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RESUMEN

Las bacteriocinas son antibioticos de naturaleza peptidica producidas por un
amplio espectro de bacterias Gram positiva y negativa. La microcina E492 (MccE492)
es una bacteriocina formadora de poros producida por Klebsiella pneumoniae RYC492.
Se encuentra modificada post-traduccionalmente por una molécula del tipo
salmoquelina unida covalentemente a la serina-84 por la accion de los productos de los
genes de maduracién mceCDIJ. Esta modificacion permite que sea reconocida por la
célula blanco a través de los receptores de sideréforos del tipo catecol FepA, Fiu y Cir.
Las cepas mutantes en los genes de maduraciéon producen una MccE492 no
modificada e inactiva. Alineamientos entre la MccE492 y otras microcinas relacionadas
muestran una gran identidad en la region C-terminal, conservandose en un 100% los
aminoacidos S75, S78-79 y S84, ademas del motivo G83-S84. Resultados previos
demuestran que la mutacion S84T y la remocién del Gltimo motivo GS (A83-84),
reducen la eficiencia del proceso de modificacién post-traduccional y producen una
disminucion de la actividad antibacteriana de alrededor de 100 veces con respecto a la
MccE492 silvestre. Para determinar la importancia de las demas serinas conservadas
en la modificacion post-traduccional y en la actividad antibacteriana de la MccE492, se
construyeron cinco mutantes en las que se reemplazd estas serinas por treoninas y
alaninas, y ademas, la mutante S84G. Se evalud la actividad bactericida sobre una
cepa sensible y sobre las cepas mutantes en los receptores FepA, Fiu y Cir. Aunque
todas las microcinas mutantes presentaron actividad antibacteriana, las mutantes S75A
y S75T redujeron sustancialmente el titulo bactericida con respecto a la MccE492
silvestre. Todas las mutantes también presentaron la actividad en las cepas mutantes

para los receptores, aunque con distintos titulos. Mediante la espectrometria de masas
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se detectaron las especies de la MccE492 que corresponden a las formas modificadas
post-traduccionalmente. En su conjunto, estos resultados indican que las mutaciones
en la Ser75 son las que mas afectan la actividad bactericida, lo que se correlaciona con
una baja proporcion de la forma modificada. Las demas serinas conservadas presentan
una mayor plasticidad al cambio, no observandose diferencias significativas en su titulo
bactericida o fraccién de microcina modificada con respecto a la MccE492 silvestre.

Por otra parte, para determinar la importancia que tiene el motivo GS del
extremo C-terminal sobre la modificacion post-traduccional y la actividad bactericida, se
construyeron tres mutantes: una sobre la mutante A83-84, con el cambio G81S; una sin
los motivos G81-S82 y G83-S84 (A81-84); y una sobre la mutante A81-84 con la
mutacion S79G. La mutante S79G presentd la actividad bactericida sobre un césped
sensible a la MccE492 silvestre. Las mutantes A81-84 y G81S sélo presentaron la
actividad sobre células cuya membrana externa ha sido permeabilizada, indicando que
estos residuos son importantes en la translocacién al periplasma de la célula blanco.
Mediante espectrometria de masas se observé que soélo la mutante S79G se modifica
post-traduccionalmente. Por lo tanto, se requiere la presencia de al menos un motivo
GS en el C-terminal de la MccE492 para llevar a cabo el proceso de modificacion post-
traduccional, necesario para la actividad bactericida. En su conjunto, nuestros
resultados indican que el factor critico en la modificacién es la identidad de la glicina
que antecede a la serina, por lo cual el motivo esencial es GX donde X puede ser Thr,

Ser, Gly, Ala y posiblemente Cys.
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ABSTRACT

Bacteriocins are antibiotic peptides produced by Gram-positive and Gram-
negative bacteria. Microcin E492 (MccE492) is a pore-forming bacteriocin produced by
Klebsiella pneumoniae strain RYC492. MccE492 is post-translationally modified by a
salmochelin-type molecule which is covalently linked to serine-84 by the products of
mceCDIJ maturation genes. This modification allows the recognition at the target cell by
cathecol-type siderophore receptors FepA, Fiu and Cir. Mutant strains on the
maturation genes produce inactive and unmodified MccE492. Alignments between
MccE492 and other related microcins show a high identity at the C-termini region, with
a 100% identity on residues S75, S78-S79 and S84, and on the G83-S84 motif.
Previous results indicate that the S84T mutation and the deletion of the last GS motif
(A83-84) reduce the efficiency of the post-translational modification process and
produce a decrease of 100-fold in the antibacterial activity with respect to the wild type
MccE492. To determine the importance of the other conserved serine residues on the
post-translational modification and on the antibacterial activity, five mutants were
constructed replacing these serines by either threonines or alanines. The S84G
mutation was also constructed. Antibacterial activity was determined using mutant
strains on the FepA, Fiu and Cir receptors. All the mutant microcins had antibacterial
activity; however the S75A and S75T mutants had a reduced antibacterial activity with
regard to wild type MccE492. The mutants showed activity over the receptor mutant
strains, although they had different degrees of activity. Analyses through mass
spectrometry allowed the detection of modified species of the MccE492 that would
correspond to post-translationally modified forms for all mutants. These results indicate

that the mutations on Ser75 are the most affected in bacterial activity, which it
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correlated with the lowest proportion of the modified form. The other conserved serines
showed a high plasticity to the change, with no significant differences on the
antibacterial activity and on the modified microcin fraction.

On the other hand, to determine the importance of the GS motif at the C-
terminus of MccE492 in the post-translational modification and on the antibacterial
activity, three mutants were constructed: A83-84 with the G81S mutation; a mutant
without G81-S82 and G83-S84 motifs (A81-84); and the A81-84 mutant with the S79G
mutation. The A81-84 and G81S mutants presented activity only over cells with a
permeabilised outer membrane (spheroplasts), indicating that these residues are
important for the translocation to the periplasm at the target cell. Mass spectrometry
analyses showed modified species only for the S79G mutant. Therefore, that the
presence of at least one GS motif at the C-terminus of MccE492 is critical to carry out
the post-translational modification process, which is necessary for the antibacterial
activity. Taken together, our results indicate that the critical factor for modification is the
identity of the glycine preceding serine, therefore the essential motif is GX, where X can

be ThR, Ser, Gly, Ala and possibly Cys.
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1. INTRODUCCION

1.1. Bacteriocinas.

Para sobrevivir en la competencia con otros organismos, las bacterias han
adquirido nuevas propiedades adaptativas, incluyendo la produccién de agentes
antimicrobianos. Los agentes antimicrobianos se pueden clasificar en dos grupos: los
sintetizados enzimaticamente y los codificados genéticamante y sintetizados en el
ribosoma (bacteriocinas) (Pavlova y Severinov, 2006). Las bacteriocinas son
producidas tanto por bacterias Gram positiva como Gram negativa y son secretadas al
medio extracelular, donde ejercen su accidn. Los mecanismos de accidon de las
bacteriocinas son muy variados. Algunas poseen la actividad endodesoxiribonucleasa o
endoribonucleasa, otras son inhibidoras de la sintesis de las proteinas, de la DNA
girasa o de la RNA polimerasa, y también estan las formadoras de poros, que actdan
sobre la membrana plasmatica de la célula objetivo disipando el potencial de
membrana (Braun y cols., 2002).

Dentro de las bacteriocinas producidas por las bacterias Gram negativa hay dos
grupos clasificados segun su tamafio: las colicinas y las microcinas (Baquero y Moreno,
1984). Las colicinas fueron las primeras en ser caracterizadas y son las mas
estudiadas hasta la fecha. Poseen un peso molecular superior a los 10 kDa y se
encuentran codificadas en los plasmidios. Son producidas mayoritariamente por
Escherichia coli y su expresion es regulada por el sistema SOS, es decir, son
producidas cuando la célula esta bajo condiciones de estrés (Riley y Wertz, 2002).

Las microcinas son péptidos que poseen un peso molecular <10 kDa y son
producidas por las bacterias Gram negativa de la familia Enterobacteriaceae (Baquero

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



estabilidad al calor, al pH extremo y a las proteasas (de Lorenzo, 1984; Baquero y
Moreno, 1984). Su agrupacion génica habitualmente contiene marcos abiertos de
lectura codificantes para el precursor de la microcina, los factores de inmunidad, las
proteinas secretoras y en general las enzimas de modificacién, dando origen a una
variada diversidad de estructuras de las microcinas y de los mecanismos de accion
(Duqguesne y cols., 2007).

En una revisién reciente (Duquesne y cols., 2007) se propone una nueva
clasificacion de las microcinas, la que incorpora algunos criterios tales como la
presencia, naturaleza y ubicacidon de las modificaciones post-traduccionales; la
organizacién del cluster genético; y las secuencias del péptido lider. De acuerdo a esta
clasificacién, las microcinas clase | son péptidos con un peso molecular inferior a 5
kDa, las cuales se encuentran ampliamente modificadas post-traduccionalmente en su
esqueleto (MccB17, MccC7/C51, MccJ25). La clase Il incluye péptidos de mayor peso
molecular (en el rango de 5-10 kDa), y se divide en dos subclases: la lla, algunas que
contienen enlaces disulfuro pero no modificacion post-traduccional (Mccl, MccV,
Mcc24); y la lIb, la cual integra a aquellas microcinas lineales que pueden portar una
modificaciéon post-traduccional en el C-terminal (MccE492, MccM y presumiblemente

MccH47 y Mccl47).

1.2. Microcina E492.

1.2.1. Caracteristicas generales.

La microcina E492 (MccE492) es una bacteriocina formadora de poros (Lagos y
cols., 1993) producida naturalmente por Klebsiella pneumoniae RYC492 que presenta
actividad bactericida sobre otras cepas Gram negativas tales como E. coli, Klebsiella,

Salmonella, Citrobacter, Enterobactery Erwinia (de Lorenzo, 1984).



La MccE492 es un péptido hidréfébico, con un peso molecular de 7887 Da
(forma no modificada) y un pl de 3,8 (Lagos y cols., 1999). Al igual que otras microcinas
es resistente al tratamiento con tripsina, a condiciones de pH acido y a temperaturas
sobre los 90° C. Esta microcina puede encontrarse modificada post-traduccionalmente
en la serina-84 del extremo carboxilo terminal mediante la unién covalente de una

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

1.2.2. Descripcién del claster genético de la MccE492.

Los determinantes genéticos necesarios para la produccion de la MccE492
activa han sido clonados y expresados en E. coli obteniéndose una microcina con
propiedades idénticas a la producida por K. pneumoniae RYC492 (Wilkens y cols.,
1997). El gen estructural de la MccE492 (mceA) codifica para una pre-proteina de 98
aminoacidos que es procesada al momento de su exportaciéon en su extremo amino
terminal produciéndose una proteina madura de 84 aminoacidos (Lagos y cols., 2001;
Leiva, 2008). EI gen mceB codifica para una proteina de 95 aminoacidos que le
confiere inmunidad ante su propia actividad bactericida (Lagos y cols., 1999), y se
sobrepone con la region que codifica para el péptido lider de la MccE492.

La MccE492 puede encontrarse tanto en una forma activa como una inactiva.
Para la produccion de la MccE492 con actividad bactericida se requiere de un proceso
de maduracion en el cual estan implicados los productos génicos MceC, Mcel y MceJ
(Lagos y cols., 2001) (Figura 1). Cepas con mutaciones en los genes de la maduracion
producen una microcina inactiva (Lagos y cols., 2001) y no modificada (datos no
publicados de nuestro laboratorio). MceC es homologa a una glicosil transferasa que
participa en la sintesis del sideréforo salmoquelina, MceD homéloga a una

enteroquelina esterasa (iroD), Mcel a una acil transferasa, en tanto que Mced no tiene



Célula Productora

Salmoguelina
+

Figura 1. Esquema de la maduracion y el procesamiento de la MccE492,

La MccE492 se sintetiza como una pre-proteina, que puede o no sufrir un proceso de
modificacién post-traduccional en el que participan los productos génicos MceC, Mcel, Mced y
MceD. Ambas formas, la modificada y la no modificada, al ser exportadas al medio extraceiular
son procesadas por MceG, perdiendo el péptido lider (PL). ME: Membrana externa. MI:
Membrana interna. Modificado de Lagos y cols., 2009.



homdlogo conocido. Recientemente se ha demostrado in vitro que estas proteinas son
las responsables del proceso de modificaciéon post-traduccional, tanto de la MccE492
silvestre como de un decapéptido sintético con la secuencia de los 10 Ultimos
aminoacidos del carboxilo terminal de la MccE492. En primera instancia ocurriria la
glicosilacion de la enteroquelina por MceC, para generar la salmoquelina; y
posteriormente proseguiria la hidrélisis de la molécula de salmoquelina (por MceD) o la
unién covalente de la salmoquelina a la MccE492 (via McelJ) (Nolan y cols., 2007).

Los productos de los genes mceH y mceG estan involucrados en la exportacion
de la MccE492 (Figura 1). MceG tiene una alta identidad con los transportadores ABC
del sistema de exportacion tipo | (Lagos y cols., 2001), en tanto que MceH corresponde

a la proteina accesoria del sistema de exportacion.

1.2.3. Sideréforos del tipo catecol y la modificacion post-traduccional de la

MccE492.

El miembro mas prominente dentro de los sideréforos del tipo catecol es la
enteroquelina, que fue aislada desde E. coli y S. enterica (Pollack y Neilands, 1970;
O’Brien y Gibson, 1970). Este sideroforo une hierro con una constante de disociacion
de 10°% M (Crossa y Walsh, 2002). La enteroquelina consiste en un trimero ciclico de
2,3-dihidroxibenzoilserina (DHBS), cuya biosintesis requiere en primera instancia de la
via del chiquimato (sintesis de los aminoacidos aromaticos) para generar el corismato
(Bentley, 1990). Posteriormente, a partir del corismato, una serie de reacciones
gobernadas por la maquinaria de proteinas codificada en el operdén entABCDEF
producen la enteroquelina (Crossa, 1989; Gehring y cols., 1997; Gehring y cols., 1998).
La apo-enteroquelina (forma no unida al hierro) es secretada fuera de la célula para

capturar el hierro, siendo ingresada en su forma holo (unida al hierro) principalmente



por el receptor de sideroforos tipo catecol FepA (Pugsley y Reeves, 1977), mientras
que sus productos lineales de hidrélisis (DHBS, y DHBS) ingresan a la célula a través
de FepA, Fiu y Cir (Hantke, 1990). Una vez dentro de la célula la enteroquelina y sus
productos son hidrolizados para liberar el hierro unido (O'Brien y cols., 1971).

Recientemente en Salmonella enterica se ha descrito que la presencia del locus
iroA, conformado por dos operones convergentes iroN e iroBCDE, codifica para las
proteinas que permiten la glicosilacion de los bloques de DHBS que constituyen la
enteroquelina. Estas moléculas han sido llamadas genéricamente salmoquelinas, las
cuales son sideréforos del tipo catecol mas hidrofilicos (Hantke y cols., 2003). Las
reacciones de glicosilacion son catalizadas por IroB, utilizando como sustrato mas
robusto la enteroquelina y UDP-glucosa como dador del grupo glicosil, formando asi
enteroquelina monoglucosilada (MGE), enteroquelina diglucosilada (DGE) e incluso
enterogquelina triglucosilada (TGE), en reacciones sucesivas (Fischbach y cols., 2005).
La glicosilacion de la enteroquelina cambiaria sus propiedades fisicas y estéricas sin
comprometer su actividad biolégica (Fischbach y cols., 2006). Asi, a diferencia de la
enteroquelina, la salmoquelina no seria secuestrada por la siderocalina, una proteina
del sistema inmune innato de los mamiferos (Fischbach y cols., 20086).

La serina-84 del carboxilo terminal de la MccE492 se encuentra modificada post-
traduccionalmente con una molécula de salmoquelina (Figura 2, Thomas y cols., 2004).
En dicho trabajo se determiné mediante espectrometria de masas que existen a lo menos
3 especies de mayor tamafo que la MccE492 sin modificar (7887 Da), las que

corresponden a microcina modificada con el trimero de DHBS glucosilado (8718 Da);



A A SN MccE492 via
T ribosémica

o) Enteroquelina
HN (sintesis via NRPS)
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+ 385 Da +223Da +223Da

MccE492 (7887 Da) ,
MccE492-Glc-DHBS (8272 Da) !

MccE492-Glc-DHBS, (8495 Da)
MccE492 -Glc-DHBS 5 (8718 Da)

Figura 2. La microcina E492 y su modificacién post-traduccional.

A) La MccE492 madificada post-traduccionalmente con una molécula de salmoquelina. Se
muestran las enzimas del sistema de la MccE492 que participan en el proceso de modificacion
post-traduccional. En primer lugar, MceC glicosila una molécula de enteroquelina para generar
la salmoquelina monoglucosilada. Posteriormente podria actuar MceD (linealizacion de la
molécula de salmoquelina) o McelJ (unién covalente de la molécula de salmoquelina a la
serina-84 de la MccE492). NRPS: Sintetasa de péptidos no ribosémica. Figura adaptada de
Nolan y cols. (2007). B) La modificacién consiste en un trimero de DHBS unido via un enlace C-
glicosidico a una B-D-glucosa la que se une al residuo 84 del péptido no modificado. MccE492
(7887 Da) es el péptido no modificado. Ademas se muestran los derivados modificados con Gle-
DHBS (8272 Da), Gle-DHBS; (8495 Da) y Glc-DHBS; (8718 Da). Las diferencias de masa entre
las diferentes especies se muestran en la parte superior. Figura adaptada de Vassiliadis y cols.
(2007).



el dimero de DHBS glucosilado (8495 Da); y con el monémero de DHBS glucosilado
(8272 Da). Se postula que dicha modificacién post-traduccional favoreceria la interaccion
de la MccE492 con los receptores de siderdforos del tipo catecol FepA, Fiu y Cir de la

célula objetivo (Patzer y cols., 2003).

1.2.4. Mecanismo de accion de la MccE492.

El mecanismo de accion de la MccE492 contempla en primera instancia el
reconocimiento en la membrana externa de la célula objetivo por los receptores de
sideroforos del tipo catecol FepA, Fiu y Cir (Strahsburger y cols., 2005). Tal
reconocimiento estaria mediado por la molécula de salmoquelina unida al extremo
carboxilo terminal de la MccE492, por lo que se ha planteado que la MccE492
modificada post-traduccionalmente favorece su interaccién con los receptores para la
posterior internalizacion a la célula objetivo (Thomas y cols., 2004). Esta estrategia de
importaciébn mediada por una molécula beneficiosa, que emula a una que es
reconocida por los receptores, se denomina estrategia tipo “caballo de Troya”
(Fischbach y cols., 2006). La translocacion al periplasma de la célula sensible usa el
sistema transductor de energia TonB/ExbBD (Pugsley y cols., 1986), dentro de los
cuales TonB interactuaria con la MccE492 (Baeza, 2003; Flores, 2009). La actividad
bactericida seria llevada a cabo mediante la despolarizacién de la membrana interna
(de Lorenzo y Pugsley, 1985), producto de la formacién de poros, hecho que se infiere
por su capacidad de formar canales idnicos en bicapas lipidicas (Lagos y cols., 1993).

El complejo proteico de membrana interna ManYZ involucrado en la captacion de
la manosa, es otro componente esencial para la actividad bactericida de la MccE492
(Bieler y cols., 2008). Sin embargo, no ha sido posible determinar si interactta y a que

nivel con el sistema TonB/ExbBD y con la MccE492.



En la Figura 3 se muestra un esquema con todos los elementos que se conocen

hasta la fecha que estan implicados en el mecanismo de accién de la MccE492.

1.2.5. Estructura modular de la MccE492 y conservacion del dominio de
captacion.

La microcina H47 y la colicina V poseen estructuras modulares, con un domino
de captacién en el carboxilo terminal y un dominio toxico localizado en la region N-
terminal (Azpiroz y Lavifia, 2007). Al fusionar cruzadamente los dominios de las dos
microcinas, se demostré que resultan ser intercambiables generando la actividad de
una microcina y el reconocimiento de la otra, y viceversa. El médulo de captacion de la
microcina H47, estaria ubicado en el carboxilo terminal, especificamente en los Gltimos
10 aminoacidos. Alineamientos de esta region muestran una gran identidad entre las
microcinas H47, 147, M y E492 (Figura 4), lo que sugiere que este “dominio” seria
reconocido por los receptores de sideréforos de la misma forma para las microcinas
H47, 147, M y E492 (Azpiroz y Lavifia, 2007), y que es muy probable que esto ocurra
gracias a que sus dominios se encuentran modificados post-traduccionalmente
mediante la unién covalente de una molécula de salmoquelina (Figura 5; Nolan y cols.,
2007).

Estudios previos demuestran que las mutantes S84T y A83-84 en el C-terminal
de la MccE492 presentan actividad bactericida y son modificadas post-
traduccionalmente (Leiva, 2008). Esto indica que la serina-84, donde ocurre la
modificacién post-traduccional, es posible de cambiar por un aminoacido de
caracteristicas similares como la treonina, y que esto no impide su modificacion. Por
otro lado, el dltimo motivo GS es dispensable para el proceso de modificacion post-

traduccional y la actividad bactericida, pues este motivo esta duplicado (ver Figura 4).



MccE492
No modificada

MccE492
modificada

3
HaN

ME

Célula Blanco

Figura 3. Modelo del mecanismo de accion de la MccE492.

La microcina modificada post-traduccionalmente entraria a la célula mediante la interaccion con
los receptores de los siderdforos del tipo catecol (FepA, Fiu, Cir e IroN), en tanto que la forma
no modificada no podria llevar a cabo tal reconocimiento. La microcina es traslocada hacia el
periplasma gracias al complejo TonB/ExbBD, donde TonB probablemente interacciona con los
receptores y con la microcina. Posteriormente se produce la despolarizacién de la membrana
interna, producto de la formacién de poros. Para llevar a cabo esta accion bactericida se
requiere de la presencia del complejo ManYZ, pero se desconoce la manera en que participaria
en este proceso. La actividad bactericida de la MccE492 sobre la cepa productora es anulada
por la proteina de inmunidad (MceB) mediante un mecanismo adn no dilucidado. ME:
Membrana externa, P: Periplasma, MI: Membrana interna.
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75 749 84

MccE492 SATEESSGSGE
MccH47 SASSESAGGES
Mccl47 SSTESANSCE
MccM SASSESAGSCE

Figura 4. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos del C-terminal de las
microcinas M, H47, 147 y E492.

En letras rojas y resaltado en amarillo se indican los aminoacidos 100% conservados en las
posiciones 75, 78, 79, 83 y 84 de la MccE492.

11



FModificacién—|

Péptido Lider| |——— Dominio Toxico |} Domino de Captacién —

Figura 5. Esquema de la posible estructura modular de la MccE492.

De izquierda a derecha, el péptido lider, el dominio tdxico responsable de actividad bactericida
mediante la insercién en la membrana interna de la célula sensible, el domino de captacién que
sufre el proceso de modificacion post-traduccional y responsable del reconocimiento por los
receptores de membrana externa de la célula sensible. Figura adaptada de Lagos y cols.
(2009).
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Dado que hay una alta conservacion en las serinas y el Gltimo motivo GS del C-
terminal de la MccE492, y sustentado en los resultados con las mutantes S84T y A83-
84, en este trabajo se construyeron las mutantes para estudiar la importancia de las
serinas 100% conservadas sustituyéndolas por un aminoécido similar, como lo es la
treonina, o por un aminoacido mas bien neutro, como lo es la alanina. Ademas, basado
en que la remocion del ultimo motivo GS es dispensable se buscd ahondar en el
estudio de este motivo, para lo que se construyeron otras tres mutantes: una sobre la
mutante A83-84, con el cambio G81S; una sin los motivos G81-S82 y G83-S84 (A81-

84); y una sobre la mutante A81-84, en que se realizé el cambio S79G.
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Hipoétesis:

‘Las serinas en las posiciones 75, 78 y 79 del C-terminal de la MccE492, son
importantes para la funcion del dominio de captacion a través del proceso de
modificacion post-traduccional. Sin embargo, podrian ser cambiadas por un aminoacido
de naturaleza similar como la treonina, manteniéndose la funcionalidad del dominio de
captacion y con esto la actividad antibacteriana. Ademds, seria indispensable la
presencia de un motivo GX en el C-terminal, donde X puede ser treonina o serina, y

posiblemente alanina o glicina”.

Objetivo General:

1. Determinar si los cambios propuestos en las serinas conservadas y el motivo GS
de los ultimos 10 aminoacidos del carboxilo terminal de la MccE492, afectan el
proceso de modificacién post-traduccional y por ende su funcién como dominio de

captacion.

Objetivos Especificos:

1. Obtencién de una mutante en que se reemplazara la Ser75 por una alanina (S75A)
y por una treonina (S75T).

2. Obtencién de una mutante en que se sustituiran el par de serinas contiguas en las
posiciones 78-79 por un par de alaninas (S7879A) y otra mutante por un par de
treoninas (S7879T).

3. Obtencion de una mutante sobre la mutante A83-84, con el cambio G81S;
obtencién de una mutante por delecidon sobre la mutante A83-84, en que se
removeran la Gly81 y la Ser82 (A81-84), construccion de una mutante por

reemplazo sobre la mutante A81-84, en que se generara el cambio S79G.
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4. Obtencion de una mutante en que se reemplazara la Ser84 por glicina (S84G).

5 Caracterizacion de las mutantes de la MccE492 por espectrometria de masas y

determinacion de la actividad bactericida.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales.

2.1.1. Reactivos.

La bis-acrilamida, SDS, fosfato di-acido de sodio, estandar de bajo peso
molecular para péptidos, glucosa, Tween 20, tricina, L-aminoacidos, tiamina, acido p-
cumarico se compraron en Sigma Chemical Co., St. Louis, M.O., USA.

Las membranas de nitrocelulosa VSWP02500 para remover las sales de los
acidos nucleicos pre-electroporacion se obtuvieron en Millipore, USA.

Las membranas de nitrocelulosa para Western blot, acrilamida, persulfato de
amonio, TEMED y cubetas de electroporacién se compraron en BioRad Laboratories
Inc., Hercules, C.A., USA.

El azul de bromofenol, cloroformo, alcohol isoamilico, isopropanol, etanol,
metanol, acetonitrilo, cloruro de calcio y sacarosa se compraron en Merck, Darmstadt,
Alemania.

El cloruro de sodio, agar, tris, glicina, glicerol, EDTA, fenol, fosfato acido de
sodio, B-MeOH, citrato de sodio, agarosa, acetato de amonio, marcadores de peso
molecular para fragmentos de DNA escala 1 kb y escala 100 pb, se compraron en
Winkler, Santiago, Chile.

El cloruro de potasio, sulfato de magnesio y cloruro de calcio se obtuvieron de
Fluka Chemie AG, Messershmittstr, Suiza.

Los reactivos de grado técnico: acido acético, etanol, metanol, acido clorhidrico
se adquirieron en TCL, Santiago, Chile.

La triptona, bactotriptona, casaminoacidos y extracto de levadura se compraron

en DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA.
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El hidréxido de sodio se obtuvo en J. T. Baker, Estado de México, Mexico.

Los cartuchos Sep-Pack C-18 se adquirieron en Waters, USA.

La tetraciclina en el Laboratorio Benguerel Ltda., Chile.

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

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

El anticuerpo secundario IgG-HRP anti-conejo preparado en cabra se obtuvo en
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA.

La pelicula autoradiografica X-OMAT BT Film, se compré en Kodak, Windsor,
Colorado, USA.

El reactivo de Bradford, se compré a Gene-X-press.

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

3N9.

2.1.2. Cepas bacterianas.

En la Tabla 1 se describen las cepas de E. coli utilizadas en este trabajo.

2.1.3. Plasmidios y vectores.

En la Tabla 2 se describen los plasmidios y vectores utilizados en este trabajo

2.1.4. Partidores.

En la Tabla 3 se muestran los partidores y sus secuencias utilizados en esta

Tesis.
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Tabla 1. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo

Cepa Genotipo Fuente
BL21 (DE3) F" ompT rg mg Novagen
DH5a supE44 AlacU169 (P80/acZAM15) hsdR17  Hanahan, 1983

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1
H1443 araD (lac) aroB rpsL relA flbB deoC pstF rbsR Hantke, 1990
H1728 Como H1443, pero fiu::MudXcir Hantke, 1990
H1875 Como H1443, pero cir.:MudXfepA::Tn10 Hantke, 1990
H1876 Como H1728, pero fepA::Tn10 Hantke, 1990
H1877 Como H1443, pero fiu::MudXfepA::Tn10 Hantke, 1990

18



Tabla 2. Plasmidios y vectores utilizados en este trabajo.

Plasmidio

Caracteristicas relevantes Fuente o referencia

pACYC184 Plasmidio de propésito general Cm'Tet’ Chang y Cohen, 1978

pJAMA434

pJAM229

np220

pAB

Derivado de pJ que fue construido en el cosmidio
pHC79 empleando el DNA cromosomal de K.
pneumoniae RYC492 digerido con Sau3A, posee un
fragmento interno Xhol invertido con respecto a
pJAM229. Es un pobre productor de la MccE492
activa. Amp'

Wilkens y cols., 1997

Derivado de pJ que fue Construido en el cosmidio
pHC79 empleando el DNA cromosomal de K.
pneumoniae RYC492 digerido con Sau3A, contiene los
genes para la produccién de la MccE492 activa. Amp'

Wilkens y cols., 1997

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

Derivado de pACYC184. Contiene los genes mceBA
bajo el mando del promotor natural de la MccE492, Coleccién Laboratorio
clonado en el sitio BamHI. Cm'
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Tabla 3. Secuencia de los partidores empleados en este trabajo.

Partidor Secuencia (5'—3)"

S75Af CGGTAGTGGTTATAARCGCCGCAACATCCAGTTCC
S75Ar GGAACTGGATGTTGCGGCGTTATAACCACTACCG
S75TE CGGTAGTGGTTATARACACCGCAACATCCAGTTCCG
S75Tr CGGAACTGGATGTTGCGETGTTATAACCACTACCS
S7879Af GTTATAACAGCGCAACRGCCGCTTCCGGTAGTGGTAG
S7879Ar CTACCACTACCGGARAGCGGCTGTTGCGCTGTTATAAC
S7879Tf GTTATAACAGCGCARCAACCACTTCCGGTAGTGGTAG
S7879Tr CTACCACTACCGGAAGTGGTTGTTGCGCTGTTATAAC
SB4Af CCAGTTCCGGTAGTGGTGCTTAAAGGATCCTCTACG
S84Ar CGTAGAGGATCCTTTAAGCACCACTACCGGAACTGG
S84Gf CCAGTTCCGGTAGTGGTEGGTTAAAGGATCCTCTACG
S84Gr CGTAGAGGATCCTTTAACCACCACTACCGGARCTGG
GB818f GCGCAACATCCAGTTCCAGTAGTTGATGATARAGC
G81Sr GCTTTATCATCAACTACTGGAACTGGATGTTGCGC
A81-84f CGCAACATCCAGTTCCTGATGATGATGATAARGCATCC
AB1-84r GGATGCTTTATCATCATCATCAGGAACTGGATGTTGCG
S79Gf CAGCGCAACATCCGGTTCCTGATGATG

S79Gr CATCATCAGGAACCGGATGTTGCGCTG

*En negrita y resaltado en amarillo, se muestran las bases que no estan
presentes en la secuencia silvestre, y que incorporan los cambios deseados
para la obtencién de las mutantes.

20



2.2. Métodos.

2.2.1. Medios de Cultivo.

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

Medio minimo M9. Na,HPO, 6 g/L, KH,PO, 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH.CI 1 g/L.

M9 suplementado (M9-S). EI medio M9 se suplementé con CaCl, 0,1 mM,
MgS0O.x7H,0 2 mM, citrato de sodio 0,2% p/v, tiamina 1 mg/mL, casaminoéacidos 1
mg/mL, como fuente de carbono glucosa 0,2% p/v.

Agar blando. Se prepar6 con medio minimo M9 y 0,7% p/v de agar agar.

Placas de agar. Se prepararon las placas con medio LB y 1,5% p/v de agar agar.
Placas de césped. Sobre placas de agar M9-S se esparcieron 4 mL de agar blando
fundido en el que se incluydo 150 uL de un cultivo bacteriano crecido hasta fase
exponencial (DOgy —~0,6-0,7). Las cepas bacterianas que portan los plasmidios
recombinantes y/o los transposones con resistencia a los antibiéticos, se crecieron en
medio liquido o en placas suplementadas con los antibidticos correspondientes, a las
siguientes concentraciones finales: ampicilina 100 ug/mL, cloranfenicol 50 ug/mL,
tetraciclina 10 wg/mL, kanamicina 50 wpg/mL, estreptomicina 10 pg/mL y el acido
nalidixico a 10 ug /mL. Estos fueron preparados segun lo descrito por Sambroock y

cols. (1989).

2.2.2. Técnicas moleculares.

Los procedimientos de biologia molecular no detallados, como aislamiento del
DNA plasmidial, preparacion de las células electrocompetentes, transformacion
mediante electroporacién, digestion con las enzimas de restriccion, etc., se realizaron

utilizando métodos estandarizados (Sambrook y cols. 1989; Ausubel y cols., 1992).
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La mutagénesis sitio dirigida se realizé6 mediante la estrategia propuesta en el kit
QuickChange® XL Site-Directed Mutagenesis, de Stratagene®, con los partidores

disefiados de modo de cambiar los aminoacidos deseados (Tabla 3).

2.2.3. Purificacion de la MccE492.

Se crecieron los cultivos a 37° C, 220 rpm por 22 h hasta una DOgqy de 1,5 en
medio minimo M9-S. 1L de sobrenadante de cultivo se filiré a través de una columna
de fase reversa Sep-Pack C-18 (Waters). La columna se lavé con 3 mL de metanol

60% y 3 mL de acetonitrilo 25%. La microcina se eluyd con 3 mL de acetonitrilo 50%.

2.2.4. Cuantificacion de la MccE492.

La preparacion de microcina en acetonitrilo 50% se cuantifico mediante el
método de Bradford. Para esto, se construy6é una curva de calibraciéon con la proteina
BSA (seroalbumina de bovino) en el rango de concentracion 0-12 pyg/mL. Las muestras
de microcina se concentraron de manera de evaporar el acetonitrilo. Posteriormente se
hizo una dilucién de la muestra concentrada de 10 veces en agua. Finalmente se
adicionaron 200 uL del reactivo de Bradford a 800 uL de muestra para hacer un
volumen final de 1 mL. Se midié la absorbancia de la mezcla a 596 nm en un
espectrofotometro Hewlett Packard 8452A. De la ecuacién de la curva de calibracion se

interpol6 el valor de la concentracién de las muestras de microcina.

2.2.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) y marcacion de

las muestras de la MccE492 mediante fluorescamina.

Los geles se prepararon con ftres fases: separadora, espaciadora Yy
concentradora. El gel separador consisti6 en 16,5% de acrilamida (3% de

entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M pH 8,5, SDS 0,1% y glicerol al 10%. El gel espaciador
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consisti6 en 10% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M pH 8,5, SDS
0,1%. El gel concentrador contenia 3% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-
HCl 1 M pH 8,5; SDS 0,1%. A cada una de estas soluciones se les agreg 0,033% de
APS y 2,2 mM de TEMED. La solucion de corrida para el catodo fue Tris-HCI 0,1 M pH
8,5, Tricina 0,1 My SDS 0,1% y para el anodo Tris-HCI 0,2 M pH 8,9. Se concentrd 300
uL de la preparacion de la MccE492 con el un equipo de Centrivap (Labconco) a 60° C
hasta un volumen de aproximadamente 15 uL, y luego se adicioné 4 uL de solucion
borato (0,4 M; pH 9,0), 8 uL de fluorescamina (3 mg/mL en DMSO) y 7 uL de
amortiguador de carga 4X (glicerol a 40%; Tris-HCI 50 mM pH 7.6; SDS 10%; B-MeOH
20%; azul de bromofenol 0,04% p/v). La mezcla se incubé a 95° C durante 10 min. Las
proteinas se separaron mediante SDS-PAGE (Lagos y cols., 2001).

Como marcador de peso molecular se utilizdé Sigma MW-SDS (2.500-17.000
Da), que contiene mioglobina de 16.950 Da y fragmentos de mioglobina de 14.440 Da,
10.600 Da, 8.160 Da, 6.210 Da y 2.510 Da, y glucagén de 3.480 Da. Estas proteinas se
marcaron con fluorescamina de la misma manera que las muestras. Las bandas de las

proteinas se visualizaron en un transiluminador UV y se fotografiaron inmediatamente.

2.2.6. Western blot.

2.2.6.1. Electrotransferencia y exposicion a anticuerpos.

Las proteinas del gel de la SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa durante 90 min a 100 V, 500 mA y —20° C empleando amortiguador de
transferencia (Tris-HCI 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20%) previamente enfriado. La
membrana fue bloqueada con leche descremada Svelty al 5% en TBS-Tween (Tris-HCI
50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM, Tween 0,1%) durante toda la noche a 4° C. Luego se

incub6 con el anticuerpo primario policlonal de conejo contra el fragmento C-terminal de
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la MccE492 [SGSGYNSATSSSGSGS] (Mercado y cols.,, 2008) (dilucion 1:1.000)
durante 1 h, sequido de 3 lavados con amortiguador TBS-Tween. A continuacion se
incubd durante 1 h con el anticuerpo secundario anticonejo preparado en cabra y
conjugado con peroxidasa (dilucién 1:20.000). La membrana se revel6 mediante
electroquimioluminiscencia.

Como marcador de peso molecular se empled New England Biolabs de amplio
rango (7-175 kDa), que contiene proteinas con los siguientes pesos: 175, 80, 58, 46,

30, 25,17 y 7 kDa.

2.2.6.2. Electroquimioluminiscencia.

La membrana se reveld en 10 mL de Tris-HCI 100 mM pH 8,5, con 50 uL de
luminol 250 mM (preparado en DMSQ) y 22 uL de acido p-cumarico 90 mM (preparado
en DMSO). La reaccién de quimioluminiscencia se inicid agregando 5 uL de peroxido
de hidrégeno al 30%. La membrana se expuso con los films autoradiogréaficos entre 5 s

y 5 min, dependiendo de intensidad de la sefial obtenida.

2.2.7. Deteccion y cuantificacién de la actividad bactericida de la MccE492.

2.2.7.1. Deteccion de la actividad bactericida.

La deteccion de la actividad bactericida se realizdé sembrando las colonias
provenientes de los clones que se deseaban analizar sobre una placa agar-M9-S con
un césped sensible de E. coli BL21 (DE3) crecido en medio M9-S hasta fase
exponencial. Luego de incubar las placas a 37° C durante 14-16 h, la actividad
bactericida se visualizé por la aparicion de halos de inhibicion de crecimiento sobre el

césped sensible.
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2.2.7.2. Cuantificaciéon de la actividad bactericida mediante el método de la
dilucién critica.

Para la cuantificacién de la actividad bactericida de la microcina ée realizaron
diluciones seriadas de las muestras en base 2 en agua nanopura estéril. Se tomaron
alicuotas de 3 yL de cada una de las diluciones y se depositaron sobre placas agar-M9-
S con un césped de la cepa de interés, que se formd con 4 mL de agar blando fundido
y 150 uL de un cultivo en medio LB crecido hasta fase exponencial con los antibiéticos
correspondientes segln la cepa. Las placas se incubaron a 37° C durante 14-16 h, y el
titulo de la muestra se expresé como el reciproco de la potencia en base 2 de la lGltima

dilucién que presenté un halo de inhibicién del crecimiento sobre el césped indicador.
2.2.7.3. Cuantificacion de la actividad bactericida sobre esferoplastos.

2.2.7.3.1 Preparacion de esferoplastos.

Los esferoplastos se prepararon basicamente de acuerdo a lo descrito por
Weiss (1976). La cepa E. coli BL21 (DE3) crecidé en 100 mL de medio LB hasta una
DOsq 0,6. Las células se colectaron por centrifugacién, se lavaron 2 veces con 20 mL
de Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 y se resuspendieron en 10 mL de Tris-HCI 100 mM, 20%
p/v de sacarosa, pH 8,0. Mientras se aplicaba agitacién constante, se adicioné 1 mL de
lisozima (6 mg/ml) y se incubd la mezcla por 15 min a 37° C. Luego, se adiciond

lentamente 2 mL de una solucion de EDTA 0,1 M pH 8,0 y se incubd por otros 15 min.

2.2.7.3.2. Ensayo de sensibilidad de los esferoplastos ante la MccE492.

Se mezclaron alicuotas de 100 uL de esferoplastos con 100 yL de las muestras

de microcina a una concentracion de 50 pg/mL (diluida en Tris-HCI 100 mM, 20% p/v
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de sacarosa, pH 8,0) y se incubaron por 15 min a 37° C. Se realizaron diluciones
seriadas en buffer Tris-HCl 100 mM, 20% p/v de sacarosa, pH 8,0 y 10 uL (por
triplicado) de cada dilucién y se sembraron sobre placas agar-LB. Luego de 18 h de
incubacion a 37° C, el titulo celular se determiné mediante el conteo de las UFC. El
porcentaje de viabilidad de los esferoplastos se estimd al comparar las UFC de los
tratamientos con microcina versus las UFC de los esferoplastos tratados con buffer
Tris-HCI 100 mM, 20% p/v de sacarosa, pH 8,0 (normalizado como el 100% de
viabilidad).

2.2.8. Espectrometria de masas.

Las muestras de microcina purificada se analizaron mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF (CEPEDEQ, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile).

La matriz acido sinapinico (SA) se prepar6 a una concentraciéon de 10 mg/mL en
acetonitrilo/acido férmico 0,1% viv 1:2.

Se prepararon diluciones 1:2 de las muestras con la matriz y se depositaron 2
uL de cada una de las diluciones en una placa porta muestra micro scout. Los
espectros se obtuvieron en un equipo Microflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Inc.,
MA-USA). Previo a la obtenciéon de los espectros se realizd una calibracion del equipo
con un estandar externo correspondiente a una mezcla de péptidos de masas 5.000-
17.000 Da. Para la obtencion de los espectros se trabajé en modo ion positivo y
deteccion lineal. Los espectros finales corresponden a espectros sumados
correspondientes a 10 barridos de 40 disparos de laser aplicados en diferentes puntos

tomados al azar de las muestras previamente preparadas en placa.
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3. RESULTADOS

3.1 Obtencion de las mutantes en el C-terminal de la MccE492.

Para generar las mutantes en el C-terminal de la MccE492, se utilizo la
estrategia planteada en el kit QuickChange® XL Site-Directed Mutagenesis, de
Stratagene®. Se amplifico el vector pAB mediante PCR con los partidores detallados en
la Tabla 3 para obtener productos de PCR de aproximadamente 5 kb (Figura 6A).

Para confirmar los cambios deseados se enviaron a secuenciar los putativos
clones mutantes. Los resultados de la secuenciacion se muestran en la Figura 6B.

En la Tabla 4 se presenta un resumen de las microcinas mutantes realizadas en

esta Tesis.

3.2 Caracterizacion de las mutantes en las serinas conservadas del C-terminal de

la MccE492 S75A, S75T, ST879A, S7T879T, S84A y S84G.

3.2.1 Determinacion de la actividad bactericida de las microcinas mutantes.

Para determinar si las mutantes S75A, S75T, S7879A, S7879T, S84A y S84G
presentan actividad bactericida, se utilizé como huésped la cepa E. coli BL21 (DE3)
np220, a la cual se le introdujo mediante transformacion los DNAs de las mutantes. La
cepa np220 posee todos los determinantes genéticos para la produccion de la
MccE492 salvo el gen estructural, pues tiene una inserciéon del transposén Tn5 en el
gen mceA (Tn5::mceA), lo cual la hace una cepa no productora de la MccE492
(Mercado y cols., 2008). Esta cepa puede ser complementada con la construccion pAB,
gque posee una copia del gen que codifica para la MccE492, y se puede utilizar para

probar la actividad de las mutantes en la MccE492.
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Tabla 4.- Resumen de las mutantes obtenidas en el dominio de captacion de la MccE492.

Microcina Dominio de captacion®

~
2]
-~
=]
-4
w0
=)
(8]
(=]
=

Silvestre s A T § S S G S G s
S75A A A T S S S G S G S
S75T T A T &8 § 8§ G § G 8

S7879A s A T A A 8§ G 8§ G 8§

8787971 s A T T T § G § G &
SB4A s A T 8 8 8§ G 8 G A
SB4T s A T &8 §8 8§ G s G T
584G s A T 8 8 § G s G G

75 78 79 83 84

Silvestre s A T 8§ § § G S G 8§

AB3-84 s A T 8§ 8 8§ G § —A—
G818 S A T 8§ 8 § 8§ S§ —A—
A81-84 s A T & § S A
S79G s A T & G S A

*En la tabla se muestra el dominic de captacion de las mutantes obtenidas en esta Tesis,
ademas de las mutantes S84T y A83-84 (Leiva, 2008). En rojo los aminoacidos 100%
conservados entre las microcinas H47, 147, M y E492, y en azul los aminoacidos reemplazados
en cada mutante. A: Delecién.
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= 5 kb
5 kb

L

NI s

8 piB TTATAACAGCGCRAACATCCAGTTCCGGTR
meed TTATAACRGCGCAACATCC »‘sETrck z
S75T TTATAAC ,CCG'\,RRC.IHCCM FTTCCGG

AGT
5794 TTATAACGCCGCAACATC ;eG

S7879T TTATRACAGCGCALCRACC ACOTTCCGGTAGTY

S78794 TTATRACECCGCAACAGCCGCTTCCGGTAGT

5844 TTATA}’L 'TC GC .,Q.J:LCR Fu’: LG TTLC :vGT" AT f* rG’E’GC T

GATGATCATLR

£81-84 TT.ELT.ELRC};LTFGL A_?J.LA“*“CL _mTTu TGAT
~TTLCTGATGATLTAT1;A”“ AR

579G TTATARACAGCGCAACATOCG

Figura 6. PCR para obtener los DNAs plasmidiales mutados y alineamiento de las
secuencias de éstos.

A) Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% p/v.
MP: Marcador de peso molecular 1 kb; Carriles: 1: DNA parental pAB sin amplificar; 2: PCR
S75A; 3: PCR S75T; 4: PCR S7879A; 5: PCR S7879T, 6: PCR S84A; 7: PCR S84G; 8: PCR
G81S; 9: PCR A81-84; 10: PCR S79G. B) Se hizo un alineamiento (5'—3') entre la secuencia
del gen estructural de la MccE492 silvestre (meeA) y las mutantes enviadas a secuenciar,
usando la herramienta AlignX del software Vector NTI Advance (Invitrogen®). Ademas se
incorpord la secuencia de la construccion parental pAB. En recuadros naranjos se muestran los
cambios generados para cada mutante. Las bases resaltadas en amarillo son 100% idénticas
en el alineamiento y las resaltadas en verde son las regiones en las que se introdujeron los
cambios. Ei resto de ia secuencia de las mutantes es 100% idéntica a la construccion parental

PAB (no mostrado).
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La actividad bactericida de las microcinas mutantes se midid mediante la
formacion de los halos de inhibicién del crecimiento sobre un césped de E. coli BL21
(DE3), sensible a la MccE492 silvestre (Figura 7). La cepa huésped E. coli BL21 (DE3)
np220 transformada con el vector pACYC184, no presentd actividad bactericida. La
cepa complementada con la construccion parental pAB presentd actividad bactericida,

al igual que todas las mutantes ensayadas.

3.2.2 Purificacion de las microcinas mutantes y determinacion del titulo de

actividad antibacteriana.

Se purificé microcina a partir de los sobrenadantes de los cultivos de la cepa
BL21 np220 complementada con las mutantes y con la construcciéon parental pAB,
utilizando el procedimiento descrito en Métodos. Las muestras purificadas se
sometieron a electroforesis e inmunoblot (Figura 8). Las microcinas mutantes fueron
reconocidas por el anticuerpo empleado al igual que la MccE492 silvestre. En tanto que
una preparacion a partir del sobrenadante de la cepa BL21 np220 no mostré marcacion
con el anticuerpo (control negativo). Este ensayo es cualitativo por tanto no se puede
inferir si el anticuerpo presenta una especificidad diferencial por las distintas microcinas
mutantes.

Para determinar la actividad bactericida de las purificaciones de las microcinas
mutantes se empleo la cepa sensible E. coli BL21 (DE3). Todas las preparaciones de
las mutantes presentaron actividad bactericida sobre esta cepa pero con distintos
titulos (Tabla 5). Las mutantes S75A y S75T presentaron la menor actividad bactericida
(2 y 4, respectivamente). Las mutantes en las S78-S79 presentaron un titulo de &; en

tanto que la mutante S84A presento un titulo igual al de la MccE492 silvestre purificada
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BL21 np220 BL21 np220 BL21 np220 BL21np220 BL21 np220 BL21 np220
S75A S75T S7879A S7879T S84A 884G

BL21 np220 BL21 np220
pACYC184

Figura 7. Ensayo de complementacion de la actividad bactericida de las mutantes en las
serinas 100% conservadas del C-terminal de la MccE492.

En la figura se ilustran las colonias productoras con las microcinas mutantes, sembradas sobre
un césped de la cepa E. coli BL21 (DE3) sensible a la MccE492 silvestre.
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17 kDa -

818

WT 879G S84G S75T S7879T np220 S75A S7879A S84A AB1-84

Figura 8. SDS-PAGE y Western blot de las preparaciones de las microcinas mutantes.

A) La purificacién, marcaje con fluorescamina y electroforesis de la MccE492 purificada a partir
de las diferentes cepas se realizo como se indica en los Métodos. Carriles: 1: np220; 2: S75A;
3: 875T: 4: S7879A; 5: Marcador de peso molecular (16.950, 14.440, 10.600, 8.160, 6.210,
3.480 y 2.510 Da); 6: S7879A,; 7: S84A, 8. S84G; 9: S79G; 10: A81-84; 11: G81S; 12: MccE492
silvestre. B) Las proteinas separadas en otro experimento de SDS-PAGE se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se revelaron mediante electroquimiolumnisencia. WT: MccE492
silvestre purificada a partir de la cepa E. coli BL21 np220 pAB
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Tabla 5. Titulo de la actividad bactericida de las microcinas mutantes en las serinas 100%
conservadas sobre cepas de E. coli mutantes en los receptores de sideréforos tipo
catecol.

Mcc! Césped*
sz Pias - Wiis - iers - HisTT o HIST6
(FepA'Fiu’Cir®) (FepA” Fiu'Cir) (FepAFiu'Cir) (FepAFiuCir) (FepAFiuCir)
S75A 2 8 0 8 2 0
S75T 4 8 0 8 2 0
S7879A 8 16 0 16 4 0
S7879T 8 32 1 16 8 0
S84A 16 16 2 32 8 0
S$84G 8 8 1 8 2 0
Silvestre 16 16 1 16 8 0

TLas preparaciones de microcina se concentraron mediante Speedvac para evaporar el acetonitrilo y se
ajustaron a una concentracién de 100 yg/mL, sobre la cual se realizaron diluciones seriadas en base dos.
La actividad esta expresada como el reciproco de la potencia en base 2 de la Ultima dilucién que presento
un halo de inhibicion del crecimiento sobre el césped indicador.

*Las células se crecieron en medio LB hasta la fase exponencial (DOsgo 0.6-0,7). Posteriormente se formo
el césped al ineluir 150 uL de cultivo en agar blando fundido. La mezcla se esparcio sobre placas con Agar
M9-S.
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a partir de la cepa BL21 np220 pAB (16). Finalmente para la mutante S84G se observo
un titulo de 8.

FepA, Fiu y Cir son tres receptores de los sideroforos tipo catecol que estan en
la membrana externa, y que son usados por la MccE492 para ingresar a la célula
blanco. Cuando se ensaya la MccE492 sobre las cepas dobles mutantes en los
receptores crecidas en medio LB, se observa que la MccE492 usa preferente el
receptor Fiu, seguido de Cir y finalmente FepA (Strahsburger, 2004). Para determinar
si las distintas mutantes de la MccE492 cambian o mantienen la preferencia en el uso
de los receptores, se ensayd las muestras purificadas sobre cepas que sélo expresan
uno de los tres receptores: FepA, Fiu o Cir (Tabla 5 y Figura 9). En la cepa parental
H1443 (FepA'Fiu*Cir’) las mutantes S7879A y S84A presentaron un titulo de 16, al
igual que la MccE492 silvestre. Las mutantes S75T, S75A y $84G presentaron menor
actividad bactericida que la MccE492 silvestre (8). Sin embargo, la microcina S7879T
presentd mayor actividad bactericida con respecto a la MccE492 silvestre (32 versus
16). Finalmente, la preferencia en el uso de los receptores de las microcinas mutantes
es similar a la observada para la microcina silvestre purificada a partir de la cepa BL21
np220 pAB: la cepa que expresa solo Fiu resulté ser la mas sensible, y a un nivel
similar al de la cepa silvestre H1443; en tanto que las cepas que expresan solo Cir o
FepA, presentaron una sensibilidad menor. Por lo tanto, la preferencia de uso resulté

ser Fiu > Cir > FepA (Tabla 5 y Figura 9).
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@ S75A
o S75T
- |OS7879A |
= S7879T
| S84A
—|mss4G

) | @ Silvestre

Actividad bactericida (UA)

BL21 H1443 H1728 (FepA+ Fiu- H1875 (FepA- H1877 (FepA-Fiu-  H1876 (FepA-Fiu-
(FepA+Fiu+Cir+) Cir-) Fiu+Cir-) Cir+) Cir-)

Cepa

Figura 9. Titulo de la actividad bactericida de las microcinas mutantes en las serinas 100% conservadas sobre cepas de E. coli
mutantes en los receptores de sideréforos tipo catecol.

Representacién de los resultados de la Tabla 5 en un grafico de columna agrupada.
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3.2.3 Analisis de las microcinas mutantes mediante espectrometria de masas

(MALDI-TOF).

La espectrometria de masas es una técnica muy resolutiva y sensible, y es de
mucha utilidad, ya que permite determinar el peso molecular de las microcinas
mutantes purificadas y el de sus formas modificadas post-traduccionalmente si es que
las hubiese.

Los espectros obtenidos del MALDI-TOF (Figura 10) muestran que en todas las
mutantes hay una sefial preponderante correspondiente a la forma no modificada muy
ajustada al peso esperado (Tabla 6). Ademéas se observa que todas las mutantes estan
modificadas post-traduccionalmente, pues se aprecian picos de mayor peso respecto
de la forma no modificada. Estas formas corresponderian a especies modificadas con
Glc-DHBS y Glc-DHBS,, ya que al hacer la diferencia con respecto al pico de la forma
no modificada, se ajustan bastante bien a las diferencias esperadas con estas
modificaciones (Tabla 6). En los espectros de las mutantes S75A y S84G solo se
aprecia el primer pico de modificacién, correspondiente a la especie MccE492+Glc-
DHBS (m/z 8256 y 8238 respectivamente). Las preparaciones de las otras mutantes en
tanto, muestran dos de los tres picos asociados a las especies modificadas con Glc-
DHBS y Glc-DHBS,, con una buena correlacién con el peso esperado. Para el caso del
espectro de la microcina silvestre (Figura 10), al igual que en las mutantes la forma no
modificada es el pico preponderante. Los dos picos de mayor peso corresponderian a
las especies MccE492+Glc-DHBS y MccE492+Glc-DHBS,. Como se esperaba, el
control con la preparacion del sobrenadante de la cepa np220, no presento6 picos en el
rango analizado (Figura 10). Por otro lado, no se encontré una explicacion plausible

para las sefiales contiguas al pico de la forma no modificada (hombros) presentes en
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Figura 10. Espectros de masa MALDI-TOF de las microcinas mutantes en las serinas

100% conservadas.

Se muestran los espectros de las muestras analizadas sobre la matriz acido sinapinico (SA).

Continda en la pagina siguiente.
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Continuacion Figura 10. Espectros de masa MALDI-TOF de las microcinas mutantes en
las serinas 100% conservadas.

Se muestran los espectros de las muestras analizadas sobre la matriz 4cido sinapinico (SA).
ContinGa en la pagina siguiente.
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Continuacién Figura 10. Espectros de masa MALDI-TOF de las microbinas mutantes en
las serinas 100% conservadas.

Se muestran los espectros de las muestras analizadas sobre la matriz acido sinapinico (SA).
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Tabla 6. Masas obtenidas de las microcinas mutantes en las serinas 100% conservadas
analizadas por MALDI-TOF, su relacion m/z y pesos tedricos calculados.

Microcina MccE492 MccE492+Glc+DHBS MccE492+Glc+DHBS; MccE492+Glc+DHBS,

Silvestre 7866 (7887)° 8251 (8272)° 8474 (8495) -
- 385 (385)° 223 (223)°

S75A 7871 (7871)° 8256 (8256)° - e
- 385 (385)°

S75T 7899 (7901)° 8284 (8286)° 8508 (8509)° -
R 385 (385)° 224 (223)°

S7879A 7853 (7855)° 8238 (8240)° 8462 (8463)° -
g 384 (385)° 225 (223)°

S7879T 7915 (7915)° 8300 (8300)° 8525 (8523)° -
- 385 (385)" 225 (223)°

S84A 7866 (7871)° 8252 (8256)° 8475 (8479)° -
x 386 (385)° 226 (223)°

S84G 7854 (7857)° 8238 (8242)° - .
- 384 (385)°

3Los nimeros en paréntesis corresponden al peso tedrico calculado.

bSe muestra la diferencia entre la relacion m/z de un pico y el inmediatamente anterior (de
menor m/z) obtenidos experimentalmente. Entre paréntesis se muestra el valor del peso
calculado tedricamente para esta diferencia.
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todos los espectros, pues sus pesos no se ajustan al de un atomo individual
consistente con la modificacion post-traduccional.

Ademas de las sefiales anteriormente descritas, en todos los espectros de las
microcinas analizadas se observan un par de picos intermedios de tamano
considerable entre la forma no modificada y la primera especie modificada
(MccE492+GIc-DHBS). La diferencia entre el pico de la forma no modificada
(MccE492) vy el pico intermedio de mayor peso es de aproximadamente 223, lo cual
podria corresponder a la unién de una molécula de DHBS (mondmero sin glucosa,
MccE492+DHBS), y el de menor peso, a esta especie pero con un oxigeno menos.

Una forma de cuantificar las diferentes especies, no modificada y modificada, es
medir el area bajo la curva de los picos en los espectros (Tabla 7). Las mutantes en la
Ser75 presentaron un porcentaje de modificacion mucho menor al de la microcina
silvestre. Las demas mutantes presentaron un porcentaje de forma modificada similar
al de la microcina silvestre, excepto la mutante S7879T, la cual se encuentra 2,6 veces
mas modificada que la MccE492 silvestre, lo cual se correlaciona con el aumento en la

actividad bactericida (ver Tabla 5).
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Tabla 7. Porcentaje de la forma modificada y la no modificada de las mutantes en las
serinas 100% conservadas.

Microcina % No modificada* % Modificada*

S75A 99,6 0,4
S75T 99,1 0,9
S7879A 97,6 24
ST7879T 94,5 8.5
S84A 97,6 2,4
S84G 98,2 1,8
Silvestre 97.9 2,1

*Los espectros se procesaron con el programa ImageJ, mediante el cual se determino el area
debajo de los picos de las diferentes formas. En caso de que existiesen picos colindantes, sélo
se seleccion6 el area de los picos con m/z consistente con los pesos esperados (Tabla 5).
Posteriormente se sumaron las areas de todas las formas, lo que se consideré como el 100%.
La forma modificada se calculdé como la sumatoria de las éreas de los picos de la microcina
modificada con Glc-DHBS y Glc-DHBS,.
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3.3. Caracterizacion de las mutantes en el motivo GS del C-terminal de la

MccE492.

3.3.1 Determinacién de la actividad bactericida de las microcinas mutantes G81S,

A81-84 y ST9G.

Para determinar si las mutantes G81S, A81-84 y S79G poseen actividad
bactericida, se complemento la cepa E. coli BL21 (DE3) np220 con las respectivas
construcciones de las mutantes (Figura 11).

Las mutantes G81S y A81-84 no presentaron actividad bactericida, al igual que
la cepa np220 complementada con el vector pACYC184 (control negativo). La cepa
complementada con la mutante S79G en tanto, present6 actividad bactericida al igual

que la cepa complementada con la construccion parental, pAB.

3.3.2 Purificacion de las microcinas mutantes y determinacién de la actividad

bactericida.

Se purificé la microcina a partir de los sobrenadantes de los cultivos de la cepa
E. coli BL21 (DE3) np220 complementada con las mutantes y con la construccion
parental pAB, utilizando el procedimiento descrito en Métodos. Las muestras
purificadas se sometieron a electroforesis e inmunoblot (Figura 8). Las microcinas
mutantes reaccionaron con el anticuerpo empleado al igual que la MccE492 silvestre,
en tanto que la preparacién a partir del sobrenadante de la cepa BL21 np220 no mostro
marcacion con el anticuerpo (control negativo). Con respecto a la migracion relativa de
las bandas, se observa que las microcinas S79G, G818 y A81-84 presentan una mayor

movilidad, lo cual es consistente con la disminucién en la masa respecto a la MccE492
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BL21 np220 BL21 np220 BL21 np220
G81S A81-84 S79G

BL21 np220 BL21 np220
DACYC184 0AB
e ]

Figura 11. Ensayo de complementacién de la actividad bactericida de las mutantes en el
motivo GS del C-terminal de la MccE492.

En la figura se ilustran colonias productoras con las microcinas mutantes, sembradas sobre un
césped de la cepa E. coli BL21 (DE3) sensible a la MccE492 silvestre.
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silvestre.

Para evaluar la actividad bactericida de las purificaciones de las microcinas
mutantes se emplearon las cepas mutantes en los receptores de los sideréforos del
tipo catecol, la cepa parental (H1443) y la cepa E. coli BL21 (DE3) sensible a la
MccE492 (Tabla 8). Las mutantes G81S y A81-84 no presentaron actividad bactericida
en ninguna dilucién y sobre ninguna cepa. La microcina S79G v la microcina silvestre
en cambio, fueron activas sobre todas las cepas, excepto sobre la triple mutante en los
receptores. La doble mutante FiuCir muestra una sensibilidad reducida a la microcina
silvestre e insensibilidad a la microcina S79G. Cabe hacer notar que la mutante S79G
presentd menor titulo bactericida que la MccE492 silvestre en todas las cepas
analizadas. La preferencia en el uso de los receptores de la mutante S79G no se vio
alterada con respecto al de la MccE492 silvestre.

Para determinar si es que las microcinas mutantes G81S y A81-84 no
presentan actividad bactericida debido a que no son reconocidas por los receptores y
por ende no son traslocadas al periplasma para ejercer su accion bactericida, se
realizaron ensayos de actividad de estas mutantes sobre esferoplastos, es decir,
células cuya membrana externa ha sido permeabilizada. Las mutantes G81S y A81-84
presentaron actividad bactericida sobre los esferoplastos de la cepa E. coli BL21 (DE3)
al igual que la MccE492 silvestre (Tabla 9), lo que indica que el paso limitante para
estas mutantes es el reconocimiento por los receptores de los sideréforos tipo catecol

en la membrana externa de la célula objetivo.

45



Tabla 8. Titulo bactericida de las microcinas mutantes en el motivo GS sobre cepas de E.
coli mutantes en los receptores de sideréforos tipo catecol.

Mcc’ Césped*
BLzt P14 T HIT T HieTs - HiErr C  HISTS
(FepA'Fiu’Cir") (FepA' Fiu'Cir) (FepAFiu Cir) (FepAFiuCir’) (FepAFiuCir)
Silvestre 16 16 1 16 8 0
G81S 0 0 0 0 0 0
A81-84 0 0 0 0 0 0
§79G 4 8 0 8 2 0

TLas preparaciones de microcina se concentraron mediante SpeedVac para evaporar el
acetonitrilo y se ajustaron a una concentracion de 100 wg/mL, sobre la cual se realizaron
diluciones seriadas en base dos. La actividad esta expresada como el reciproco de la potencia
en base 2 de la Gltima dilucién que presentd un halo de inhibicién del crecimiento sobre el
césped indicador.

*|os células se crecieron en medio LB hasta la fase exponencial (DOgp 0.6-0,7).
Posteriormente se formé el césped al adicionar 150 gL de cultivo al agar blando fundido. La
mezcla se esparcié sobre placas con Agar M9-S.
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Tabla 9. Actividad bactericida sobre esferoplastos de la cepa E. coli BL21 (DE3) de las
microcinas mutantes G81S y A81-84.

Tratamiento UFC/mL %Viabilidad*
Buffer 1,5x10% 3,8x10° 100426
H.0 9,7x10% 2,3x10° 0,066+0,016
G81S 3,4x10% 1,5x10° 0,230£0,010
A81-84 8,7x10% 6,1x10° 0,059+0,042
Silvestre <1,0x10° <0,009

*E| % de viabilidad se determind al comparar las UFC obtenidas en el tratamiento con las
microcinas versus las UFC del tratamiento con el Buffer sacarosa, el cual se normaliz6 como
100% de viabilidad. La microcina purificada se utilizé a una concentracion de 50 pg/mL.
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3.3.3 Analisis de las microcinas mutantes G81S, A81-84 y S$79G mediante

espectrometria de masas (MALDI-TOF).

Para establecer si es que las microcinas mutantes presentan especies
modificadas post-traduccionalmente, se analizaron muestras purificadas mediante
espectrometria de masas.

Los espectros obtenidos del MALDI-TOF (Figura 12) muestran la presencia de
un pico preponderante que corresponde a la forma no modificada de masa muy similar
a la calculada tedricamente (Tabla 10). Tanto la mutante G81S como la A81-84, no
presentaron picos de mayor peso que pudiesen corresponder a formas modificadas
post-traduccionalmente con moléculas tipo salmoquelina. Para el caso de la mutante
879G, se observa un pico de mayor peso (m/z 7954) a la forma no modificada que
corresponderia a la especie modificada con Glc-DHBS debido a la buena correlacion
con el peso calculado teéricamente (Tabla 10). En contraste, no se encontr6 una
explicacién coherente para el pico que aparece a 7886. Los controles con microcina
silvestre y con la preparacién de la cepa BL21 np220 se muestran en la Figura 10.
Curiosamente, en los espectros de las microcinas mutantes en el motivo GS se
observan especies que son compatibles con microcina modificada con una molécula de
DHBS, al igual que en los espectros de las microcinas mutantes en las serinas 100%
conservadas.

La Tabla 11 resume los resultados de la modificacion post-traduccional y la

actividad bactericida de todas las mutantes analizadas en esta Tesis.
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Figura 12. Espectros de masa MALDI-TOF de las microcinas mutantes en el motivo GS.

Se muestran los espectros de las muestras analizadas sobre la matriz acido sinapinico (SA).
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Tabla 10. Masas obtenidas de las microcinas mutantes en el motivo GS analizadas por
MALDI-TOF, su relacién m/z y pesos tedricos calculados.

Microcina MccE492 MccE492+Glc+DHBS MccE492+Glc+DHBS,; MccE492+Gic+DHBS;

Silvestre 7866 (7887)° 8251 (8272)* 8474 (8495)° .
" 385 (385)" 223 (223)°

G81S 7767 (7773)° - - -

A81-84 7597 (7599)° - . -

S79G 7568 ( 7569) 7954 (7954)° . :
- 384 (385)"

®Los numeros en paréntesis corresponden al peso tedrico calculado.

®Se muestra la diferencia entre la relacion m/z de un pico y el inmediatamente anterior (de
menor m/z) obtenidos experimentalmente. Entre paréntesis se muestra el valor del peso
calculado te6ricamente para esta diferencia.
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Tabla 11. Resumen de los resultados de actividad bactericida y de modificacién post-
traduccional de las mutantes analizadas en esta Tesis.

Microcina Dominio de captacién® Modificacién  Actividad
75 78 79 83 84
Silvestre s A T S S S G S G S +++ o+
S75A A A T 8 8 8 G § G s + 4
S75T T A T &€& & 8 G S G s + 44
S7879A s A T A A 8§ G S G 8 o+ +H4+4
§7879T s A T T T 8§ G 8 G 8§ +4++++ ++++
S84A s A T &8 8 8§ G 8 G A +++ 444+
S84T s A T 8§ 8 8§ G 8 G T ++ +4++
$84G S A T 8 8 8 G 8§ G G ++ +++
75 78 79 83 84
Silveste & A T & 8 § G 8§ G s 4+ ++++
A83-84 s A T 8 8 8§ G s —A— ++ +++
G818 s A T 8 8 § 8 8§ —A— - -
AB1-84 S A T S S S A - -
879G S A T S G S A + 4+

*En |a tabla se muestra el dominio de captacién de las mutantes caracterizadas, ademas de las
mutantes S84T y A83-84 (Leiva, 2008). En rojo los aminodacidos 100% conservados entre las
microcinas H47, 147, M y E492, y en azul los aminoacidos reemplazados en cada mutante. El
nimero de cruces se asignoé en relacién a lo observado con la MccE492 silvestre (++++ para la
actividad bactericida y +++ para la modificacion post-traduccional). El signo (-) indica ausencia
de modificacion post-traduccional o de actividad bactericida. A: Delecién.
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4. DISCUSION
4.1 Mutaciones en las serinas 100% conservadas del dominio de captacién de la
MccE492: plasticidad al cambio de la Ser84, aminoacido donde ocurre la

modificacion post-traduccional.

El proceso de modificaciéon post-traduccional es esencial para la actividad de la
MccE492. Este proceso consiste en la unidbn covalente de una molécula del tipo
salmoquelina a la Ser84 del C-terminal, reaccion catalizada por el complejo McelJ. La
Ser84 es 100% conservada entre la MccE492 y las microcinas M, 147 y H47, las cuales
potencialmente también serfan modificadas post-traduccionalmente en la serina
terminal. A pesar de ser conservada, segun lo expuesto en esta Tesis, es posible
cambiar la Ser84 por treonina (naturaleza similar, con grupo OH y similar tamano),
alanina (neutro, sin grupo OH, con grupo CHj y similar tamafio) o glicina (sin grupo
funcional y de menor tamafio), sin abolir el proceso de modificacion post-traduccional ni
la actividad bactericida. Esto indica que la identidad del Gltimo aminoacido no es
gravitante en el proceso de modificacion post-traduccicnal ni en la actividad
antibacteriana, y que por lo tanto, la cadena lateral hidroxilo de la Ser84 no es esencial
en la interaccién con el complejo McelJ. Hasta la fecha no se han reportado mutantes
en los dominios de captacién de las microcinas H47 e 147. Por otra parte, cuando se
intentdé clonar el gen estructural de la microcina M se reporté que el Gnico clon
encontrado con produccién estable de microcina con alta actividad bactericida, poseia
una mutacion puntual en donde la serina terminal habia cambiado por una cisteina
(Patzer y cols., 2003). Esto indica que potencialmente la Ser84 de la MccE492 también
podria ser cambiada por una cisteina (S84C) sin perder la capacidad de ser modificada

post-traduccionalmente ni la actividad bactericida. Este antecedente valida la idea de
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que a pesar de ser un aminoacido 100% conservado, la identidad de la Ser84 no es
esencial para que ocurra el proceso de modificacion post-traduccional, y por tanto,
tampoco lo es para la actividad bactericida.

Dentro de las demas mutantes en las serinas conservadas del C-terminal
caracterizadas en este trabajo, se encontrd que los cambios que disminuyen en mayor
grado la modificacion post-traduccional y la actividad bactericida son los observados en
las mutantes en la Ser75. Seglin estos resultados, este aminoacido tendria una
importancia mucho mayor para la actividad bactericida que las demas serinas
conservadas (78-79 y 84), por lo que probablemente, es el mas critico del dominio de
captacion en la interaccion con el complejo Mceld. Por otro lado, también se observo
que el cambio S7879T aumenté la actividad bactericida y el grado de modificacion post-
traduccional, por lo que posiblemente esta mutacién aumenta la afinidad por el

complejo de modificacion, o lo hace mas estable.

4.2 Conservacién del motivo GX: importancia de la glicina que antecede al

aminoacido terminal.

Ademas de estudiar la importancia de las serinas conservadas, en este trabajo
se analizo la importancia del motivo GS de la MccE492, el cual también es conservado.
Al remover el Gltimo motivo GS (A83-84) se obtiene una disminucién en la actividad
bactericida y en el grado de modificacién post-traduccional, sin embargo, no hay una
pérdida total de éstos (Leiva, 2008). Cuando sobre la mutante A83-84 se realizd el
cambio G818, se obtuvo una pérdida total de la actividad antibacteriana y del proceso
de modificacién post-traduccional. Esto indica que el motivo GS presente en la mutante

A83-84, es esencial para mantener el proceso de modificacién post-traduccional, ya
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que cuando se alterd la Gly81 al cambiarse por una serina (lo que deja como ultimos
aminoacidos SS) no se observan especies modificadas post-traduccionalmente y no
hay actividad bactericida sobre un césped sensible a la MccE492. Por otra parte, la
remocion de los dos motivos GS en la mutante A81-84 (lo que también deja como
altimos aminoacidos SS), conlleva a la pérdida total del proceso de modificacion post-
traduccional y por ende de la actividad antibacteriana. Finalmente, cuando se introdujo
el motivo GS en la mutante A81-84 (mutante S79G), se observan especies modificadas
post-traduccionalmente y se recupera una actividad bactericida disminuida respecto de
la MccE492 silvestre, por lo que posiblemente el largo del dominio de captacion
también es un factor a considerar junto con el motivo GS. Estos resultados indican que
la presencia de un motivo GS en el C-terminal de la MccE492 es esencial para que
ocurra el proceso de modificacién post-traduccional y por ende para la actividad
bactericida. Aparentemente, mas importante que el motivo GS seria la presencia de la
glicina que antecede a la serina, pues, segln lo antes expuesto, queda en evidencia
que la serina terminal puede ser reemplazada por alanina, treonina o glicina. Esta
suposicion se apoya ademas en la observacion de que cuando se remueve la Ser84 de
la MccE492 (lo que deja como ultimos aminoacidos SG) se anula completamente la
actividad antibacteriana (Bieler y cols., 2006). Por tanto, el motivo esencial es GX

donde X puede ser Thr, Ser, Gly, Ala y posiblemente Cys.

4.3 Modificacién post-traduccional de las microcinas mutantes.

Se puede llevar a cabo el proceso de modificacién post-traduccional in vitro al
purificar las proteinas de maduracién MceC, MceD y McelJ, y utilizar como sustrato la

MccE492 o un decapéptido con los Ultimos diez aminoacidos del C-terminal de la

54



MccE492 (C1E492, dominio de captacidén) (Nolan y cols., 2007). Posteriormente se
profundizo en el estudio bioquimico de la union de la molécula del tipo salmoquelina al
C-terminal de la MccE492 mediada por el complejo Mceld, el que requiere de Mg* vy
ATP como cofactores para llevar a cabo la reaccion (Nolan y Walsh, 2008). En el citado
trabajo se utilizdé como sustrato el decapéptido C,,E492 y variantes de éste con
cambios en la serina terminal, reemplazandola por treonina, alanina o glicina (S10T,
S10A o S10G respectivamente). El decapéptido mutante S10A resulté ser susceptible
de modificacion y con una eficiencia catalitica similar a la de C,,E492. En esta Tesis se
encontré que el cambio de la Ultima serina por alanina (S84A) posee un grado de
modificaciéon similar al de la MccE492 silvestre, lo que es consistente con lo que se
obtuvo en los experimentos in vitro. El péptido S10T resulté ser sustrato para la
modificacion in vitro pero con una eficiencia catalitica 10 veces menor a la de C;,E492.
La mutante S84T construida anteriormente presenta modificacién post-traduccional, sin
embargo, posee un menor grado de modificacion que la MccE492 silvestre, lo que se
correlaciona con los antecedentes de la modificacion in vitro de la literatura. Finalmente
el decapéptido S10G, no resulté ser sustrato para el complejo McelJ, pero tampoco
demostré ser un inhibidor del proceso de modificacion post-traduccional de la MccE492
silvestre. No obstante, en esta Tesis se encontré que la mutante S84G se modifica
post-traduccionalmente, por lo que posiblemente existen otros factores en el proceso
de modificacion post-traduccional in vivo que lo hacen mas eficiente que en las
condiciones experimentales planteadas in vitro. Un factor importante es la proteina
EntF, la cual se ha descrito que sélo requiere del dominio de adenilacién (DomA) para
participar en el proceso de modificacion post-traduccional in vivo, aunque por un
mecanismo diferente al conocido para DomA en la sintesis de enteroquelina (Mercado

y cols., 2008).
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Ademas de cambiar el dltimo aminoécido del sustrato C,;,E492, Nolan y Walsh
(2008) variaron el largo de la cadena peptidica acortando el C,,E492 desde el extremo
N-terminal. Con estos experimentos se determiné que la unidad minima utilizable como
sustrato para la modificacion es el decapéptido C4E492 con un 80% del producto
modificado. Cuando la cadena se acorta hasta generar un heptapéptido (C;E492), hay
una disminucién sustancial en la cantidad del producto modificado, el que no sobrepasa
el 8% (10 veces menor que C4E492). Estos resultados muestran consistencia con lo
encontrado en esta Tesis, en que se determiné que el aminoacido que mas contribuye
a mantener el grado de modificacion post-traduccional es la Ser75. En el C;E492 la
Ser75 se ha removido, lo que afectaria drasticamente la actividad del complejo McelJ.
A diferencia del trabajo de Nolan y Walsh (2008) en esta Tesis se acorté el dominio de
captaciéon desde el C-terminal, lo que llevé a demostrar que se puede acortar hasta
CesE492 (mutante S79G), pero se debe conservar la Ser75 hacia el N-terminal y un
motivo GS en el C-terminal. Como se menciond anteriormente, in vitro es posible
obtener hasta un 80% del producto modificado, niveles mucho mayores al 2% obtenido
en los espectros de masa de las preparaciones de MccE492 en esta Tesis (ver Tabla
7). Posiblemente esta diferencia se debe a que in vitro se lleva a cabo la reaccion en
condiciones de exceso de sustrato y de enzima (concentraciones no fisiolégicas). Por lo
tanto la reaccion se mantendra hasta que se acabe el sustrato o se inactive la enzima,
en otras palabras, se fuerza la reaccion. Mientras que in vivo existen concentraciones
menores de enzima y de sustrato, las que ademas son reguladas a nivel de la
expresion génica por lo que varian en las distintas fases del crecimiento bacteriano; en
fase exponencial se activa la expresion de los genes de la maduracion mceClJ y en

fase estacionaria se inactiva su expresion (Corsini y cols, 2002).
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En todos los espectros de masas analizados, se observaron dos sefiales entre
la especie no modificada y la modificada con una molécula de Glc-DHBS, los cuales no
se apreciaron en los analisis en los que se describi¢ la modificacién post-traduccional
inicialmente (Thomas y cols., 2004). Estas sefiales también se observaron
anteriormente en los espectros de las mutantes S84T y A83-84 (Leiva, 2008). La
diferencia de peso del pico de mayor m/z con respecto al de la microcina no modificada
es muy cercana a 223, lo que coincide con el peso de una molécula de DHBS. En los
experimentos de modificacion post-traduccional in vifro no se utiliza DHBS como
sustrato para el complejo McelJ (Nolan y cols., 2007), por lo que es posible que la
MccE492 silvestre y las mutantes puedan ser modificadas post-traduccionalmente con

una molécula de DHBS.

4.4 Posibles mecanismos del proceso de modificacion post-traduccional de la

MccE492.

El complejo encargado de unir la molécula de salmoquelina a la MccE492 esta
compuesto por dos proteinas: Mced, la cual no posee homoblogos conocidos, y Mcel,
con una baja identidad a la acil transferasa HIlyC, encargada de activar la toxina
hemolisina. HlyC forma un intermediario acil-HIlyC, y mediante estudios de
mutagénesis, se ha establecido que la His23 es importante para la catalisis. Estudios
de Nolan y Walsh (2008) apuntaron a determinar si Mcel tenia un mecanismo similar al
de HIlyC, para lo cual se construyeron mutantes en las 5 histidinas que posee la
proteina Mcel, reemplazandolas por alaninas. Los resultados mostraron que las 5
mutantes llevaban a cabo el proceso de modificaciéon post-traduccional con eficiencias
cataliticas similares al de la proteina silvestre. Esto indicaria que no hay formacién de

un intermediario covalente acil-His en el proceso de modificacion post-traduccional
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como ocurre en el mecanismo de HlyC. También se descarté la posible transferencia
del acil por medio de esterificacion de un residuo Cys tiol, un mecanismo comun en
algunas acil transferasas, ya que ninguna de las 3 cisteinas de Mcel resultaron ser
relevantes en el proceso de modificacion post-traduccional al ser reemplazadas por
alaninas. Por lo tanto, por el momento se ha descartado la formaciébn de un
intermediario covalente entre la MccE492 y el complejo McelJ.

El complejo McelJ necesita ATP y Mg* como cofactores para la unién de la
salmoquelina al C-terminal de la MccE492, la cual se produce via un enlace C-
glicosidico entre el C-terminal de la Ser84 y la glucosa de la salmoquelina (Nolan y
cols., 2007). Posteriormente, se determind que se requiere de la formacién de un
intermediario peptidil-CO-AMP que activa el carboxilo de la Ser84 para unirlo a la
salmoquelina (Nolan y Walsh, 2008). Otro caso de activacion del carboxilo en que
existe un intermediario aminoacil-CO-AMP, es el mecanismo descrito para las
aminoacil-tRNA sintetasas (aaRSs), las cuales unen el carboxilo de los aminoacidos
(activados con ATP) al aziucar de las bases nucleotidicas de los tRNAs
correspondientes. Dentro de la familia de las aaRSs, se encuentra la clase de
sintetasas lla en la cual estan la seril-tRNA sintetasa (SerRS), la AlaRS, ThrRS, HisRS
y ProRS (Bilokapic y cols., 2008). En la caracterizacién estructura-funcion de la SerRS
de una arquea metanogénica, se determiné que ademas de requerir ATP para su
actividad, necesitaba Zn*?, el cual era coordinado por los residuos Cys303, Glu355 vy
Cys461, los que también estaban implicados en el reconocimiento de la serina, y
resultaron ser esenciales para la actividad de la SerRS (Bilokapic y cols., 2006).
Resultados no publicados de nuestro laboratorio de mutagénesis al azar sobre el
complejo McelJ, indican que habrian 3 residuos en la proteina Mcel fundamentales

para conservar la actividad bactericida, por lo tanto, esenciales para llevar a cabo el
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proceso de modificacion post-traduccional: Cys29 (mutante C29Y), Glu99 (mutante
EQ9K) y Cys110 (mutante C110Y). Coincidentemente, son los mismos aminoacidos
esenciales para la SerRS de la arquea mencionada anteriormente, con la cual, ademas
se comparte la formacién de un intermediario aminoacil-CO-AMP en la activacion del
carboxilo de los aminoacidos, y que tampoco se forma un intermediario covalente
aminoacil-SerRS. Desde el punto de vista del sustrato (aminoacil) queda en evidencia
que la SerRS puede reconocer errébneamente la treonina en vez de la serina (Bilokapic
y cols., 2006). Analogamente, el complejo McelJ es capaz de reconocer a la mutante
S84T (sustrato peptidil), pues esta mutante presenta actividad bactericida y muestra
especies modificadas post-traduccionalmente. También se ha reportado que otras
aaRSs reconocen de forma errobnea aminoacidos y los unen a tRNAs que no
corresponden (Martinis y cols., 1999). Dado que McelJ puede reconocer las mutantes
S84A, S84T y S84G, queda abierta la posibilidad de que el mecanismo de modificacion
post-traduccional guarde relacion con el mecanismo de alguna de las aaRSs.

En la Figura 13 se muestra un esquema de la maduracion y el procesamiento
de la MccE492 que incorpora un detalle del dominio de captacion y de los aminoacidos
mas importantes para llevar a cabo el proceso de modificacion post-traduccional segun

los resultados obtenidos en esta Tesis.
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Célula Productora

ME

MI

Saimoquelina

+

Figura 13. Esquema de la maduracién y el procesamiento de la MccE492: importancia de
la serina-75 y de la glicina que antecede al ultimo aminoacido en el dominio captacion de
la MccE492.

La MccE492 se sintetiza como una pre-proteina, que puede o no sufrir un proceso de
modificacién post-traduccional en el que participan los productos génicos MceC, Mcel y MceJ.
En este proceso es importante la serina-75 e indispensable la glicina que antecede al dltimo
aminoacido, ambas ubicadas en el dominio de captacion (en verde claro) de la MccE492 (la
letra X puede ser trecnina, alanina, glicina, serina y posiblemente cisteina; la Ser75 y la Gly83
se muestran con tamafio de fuente aumentado y en color rojo dada su importancia en el
proceso de modificacion post-traduccional segun los resultados obtenidos en esta Tesis).
Posteriormente ambas formas, la modificada y la no modificada, al ser exportadas al medio
extracelular son procesadas por MceG, perdiendo el péptido lider (PL, en celeste). ME:
Membrana externa. Ml: Membrana interna. Modificado de Lagos y cols., 2009.
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5. CONCLUSIONES

Es posible reemplazar las serinas conservadas del C-terminal de la MccE492 por
alaninas y treoninas, sin abolir el proceso de modificacion post-traduccional ni

anular la actividad bactericida.

Las mutaciones en la Ser75 del dominio de captacion de la MccE492 son las que
mas afectan la modificacion post-traduccional y la actividad antibacteriana, pues
posiblemente este aminoacido es importante en la interaccion con el complejo

Mceld, encargado de unir la molécula de salmoquelina a la serina terminal.

En el proceso de modificacion post-traduccional de la MccE492 es esencial la
presencia de un motivo GS en el C-terminal. Nuestros resultados indican que el
factor critico es la identidad de la glicina que antecede a la serina. Por lo cual el

motivo esencial es GX donde X puede ser Thr, Ser, Gly, Ala y posiblemente Cys.

Es posible acortar hasta en 4 aminoacidos el dominio de captacion de la MccE492
desde el C-terminal sin anular ni la actividad bactericida ni la modificacion post-
traduccional. No obstante, se requiere conservar la Ser75 y un motivo GX en el C-
terminal para que ocurra la unién de la salmoquelina, y en consecuencia, obtener la

actividad bactericida.

Las microcinas mutantes expuestas en esta Tesis no cambiaron la preferencia en el

uso de los receptores con respecto a la MccE492 silvestre purificada a partir de la
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cepa BL21 np220 pAB. Esto indica que los aminoacidos conservados no son
importantes a nivel del reconocimiento en la célula objetivo, sino que mas bien son
importantes para el proceso de modificacion post-traduccional. Por lo tanto, es mas
preciso denominar a este dominio como el dominio de modificaciébn post-

traduccional.
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