según

la definición de pfam. Desde el amino al carboxilo terminal se localizan

secuencialmente el dominio de condensación, el dominio de adenilación, el dominio de

unión de péptidos y el dominio tioesterasa. Se realizó una búsqueda de homólogos

estruclurales para cada uno de estos dominios en el servidor Phyre

(http://wrvrv. sbq. bio. ic.ac. uk/ohvre/index.cq rl de threading (Kelley y Sternberg, 2009)

método computacional para predecir la estructura de una proteÍna a partir de su

secuencia, encontrándose homólogos con estructura conocida, que fueron ut¡lizados

de molde para modelar cada uno de los dom¡nios. La identidad de secuencia de la

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

Tabla 4. Dom¡n¡os respectivos homólogos estructurales

': Limites de la pfam dentro de la secuencia de EntF desde el amino al carboxilo terminal.
b: SCOP: Sfruclura I Classificat¡on of Prote¡ns.

de EntF con 'sus

encontrados mediante el serv¡dor de

Dominio
pfam Phyre

Limites E-Value SCOP" E-Value oklD Larqo (aa)

C 1-301 1e-7I C1lsaa 6.1e-33 23 430
Cl qgib 7.2e-18 14 422

482-887 4e-198

d l amua 8.4e-23 JI 514
cl amua 1 .7 e-21 28 30J
d1oa4a 4.9e-21 17 04J
d1v25a 3.2e-20 19 534
d 1t5hx 2.8e-18 s03

PCP 97 8-1042 3e-12
dldnva 0.043 28 76
c2afda o.44 21 8B

TE 1066-1287 2e-56

d l imkc 3.5e-20 't5 230
cl xkta 1 .6e-18 17 289

d1mo2a 17
cl keza 5.1e-17 17 300
dlmnaa 9.'1 e-09 20 281
d1m33a 2.3e-06 17 256
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Para generar los alineamientos que permitieran obtener el mejor ajuste entre la

secuencia de EntF y los moldes, se realizó un PsiBlast

(http://www.ncbi.nlm.n jh.oov/BLAST/) de cuatro ¡teraciones y 8000 secuencias cada

una. Las secuencias obten¡das desde la base de datos fueron depuradas ut¡l¡zando

como criterios que se tratara de ortólogos y no de parálogos de la secuenc¡a, y para

ello se seleccionaron solo aquellas secuencias que tienen un tamaño parecido a EntF,

entre 1200 y 1400 res¡duos (tamaño de EntF t 100). Además se eliminaron todas las

secuenc¡as redundantes o ¡dénticas (con más de un 95% de identidad). Una vez

obtenidas las secuencias, se realizaron alineamientos múltiples utilizando cuatro

programas dispon¡bles en la red (Tabla 5).

Utilizando los alineam¡entos obtenidos con los cuatro métodos se construyó

manualmente un al¡neam¡ento consenso. Para consensuar zonas que presentaban

d¡ferencias entre los métodos util¡zados, se eligió el consenso de acuerdo a las que

presentaban coincidencias por más de una de las metodologías. Por ejemplo en Ia

F¡gura 6, solo al utilizar ClustalW no se alinea la fenilalan¡na (F) con la leucina (L) 509

Tabla 5. Proqramas utilizados para realizar los alineam¡entos múlti

Nombre Serv¡dor Referencias

T-Coffee EXPRESSO - Structure
based multiple sequence al¡gnments

htto:/itcoffee.vital-it.ch/coi .1

bln/Tcoffee/tcoffee cqi/index.coi
?staoel =1&dact¡on=EXPRESSO

(3DCofiee)::Advanced

Notredame y cols., 2000

ProbCons - Probabirstjc cons¡stency
based multiple sequence al¡gnment

htip,'/probcons.sta{Lord e!u/i0!Le Do y cols., 2005
x html

ClustalW - General purposo mult¡ple
sequence al¡gnment proqram ¡!pluv-w§u§lalafd Lark¡n y cols., 2007

MUSCLE - Mu[/p/e sequence
al¡gnment software

htto:/lwww drive5 comlm uscle/ Ed}ar,2OM
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de la secuencia de EntF, por ello se escogió el consenso de acuerdo al al¡neamiento

con los otros tres métodos ut¡lizados.

E!:EF:

ULISCLE :

(3ns::1s.r: Ei:lED::t:Er;E:ilj:E:,rii|r,l.l,,r1§i.lrE:iE?il:l§,8§ ¡:ljlBll§§3!ú.{&{ffiE

Figura 6. Esquema de la confección manual de un alineamiento consenso a partir
de cuatro metodologías de alineamiento múltiple. Se muestra un segmento de la
secuencia de Ia sintetasa EntF que comprende de los residuos 471 a 527 y los
alineamientos produc¡dos por los cuatro métodos utilizados (T-Coffee, ProbCons,
ClustalW y MUSCLE) y el consenso generado manualmente.

El modelamiento por comparación se realizó utilizando el programa Modeller

8v2 (Sali y Blundell, 1993). En cada experimento de modelamiento se generaron 5

modelos de la proteína y para cada una de ellas 4 modelos de /oop, lo que generó un

total de 20 modelos. De éstos se escogió aquel que pre§entaba un menor valor de

función objetiva. La evaluación de los modelos fue realizada con los programas Prosa

ll (Protein structure anállsls; Sippl, 1993) y Verify3D

(htt0:/nihserver.mbi.ucla,eduA/eri ; Bowie y cols., 1991;Luthyy cols., 1992).

2.2.23.1. Análisis de mutaciones correlacionadas.

Durante la evolución de las proteínas, algunas sustituciones ocurren de manera

coordinada debido a la interacción entre residuos. Al estar éstas bajo presión selectiva

las mutaciones en residuos ¡nvolucrados en interacc¡ones productivas deben ser

compensadas por una mutación complementaria en el residuo de contacto para

mantener la estructura y/o función de la proteína. La ¡nformación extraída de
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alineamientos múltiples de familias de proteínas perm¡te mejorar la predicción de

contactos dentro de una proteína, siendo la interacción entre dominios de una misma

proteína la fuente de información más fiable entre contactos estables y permanenles

entre pares de aminoácidos que se correlacionan para mantener la función y estructura

de la proteÍna. Para determinar pares de res¡duos correlacionados dentro de la

secuencia de EntF se utilizaron los alineamientos múltiples 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, España (Pred¡ction of res¡due contacts ¡n proteins us¡ng correlated

mutat¡ons; http://www.Ldg.cnb.uam.es/pazos/plotcorr.html; Olmea y Valencia, 1997;

Pazos y cols., 1997) y el segundo Crasp (Conelaiion analysis of the am¡no acid

subsflfutions protein¡n sequences;

http://wwwmgs. bionet. nsc. ru/mqs/programs/craspi index. html, Afonnikov y co|s., 2001;

Afonnikov y Kolchanov, 2004) que se enfoca princ¡palmente en las propiedades

fisicoquim¡cas de los residuos sustituidos. Se seleccionaron solo los pares de res¡duos

que por ambos métodos presentaron índices de correlación mayores a 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 indiv¡duales en el contexto del

modelo de la sintetasa completa solo eran de ¡nterés 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 dom¡nio para

alimentar el programa Naccess (Atomic Solvent Accessó/e Area Calculat¡ons; Hubbard

y Thornton 1992-6 O; 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, parámetro especificado como un área accesible mayor a 1O

A2

2,2.24. P¡edicción de zonas de interacción proteína-proteína.

La predicción de zonas de interacc¡ón proteína-proteína por métodos bio-

informáticos presenta dos grandes ramas: el anál¡sis de propiedades de la superficie

molecular para encontrar parches con prop¡edades que favorezcan la ¡nteracc¡ón con

otras proteínas y la búsqueda de zonas altamente conservadas en la superficie. Para

generar una lista de residuos con alta probabilidad de formar parte de una interfase de

interacción se s¡guió el protocolo que se esquematiza en la figura 7.

Luego de la generación del modelo molecular del dominio A de EntF, se

ut¡lizaron servidores o programas de libre uso para la comun¡dad científica para

predecir zonas de interacción proteína-proteína. La lista de los servidores ulilizados se

muestra en la tabla 6. Estos se dividen en dos grupos: aquellos que ut¡lizan solo la

estructura de la proteina para llevar a cabo la predicción, y aqueltos que

adicionalmente utilizan informac¡ón de conservac¡ón dl secuenc¡a. El primer grupo

basa sus pred¡cc¡ones en las prop¡edades geométricas Oe ta supeácie'o bien en la

existencia de residuos con una mayor propensión a encontrarse en ¡nterfases,

obtenidos de análisis de bases de datos. El segundo método utiliza ¡nformac¡ón de

conservac¡ón de secuenc¡a obtenida a partir de alineamientos múltiples. En la tabla 7

se listan todos los residuos predichos por cada uno de los serv¡dores como

participantes en ¡nterfases de interacción proteína-proteína en la superfic¡e del dominio

de adenilación de EntF. Para integrar los datos obtenidos por distintos tipos de

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

encuentran involucrados en una interacción proteina-proteína, los residuos se
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clas¡ficaron de acuerdo al número de veces que los servidores los incluyeron como

parte de interfases de interacc¡ón y se combinaron los resultados para generar un

consenso de predicción (Tabla 8). Utilizando el programa VMD: ylsua/ Molecular

Dynam¡cs (Humphrey y cols., 1996; htto:/lwww. ks.uiuc.edu/Research/vmd/) se

mapearon y visualizaron los residuos consenso sobre la estructura del modelo del

dominio de aden¡lacjón y se determinó el potencial electrostático de superficie del

DomA de EntF. Se encontraron 5 zonas sobre la superflc¡e de la proteína con un

potencial electrostático de superficie neutro o cercano a neutro.

t,
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Domanio A de EntF

Figura 7. Esquema del protocolo ut¡lizado en Ia predicción de zonas de
¡nteracción proteína-proteína en la superficie del dominio de adenilación de EntF.
Se generó un modelo comparativo del dominio de adenilación (A) con el programa
Modeller 8v2. El templado estructural (1AMU) del modelo se obtuvo a part¡r del servidor
Phyre. Se generaron alineamientos múlt¡ples usando cuatro algoritmos distintos (3D

Coffe, ProbCons, Clustalw y Muscle), de secuencias de s¡ntetasas 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 util¡zaron como entrada
para cuatro servidores (Cons-PPlSP, DWHISCY, Consurf y ET Viewe0 de predicción
de zonas de interacc¡ón que se basan en la conservación de secuencia. El modelo se
utilizó como entrada para cinco servidores (SHARP 2, lnterProsurf, PPI-Pred'
SPPIDER y PINUP) que buscan ¡a presenc¡a de residuos superficiales frecuentes en
¡nterfases.
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Tabla 5. Programas util¡zados para la predicc¡ón de zonas de interacción
proteína-proteína en el dominio de adon¡lación de EntF.

Nombre Serv¡dor Réferencias

Servidores que ut¡l¡zan solo iñformac¡ón estructural

SHARP2 - A se,.ver lor the predict¡on of
prcte¡n ¡nteract¡on s¡tes on the su¡face af

prote¡n sttuctures.

htlg:/ . vw.bioinformalrcs sussex.ac Jones y Thornton, 1996, Jones y
Thornton, 1997a; Jones y

Thornton, 1997b; N¡urakami y
Jones.2006

uk/SHARP2lsharp2 htÍ¡l

PPllred - Prote¡n Ptotein lnteiase
pred¡ct¡on

http J/www bioinformatics.leeds.ac.uk Bradford y Westhead. 2005
/op¡ pred/

SPPIDER -So/verl acces'¡bilily based
Prcte i n- Prcte ¡ n I nte ña ce

¡ D E ntif ¡cat¡a n a nd Recog n ¡l ¡o n
hltor//soplder cchmc oro/ Porotlo y [,4eller 2007

PINUP Prote¡n bind¡ng
site pted¡ct¡on w¡th an emp¡¡cal scor¡ng

funct¡on

htto://soárks.informalics.¡uDui.edu/Pl
NUP/

Lianq y cols., 2006

lnterProsurf - Prole¡, Protein lnleract¡on
Server

httoJ/curie.ulmb edu/orosuri.html
/Negi 

y cols.,2007

Servidores que ut¡l¡zan informac¡ón estructural y de secuenc¡a

cons-PPISP - consersus prote¡n pratein
¡ nter action s¡te p re d ¡ct¡on

httor/oipe.scs.fsu edu/opisp.html
Zhou y Shan, 2001; Chen y Zhou,

2005

WHISCY - what ¡ntormat¡on does surlace
canseNat¡on y¡eld htlo://www.nmr-chem.úu.nl/wh¡scv/ de Vr¡es y cols., 2006

Conssurl - Server fol the ldent¡ticat¡on ot
Funct¡onal Regions ¡n Prcte¡ns

httD://consurf.tau ac ill
claser y cois. 2003; Landau y

cols.2005

El\iewet - Evolut¡onary Trace v¡ewer
httD:l/nrammolh.bcIl.t¡tc.edu/!&ccvi Lichtarge y cols., 1996i N¡ihalek y

co|s.,2004; Morgan y c0|s.,2006ew/rndex html
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'f abla 7. Residuos del dom¡n¡o de adenilac¡ón de EntF pred¡chos por cada
método que formarían parte de una ¡nterfase de interacción proteína-proteína.

Nombre Res¡duos predichos que formar¡an parte de una ¡nterfase

Res¡aluos pred¡chos por métodos que ut¡l¡zan información estructural y de secuencia

cons-PPISP -
consensus prcÍein

p@tein ¡nlercct¡an s¡te
186 188 189 190 191 192 1S3 194 228 230 329 330 331 375 376 377 379 380 381 412 428
429 435 446 447 448 449 490 514 515 516 517 518 520 521 522 523 532 s33 534

wHtscY
- what ¡nforñat¡on does

suúace conseNation

123 126129 186 187 188 189 190 191 192197 227 279306307 331 371 374378380382
383 389 394 398 399 400 401 402 403 404 405 406 408 409 41 1 414415417 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. fo,
Lhe ldenl¡icat¡on of

Funcl¡onal Reg¡ons in

21 41 52 54 64 65 68 70 78 84 97 98 100 ',119 120 123 126 161 186 187 188 189 190 191

22725725A271300306307308310331 360371 378380381 383 389 394 398 399 402
4034044064084'11 417 420 422 426 43A 431 435 438 440 442 443 444 446 447 449 453
454 456 462 4S0 506 514 516 518 529 530 531 533 534 535 536 537 538 540 542 545

E.fviewe¡ - Evalut¡anary
Trace v¡ewet

447 438 422 186 383 529 444 123 187 449 389 535 440 126 484 52 4A3 307 191 306 426
446 454 84 534 411 188431 190 537 442 119 371 331 514 97 380 417 435 402 420384
443 456 271 349 533 378 530 538 308 490 506 516 430 39S 394 257 120 189

Residnos pred¡chos por mélodos qus util¡zan información estructural

SHARPz - A se,.ver for
the pred¡ct¡an of prote¡n
¡nterccl¡on síles on lhe

suiace af prctein
structures

A. 21 22 24 25 28 249 366 374 375 378 380 3A1 382 383 412 426 428
8.. 58 62 63 64 72 76 79 95 96 98 100 103 142 143 144 145 146 r5E 157 158 160 161 162
163 164 165
ct 445 459 468 471 473 474 475 478 481 4a2 483 4U 490 492 493 499 500 502 505 506
510 513 5'14 515 516 517 5',18 519 520 521 522 523 524 525 526 542 543 544 545 546 547
548

lntofProsurf - Prolef,
Ptotein lnteñct¡on

Seryet

A: 60 61 62 63 96 97 98 100 373 374 375 408 409 411 38 41 42 87 88172 173 174 176 177

17A 1791819 2021 2223315 342 344 345 346 347
81242627 3a360142 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

PPI-pred* Protelr¡
P¡ote¡n lnleñase

pred¡ct¡on

A:90 114 1'f9122 123 126 130 133 180 183 lB5 186 187 188 189 190 191 192193194197
199 224 225 226 227 228 229 230 25s 219 306 307 308 327 329 330 3s1 332 333 358 384
392 393 394 395 396 397 400 402 403 404 405 4A6 4A7 417 420 422 423 424 435 438 439
440 441 453 456 451 528 530 531 532 533 534 535 536 537 538 539
B: 59 60 6'1 62 63 64 68 71 7276 78 79 81 82 83 85 95 96 97 98 99 100 103 104 11O 120
121 137 13A 140 142143144 145146147 148 149154 155 156 157 158 159 160 161 162
'163 164 165 '166 167 168
Ct 442 443 444 445 446 M7 448 449 451 452 454 458 461 462 471 472 474 475 476 477
478 4AO 481 482 4A3 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 s19 520 521 522 523 524 525 542 543 544 545 546
547 548

SPPIDER -So/ve¡¡l
access¡b¡l¡ty based

Prote ¡n- Prcte i n hte rf ace
¡DEnt¡iicat¡on and

Recogn¡t¡on

18 19 20 21 22 24 25 30 37 59 62 63 64 76 81 83 84 100 119 122 123137 143 155 ',|56 158
160 161 163 164 165170 172 173174't75176 186 187 188 189 '190 '191 192193227 256
257 258 282 283 2A7 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 41 1 412 413 414 41s 416 417 120
422 426 429 431 439 440 442 443 444 445 446 447 448 449 47 5 482 483 485 486 495 498
499501 502 503 505 506 510 514 515 516 51 7 51A 520 521 522 523 524 525 526 527 528
529 530 531 542 543 545 547 548

PINUP - Prote¡n bind¡ng
site pred¡cl¡on with an

emp¡r¡cal scoting
tunct¡on

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 41',| 412 420 431 432
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Tabla 8. Consenso de los datos de predicción por conservación de secuencia y
propensión a la formación de interfases en el dominio de adenilac¡ón de EntF.

Nume¡o de métodos
que eñcuentran los

res¡duos
Lista de R€s¡duos

Consenso de métodos que util¡zan informac¡ón estructuraly de secuenc¡a

1

21 41 54646568707898 100 129 161 193 194 197 228 230 258 279 300 310 329 330
349 360 374 375 376 377 379 382 384 400 401 405 409 4',t2 414 415 428 429 439 44A
462 484 515 517 520 52', 522 5?3 532 545

2
52 84 97 119 120 192 227 257 271 308 381 398 404 406 408 430 431 443 453 454 456
506 5'18 531 536 540 542

3
123 126 1A7 306 307 371 378 383 389 394 399 402 403 411 411 420 422 426 438 440
442 444 490 514 516 529 530 535 537 538

4
186 188 189 190 191 331 3AO 435 446 447 449 533 534

Consonso de las pred¡cc¡ones basadas en inlormación estructural

23 27 28 37 38 41 42 55 68 71 78 82 84 85 87 BB 90 104 110 114 120 121 126 130 133
139 140 141 147 14A 149154 166 168 170 175 177 178 179 180 183 185 194 ',197 199
213 214 224 225 226 228 229 230 24A 249 250 252 253 2s9 260 262 263 267 279 2a3
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 4A5 406 413 414 415 416 423 424 428 429 432 435 438 441 451 452 453
454 456 457 458 459 461 462 464 466 468 472 473 476 477 480 4E7 488 490 492 493
496 497 504 507 508 509 511 512 529 532 533 534 535 536 537 538 539

2

18 19 2A 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 2B'/ 321 342 344 368 371 372 376 377 380 394 400 404 407 417 422 426
431 439 440 442 443 444 446 447 448 449 471 474 478 4A1 484 485 486 495 498 500
50, 503 511519 527 528 530 531 544 546

3

21 24596061 7696 142 157 360 373 378 381 382 383 384 408 409 41 ',l 412 420 445
475 482 483 502 50s 506 510 514 515 516 517 518 520 521 522 525 526 542 543 545
547 548

4
22 64 98 156 165 374 375 499 523 524

5
62 63 100 143 158 160 161 163 164
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3. RESULTADOS.

Se han realizado var¡os estudios para entender el proceso de modificación post-

traducc¡onal de la ¡,4ccE492 in vitro, lo que ha permitido entender la participación de los

genes de la maduración (MceClJ) en este proceso. Sin embargo, no se ha

profundizado en el efecto que la modiflcac¡ón post-traduccional podría tener sobre la

estructura conformación y actividad del péptido. Es por eso que el ob.Jetivo de este

trabajo se centra en el estudio del proceso de modificación posltraduccional in vivo y

en el efecto que esta mod¡flcación tendría sobre la conformación del péptido, y como

consecuencia sobre su actividad. Con respecto al proceso de mod¡ficac¡ón post-

traduccional es de especral importáncia el efecto que la vÍa de síntesis de metabolitos

secundarios que se requiere para Ia producc¡ón del precursor de la &rodificación post-

traduccional, como lo es Ia vía de síntesis de los s¡deróforos de t¡po catecol, podría

ejercer en la actividad de la lvlccE4g2.

3.1. Relación entre la producción de MccE492 activa y la vía de síntesis de

sideróforos de tipo catecol.

La MccE492 se encuentra modif¡cada posltraducc¡onalemente por una

molécula tipo salmoquel¡na, unida covalentemente a la serina 84 de su extremo

carboxilo. El s¡stema de captación de hierro mediado por enteroquelina en

enterobacter¡as es inducido en carencia de hierro. Con anterioridad se ha sugerido que

la enteroquel¡na es el precursor de la modif¡cación post-traduccional de la MccE492,

pues al crecer las cepas productoras en medios r¡cos en hierro se observaba una

inhibición de la modificación post-traduccional (Vassiliadis y cols., 2007). S¡n embargo,

nada se mencionó con respecto al efecto que tiene la producción de enteroquelina en
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la actividad bactericida de la MccE492. Esta act¡v¡dad bactericida puede ser evaluada

cual¡tativamente mediante la observación de halos de inhib¡c¡ón de crec¡m¡ento sobre

césped de células sensibles.

3.1.1. Mutantes el la vía de síntes¡s de enteroquel¡na producen MccE492 inactiva.

Como se ha mencionado con anter¡oridad la vía de síntesis de enteroquelina se

divide en dos etapas: la primera en la que part¡c¡pan EntABC para la producción de

DHB a partir de cor¡smato, y la segunda catalizada por EnIBDEF que permite la

producción del trímero cíclico de DHBS (enteroquelina) a partir de DHB, Ser y ATP.

Esta enteroquelina puede ser glucosilada por lroB o MceC para dar lugar a sus

derivados glucosilados o salmoquelinas (Figura 8).

Con el fin de determinar si in v¡vo la entero{uelina es un precursor en la

producción de la modificación post-trad;ccional, cepas mutantes en genes quá afectan

a cada una de las dos etapas de la síntesis de enteroquelina, se tlansformaron con el

plasmidio pJEM15, que codifica para un sistema sobre-productor de MccE492. Se

utilizaron las cepas de E.col¡ H5311 (enlC)', y ER1 100 (enfF). En la figura I A se

observa que ninguna de las cepas mutantes en genes en la vía de sfntes¡s de

enteroquelina produce un halo de inhibic¡ón de crecimiento sobre un césped de células

sensibles. Se purificó MccE492 desde estás cepas y se analizó la producción de

MccE492 med¡ante hibridación weslern (Figura 9 B), comprobándose que estas cepas

producen el péptido, pero que éste no presenta act¡v¡dad bactericida. Estas muestras

purificadas se analizaron mediante MALDI-TOF-MS y se determ¡nó que no se

encontraban modificadas posttraducc¡onalmente, pues no presentaron ninguno de los

picos correspondientes a los pesos de las formas mod¡ficadas (Figura l0).
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Figura 8, Resumen de la vía de síntesis de sideróforos de tipo catecol. Esquema
que resume la síntesis de sideróforos de tipo catecol en dos etapas. La pr¡mera va
desde el corismato hasta el ácido 2,3-dihidrox¡benzoico (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 cult¡vo a una concentración de 10 mM.
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entc-

A E. coll /pJEM'15

entF s/vestre

Mffi

Figura 9. Producción de MccE492 inactiva en cepas mutantes en la vía de
síntesis de enteroquelina. A. Alícuotas de 3 ¡.rL de cultivo líquido crecido toda la

noche de E. coti H5311 (entc), E. coliER1100 (entF) y E. col¡VCS2s7 (si/vesfre) que
poseen el sistema pJEM15 sobre-productor de MccE492 fueron sembradas sobre
palcas de ésped sens¡ble (E. coli BL21 (DE3)) y la actividad bactericida fue
determinada mediante la aparición de halos de inhib¡ción de crecimiento. B. SDS-
PAGE e hibridac¡ón western de muestras de MccE492 purificada desde las cepas
mencionadas en A (1, entc; 2, entF; 3, si/vesfre) se realizó como se describe en
Materiales y Métodos.

B
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Figura 10. Espectros MALDI-TOF-MS de MccE492 purificada desde cepas
mutantes en la vía de síntesis de enteroquel¡na. Muestras de MccE492 purif¡cada

desde las cepas E coli H5311 (entc), E. coll ER1100 (entF) y E. coli VCS257
(s,Tvesfre) 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 láser aplicados a d¡ferentes puntos
tomados al azar.
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Todas las muestras analizadas purificadas desde las d¡ferentes cepas muestran un

pico correspondiente a la MH. de la MccE492 no modificada (7887 Da), siendo los

pesos encontrados de 7885 Da para a¡slada desde la mutante enfc, y de 7892 Da

para la entF y de 7885 para la aislada de la cepa silvestre. Solo la MccE492 pur¡f¡cada

desde la cepa de E. coli silvestre presentó los otros tres picos correspondientes a las

formas modif¡cadas de la MccE492 con unos pesos calculados y encontrados de 8269

y 8272 Da para la modiflcación correspondiente a Glc-DHB; 8491 y 8495 Da para la

Glc-DHBz; 8715 y 8718 Da para la Glc-DHB3 respectivamente. Con los experimentos

,l
anteriores establecimos que la enteroquelina es ,n vlvó el precursor de la modificación

postraduccional de la MccE492.

3.1.2. Los derivados glucosilados de enteroquelina utilizan priricipalmente el

receptor F¡u para ingresar a células de E coli. 1

El receptor de sideróforos lroN codificado en el locus iroA, responsable de la

producción y utilizac¡ón de salmoquelinas, h'a sido descrito como el receptor para

moléculas de tipo enteroquelina glucosilada. Solo cepas patógenas de S. enterica, K.

pneumoniae y E. coli cod¡fican para el locus ¡roA, por lo que este locus se ha ásociado

a virulencia en enterobacterias. Debido a la presencia de este receptor específico en el

locus r'roA se especulaba que las salmoquel¡nas sólo podían ser internalizadas por

cepas que expresaran lroN (d¡scutido en Sm¡th,2007). S¡n embargo con anterioridad

en el laboratorio habiamos determ¡nado que las salmoquel¡nas DGE (enteroquelina

diglucosilada) y MGE (enteroquel¡na monoglucos¡lada) eran capaces de ingre§ar a una

célula de E. coli y servir como sustratos para la mod¡ficación postraduccional de la

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

sideróforos de tipo catecol: FepA, Fiu y C¡r; que internalizan con diferente af¡n¡dad los



sideróforos enteroquelina y sus derivados de hidrólisis (Hantke, 1990). Para evaluar si

la internalización de los derivados glucosilados de enteroquelina poseÍan mayor

af¡n¡dad por alguno de los receptores de E. coli, se transformaron las cepas H1876

(fepA', fiu-, cif), H1875 (fepA', fiu-, cir') y H1594 (fepA', fiu-, crr') con pJEM15 y npB4

(mceC'). Como se observa en la figura 11 las tres cepas anal¡zadas fueron capaces de

produc¡r halos de inhibición de crecimiento en un césped sensible al ser transformadas

con pJEM15. Las cepas transformadas con npB4, mutante en el gen de la madurac¡ón

mceC, no presentan halos de inh¡bic¡ón. Al ser trans@mplementadas con los derivados

mono (MGE) y di (DGE) glucosilados de enteroquelina, la cepa que expresa el receptor

Fiu (E. coll H1875) produce un halo de inhib¡ciÓn de crecimiento muy parecido a su

control (E. coli H1875/pJEM15), en cambio la que no expresa este{receptor (E. coll

H1594) produce un halo de inh¡bición tenue. Concluimos que tanto la salmoquelina

MGE como ta DGE estarían ut¡lizando pr¡ncipalmente el réceptor de membrana externa

F¡u para ¡ngresar a la célula de E. coli y ser ut¡l¡zadas como sustrato para la
,

modificación.

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

La enteroquelina es el precursor de las moléculas de salmoquel¡na con las que

se mod¡fica la MccE492, por lo que mutantes en la vía de síntesis de estos sideróforos

solo producen MccE492 no-modificada y s¡n act¡vidad bacteric¡da. El fenot¡po de estas

mutantes debería revertirse al agregar al medio de cult¡vo un producto posterior a la

acción del producto génico del gen mutado. Para comprobar esta hipótesis se

realizaron ensayos utilizando las sigu¡entes cepas de E. coti: H5311 mutante en enfc,

que participa en la primera etapa de la vÍa de síntes¡s, a la cual se le adicionó DHB,

ERl 100A mutante en enfF, que actúa en la segunda etapa de la vía de síntes¡s, con
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pJEM15 npB4 (mceC')

E. coliH1876
(fepA fiu cir )

E. coliH1B75
(fepA' fiu'cir' )

E. coliH1594
(fepA. fiu cir')

+MGE +DGE

Wffiffiffi
iffiffiffi;ffi
-& m:i.ffi#,. ffiI ^Íi_. _

Figura 11. Transcomplementación con MGE y DGE de cepas de E. coli mutantes
en receptores para s¡deróforos de tipo catecol. Se sembraron alícuotas de 3 pL de
cultivos líqu¡dos de las cepas deE. cotiH1876 (fepA, fiu , ci), H1875 (fepA , fiu', cir)
y H1594 (fepA-, f¡u, clr*) transformadas con pJEMl5 o con npB4 sobre placas de
césped sensible. La transcomplementac¡ón se realizó depositando sobre la alícuota
seca del cultivo, alícuotas de 3 pL de las salmoquelinas MGE o DGE 1 mM. Después
de ser incubadas l8 h a 37"C se observó la aparición de halos de inhibición de
crecimiento.
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enteroquel¡na diglucosilada (DGE); y la cepa K12 entB , siendo EntB una enzima bi-

funcional que actúa en ambas etapas de la vía de síntesis, con DGE, De estos ensayos

de transcomplementación se observaron halos de inhibición de crecimiento, como

indicador de la producción de MccE492 activa, en las mutantes en entc y enlB, pero no

en el caso de la cepa mutante en enfF (Figura 12). Para descartar que esta resultado

sea producto de algo inusual en esta cepa, se realizaron ensayos con dos cepas

ad¡cionales tamb¡én defic¡entes en el gen enfF, la cepa HR'1300H AentF y la cepa

H1885 AentDF, las cuales fueron suplementadas con DGE. En estos dos casos

ad¡cionales obtuvimos el mismo resultado que con la cepa inicial enfF-, es decir no se

observó la producción de halos de inhibición de crecimiento. Todbs las cepas fueron

evaluadas en su capacidad para producir sideróforos 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 óontrol

pos¡t¡vo, Ias cepas mutantes AenfF y AentDF fueron transformadas con el plasmidio

pACYC-EntF, que expresa el gen enfF clonado en un vector compatible con aquel que

contiene el slstema productor de MccE492 (Figura '1.2). De este modo fue posible

obtener la complementac¡ón completa de fenotipo con la formac¡ón de halos de

¡nh¡bición de creclmiento y producción de sideróforos. De estos resultados podemos

deduc¡r que el producto génico de enfF es necesario para producción de MccE492

act¡va en un proceso d¡stinto a Ia producción de enteroquelina como precursor de la

molécula con la cual este péptido se modifica posftraduccionalmente.
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E. coli /pJEM15

enlc'

entF

entB'

¡enfF

Ae/rfDF

AENTF

+pACYC-EntF

AENÍDF
+pACYC-EntF

Activ¡dad

.i-;'jmj.,,,

IIIIII rDGEIIIIIIIIII

CAS

Figura 12. Recuperación de la actividad bactericida en cepas def¡cientes en la vía
de síntes¡s de enteroquelina med¡ante transcomplementación y
complementac¡ón. Alícuotas de 3 pL de las cepas de E. coli mutantes en la vía de
sfntesis de enteroquelina H5311 (enfc-), ER1100A (entF ), K'12 (enfB), HR13O0H
(AenfF) y H1885 (AenfDF) transformadas con el sistema productor de MccE492
(pJEM15) fueron suplementadas con I mM de DHB o DGE (derecha). Las cepas
HR1300H (AenfF)/pJEM'15 y H1885 ( enfDF)/pJEM15 fueron complementadas con el
plasm¡d¡o pACYC-EntF (abajo). Se determinó la producción de sideróforos t¡po catecol
sobre placas CAS y actividad la bactericida sobre placas de césped sensible.
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3.2. Construcción de un modelo molecular de la s¡ntetasa de péptidos no-

ribosomal EntF de E cori.

EntF es una sintetasa de péptidos no-ribosomal con cuatro dominios

funcionales, necesaria para la producción de MccE492 activa, ya que participa en la

síntes¡s del precursor para la modif¡cación post{raduccional de este péptido

bacteric¡da. Nuestros resultados indican que su partic¡pación en la producción de

MccE492 activa no se limita a la síntesis del precursor enteroquelina, sino'que tendría

una func¡ón adicional en este proceso que aún no se ha investigado. Para comprender

la función dual de EntF en la producc¡ón de MccE492 activa nos propusimos dos

hipótesis de trabajo. Una de las posibilidades es que uno o más de los dominios de la

sintetasa EntF participe en la formación del enlace éster entre l? molécula de

salmoquelina y la serina 84 del péptido, a ésta la denominamos hipótesis catalítica.

La otra posibilidad es que uno o más de los domin¡os de EntF reclute o sirva de ancla.ie

para las proteínas de la maduración propias det sistema productor de MccE492

(MccClJ) encargadas de la catálisis del enlace éster, a esta la denominamos hipótesis

de interacción.

EntF es una proteína de 104 kDa, implicada en la síntesis de los sideróforos

enteroquelina y salmoquelina en enterobacter¡as. Esta compuesta por cuatro dominios

independientes que poseen cuatro actividades catalÍticas diferentes: de condensación,

de adenilación, de unión de péptidos, y tioesterasa. La hipótesis catalítica se sustenta

en la observac¡ón de que el enlace éster presente entre la ser¡na 84 y la salriroquelina

es s¡milar a los que ocurrgn en la sÍntes¡s de lípidos, polikétidos y aná¡ogo al enlace

am¡da presente en péptidos de síntesis no-ribosomal. Todas estas vías de síntesis son
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homólogas y catal¡zan reacc¡ones similares que comparten la necesidad de un

carbox¡lo para la aden¡lac¡ón, un ¡ntermediario covalenle entre el carboxilato y una ACP

(acyl garrier protem) o PCP, y un grupo alcohol que funciona como aceptor, que para el

caso de la modificación post{raduccional de la MccE492 podria tratarse de la

act¡vación del carboxilato de la serina 84, la formación de un ¡ntermediario covalente y

su posterior transferencia al alcohol de la glucosa. Esta última reacción es catalizada

por acil transferasas, grupo de enzimas con las cuales la proteína de la maduración

Mcel comparte similitud. Para el caso de la hipótesis de interacción en que EntF

funcionaría como proteína de anclaje o reclutadora, esta sintetasa deberÍa presentar

zonas de interacción proteína-proteína. Una de sus posibles func¡ones como proteína

de anclaje podrÍa ser disminulr la concentración crítica de los sustratos y enzimas

implicadas en la producc¡ón del enlace éster y permitir el uso de la entetoquelina como

sustrato de la modificación antes de que sea secretada al medio extracelular.

Debido a la falta de información estructural acerca de este t¡po de sintetasas, no

nos era posible diseñar mutantes en putativos residuos catalíticos o de interacción,

para discernir entre alguna de las hipótesis antes eipuestas. Por esta razón nos

decid¡mos ha realiza¡ un anál¡s¡s bio-informático 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 pr¡mera etapa consistió en la búsqueda de patrones

estructurales, para usar como templados o moldes en el proceso de modelam¡ento,

ut¡lizando el servidor de thread¡ng 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

múltiples para posteriormente alinear la secuencia de EntF con los patrones

estructurales encontrados. Para esto se realizó un PsiBlast de 4 ¡teraciones y 8000
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secuenc¡as cada una. Para depurar las secuencias obtenidas por PsiBlast se util¡zó

como cr¡ter¡o que las secuencias tuvieran un tamaño parec¡do a EntF (entre 1200 y

1400), de modo de asegurarse de que se trate de ortólogos y no de parálogos.

La mayoría de las secuenc¡as encontradas que tienen un tamaño entre 1200 y

1400 residuos poseen una ¡dent¡dad de secuencia con EntF entre un 20-35%. Un

conjunto de 50 secuencias que cumplían la condic¡ón de ortología fueron alineadas con

la secuencia patrón (EntF de E. col¡ K12) utilizando cuatro métodos diferentes de

alineamiento múltiple, con los cuales se creó manualmente un al¡neamiento consenso.

Los patrones estructurales y los al¡neam¡entos consenso fueroh ut¡l¡zados como

entrada para el programa Modeller 8v2 y se obtuvieron modelos de cada dominio de

forma ¡nd¡vidual. En la figura 14 se muestran los, modelos de cada dominio,

seleccionados y evaluados con los programas Prosa ll y Verify3D. 
Á

Es importante destacar que en el caso del modelo generado para el dominio de

adenilaclón se observan dos sub-dominios. La $resencia de abundantes moléculas de

aguas cristalográfica en el surco que se forma entre ambos sub-dominios en

templado de este modelo sug¡ere que éstos podrían ser móviles dentro de

estructura.

Una vez obtenidos los modelos para cada dom¡nio de EntF se realizó un

anális¡s de mutaciones correlacionadas para predecir interacciones entre pares de

res¡duos ubicados en diferentes dominios (inter-dominio) y dentro del mismo dom¡nio

(intra-dominio), con el fin de situar estos dominios en el contexto de la estructura de la

sintetasa completa.

el

la
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(1293aa)
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Figura 13. Esquema de la secuenc¡a de EntF, sus dominios y homólogos
estructurales. Dentro de la secuencia de EntF de E- coli K12 de 1293 residuos, es
posible dist¡nguir cuatro dominios definidos por pfam. De am¡no (N) a carbox¡lo (C)

terminal encontramos: el de condensación, adenilac¡ón, PCP y tioesterasa. Con el
servidor Phyre se encontraron y seleccionaron homólogos estructurales para cada uno
de estos dominios con los identif¡cadores (lD) del PDB (protein Qata bank) y
porcent4es de identidad (% lD) que se ind¡can.
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Figura14.Modelosobten¡dosparacadaunodelosdominiosdeEntF.Vistadelos
,áU"fo. obtenidos para el dominio de condensación (A), adenilación (B), PCP (C),

iio"ii"r""" (D). En amarillo se muestran los putativos aminoác¡dos cata{íticos 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 f¡ltraron para pares de residuos que presentaron

índ¡ces de correlac¡ón mayores a 0,6 con ambos métodos y luego se seleccionaron

solo aquellos pares con una alta accesibilidad a solvente. En la representac¡ón gráfica

de estos resultados que se muestran en la figura 15, se observan interacciones

d¡scretas entre pares de residuos ub¡cados en diferentes domin¡os (inter-dominio). Por

ejemplo, observamos que el dom¡n¡o de adenilación posee res¡duos correlacionados

con otros ubicados en el dominio de condensación y en el dominio tioesterasa, así

como también se observa un par correlacionado entre el dominio PCP y el tioesterasa.

Este resultado sugiere interacciones transientes o dinámicas entre los diferentes

dominios de EntF. Tarirbién se observan ¡nteracción intra-dominio para el dominio de

adenilación, lo que sugiere interacc¡ón entre diferentes zonai de la superficie de este

dominio y posiblemente entre los dos sub-dominios móv¡les.
I

Ut¡lizando la información obtenida del análisis de mutac¡ones correlacionadas

se construyó un modeto para la sintetasa compteta (Figura 16). Del análisis de los

datos obtenidos en el proceso de modelamiento, asÍ como del modelo flnal se pudo

concluir que los dominios de EntF deben intetactuar de manera secuencial durante el

proceso de catálisis, lo que explicaría como es que esta sintetasa pohdrí" s"r

intervenida por otras proteínas. El dominio de adenilación presenta una zona libre de

interacc¡ones, en la superficie del sub-dominio mayor, que lo conv¡erte en un buen

candidato para la ¡nteracc¡ón con otras proteínas. Además este domin¡o reconoce

específicamente serinas y posee una actividad catalítica de activación de AMP

compatible con la formación del enlace entre la serina 84 de la m¡crocina y la molécula

tipo salmoquelina con Ia que se modifica posltrad ucc¡onalmente.
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Correlación > 0.6

Figura 15. Representac¡ón gráf¡ca de los resultados obten¡dos del análisis de
mutaciones correlacionadas. Los cuatro dominios de EntF están representados con
los colores naranja para el de condensación, verde para el de adenilación, azul para el
PCP y rojo para el tioesterasa. Las líneas se trazaron entre pares de residuos dentro
de la secuencia de EntF que presentaron correlac¡ones mayores a 0,6 (izquierda). Se
seleccionaron de estos pares de residuos aquellos que presenta una alta acces¡bilidad
al solvente (derecha).
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Figura 16. Modelo molecular de la sintetasa EntF de E. coli. En naranjo el dominio
de condensación (C), en verde el dominio de adenilación (A), en azul el domin¡o de
un¡ón a proteína (PCP) y en rojo el dominio t¡oesterasa (TE) A. Vista del modelo
molecular de EntF. B. Esquema del modelo de EntF en el que las flechas indican las
interacciones dinám¡cas inter-dominio, las uniones móv¡les entre dominios y la zona
amarilla donde se concentran las ¡nteracciones entre residuos.
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3.3. La producc¡ón de MccE492 activa requiere solo del dominio de adenilación

de la sintetasa EntF.

Como se menc¡onó, EntF posee cuatro dominios independientes, con

actividades cataliticas o aceptora de péptidos diferentes, todos los cuales son

necesarios para la producc¡ón de enteroquelina. Sin embargo es razonable pensar que

no todos estos dom¡n¡os y/o sus actividades sean necesarios en la producción de

MccE492 activa. La información entregada por el modelo molecular apuntan al dominio

de adenilación como el posible implicado en la producc¡ón de MccE492 activa. Para

determ¡nar si alguno de los dominios de EntF es o son dispensables en el proceso de

modificación de la MccE492, se hic¡eron construcciones que expresan combinaciones

de estos dominios. Se evaluó si algunas de las construcciones eran capaces de

complementar la producción de M,ccE492 act¡va en una gepa m.utante en EntF

suplementada con salmoquelina. Se transformaron las construcciones'gn los dominios

de EntF (pACYC-A-PCP-TE, pACYC-A-PCP y pACYC-A) sobre la cepa ER1300H

(Aen¡D/pJEM15. Todas las cepas obtenidas eran defectuosas en la producción de

enteroquelina, como se comprobó al crecerlas sobre placas indicadoras CAS (Figura

17). A su vez, todas estas construcciones fueron capaces de produc¡r halo de inhibición

de crecim¡ento al ser transcornplementadas con salmoquelina DGE, por lo que se

puede concluir que el dominio de adenilación (A) de EntF es suflciente para la

modificación posltrad uccional de la MccE492 ln ylyo. Este resultado concuerda con las

conclusiones obtenidas del modelo 3D de esta s¡ntetasa, que apuntan a este dominio

como el candidato más probable para participar con un papel dual en la producción de

MccE492 activa.
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Actividad

E coli AenfF/pJ EM 1 5

+ pACYC-EntF

-

+ pACYC-A-PCP-TE

-

+ pACYC-A-PCP

I

+ pACYGA

I

F¡gura 17. La producción de MccE492 activa requiere del dominio de adenilación
de EntF. Las cepas de E. coli (AenrD ER1300H/pJEM'15 transformada con las
construcc¡ones pACYC-A-PCP-TE, pACYC-A-PCP y pACYC-A. Alícuotas (3 pL) de
cultivos se crecieron sobre placas CAS, para determinar la producción de
enteroquelina y sobre placas de césped sensible para determinar la producción de
MccE492 activa. Alicuotas de estas cepas se transcomplementaron con 3 ¡:L de
salmoquelina DGE (panel derecho). Se utilizó como control negativo la cepa
ER1300H/pJEM15 y como control positivo la misma cepa complementada con el
plasmidio compatible pACYC-EntF.

i DGE
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$--ffi',
.

CAS
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Estos experimentos nos permiten acotar la participación de EntF en la

mod¡ficación postraduccional de la MccE492 a uno de sus dominios modulares (el

dom¡nio de aden¡lación), pero no permiten discernir si la participación de este dom¡nio

es med¡ante su actividad catalít¡ca o si se trata más bien de un rol en el reclutamiento

de la maquinaria de modificación compuesta por las proteínas de ¡a maduración

propias del sistema productor de MccE492.

i

3.4. Pred¡cc¡ón de residugs catalíticos y zonas de interacción proteína-proteína

en el dominio de adenilación de EntF.

Para establecer s¡ la participac¡ón del dominio de aden¡lación de EntF está

mediada por las interacciones proteína-proteína que establece este dom¡nio o por su

act¡Vidad catatítica, Se diseñaron mutantes que afectan cada una de estas funciones.

No se cuenta con información acerca de residuos catalÍticos de este dominio de

adenilación, así como tampoco de residuos involucrados en zonas de interacción, por

lo que se hizo un anál¡sis bio-¡nformático para poder Prf,tecir Posible blancos que
at

mediante mutagénesis permitan cónfirmar alguna de las h¡p'ótesis planteadas para el

rol de EntF en la producción de MccE492 act¡va,

El diseño de una mutante en el dominio de aden¡lac¡Ón que afecte su actividad

catalitica requiere conocer Cuales son éi o los residuos involucrados en la catál¡Sis o la

estructura del dominio cr¡stalizada con su Sustrato. Debido a que hasta el momento no

se cuenta con esa información, el diseño de Ia mutante se hizo a través de un estudio

comparativo enlre este dominio y dominios homólogos, cuya estructura cristalográfica

ha sido obtenida en presenc¡a de sus sustratos. El dom¡nio de adenilación de EntF

pertenece a la superfamil¡a de "enzimas formadoras de adenilato" y para ellas se han

descrito residuos COnservados con posible part¡clpaciÓn en la actividad catalítica de
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estas enzimas. En la figura 18 se muestra el alineam¡ento entre el domin¡o de

adenilación de EntF y seis homólogos cuya estructura ha s¡do cr¡stalizada en presencia

del sustrato. 'IAMU es la estructura cristalográfica a 1,9 A Oe resolución del dominio de

adenilación de la sintetasa del péptido cíclico gramic¡d¡na S, obtenida en presencia de

sus sustratos AMP y fenilalanina (Conti y cols, 1997). En este alineamiento

destacamos con triángulos aquellos aminoácidos que en la estructura de lAMU se

encuentran a menos de 5 A del A[,4P presente en el cristal. Esta es la estructura

presente en el banco de datos que comparte el mayor porcentaje de identidad con el

dom¡nio de adenilación de EntF.

En el alineamiento múltiple se pueden observar las 10 regiones conservadas

descritas para dominios de aden¡lación denominadas de A1-10 (Marahiel y cols., 1997).

La ubicación de estas regiones en lalestructula cristalográfica de lAMU-muestra que la

mayor parte de ellas están cerca del sitio activo de esta enzima y pr¡ncipalmente en ta

región de unión a ATP. Destacados en amarillo se muestran los residuos conservados

en toda la familia de enzimas. Con una flecha se señala el residuo de EntF E750. Este

corresponde al residuo 8327 de la estructura 1AN/U. Se ha predicho que E327 y sus

equivalentes en los otros dom¡nios de la superfamilia partic¡pan en lá estabilización de

la carga del ion Mg*2 acomplejado con el ATP, facilitando el ataque nücleofílico del

grupo carbox¡lato sobre el fosfato alfa del ATP necesario en la formación del aminoacil-

AMP. Esto lo que se convierte en un buen candidato para una mutagénesis puntual

que elimine la actividad catalítica del dominio de adenilac¡ón de EntF.

Para predecir posibles zonas de interacción proteína-proteína en la superflcie

de Ia estructura del dominio de adenilación de EntF se utilizaron dos aproximaciones.

La primera está basada en la conservación de secuencia, para lo cual se utilizó el

modelo del dominio y nuevos alineamientos en los que se incluyó solo aquellos
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Figura 18. Alineamiento entre el dominio de adenilac¡ón de EntF y se¡s de sus
homólogos de estructura conocida. Las regiones conservadas A1-410 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 triángulos se marcan los residuos que se encuentran a 5 A o menos del
sitio act¡vo en la estructura de 1AMU. Con una flecha se destaca el residuo E750 de
EntF.
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homólogos de EntF que poseen Ia misma estructura modular, es decir que

hacia el amino del dominio de adenilac¡ón se encuentre un dom¡nio de condensación y

hacia el carboxilo un PCP. Con esta información se alimentaron cuatro servidores

diferentes (Figura 19 A). Mediante esta aprox¡mac¡ón se observaron tres parches de

interacción en zonas d¡stintas al surco del sitio activo, el cual presenta la mayor

conservación de secuencia. En la segunda aproximación se util¡zó el modelo del

domino para alimentar cinco diferentes servidores que buscan residuos frecuentes en

interfaces en la superf¡c¡e del modelo (Figura 19 B). Los parches I'y ll se encuentran en

el sub-dominio mayor, el pr¡mero en el extremo amino y el segundo alejado del sitio

activo, mienlras que el parche lll se encuentra en el dominio menor, cerca del extremo

carboxilo. El análisis de potencial electrostát¡co de superficie (Figura 19 C) muestra que

todos los parches predichos poseen un potencial neutro, lo que permltiría su

partic¡pación en una interfase de ¡nteracciÓn, siendo el parche de potencial más neutro

el lll, seguido por el parche ll y el l. En la figura 20 se muestran lostres¡duos que serían

posibles btancos de mutagénesis dentro de la estructura del modelo del dominio de

adenilación de EntF. En rojo se muestran los residubs que muestran la mayor

conservación de secuencia, ellos forman un surco o s¡t¡o activo dentro del cual se

encuentra el residuo E750, que es nuestro putativo residuo catalít¡co. Tambien se

muestran los tres parches predichos como zonas de interacción proteína-proteína. La

cercanía de los parches ly lll, dentro del modelo de la sintetasa completa, con los

extremos amino y carboxito terminal sugiere que corresponden a zonas de Interacción

con el dominio de condensación y PCP respectivamente. EI parche ll no puede

asociase fácilmente con interacción de otros dominios de EntF y muestra el mayor

número de residuos consenso, lo que sugiere que es un probable sitio de ¡nteracción

con otras proteínas.
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Figura 19. El dom¡n¡o de adenilación de EntF presenta tres zonas de interacción.
Los residuos relevantes para posibles interfases obtenidos por anál¡sis de
conservación de secuencia (A), y predicción de sit¡os de interacción basado en la
estructura (B) Se mapearon en el modelo del dominio A y se colorearon según el
número de veces que fueron incluidos por los distintos métodos (leyenda). El análisis
de potencial electrostático de superficie (C). I, ll y lll indican los parches de interacción
encontrados. Para detalles sobre la metodologf a ver sección 2.2.24.
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Sitio de lnte¡acc¡ón
dominb PCP (lll)

Nuevo sitio de interacción (ll)

F¡gura 20. Res¡duos dentro del dominio de adenilación de EntF que son posibles
blancos de mutagénes¡s sitio-dirigida. Se muestran los residuos más conservados
(rojo), el putat¡vo residuo catalít¡co (verde), los res¡duos que forman parte de zonas de
interacción prote¡na-proteína pred¡chos por cuatro o más servidores (azul oscuro) y por
tres servidores (celeste).
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3.5. La actividad catalítica del domin¡o de adenilación de EntF no es necesaria en

la madurac¡ón de la MccE492.

Se realizó la mutagénesis sitio dirig¡da cambiando el residuo E750 del dominio

de adenilación de EntF por una alanina (E750A). En la figura 21 A se señala la

ubicación del ll4g-'? que forma el comple.jo Al\,4 P- Mg.'?y el residuo E327 de lAlilU

equivalente al residuo E750 de EntF. Al ¡ntroducir esta mutac¡ón se observó que

afectaba la producción de enteroqúelina evaluada sobre placas CAS (Figura 21 B).

Este resultado indica que el residuo E750 del dominio de adenilac¡ón de EntF es

esenc¡al para su activ¡dad catalítica. Sin embargo, al transcomplementar con

salmoquelina DGE Ia cepa de E. coli que expresa la sintetasa con la mutación puntual

E7504 en EntF se obtuvo actividad bacteric¡da. Este resultado permite concluir que la

act¡v¡dad catalítica de este dominio no es necesaria para la producc¡ón de MccE492

activa, y apoya la hipótes¡s que EntF y en particular su dominio de adenilación,

participa en la modificac¡ón postraduccional de la MccE492 m vlvo como p[oteína

reclutadora de la maquinaria de mod¡f¡cac¡ón, pos¡blemente ¡nteractuando con una o

más de las proteínas de la maduración MceClJ ([,4ercado y col§., 2008).
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Figura 21. Efecto de la mutagénes¡s puntual E750A en el dominio de adenilación
de EntF. A. V¡sta del sitio activo de la estructura de IAMU en la cual destacan AMP-
Mg.'?y el res¡duo E327 equivalente al E750 de EntF. B. Una cepa mutante en el gen
enfF (ER1300H) que porta el sistema productor de MccE492 (pJEMlS) tue
transformada con el plasmid¡o compatible que porta la mutante E7504 de EntF. Se
midió 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 proporción de MccE492 modificada post-trad uccionalmente aumenta

conforme aumenta la expresión de los genes de la madurac¡ón.

Otro objet¡vo de este trabajo era ahondar en el efecto que tiene Ia modificación

post-traduccional de la MccE492 sobre su estructura, conformación y actividad. Con el

fln de estudiar que ocurre con la proporción.de MccE492 mod¡ficada pos!

traduccionalmente al aumentar el número de copias de los genes de la madurac¡ón, se

evaluó mediante MALDI-TOF-MS la cantidad de MccE492 modif¡cada a partir de

muestras pur¡f¡cadas desde cepas productoras que sobre-expresan diferencialmente

los genes de la madurac¡ón. Como se observa en la figura 22, ds posible d¡stinguir la

forma no-modificada y las tres formas descritas de microcina modificada\en una

puriflcación proveniente de una cepa de E. coli que posee el plasmidio con el sistema

sobre-productor pJEM15, con una relación entre la forma no-mod¡ficada y rod'lfi""d,

de 1:0,7. Esta relación aumenta a 1,:1,5 al sobre-expresar los genes de la maduración
!

n?celJ (pT7-lJ) y a 1:1,1 al sobre-expresar el gen de la maduración Í,cec (pT7-C). Por

el contrario, esta relación baia a 'l:0,5 cuando a esta 
?epa 

se lé introducp un plasmidio

compatible que sobre-expresa el gen estructural de la MccE492 y su inmun¡dad (pT7-

AB). No se observan formas modificadas en los espectros obten¡dos de purificaciones

desde cepas mutantes en los genes de la maduración mceC (npB4) y rncel (np45).

Estos resultados muestran que al aumentar Ia expresión de los genes de la

madurac¡ón se produce un aumento en la proporc¡ón de MccE492 modificada post-

traduc¡onalménte.
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Figura 22. Efecto de la sobre-expresión de los genes de la maduración y del gen
estructural sobre la proporción de MccE492 modificada post-traduccionalmente.
Los espectros fueron obtenidos mediante espectrometría de masas (MALDI-TOF)
desde muestras purificadas desde las siguientes cepas de E. cori sobre.productoras de
MccE492 (pJEM15) que sobre-expresa el gen estructural rnceA (pT7-AB); los genes de
la maduración (pT7-U o pT7-C); y mutantes en los genes de maduración (npB4 mceo-
o np45 mcel-). En rojo se muestran las proporciones de MccE492 no-modificada versus
modificada, que se calculó como el área bajo el pico correspondiente a la forma no-
modiflcada con respecto a la sumatoria de las áreas bajo los picos de todas las formas
modificadas.
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3,7. La capacidad de formar fibras amilo¡des es inversamente proporc¡onal a la

cant¡dad de MccE492 modif¡cada y a la actividad bactericida.

Hasta el momento se han descr¡to dos act¡v¡dades biológ¡cas para la MccE492,

la activ¡dad ant¡bacter¡ana y la actividad c¡totóx¡ca sobre células tumorales. Se obt¡ene

una mayor actividad citotóxica cuando la MccE492 se encuentra agregada formando

fibras de tipo amiloide (Estrada, 2005; García, 2008; Esfada y cols., manuscrito

enviado para su publ¡cac¡ón). Para establecer una relación entre el nivel de

modif¡cación post-traduccional, la actividad bactericida y la capacidad de formar fibras

de amiloide se cuantificó la actividad bactericida de muestras purificadas de MccE492

con diferentes proporciones de forma mod¡ficada y se sometieron a un proceso de

agregación ¡n v¡tro para cuantificar la producción de amilojdes. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 23, y en ellos se observa que las muestras

provenientes de mutantes en genes de la maduración. (npB4 o np45) no poseen

actividad bactericida y presentan una mayor tendencia a la agregación. Las muestras

fueron sometidas a un protocolo de agrégacióñ in vitro, que consistió en una

incubación en un amortiguador a pH neulro durante 15 h a 37"C con agitación y la

agregac¡ón se cuantiflcó por el método del RC. Las müestras de MpcE492 que

contenían una mayor proporción de pépt¡do mod¡f¡cado, como las que provienen del

sistema productor (pJEM15) y aquellas'que sobre-expresan los genes de la

madurac¡ón (pT7-C o pT7-lJ) presentaron una menof tendencia a formar agregados

amiloides, lo que se refleja en una mayor fracción de RC libre. Adicionalmente, estas

muestras presentaron una mayor activ¡dad bacteric¡da. Estos experimentos indican que

a un mayor nivel de modificación post{raduccional ex¡ste una mayor actividad

bacteric¡da y una menor capac¡dad para formar agregados de tipo amiloide.
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F¡gura 23. Efecto de la modif¡cac¡ón post-traducc¡onal en la formación de
am¡lo¡des y en la activ¡dad bactericida de la MccE492. Muestras purificadas (400

¡.rg/ml) desde las diferentes cepas productoras de MccE492 se agregaron incubando
las muestras durante 15 h en PBS l0 mM pH 7. Las muestras agregadas fueron
¡ncubadas 15 min con RC 22 ¡rM y centr¡fugadas a 75.000 x g. Se midió la absorbanc¡a
a 490 nm desde el sobrenadante y la fracción de sonda libre se calculó con respecto a
las mismas muestras sin agregar. Sobre las barras se indica la actividad bactericida en
unidades arbitrar¡as.
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3.8. Las sem¡llas proven¡entes de MccE492 no-mod¡ficada actúan como centros

nucleadores más eficientes que las provenientes de su contraparte modificada.

Como ya se mencionó la formación de fibras de tipo amiloide es un proceso

dependiente de nucleac¡ón cuya fase de latencia puede ser acortada o elim¡nada al

agregar sem¡llas a la reacción de agregación. Estas semillas actúan como núcleos

preformados que reclutan a la proteína soluble y aceleran su incorporación a las fibras.

La MccE492 no-mod¡ficada tiene mayor capacidad de agregar, por lo que se decid¡ó

evaluar si esta capacidad se relaciona con la formac¡ón de centros de nucleación más

efectivos. Con este objetivo se analizó la capacidad de semillas provenientes de una

mutante en el gen de maduración mcec (MccE492 no-modiflcada) y de una cepa

sobre-productora pJEMlS (que produce aproximadamente un 50% de MccE492

modif¡cada) de promover la agregación. Para estó se determina las cinéticas de

agregación de ambas mues{ras y como se observa en la figwa 24 (parte superior) las

curvas de agregac¡ón de npB4 (no-modificada) presentan una cinética de Lgregación

acelerada, sin un período de latencia evidente. Se evaluó la capacidad de estas

semillas de el¡minar el período de latenc¡a de la curva de agregac¡ón de pJEN¡15. Se

prepararon sem¡llas de ambas muestras de MccE492 (npB4 y pJEMl5) las cuales se

añad¡eron al tiempo cero en las cinéticas de agregac¡ón en proporción de 1:10

(semillas versus MccE492 soluble pJEMl5). Las semillas provenientes de Ia MccE492

no-modificada (npB4) resultaron ser más eficientes en promover la agregación, pues

aceleraron alrededor de 10 veces Ia cinética de formación de flbras de tipo amiloide de

una muestra con MccE492 modificada (pJEM 15) en comparac¡ón con las sem¡llas

preparadas desde fibras de esta misma microcina (Figwa 24, parte inferior). Se

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

centros nucleadores más efic¡entes para promover la formación de fibras amiloide.
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Figura 24. Patrón de agregación de la MccE492 modificada y no-modificada y
efecto de semillas preparadas de estas muestras sobre la cinética de agregación.
Muestras proveniente de cepas de E. cali npB4 (no-modif¡cada) y pJEM 15 (alta
proporción de mod¡f¡cac¡ón) fueron incubadas en condiciones de agregación (aniba).
Semillas preparadas a partir de la son¡cación de fibras maduras (48 h de agregación)
de ambas muestras de MccE482 fueron adicionadas al ¡n¡cio de la agregac¡ón en una
proporc¡ón 1:10 con respecto a la m¡crocina soluble (abajo). La agregación 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 modificación post-traducc¡onal poseen formas y dimensiones

sim¡lares.

Deb¡do a que muestras de MccE492 con mayor proporción de modificación

post{raduccional poseen una menor capacidad de formar amiloides, se decidió

estudiar med¡ante m¡croscopía electrónica de transmisión si esta diferencia se traduce

en una d¡ferente morfología de las fibras formadas. Se prepararon rej¡llas con las fibras

amiloide obtenidas a partir de las d¡ferentes muestras de MccE492 las que fueron

teñidas negativamente para su observación al m¡croscop¡o electrónico. En la figura 25

se observa que todas las preparaciones formaron am¡loides, que se caracter¡zan por

ser flbras rectas y s¡n ramificaciones. En todas las preparaciones se obtuvieron fibras

de tipo helicoidal y fibras no helicoidales o planas. Una inspección v¡sual de las

microfotografías muestra que las dist¡ntas preparaciones. de MccE492 forman fibras

similares (Figura 25). Para determinar Ái las fibras provánientes de las.muestras

purificadas de las distintas cepas poseían las mismas dimensiones se midieron y

compararon las fibras helicoidales que correspondÍan a la forma más representada en

todas las muestras. A partir de las m¡crofotografías digital¡zadas se tomaron ¡as

med¡das utilizando el programa lmageJ. En la flgura 26 A se.muestra una ampliación

de una de estas fibras helicoidaleó 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 amiloldes formados con cada una de las muestras de

MccE492. El análisis de estos datos indica que las fibras helicoidales de MccE492

poseen formas y d¡mens¡ones similares, sin ¡mportar el n¡vel de modificación post-

traduccional que presentan las muestras de las cuales provienen.
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F¡gura 25. Microfotografías electrónicas de fibras amilo¡des de MccE492 con

diíerentes proporcioñes de modificación post-traduccional. Las muestras de

MccE492 agregadas se tiñeron negativamente con acetato de uranilo al 2o/o para la

microscopiJ eléctrónica. Las micrografías fueron obtenidas a una magnificac¡ón de

60.000 aumentos. Las barras corresponden a 100 nm.
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15 + pT7-C
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Figura26.DimensionesdelasfibrashelicoidalesproducidasporlaMcce492
aislada desde diferentes cepas. A. Ampliación de una fibra helicoidal de MccE492

obtenida de una preparación de npB4. B. Esquema de la fibra ampliada para mostrar

tas dimensiones de paso y aniho medidas. c. Tabla con los promedios y las

desviaciones estándar de lai mediciones de las ñbras obtenidas para cada muestra,

realizadas con el programa lmageJ.
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CeDa productora de MccE492 Paso [nml Ancho [nml
E. collpJEM15 49.51 5 '13.3 t 2

E. colilnpB4 (mcec 48.5 r 3 14.4 ! 1

E. colilnp45 Qncel 50 1!3 125!1
523r4 12.1 r 1

12,3 ! 1

E. col/pJEM15 + pT7-AB 12.5 ! 1



3.10. Caracterización por m¡croscopía electrónica de diferentes tipos de fibras

amiloides producidas por la MccE492.

Una vez establecido que las dimensiones de las fibras producidas por las

dist¡ntas muestras de MccE492 tienen formas y d¡mens¡ones similares, se dec¡dió

ahondar la caracterización de las distintas y menos representadas flbras de tipo

amiloide de los agregados provenientes de la cepa productora de MccE492 no-

mod¡f¡cada E. col¡lnp34, pues estas muestras presentan alta tendenc¡a a Ia agregación

y forman fibras limpias y homogéneas lo cual es Ídeal para la caracterización por

microscopía electrónica. Las muestras de MccE492 npB4 agregadas, presentan varios

tipos de fibras además de los ya descritos en la figura anter¡or. En la figura 27 se

observan filamentos rectos (af de aproximadamente 7 nm de ancho, filamentos curvos

(b) de aproximadamente 14 nm de ancho, fllamentos dobles o c¡ntas (c) de 14 nm de

ancho y filamentos hel¡co¡dales (d) de 50 nm de paso y 14 nm de ancho. A pesar de

que todas las fibras tipo amilo¡de descritas hasta el momento presentan polimorfismos,

también es pos¡ble que las distintas estructuras observadas correspondan a diferentes

etapas en el curso de la formación oL la f¡ora madura, por lo cual la caracterizaCión de

estas estructuras puede ser de mucha ayuda para elaborar un modelo de formación de

la fibra que considere los intermediarios.
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Figu¡a 27. Micrografías electrónicas de dist¡ntos t¡pos de fibras amilo¡des
producidas por la MccE492. Muestras purif¡cadas desde la cepa E. coli/np34 fueron
somet¡das al protocolo de agregación durante 15 h y luego teñ¡das negativamente con
acetato de u¡anilo 2Yo. Las micrografías fueron tomadas con un aumento de 60.000-
Las barras corresponden a 100 nm.
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3.10.1. Obtención de promedios bi-dimensionales de las fibras amilo¡de de

MccE492.

El estudio de tas estructuras presentes en las muestras de MccE492 agregada

y del proceso de formación de estos amilo¡des podría arrojar valiosa informac¡ón

respecto a la actividad antitumoral de esta microcina, pues los agregados presentan

mayor actividad citotóxica. Con el fin de dism¡nuir el ruido y obtener una mejor vista de

las imágenes obtenidas, se proftlndizó el análisis de la estructura de los amiloides de

MccE492 realizando promedios b¡-dimensionales mediante el procesam¡ento de las

imágenes de las fibras helicoidales y planas obtenidas por m¡croscopía electrónica. El

procesamiento de las ¡mágenes se realizó utilizando el paquete de programas Xmipp.

Se tomó una serie de 12 microfotografías a una amplificación de 20 K. Estas se

digitalizaron y manualmente se p¡có o marcó a lo largo de las f¡bras en el centro o paso

de las hélices, o de manera continua a lo largo de las fibras planas Se cortaron

I

digitalmente ¡mágenes, a 
rpartir 

de una ventana de 240 x 24O píxeles utilizando como

centro las marcas introduc¡das manualmente, las cuales posteriormente fueron tratadas

como imágenes ind¡viduales. Éstas se clasificaron generando grupos que se

promediaron, obteniéndose como resultado imágenes representat¡vas de cada clase.

Las fibras helicoidales se picaron al centro o paso de la hélice y el ref¡namiento

obten¡do a part¡r de estas ¡mágenes se muestra en la figura 28. Se mid¡eron las

imágenes 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. Obtención de promedios b¡-d¡mensionales de f¡bras helicoidales de
amiloides de MccE492. Procesamiento de las imágenes medias obtenidas p¡cando en
el centro o paso de la hélice. A. V¡sta de los primeros 5 ciclos de ref¡namiento de las 5
clases formadas para este grupo de imágenes. B. V¡sta del resultado de todas las

vueltas de al¡neam¡ento de cada grupo.
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Se realizó también el procesam¡ento de fibras no helicoidales o planas

presentes en la muestra (F¡gura 29). Las fibras planas se encuentran menos

representadas, y fueron picadas aleatoriamente a lo largo de ellas. Se observa que el

pr¡mer grupo o clase (pr¡mera columna), es muy diferente de los otros 4 grupos, y

corresponde a una fibra plana más ancha y en la cual es posible observar un surco

central. Esta f¡bra de aprox¡madamente 140 A es el doble de ancha que las fibras

planas simples de los otros grupos (sigu¡entes columnas a Ia derecha), cuyo ancho es

de aproximadamente 70 A. ¡

'I
't

3.11. Caracterización del proceso de formación del amiloide de MccE492.

La caracterizac¡ón a nivel estructural del proceso de formación de fibras de

amiloide por la MccE492 no solo puede ayddar a entenUer el mecan¡smo de su

act¡vidad antitumoral, sino que también puede servir de modelo para el estufio he la

apoptosis inducida por agregados de amiloide asociados a d¡versas eXfermedades.

una curva de agregación de MccE492 proven¡ente de la cepa E. colilnpB4. MccE492

purificada desde esta cepa se incubó en condiciones de agregación y se tomaron

puntos cada dos horas durante 10 horas y un punto f¡nal a las 24 horas de agregación.

En cada punto se determinó el porcentaje de RC libre como medida de la agregac¡ón

de la muestra. Los datos obtenidos se muestran en el graf¡co de la figura 30, en él se

observa que el proceso de agregac¡ón exponencial comienza aproximadamente a las 4

h de ¡ncubación.

Para estudiar el proceso de'formación del amiloide de MccE492 se buscó una
I

estructura precursora a part¡r de estudios c¡nét¡cos. Como primer paso se estandar¡zó
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Figura 29. Obtención de promedios bi-dimensionales de fibras planas de
amiloides de MccE492. Procesamiento de las imágenes medias obtenidas picando a

lo largo de las fibras planas. A. V¡sta de los primeros 5 ciclos de refinamiento de las 5
clases formadas para este grupo de imágenes. B' Vista del resultado de todas las
vueltas de alineamiento de cada grupo.
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Figura 30. C¡nética de agregación de la MccE492 no-modif¡cada. Una muestra
pur¡ficada desde la cepa E. corTnpB4 fue somet¡da a agregaclón. Se tomaron alícuotas
en los tiempos ¡ndicados y se determ¡nó la fracción de RC libre, con respecto la

absorbancia de la muestra a tiempo 0 de agregación.
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3.11.1. La MccE492 aumenta el contenido de estructura secundaria beta durante

el proceso de agregación.

Se analizó med¡ante dicroÍsmo circular el contenido de estructura secundaria

durante el proceso de agregación de la MccE492 a 0,4, 6 y 20 horas de incubación

(Figura 3'1). Se tomaron espectros a estos tiempos y se normalizaron por la

concentración molar de cada muestra. La MccE492 aumenta su contenido de

estructura secundaria a medida que aumenta el tiempo de agregación con un cambio

evidente a las 4 y 6 horas. Se observa que la agregación de la MccE492 tiene el

comportamiento típ¡co descrito para proteínas amiloidogénicas, es dec¡r aumentan su

contenido de estructura secundaria tipo hoia beta durante el curso de la agregaciÓn.

3.'t 1 .2. Visualización de lo$ primeros estadios de agregación, de la MccE492

med¡ante m¡croscop¡a etectrón¡ca,

Se prepararon rej¡llas con mreshas de MccE492 en los primeros esiadíos de la

agregación, entre 4 y 6 horas. ,En ellas se observaron t¡laJentos rectos cortos y

pequeñas estructuras anulares que podrÍan corresponder a oligÓmeros de MccE492.

Se tomó una ser¡e de 42 micrografías que se utilizaron para el procesam¡ento de

¡mágenes. En la figura 32 se muesira una galería dq imágenes tomadas de este

conjunto de micrografías que ejemplifican las estructuras observadas.

(ro Dr ),/. ) ,.c \
l- -_=- 
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F¡gura 31. Espectros de dicroísmo c¡rcular de la MccE492 a diferentes tiempos de
agregación. Espectro de DC en el UV lejano de las muestras de MccE492 incubadas
en las cond¡ciones de agregación durante (r) 0h, (o) 4h, (V) 6h y (A) 20h. A cada
espectro se le restó el blanco que correspondía al amort¡guador y se normalizó por la
concentración molar de cada muestra determinada al momento de las mediciones.
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Figura 32. M¡crografías electrónicas de los primeros estados de agregación de la
MécE492. Muestras agregadas de 4 a 6 horas fueron teñidas negativamente con

acetato de uranilo 27o. Las rmágenes mostradas fueron seleccionadas de placas

tomadas a 50.000 aumentos. Las barras corresponden a 50 nm.
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3.11.3. Generación de promedios bi-dimensionales de las estructuras observadas

en los pr¡meros estadios de la agregación de la MccE492.

Se digitalizó la serie de 42 microfotografÍas tomadas a una amplificación de

50.000 aumentos. Se picaron manualmente las flbras planas y estructuras anulares

observadas. Se cortaron digitalmente las ¡mágenes con una ventana de 50 x 50

pixeles. Se obtuvieron 1284 partÍculas individuales de las fibras planas y 2472 de las

estructuras anulares. Las imágenes generadas fueron normalizadas y luego alineadas

bi-dimensionalmente en dos categorías o referencias y se obtuvieron las vistas que se

muestran en la figura 33. En ambos alineamientos se observa que el número total de

partículas individuales se clasifican de manera equitativa en las dos clases generadas

en cada uno de ellos. En estas imágenes podemos observar que los fllamentos rectos

presentan un claro surco central y que las dos categorías generadas difieren

ligeramente en su ancho (Figura 33 A). En el caso de los putativos oligómeros

observamos una diferencia en el tamaño de las dos categorías obtenidas (Figura 33 B).

Se realizaron 'nuevos alineamientos bi-d¡mensionales, ahora con cuatro

categorías de referencia para cada referencia .obten¡da desde ambas estructuras

(Figura 34). La referencia A1 (F¡gura 33) produjo el al¡neam¡ento que se ve en la f¡gura

34 A'1, donde se observa que casi la totalidad de las partículás se clasifican

equitat¡vamente en dos nuevos grupos que se ven idénticos, y que los orros dos grlpos

de 15 y 1 partÍcula respectivamente parecen contener solo imágenes dañadas o

sucias. Algo similar ocurre con el alineamiento de la referencia 42. En este

alineam¡ento también se forman dos referencias que lucen muy s¡milares y que

agrupan casi la totalidad de las partículas ¡nd¡v¡duales, mientras las reterenc¡as

restantes parecen estructuras dañadas o sucias.
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Figura 33. Promed¡os bi-dimensionales de las estructuras observadas en los
primeros estadios de la agregac¡ón de la MccE492. Vista de las imágenes
generadas en el alineamiento bi-dimensional (A) de los filamentos rectos, (B) de los
putativos oligómeros. Bajo cada ¡magen se indica el número de partículas individuales
que se al¡nearon 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 promed¡os
generados en al¡neamiento bi-dimens¡onal de las siguientes referencias de la figura 33:
(A1) de los filamentos rectos gruesos, (A2) filamentos rectos delgados, (Bl ) de los
putat¡vos oligómeros grandes (82) putat¡vos oligómeros pequeños. Bajo cada ¡magen
se indica el número de partículas indiv¡duales que se alinearon en cada referenc¡a.
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Esto sugiere que esta estructura está formando grupos cohesionados, es dec¡r que

todas las imágenes son casi ¡dénticas y que el algor¡tmo solo los separa al poner un

número füo de referencias porque se fuerza el programa a crear nuevos grupos. En

cambio, en el caso de las partículas anulares no se observa un comportamiento

cohesionado del grupo, lo que sug¡ere que existe una diversidad de estructuras

oligoméricas, o que es necesario aumentar el número de imágenes para incrementar la

resolución de las referencias generadas por el al¡neamiento.

Se aumentó al doble el número de partículas de las estructuras anulares

utilizadas en los al¡neam¡entos anter¡ores y se generó un nuevo promedio b¡-

dimens¡onal de mayor resolución (Figura 35), En esta ima§en promed¡ada es posible

I
ver con mayor claridad que e§tos putat¡vos o{igómeros corresponden a hexámeros. Se

mid¡ó la d¡stanc¡a que abarcaría el diámetro dq do§ monómeros (como se esquematiza

en la figura 35) y se obtuvo una d¡stanc¡a de aprox¡madam"nt" S n*. Si suponemos

que estas estructuras corresponden a bolqF o esferas obtenemos un radio aprox¡mado

de 1,25 nm.

Se calculó el volumen de una molécula de MccE492, tomandf como supuesto

que forma una estructura esfér¡ca. Para esto se determinó la densidad de una

molécula de acuerdo a la ecuación planteada por Fischer y cols. (2004) para proteínas

de bajo peso molecular con limite inferior de 7 kDa. Según ésta, la dens¡dad de una

molécula de MccE492 que pesa 7887 Da es de 1,489 g/cm3. Con esta densidad

calculamos un volumen de 8,79 nm3. -Si suponemos que la MccE492 monomérica

forma estructuras esféricas obtenemos un radio de 1,28 nm, distancia teórica similar a

la obtenida de la medic¡ón del alineamiento bi-dimens¡onal, lo cual es consistente con

la hipótesis de que estos putativos oligómeros corresponderían a hexámeros de

MccE492.
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Figura 35. lmagen de promedio b¡-dimensional de un hexámero de MccE492. Se
generó esta vista el número de partículas ¡nic¡ales del alineamiento bi-d¡mensional de
los putativos oligómeros de MccE492. Se m¡dió la distancia que abarca el diámetro de
2 monómeros (flecha roja).
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En un estudio poster¡or a éste realizado en el laboratorio del Dr. J.M. Valpuesta,

en que el análisis de estructuras anulares se amplió a 12.000 particulas se encontró

que los pentámeros de MccE492 estaban más representados. Posiblemente las

estructuras pentaméricas y en.menor medida las hexaméricas serían estructuras

precursoras de la formación de las fibras rectas observados en el mismo estadio

temprano de la cinét¡ca de agregac¡ón.

¡l



4. DISCUSIÓN.

4.1. El proceso de mod¡f¡cación post-trad ucc¡onal de la MccE492 in vivo y su

efecto en fa act¡vidad bacter¡cida.

Antecedentes previos ind¡caban que ex¡stía una relación entre la vía de sÍntes¡s

de s¡deróforos de tipo catecol y la producción de MccE492. Entre éstos se destaca que

el s¡stema productor de MccE492 posee los genes que codifican para MceC y MceD,

ambos homólogos a proteínas implicadas en la síntes¡s de sideróforos de tipo catecol
I

(Lagos y coIs.,2001), y el hecht de que la MccE492 utjl¡ce para su internatización los

receptores de membrana externa para sideróforos de tipo catecol FepA, Fiu, C¡r e lroN

(Patzer y cols., 2003). Esta relación quedó máL claramente establecida cuando se

ident¡f¡có que la lvlccE4g2 estaba mod¡f¡cada post-traduccionalmente con una molécula

de t¡po salmoquelina (Thomas y cols., 2004), una clase dF sideróforos de tipo catecol

correspondiente a derivados glucosilados de enteroquelina (Bisteiy cols., 2004). En un

trabajo más reciente (Vass¡liadis y co|s.,2007) se ¡nformó que la enteroquel¡na era el

precursor de la mod¡ficación post-traduccional de la MccE492, basándosé en la

observación que al reprimir la síntes¡s de enteroquel¡na, ya sea con altas

concentraciones de h¡erro en el med¡o de cultivo o utilizando una cepa de E. coli aroB'

deficiente en la síntesis de enteroquelina, se inhibía tamb¡én la modificación post-

traduccional de la MccE492, situacién que podía 
trevertüse 

al agregar exógenamente

enteroquel¡na al medio de cultivo. Sin embargo, nada se mencionó respecto de la

actividad antibacterianá de la MccE492 obtenida bajo¡ esas condiciones

experimentales. Una situación sim¡lar se ha sugerido para la tflicrocina H47, pues su

actividad es dependiente de la presencia del gen enfF en la cepa productora (Azpioz y

Lavina, 2004). En este trabajo se confirmó la utilizac¡ón de enteroquelina como

precursor para la mod¡ficación de Ia MccE492 util¡zando cepas mutantes en genes del
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locus enf, demostrándose además que la MccE492 producida por mutantes en la vía

de síntesis de enteroquel¡na (ento- y entF ) producen un péptido no-mod¡f¡cado y sin

actividad bacter¡c¡da. Así se relacionó de forma definitiva la actividad bacter¡cida de

esta m¡croc¡na con la presencia de la modificac¡ón post-traducc¡onal.

Las salmoquel¡nas son s¡ntet¡zadas solo por bacter¡as que expresan el locus

r'roA, por lo cual se especuló que este tipo de moléculas correspond¡ente a der¡vados

glucosilados de enteroquelina solo podian ingresar a las células que expresaban el

receptor de membrana externa lroN codificado dentro de este locus (revisado en Smith,

2007). Sin embargo, resultados obten¡dos con anter¡oridad en nuestro laboratorio

demostraban que derivádos mono y diglucos¡lados de enteroquelina eran caáaces de

ingresar a células de §. coli que no poseen locus ,'roA, y que estos derivados

glucos¡lados eran sustrato: para la. mod¡f¡cac¡ón posi-traduccional della MccE492¡ pues

revierten el fenotipo productor de MccE492 inact¡va en cepas qu; no expresan una

enteroquel¡na glucosil transferasa (Mercado, 2007, Mercado y co|s.,2008). En esta

tesis se qu¡so determinar cual o cuales eran los receptores utilizadó por salmoquel¡nas

para ingresar a una célula de E. 
,coli, 

estableciéndose que ingresan utilizando

pr¡ncipalmente el receptor de membrana externa Fiu y en mendr medida FepA y Cir.

Estos der¡vados glucosilados no solo son ingresados a las células de E. col¡ s¡no que

también pueden ser utilizados como sustratos para el proceso, de modificación post-

traduccional de la MccE492, Por ello, utilizando una aproximación genética, se decidió

evaluar el efecto de las d¡ferentes mutantes en la vía de síntesis de enteroquelina que

producen MccE492 inactiva (enfB', entc-, entF, AenfF y AenfDF) cuando eran

suplementadas con DHB (ácido dihidroxibenzoico) o DGE (enteroquel¡na

diglucosilada). El fenotipo productor de MccE492 inactiva de estas mutantes pudo ser

revertido adicionando al medio de cult¡vo el producto posterior a la actividad enzimática
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mutada, con excepc¡ón de las cepas que tenían mutado el gen en¿F, la cual recuperó la

producción de MccE492 act¡va solo al ser transformadas con un plasmidio que

expresara entF. Lo mismo ocurrió con la cepa AenfDF, que carece de dos genes, pero

que recupera la producción de enteroquel¡na y de MccE492 act¡va al ser transformada

con un plasm¡dio que solo expresa el gen enfF. Este resultado ¡nesperado podría

expl¡carse por que en el genoma de E. col¡ se encuentra el gen acpT (también llamado

yhhu) que codifica para una 4'-fosfopanteto¡nil transferasa de sustrato desconoc¡do en

E. coll no-patógenas (Flugel y cols., 2000; De Lay y Cronan, 2006; De Lay y Cronan,

2008) y que podría reemplazar lá función de EntD, que es la encargada de transfer¡r

los grupos fosfopantetoinil a los dominios PCP de EntB y EntF, en la vía de síntesis de

enteroquelina. Además se determinó que la sintétasa de péptidos no-ribosomales EntF

es necesar¡a para la actividad bactericida de la MccE492 en un proceso independiente

de la síntesis de enteroquelina. La evidencia encontrada sobre la funcióñ dual de enfF

en la producción de MccE492 inmediatamente planteó la necJsidad de saber si ésta

dependía de alguna de sus actividades catalít¡cas o si se trataba áe un3, función de

andamiaje para las proteínas de la madurac¡ón prop¡as del sister\a ptoductor de

MccE492. Se ha demostracio que rn. v,1ro, solo las proteínas de maduración MceC y

McelJ son necesarias para calalizat la. producción de derivados glucosilados de

enteroquelina y el enlace covalente entre estas y la serina 84 del péptido ribosomal

(Nolan y cols., 2007; Nolan y Walsh, 2008).

Hasta el momento en que se realizó esta tesis de doctorado no existÍa

información estructural sobre complejos de sintes¡s de pépt¡dos no-ribosomal, por lo

cual se decidió real¡zar un modelo molecular de EntF, el cual nol permitió por una

parte diseñar nuevos experimentos para estudiar la función dual de esta sintetasa en la

producción de MccE492 activa, y por otra parte hacernos una idea general del proceso
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catalítico de esta sintetasa. De este modelo se dedujo que los dominios de EntF debían

¡nteractuar de manera secuencial durante el proceso de catális¡s, debido a que las

pred¡cciones de ¡nteracciones discretas entre pares de residuos pertenecientes a

diferentes dom¡nios de la proteína no podían ser mapeados todos simultáneamente en

contacto, dentro de una estructura rígida como la que se obt¡ene desde un proceso de

modelamiento. Estas interacc¡ones d¡nám¡cas entre los dom¡n¡os de EntF serían las

que permitirían que esta sintetasa sea intervenida por proteÍnas externas a la vía de

síntesis de enteroquelina, como es el caso de las proteínas de maduración del sistema

productor de MccE492, con una zona del sub-dom¡nio mayor del dom¡nio de

aden¡lac¡ón l¡bre para establecer estas ¡nteracciones. Nueva evidencia ha confirmado

esas predicciones, ya que se ha logrado cristalizar la estructura del modulo terminador

SrfA-C en la vía de síntesis no-ribosomal de surfactina (Tanov¡c y co|s.,2008) que

posee la misma organizac¡ón de dom¡n¡os que EntF, es decir C-A-PCP-TE. En esta

estructura se observa que el s¡t¡o act¡vo de los dominios de cd¡densación y adenilación

se encuentran formando lo que se denomino una 'plataforma catalítica" en la cual

están excluidos el sub-dominio mayor del dominio dJ adenilación y el dominio PCP, lo

que permite movilidad durante el proceso de'síntesis (Tanovic y cols.,2OO8). Además

se observa que los sitios cataliticos del dominio de condensación y adenilación se

encuentran separados por una gran distancia (63 A), lo cual indica que deben ocurr¡r

grandes re-arreglos y cambios conformacionales durante el proceso catalít¡co,

¡nducidos por la unión de diferentes sustratos y por la ¡nteracción entre '|diferentes

dominios, correspond¡endo la estructura obtenida en el cr¡stal a uno de los

intermediarios (Tanovic y cols., 2008). Mediante el uso de herramierltas bioinformáticas

logramos identificar tres posibles zonas de ¡nteracción proteína-proteína en la

superficie del dominio de adenilac¡ón de EntF, dos de las cuales son fácilmente
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asoc¡ables con las interfases de interacción entre este dominio y los dominios

adyacentes de condensación y PCP. S¡n embargo una tefcera putativa interfase de

interacción, conformada por 11 residuos (ver figura 20), no es atr¡buible a interacc¡ones

con otros de los dominios de la proteína, por lo que es probable que sea una zona de

interacción con otras proteínas. Cuando se caracterizaron las zonas de ¡nteracción

entre los domin¡os del modulo terminaáor de surfactina Sr,fA-C ut¡l¡zando Ia estructura

cristalográfica, se encontró un gran número de residuos en la interfase de interacciÓn

entre los dominios de condensación y adenilación, mientras que solo la m¡tad (15

residuos) se encontraron en contacto dentro de la interfase de interacción entre el

dominio de adenilac¡ón y el PCP (Tanovic y c01s.,2008). Estos últimos datos denotan

t
la dificultad que se planteó durante el desarrollo de este trabaio, de encontrar un

'I
número discreto de res¡duos suceptÍbles de se.r mutagenizados, dentro del parche de

interacción pred¡cho conforinado por 11 residuos, que afé¿tasen el proceso de

modificación post-traducc¡onal de la MccE492. 
I

Respecto a la part¡cipac¡ón de EntF en Ia producción de MccE492 activa, la

aproximación exper¡mental de complementaciones con construcciones que expresaban

vers¡ones truncas de EntF con combinaciones de sus dominios, permitió acotar la

part¡c¡pac¡ón dual de EntF a su dominio de pdenilación. Mediante la mutaclón sit¡o

dirigida de un putativo residuo catalitico pudimos determinar que el residúo de ác¡do

glutámico (E750) es esencial para la producción de enteroquelina y d¡spensable en la

producc¡ón de MccE492 activa. Los dom¡n¡os de adenilaciÓn de las sintetasas de

péptidos no-ribosomales son el punto de entrada de los áminoácidos que van a ser

ut¡lizados en la línea de ensamblaje. Estos dominios catalizan la activac¡ón de los

aminoácidos como aden¡latos 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 vías de síntesis ribosomal, donde los aminoácidos también

son activados como adenilatos, s¡n embargo los domin¡os de aden¡lac¡ón y las aaRS no

son homólogos ni en su secuencia ni en sus estructuras tridimensionales (revisado en

Marahiel y cols., 1997). De la misma manera que las aaRS definen el cód¡go genético,

es ampliamente aceptado que los dominios de adenilación definen el código de

ensamblaje de los aminoác¡dos util¡zados en la síntes¡s de péptidos no-ribosomales

(Lautru y Challis, 2004). Sin embargo el código util¡zado por 'los dominios de

aden¡lación aún no ha sido develadó, a pesar que se han caracterizado múltiples

complejos de síntesis de péptidos no-ribosomal. Probablemente la dificultad en la

obtenc¡ón de este cód¡go, que además permitiría la reprogramación de estos complejos

para Ia síntesis de nuevas moléculas con act¡v¡dades biológicas de relevancia (Walsh,

2002; Walsh, 2004), es la elevada d¡versidad de secuencias de ddminios que existen y

el reduc¡do número de estructuras tridimensionaleé. El mecan¡smo de AMP-c¡lac¡ón de

aminoácidos por parte de los dominios de adenilación ha sido poco estud¡ado y a pesar

que en conjunto con las acil-CoA sintetasas y la$ luc¡ferasas han sido clasificadas en el

grupo de las enzimas formadoras de aden¡lato, que se encuentra separado de las

aaRS, pareciera que ambos grupos lomparten algunos elementos comunes que
J,

permitirían esclarecer el mecanismo catalítico de los dominios de adenilac¡ón. La

comparación estructural de sus sitios activos muestra similitudes que permiten

¡nterpretar la pos¡ble función de ciertas regione§ conservadas (Marahiel y cols., '1997)

en el mecanismo catalítico. Para llevar a cabo su catálisis las aaRS de clase ll, además

de or¡entar los sustratos de manera adecuada para permit¡r el ataque nucleofíllco del

carboxilato del aminoácido al fosfato alfa de la molécula de ATP, deben neutralizar las

cargas electronegativas de los grupos fosfaio. Éstas son neutral¡zAdas mediante la

interacc¡ón con un residuo de lisina conservado a través de la esfera de coord¡nación
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del Mg*2 formada por el mismo fosfalo alfa y dos residuos de ácido aspártico. Así,

mutantes ya sea en los residuos de lisina o en los aspartatos que participan en la

quelación del Mg.2 anularían Ia activ¡dad 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 adenilación, la región conservada A1 0 (ver f¡gura18)

presenta un residuo de lisina conservado que interactúa con el fosfato alfa del AMP y al

igual que en el caso de las aaRS de clase ll, una mutación real¡zada en este res¡duo

el¡mina la activ¡dad de AMP-c¡¡ac¡ón (Pavela-Vrancic y cols., 1994; Conti y cols., 1997;

Branchini y cots.,2000; Éorswill y Escalante-Semerena, 2002). Se observa además

que el residuo glutámico que se encuentra conservado en la región A5 interactúa con

el ion Mg*2 med¡ante su grupo carbox¡lato de la misma manera que lo hacen los

aspartatos de las aaRS de clase ll. Es interesante destaóar que la ub¡cación espacial

de los res¡duos de lisina (de la región conservada A10) y glutamato (de la región

conservada A5) varía en las estructuras de lo! dominios de aden¡lación dependiendo s¡

estos fueron cristalizados 
"n 

pr"r"n"il o ausenc¡a de Mg*'z. En las estructuras

cristal¡zadas en presencia de Mg*2, el res¡duo de glutamato está en contacto d¡recto

con el ion, provocando un alejamiento entre la cadena lateral del res¡duo de lisina y el

fosfato alfa del ATP, mientras que en las estructuras resueltas en ausencia de Mg*2 la

cadena lateral del residuo de l¡sina se encuentra próximo al fosfato alfa. Este

mov¡miento de los residuos de glutamato y lisina, esenciales para la catálisis,

pos¡blemente refleje la dinám¡ca de eventos necesariá para la AMP-cilacün.

La mutación puntual que anula la actividad catalítica del dóminio A de EntF no

impide su participac¡ón en el proc;so de modificación post-traduccional de la MccE492

que es independiente de la síntesis de enteroquelina, lo cual favorece la hipótesis de

que su función sea la de actuar como proteÍna de andamiaje para las enzimas de
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maduración. Ésta posiblemente ocurre en la zona de interacción proteína-proteína

pred¡cha en la superficie del modelo del domino de aden¡lación. Un argumento que

apoya la necesidad de las proteínas de la maduración de la MccE492 de interactuar

específicamente con EntF, es que las enzimas que catalizan la segunda etapa en la vía

de síntes¡s de enteroquelina, entre las que se encuentra EntF, se encuentran

asociadas a la membrana citoplasmática (Hantash y Earhart, 2000), observación que

ha llevado a plantear que este sistema se encuentra asociado al sistema transportador

que secreta d¡rectamente estos sideróforos al med¡o extracelular inmediatamente

después de que son s¡ntetizados (discutido en Crosa y Walsh, 2002). Las enzimas

encargadas de la modiflcación post-traduccional de la MccE492 invad¡rían este s¡stema

cerrado de síntesis/exportaóión para tener acceso al precursor de la modificación

(enteroquelina) antes de que sea ,secretado al medio ' extracelular. En nuestro

lil
laboratorio ya se están realizando experimentos de colocalizacióh subcelular fnediante

m¡croscopía de fluorescéncia encontrándose que la proteína de maduración MceC

posee una localización polar, que se p¡erde al ser expresada 
"n 

,n ionlo genéiico

mutante para enfF (Sergio Gutiérrez, Tesis de Doctorado).

El proceso de mod¡f¡cac¡ón posltraduccional de la MccE492 (Figura 36) es

extremadamente novedoso, pues la modificac¡ón del res¡duo C-terminal del péptido con

un enlace éster que lo une a una glucosa, que a su vez está unida a una molécula de

enteroquelina, transfoima a esta glucosa en un puente que une dos péptidos de

diferentes origenes y funciones: un antibiótico r¡bosomal y un s¡deróforo no-r¡bosomal,

dos capas d¡ferentes del metabolismo secundario 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

conduciría a procesos de co-evolución que permitirían por ejemplo la interacción
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específica entre componentes de las dos capas del metabolismo secundario para dar

origen a moléculas estructuralmente novedosas y posiblemente muti-funcionales que

aportan una ventaja adaptativa, en términos de competencia e ¡nvasión, a los

individuos que la producen. Este sería en caso del proceso de modificación post-

traduccional de la MccE492, que med¡ante la participación de EntF da lugar a un

péptido conjugado, compuesto por un antib¡ót¡co y un sideróforo, que sería capaz de

actuar ut¡lizando una estrategia tipo "caballo de Troya" ingresando a las células

sens¡bles por los transportadores de sideróforos para ejercer su activ¡dad bactericida, y

elim¡nando select¡vamente a las cepas que expresan estos receptores y que por lo

tanto poseen el mismo sistema de captac¡ón de hierro (Fischbach y cols., 2006a).

Otra posibilidad que no se ha descartado oomple¡ai'nente es que Ia bacteria

productora de MccE492 mod¡f¡cada, pueda ut¡l¡zar esta motécula conjúgada también

como s¡deróforo, pues se ha determinado que es capaz de unir hierro (Thomas y cols.,

2004; Vass¡l¡ad¡s y cols., 2007). La presencia del sistema productor dé MccE492 que

codifica para la enteroquelina glucosil transferasa (MieC) y de la,esterasa (MceD), le

darÍan a la cepa portadora, aun cuando no posea el locus iroA, la posibilidad de utilizar

como s¡deróforos los der¡vados glucosilados de enteroquel¡na, evadiendo así la

respuesta inmune innata del hospedero mediada por lipocalina-2. Así sería posible

colonizar nuevos nichos disponibles solo para patógenos, como es el caso de las E.

coli uropatogén¡cas (Henderson y cols., 2009).
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MccE492

-I
Pépüdo no mod¡fcado

(Vía de síntes¡s r¡bosomal)

Figura 36. La MccE492 mod¡ficada es una molécula que conjuga dos capas
independientes del metabolismo secundario. La MccE492 modif¡cada post-
traduccionalmente (derecha) une mediante un puente de glucosa (en rojo) un péptido
de sÍntesis ribosomal (izquierda arriba) con un péptido de síntesis no-ribosomal
(izqu¡erda abajo).
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4.2. Efecto de la mod¡f¡cación post-traduccional en la conformación de la

MccE492.

Mediante el proceso de modificación post-traduccional las cepas productoras de

MccE492 secretan una mezcla de péptidos modificado y no-modificado cuya activ¡dad

y proporción varían durante la etapa de crecimiento en la cual se encuentre la cepa

productora. Esta variación depende de factores como la expresión de las enzimas

impl¡cadas en Ia síntesis de s¡deróforos de tipo catecol, y la d¡sponibilidad de h¡erro y

aminoácidos aromáticos en el medio de cultivo. La mayor actividad bactericida se
t

observa en fase exponencial de crecimiento, etapa en la cual se encuentra el máximo

de expres¡ón transcripc¡onal y traduccional de ios genes de la maduración (Corsin¡ y

cols., 2002; Mercado, 2007). La expresión de los genes de la maduración mceclJ, esta

finamente controlada mediante varios mecanismoi que están siendo estudiados en

profundidad en nuestro laboratorio (Sergio Gutiérrez, Tes¡s de Doctorado). Los

estudios genéticos realizados en este trabajo tanto con mutantes en la vía de síntesis

de enteroquetina como en los genes de,la maduración del sisterfia productor de

MccE492 han demostrado que la modiflcación post-traduccional es necesaria para la

act¡v¡dad bacter¡cida y que ta proporc¡ón de péptido que encontrarfiJs modificado es

dependiente de los niveles de expresión de los genes de la madurac¡ón. Es asi que

cepas productoras de.MccE492 (pJEM15) que sobre-expresan los genes de la

maduración (pT7-U o pT7-C) emulando células que se encuentran en fase exponencial

de crec¡m¡ento producen una mayor proporc¡ón del péptido modificado. De manera

inversa una cepa que sobre-expresa el gen estructural de la microcina (pT7-AB) emula

células en fase estac¡onaria produciendo uná menor proporción de péptido modificado.

Estas diferencias se traducen en d¡ferencias en la act¡vidad específ¡ca de las muestras

aumentando a medida que aumenta la proporciÓn de pépt¡do modificado, lo cual apoya
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fuertemente la idea que es la modificación post-traduccional la que permite el

reconocimiento a nivel de los receptores de membrana (d¡scut¡do en F¡schbach y cols.,

2006). De manera inversa se ve afectada la capacidad de formar fibras de tipo

amiloide, ya que muestras con menores niveles de modificación e incluso aquellas

provenientes de mutanies en los genes de la maduración son las que poseen una

mayor capacidad para formar amiloides. La mayor producción de am¡lo¡des está

relacionada con la capacidad que poseen las semillas de una muestra de microcina

no-modificada de actuar como mejores centros nucleadores. Esto ind¡caría que la

modificación post-traduccional no solo esta ¡mplicada en el reconoc¡miento de la

microcina a n¡vel de los receptores de membrana exlerna, sjno qué también afectaría

la capacidad amilo¡dogénica de la MccE492. Se ha descrito que mod¡ficac¡ones post-

traduccionales alteran la habilidad de proteínas amiloidogénicas para agregar en fibras

de tipo amilo¡de, como po'r ejemplo las glicos¡laciones de la prote[lra pr¡ón¡ca (Tuzi y

co|s.,2008) y del amiloide-B (Atwood y cots.,2002). Et nivel de modificación posl
ri

traduccional de la MccE492 no afecta la morfología de las fiÚras sino más bien la

cinética de agregación. Todas las muestras forman fibras que presentan las

características típicas de las fibras de tipo amilo¡des descritas hasta el momento, con

filamentos rectos, no-ramif¡cados y polimórficos. La fibra más tepresentada en todas

las muestras con d¡ferentes grados de modificación que se_ analizaron fueron fibras

helicoidales cuyas medidas promed¡o fueron de -14 nm de ancho y -50 nm de paso.

La MccE492 constituye un excelente modelo de estudio a nivel estructural rnediante la

reconstrucción de imágenes debido a la alta pureza de las muestras, la buena calidad

de las fibras y homogeneidad de las estructuras observadas. La caracterización más

detallada a nivel estructural del proceso de formación 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 estud¡o de la apoptosis

inducida por agregados de amiloide asociados a diversas enfermedades. Fibras de tipo

am¡loide formadas por diversas proteínas han sido caracterizadas a nivel estructural

med¡ante técnicas de microscopia electrónica y reconstrucción de imágenes, sin

embargo estas f¡bras se forman solo en cond¡c¡ones extremas de temperatura, pH y

durante tiempos de incubación muy largos de ¡ncluso meses u años (Jimenez y cols.,

1999; Serpell y Sm¡th, 2000; Jimenez y cols., 2002). En el caso de la MccE492 el

protocolo de agregación que ha perm¡tido visualizar estas fibras por microscopía

electrón¡ca es llevado a cabo ¡ncubando durante 12 horas a pH 7 y 37"C, parámetros

que se acercan más a las condiciones fisiológigas o de cultivo en las cuales la bacteria

crece y en las cuales la formación de estas fibras podrÍa estar regulando la act¡vidad

del péptido. Para estudiar el proceso de formación de fibras dé'tipo amilo¡de'de la

MccE492 se realizaron promed¡os bi-dimen§ionales a partir de las micrografías

electrón¡cas que se obtuv¡eron de muestras de microcina no.-modificada proven¡ente de

una mutante en el gen de madurac¡ón mce) (npB4\. Se seléccionó ESta muestra en

particular pues presentó las estructuras rnhs claras y, limpias, que es un requisito

importante en el proceso de reconstrucción de imágenes. Nuestros resultados ind¡can

que en las muestras de microcina npB4 el proceso de agregación comienza

aproximadamente a part¡r de las 4 horas, a diferencia de lo dqscrito para muestras

provenientes de una cepa qr"'"*pi"ru el plasmidio sobre-productor pJEMl5 para las

cuales el proceso de agregación comienza aprox¡madamente a las l0 horas (Bieler y

cols., 2005). En ambas muestras este proceso de agregac¡ón está acompañado por un

aumento en la estructura Secundaria del péptido a medida que éste va agregando,

como se puede deducir de los espectros de dicroísmo circular.
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El procesamiento de las imágenes obtenidas para las estructuras anulares no

Ilegó a una convergenc¡a de las imágenes individuales posiblemente porque estas

estructuras son heterogéneas, es decir las imágenes obtenidas corresponden a

diferentes oligómeros, entre los que son fácilmente distinguibles pentámeros y

hexámeros, así como también a vistas diferentes, ligeramente laterales, de dÍmeros o

trímeros de anillos. Todas ellas en promedio presentan un d¡ámetro externo entre 7 a 8

nm. Esta heterogene¡dad también está presente en las proto-fibrillas observadas, que

corresponden a multímeros mayores de los an¡llos. En este caso no hubo

¡nconven¡entes en su procesamiento, pues las venlanas digitales utilizadas para

generar las imágenes individuales eran de menor tamaño que las estructuras. En este

caso únicamente se encontraron diferencias en el ancho de las lmágenes promediadas

de las f¡bras, que fueron de lz y 8 nm, lo que se podría deber a qüe algunas de ellas

corresponden a multímeros de pentámeros y otras de hexámeros. Sin embargo es muy

d¡ficil comprobar a pr¡o¡ri con imágenes obtenidas mediante tinción negativa de cual

estructura se trata, pues la capa que se forma sobre las estrúcturas qon la'sal del metal

pesado (en este caso acetato de uranilo) no es perfectamente uniforme ni siquiera

dentro de una misma rejilla, Las imágenes de las estructuras antes descritas que son

las encontradas durante las primeras etapas de agregación por tratarse de,estructuras

muy pequeñas se obtuvieron a altas magnificaciones (50.000 aumentos). Las

imágenes para los promedios de las fibras propiamente tal, se obtuvieron a baia

magnificación (20.000 aumentos) pues se trataba de estructuras de mayor tamaño.

Dentro de las estructuras menos representadas, encontramos fibras simples y dobles

que por sus dimensiones nos hacen pensar en intermediarios en Ia formación de las

fibras que están más representadas o maduras que serían las fibras helicoidales.

Dentro de las fibras simp¡es encontramos las fibras rectas y cortas que serían las
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estructuras precursoras y tamb¡én observamos fibras largas y onduladas a largos

t¡empos de agregación, que se obtendrían posiblemente por algún t¡po de re-

ordenamiento, empaquetam¡ento o camb¡o conformacional de la MccE492 dentro de la

flbra. Estas fibras simples de -7 nm de ancho se unirían generando fibras dobles de

-14 nm de ancho con un surco central, las que en algunas micrografías se observan

parcialmente enrolladas, para generar f¡nalmente las fibras helico¡dales maduras. Las

fibras helicoidales maduras son muy homogéneas y sus dimensiones de -14 nm de

ancho y -50 nm de paso se conseryan dentro de todas las muestras anal¡zadas.

A partir de los promedios hi-dimensionales de las estructuras encontradas tanto

en las fases tempranas como tardías de la agregac¡ón se pudo plantear el modelo del

mecanismo de formación de estas flbras que se esquemat¡za en la figura 37.

En la fase de latencia se espera encontrar el péptido soluble en forma de

dímeros y trÍmeros, pues se ha descr¡to que esos son los estados.de oligomerización

que adopta la MccE492 en polución acuosa (Destoum¡eux-Garzón y co|s.,2003). Esta

microcina soluble formaría los anillos, estructuras simitargs. a la descr¡tá tanio para

precursores y estructuras toxicas de proteínas amiloidogénicas, como para algunas

toxinas bacterianas formadoras de poros (d¡scut¡do én Lashuel y cols., 2002). En

condiciones de agregación y al alcanzar una concentración crítica.estos anillos

polimerizarían para formar las proto-f¡brillas rectas dentro de cuyas estructuras aÚn es

posible d¡stingu¡r los monómeros de MccE492. Durante la fase de agregación

exponencial, mediante un proceso de re-ordenamiento, empaquetamiento o camb¡o

conformacional, estas proto-fibrillas rectas'darían lugar a las f¡bras simples que se

observan lisas y onduladas, y dentro de cuya estructura no es posible distinguir los

monómeros de MccE492.
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Figura 37. Esquema del mecanismo de agregación en fibras de tipo amiloide de
la MccE492. En la parte super¡or de la figura se muestran los esquemas de las
estructuras obten¡das por promed¡os bi-dimensionales (abajo). En la fase de latencia
previo a la agregación existe solo pépt¡do soluble. Luego ocurriría la formac¡ón de los
oligómeros anulares de microcina que polimerizarían dando lugar a las proto-fibrillas
rectas. Estas estructuras serían precursoras para la formac¡ón de las fibras amiloides
simples y dobles, procesos que ocurr¡rían en la fase exponencial de la agregación
med¡ante un proceso aún desconocido (?) de re-ordenamiento, empaquetamiento o

cambio conformacional del pépt¡do. Las fibras dobles, que presentan un surco central,
darían origen a las fibras helico¡dales maduras que son las más representadas durante
la fase estacionaría. Este modeto es válido tanto si se considera el oligómeros
pentamér¡co o hexamérico como precursor.
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Luego estas fibras simples mediante interacciones laterales formarían las fibras dobles

que presentan un surco central. Finalmente las fibras dobles se enrollarían para formar

las fibras helicoidales que se encuentran más representadas en fase estacionaria. Este

modelo es válido también si se incluye la estructura pentamérica que es la más

abundante como precursor. Se escogió la representación del hexámero pues fue la

pr¡mera estructura caracterizada durante m¡ fabajo real¡zado en el laborator¡o del Dr.

J.M. Valpuesta.

Una característica común de las proteÍnas amiloidogénicas es que 
_poseen dos

vías de plegamiento: la vía de "plegamiento correcto" que usualmente da como

resultado proteínas solubles y activas; y una vía de "plegamiento incorrecto" que

resulta en las proteínas que agregan de forma ordenada en f¡bras de tipo'amiloide,

siendo este último proceso dependiente de nucleación y tF[modinámicamente

irrevers¡ble (Dobson,2003; Chiti y Dobson,2009). El intenso estudlo del que han sido

objeto las proteínas formadoras de am¡loides ha perm¡t¡do que hoy §ea ampliamente

aceptado que las estructuras tóxicas tanto de i:roteínas ¡mpfcadas en procesos

patológicos como de amiloides naturales son los ol¡gómeros prqcursores (Bucc¡ant¡n¡ y

cols., 2OO2), mientras que las fibras maduras han sido descritas como estructuras más

bien inertes. Por esta razón se ha especulado que un mecan¡smo mediante el cual las

células se protegerían de la tox¡c¡dad de las proteínas incorrectamente plegadas sería

formando grandes depósitos insolubles de fibras maduras. Sin embargo, recientemente

se ha comprobado que estas fibras maduras supuestamente insolubles.e ¡nertes

pueden ser solubilizadas hasta sus estructuras ióxicas mediante un tratamiento con

lÍpidos que están presentes en la membrana, celular (Martins y cols., 2008).

Estos antecedentes y las observac¡ones realizadas durante el desarrollo de

este trabajo permiten plantear un mecanisme que relaciona el proceso de formación de
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amiloides de MccE492 y su activ¡dad tóxica. postulamos que las estructuras anulares

ol¡goméricas que forma la MccE492 serían las que presentan toxicidad tanto sobre

bacterias sens¡bles como sobre células tumorales. Durante la fase exponencial de

crecim¡ento de las cepas productoras de MccE4g2, se secretaría una mayor proporción

de péptido modiflcado, y la presenc¡a de la modificac¡ón en uno o más de los pépt¡dos

dentro de los ol¡gómeros anulares serían las que permitirían el reconoc¡miento a n¡vel

de membrana externa princ¡palmente 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 modificac¡ones post{raducc¡onales en

estos oligómeros además retrasaría la formación de las fibras maduras, pues estos

oligómeros mod¡ficados se comportah como pobres centro nucleáqores en
I

comparación con su contrapartida no-modificada. En fase eét€cionaría de crecimiento

se secretaría una mayor cantidad de pépt¡do no-modificadt y en consecuencia los

oligómeros formados serían mejores cántros nucleadores,. lo que daría origen

rápidamente a fibras maduras que no pre;entan actividád Uacteric¡Oá. La formación de

las fibras maduras no serÍa una condición esencial para la actividad c¡totóxica sino más

bien permitirían una l¡beración Ynás estable de oligómeros tóxicos.,una vez que las

fibras están en contacto con Ja membrána lipídica de sus células blanco, que en este

caso corresponden a células tumorales. Una observación adicional que respalda este

modelo está relacionada con el estud¡o de la mutante puntual MccE492 Q8H. Esta

mutante se agrega espontáneamente, tiene una mayor actividad anti-tumoral, pero no

presenta actividad bactericida (García, 2008). Se analizaron las fibras producidas por

esta mutante y se observó que estas correspondían a fibras simples no-helicoidales

(Figura3SAyB).
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Figura 38. Formación de fibras de amiloides a partir de la mutante puntual
MccE492 Q8H. Muestras purificadas y agregadas de MccE492 Q8H se tiñeron
negativamente con acetato de uranilo al 2yo para la microscopía electrónica- Las

miérografías fueron obtenidas a una magnificac¡ón de 60.000 (A) y 20.000 (B)

aumentos. C. Las secuencias de las microcinas silvestre (MceA) y de las mutanie
puntual (Q8H) fueron enviadas al serv¡dor Waltz para la predicción de zonas
involucradas en la formación de amiloides (*). En la secuencia de la MccE492 s¡lvestre
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 mutación puntual.
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No se pudo realizar una reconstrucción de estas fibras, ya que en todas las

muestras analizadas se encontraron s¡empre asociadas a pequeñas vesículas lipídicas

(ver figura 38), que interf¡eren con el procesamiento. Para explicar la ausenc¡a de fibras

helico¡dales maduras, se analizó la secuencia de la microcina silvestre y de la mutante

puntual QBH mediante el algoritmo Wal2 (htipJlswitpcT.vub.ac. be/cgi-bin/submit.cqi),

el cual basado en propiedades fisicoquímicas predice las zonas de formación de

estructura beta nucleadoras de amiloides denfo de una secuencia (Maurer-Stroh y

cols., manuscrito enviado para su publicación). El resultado del anális¡s se muestra en

la figura 38 C, observándose que la secuencia de la microc¡na s¡lvestre muestra tres

zonas de formación de amiloide, y que la mutación puntual en el residuo I hace que

desaparezca la zona de mayor tamaño. Basados en estas predicciones planteamos

que la presencia de las dos zonas nucleadoras menores son las lnvolucradas en la

formación de la fibra simple que se observa en lá \mutante, s¡endo este. proceso

espontáneo en ausencia de las inleracc¡ones de la zona mayor, las*cuales se
:. l

neces¡tarían para las ¡nteracciones laterales de la fibra helicoidal. La espontaneidad de

este proceso secuestraría todos los oi¡gómeros formados ¡mpid¡endo la actividad

1,
bactericida de esta mutante. También es posible que estas fibras "inmaduras" sean

fácilmente solubilizadas al entrar en contaqto con la superficie lipídica de las células

tumorales sens¡bles, lo cual daría cuanta de su mayor toxicidad. I
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5. CONCLUSIONES.

Los derivados mono y diglucosilados de enteroquel¡na pueden ingresar a cepas

no-patógenas de E. coli utilizando mayor¡tar¡amente el receptor de membrana

externa para s¡deróforos de tipo catecol Fiu.

Cepas con mutaciones en la vía de síntesis de enteroquelina producen una

MccE492 inactiva y no-modif¡cada post-traduccionalmente, de lo cual se

desprende que la enteroquelina es el precursor para mod¡f¡cac¡ón post-

traducc¡onal de la MccE492.

. La sintetasa de péptidos gg ribosomal EntF participa en la producción de

MccE492 activa en un proceso ad¡cional a la síntesis de enteroquel¡na. En esta

func¡ón dual solo participaiía el dom¡nio de aden¡lac¡ón de manera

¡ndependiente de la actividad catalít¡ca necesaria para la síntesis de

enteroquel¡na. En esta última act¡v¡dad el residuo E7S0 es imprescindible.

El modelo molecular de EntF prgdice que sus dominios inl
| 

,eractff¡n de forma

dinámica y que la zona del sub-doririnio mayor del dominio.de ádenitación

presenta un parche de interacción proteína-proteína, no afibuible a la

¡nteracción con los otros dominios de la sintetasa, lo que convierte a esta zona

en una buena candidata para ¡nteractuar con oiras proteínas.

La proporc¡ón de m¡crocina E492 modificada post-traduccionalmente aumenta

conforme aumenta la expresión de los genes de la maduración. Este nivel de
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modificación post-traduccional es d¡rectamente proporcional a la actividad

bacteric¡da e inversamente proporcional a la capacidad de agregar en f¡bras de

tipo amiloide.

Muestras de MccE492 no-modificadas presentan una cinetica de agregac¡Ón

acelerada y las semillas de fibras amiloides proveniente de éstas actúan como

centros nucleadores más eficientes en el proceso de agregación de la

MccE492.

. En estadios tempranos del proceso de agregación de la MccE492 se observan

proto-f¡brillas y estruiluras oligómericas anulares típ¡cas de poros am¡loides

altamente tóxicos. fstos precursores dan lugar a f¡bras helicoidales maduras

que poseen formas y d¡mensiones similares, de -14 nm de ancho y -50 nm de

paso, en muestras con dfferentes grados de modiflcación posltraducciénal.

\
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