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RESUMEN

Las bacteriocinas son antibióticos de naturaleza peptídica producidas por un

amplio espectro de bacterias Gram positiva y negativa. La microcina E492 (MccE492)

es una bacteriocina formadora de poros producida pot Klebsiella pneumoniae RYC492.

Se encuentra mod¡ficada post-traducc¡onalmente por una molécula del tipo

salmoquelina unida covalentemente a la serina-84 por la acción de los productos de los

genes de maduración mceCDlJ. Esta modificación permite que sea reconocida por la

célula blanco a través de los receptores de sideróforos del tipo catecol FepA, Flu y Clr.

Las cepas mutantes en los genes de maduración producen una MccE492 no

modificada e inactiva. Alineamientos entre la MccE492 y otras microcinas relacionadas

muestran una gran identidad en la reg¡ón C{erminal, conservándose en un 100% los

aminoácidos S75, 578-79 y S84, además del motivo G83-S84. Resultados previos

demuestran que la mutación S84T y la remoción del último motivo GS (483-84),

reducen la ef¡cienc¡a del proceso de modificación post-traduccional y producen una

d¡sm¡nuc¡ón de la actividad antibacteriana de alrededor de 100 veces con respecto a la

MccE492 s¡lvestre. Para determinar la importancia de las demás ser¡nas conservadas

en la modif¡cación post-traduccional y en la actividad antibacteriana de la MccE492, se

construyeron cinco mutantes en las que se reemplazó estas ser¡nas por treoninas y

alaninas, y además, la mutante S84G. Se evaluó 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 sustanc¡almente el título bactericida con respecto a la MccE492

silvestre. Todas las mutantes también presentaron la actividad en las cepas mutantes

para los receptores, aunque con d¡stintos títulos. Mediante la espectrometría de masas

xl¡



se detectaron las especies de la MccE492 que corresponden a las formas modificadas

post-traduccionalmente. En su conjunto, estos resultados ¡ndican que las mutaciones

en la Ser75 son tas que más afectan la actividad bactericida, lo que se correlac¡ona con

una baja proporción de la forma modificada. Las demás serinas conservadas presentan

una mayor plasticidad al camb¡o, no observándose diferencias significativas en su tÍtulo

bactericida o fracción de microcina modificada con respecto a la MccE492 silvestre.

Por otra parte, para determinar Ia importancia que tiene el motivo GS del

extremo C-terminal sobre la modificación post-traduccional y la act¡v¡dad bactericida, se

construyeron tres mutantes: una sobre la mutante A83-84, con el cambio G81S; una sin

los motivos G8l-S82 y G83-S84 (^81-84); y una sobre la mutante 
^81-84 

con la

mutac¡ón S79G. La mutante S79G presentó la actividad bactericida sobre un césped

sensible a la MccE492 silvestre. Las mutantes 481-84 y G81S sólo presentaron la

actividad sobre células cuya membrana externa ha s¡do permeab¡lizada, indicando que

estos residuos son importantes en la translocación al periplasma de la célula blanco.

Mediante espectrometría de masas se observó que sólo la mutante S79G se modifica

posftraduccionalmente. 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 modificación posl

traduccional, necesario para la actividad bactericida. En su conjunto, nuestros

resultados ¡nd¡can que el factor críi¡co en la modificación 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

Kebsiella pneumoniae strain RYC492. MccE492 is post-translationally modified by a

salmochelin{ype molecule which is covalently linked to serine-84 by the products of

mceCDlJ maturation genes. Th¡s modification allows the recognition at the target cell by

cathecol-type siderophore receptors FepA, Fiu and Cir. Mutant strains on the

maturation genes produce ¡nactive and unmod¡fied MccE492. Alignments between

MccE492 and other related microcins show a high identity at the C{ermini region, w¡th

a loOo/o identity on residues S75, S78-S79 and S84, and on the G83-S84 motif.

Previous results ¡nd¡cate that the S84T mutation and the delet¡on of the last GS motif

(483-84) reduce the efficiency of the post-translational modification process and

produce a decrease of 1o0-fold in the antibacterial activity with respect to the w¡ld type

MccE492. To determine the importance of the other conserved serine residues on the

posttranslational mod¡fication 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 w¡ld type MccE492. The mutants showed activ¡ty over the receptor mutant

stra¡ns, 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

xtv



correlated w¡th the lowest proportion of the modified form. The other conserved ser¡nes

showed a high plasticity to the change, with no significant differences on the

antibacterial activity and on the mod¡fied microcin fract¡on.

On the other hand, to determine the importance of the GS motif at the C-

terminus of MccE492 ¡n 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 481-84 and G81S mutants presented activity only over cells with a

permeabilised outer membrane (spheroplasts), ¡ndicat¡ng that these residues are

¡mportant for the translocation to the per¡plasm 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{erminus of MccE492 ¡s cr¡tical to carry out

the post-translational modification process, which is necessary for the ant¡bacterial

activity. Taken together, our results indicate that the critical factor for modif¡cat¡on is the

identity of the glycine preceding serine, therefore the essential motif ¡s GX, where X can

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

1.1. Bacteriocinas.

Para sobrevivir en la competencia con otros organismos, las bacterias han

adqu¡r¡do nuevas propiedades adaptativas, ¡ncluyendo la producc¡ón de agentes

antimicrob¡anos. Los agentes anlimicrobianos se pueden clasificar en dos grupos: los

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

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

producidas tanto por bacter¡as Gram positiva como Gram negativa y son secretadas al

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

bacteriocinas son muy variados. Algunas poseen la activ¡dad endodesox¡ribonucleasa o

endoribonucleasa, otras son inhibidoras de la slntesis de las proteínas, de la DNA

girasa o de la RNA pol¡merasa, y también están las formadoras de poros, que actúan

sobre la membrana plasmática 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 según su tamaño: Ias colicinas y las m¡crocinas (Baquero y Moreno,

1984). Las colicinas fueron las primeras en ser caracterizadas y son las más

estudiadas hasta la fecha. Poseen un peso molecular superior a los 10 kDa y se

encuentran codificadas en los plasmidios. Son producidas mayoritariamente por

Escheichia coll y su expresión es regulada por el sistema SOS, es decir, son

producidas cuando la célula está bajo condiciones de estrés (Riley y WerD, 2002).

Las m¡crocinas 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 hidrofóbicas y presentan una alta



estabilidad al calor, al pH extremo y a las proteasas (de Lorenzo, 1984; Baquero y

Moreno, 1984). Su agrupación génica habitualmente cont¡ene marcos abiertos de

lectura codificantes para el precursor de Ia microcina, los factores de ¡nmunidad, las

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

variada diversidad de estructuras de las microcinas y de los mecanismos de acc¡ón

(Duquesne y cols., 2007).

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

clasificación de las microcinas, la que incorpora algunos cr¡ter¡os tales como la

presencia, naturaleza y ubicación de las mod¡ficac¡ones posltraduccionales; la

organización del clúster genét¡co; y las secuencias del péptido líder. De acuerdo a esta

clasif¡cación, las microcinas clase I son péptidos con un peso molecular inferior a 5

kDa, las cuales se encuentran ampliamente modificadas post-traduccionalmente en su

esqueleto (MccB17, MccCT/CS1, MccJ2S). La clase ll incluye péptidos de mayor peso

molecular (en el rango de 5-10 kDa), y se divide en dos subctases: la lla, algunas que

contienen enlaces disulfuro pero no modif¡cación post-traduccional (MccL, MccV,

Mcc24); y la llb, la cual integra a aquellas microcinas lineales que pueden portar una

modificación post-traducc¡onal en e¡ C-terminal (MccE492, MccM y presumiblemente

MccH47 y Mccl47).

I .2. Microcina E492.

1.2.1. Garacterísticas generales.

La microcina E492 (MccE492) es una bacteriocina formadora de poros (Lagos y

cols., 1993) producida naturalmente pot Klebs¡ella pneumoniae RYC492 que presenta

actividad bacteric¡da sobre otras cepas Gram negativas tales como E. coli, Kebsiella,

Salmonella, Citrobacter, Enterobacter y Erwinia (de Lorenzo, 1984).
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La MccE492 es un péptido hidrófób¡co, con un peso molecular de 7887 Da

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

es resistente al tratamiento con tripsina, a condiciones de pH ácido y a temperaturas

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

en la serina-84 del extremo carboxilo terminal mediante la unión covalente de una

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

1.2.2. Descripción del clúster genético de la MccE492.

Los determinantes genéticos necesarios para la producción de Ia MccE492

activa han sido clonados y expresados en E. col¡ obteniéndose una microc¡na 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-proteína de g8

aminoácidos que es procesada al momento de su exportación en su extremo am¡no

terminal produciéndose una proteína madura de 84 aminoácidos (Lagos y cols., 2001;

Leiva, 2008). El gen mceB cod¡fica para una proteína de 95 aminoácidos que le

confiere inmunidad ante su propia act¡vidad bactericida (Lagos y cols., 1 999), y se

sobrepone con la región que codifica para el péptido líder de la MccE492.

La MccE492 puede encontrarse tanto en una forma act¡va como una inact¡va.

Para la producción de la MccE492 con actividad bactericida se requ¡ere de un proceso

de maduración en el cual están implicados los productos génicos MceC, Mcel y MceJ

(Lagos y cols., 2001) (Figura 1). Cepas con mutaciones en los genes de la maduración

producen una microcina inactiva (Lagos y cols,, 2001) y no mod¡ficada (datos no

publicados de nuestro laboratorio). MceC es homóloga a una glicosil transferasa que

part¡c¡pa en la síntesis del sideróforo salmoquelina, MceD homóloga a una

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

J



Célula Productora

F¡gura 1. Esquema de la maduración y el procesamiento de la MccE492.

La MccE492 se s¡ntetiza como una pre-proteíná, que puede o no sufrir un proceso de
modif¡cación post-traduccional en el que partic¡pan lo§ productos gén¡cos MceC, Mcel, MceJ y
MceD- Ambas formas, la mod¡ficada y Ia no modificada, al ser exportadas al medio extracelular
son procesadas por McéG, perdiendo el péptido líder (PL). ME: Membrana externa. Ml:

Membrana interna. Modificado dé Lagos y cols., 2009.
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homólogo conoc¡do. Recientemente se ha demostrado in vitro que estas proteínas son

las responsables del proceso de modificación posftraduccional, tanto de la MccE492

silvestre como de un decapépt¡do sintético con la secuencia de los '10 últimos

aminoácidos del carboxilo terminal de la MccE492. En primera instancia ocurr¡ría la

gl¡cos¡lación de la enteroquel¡na por MceC, para generar la salmoquel¡na; y

posteriormente proseguiría la hidról¡sis de la molécula de salmoquelina (por MceD) o la

un¡ón covalente de la salmoquelina a la MccE492 (vía McelJ) (Nolan y co|s.,2007).

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

de la MccE492 (Figura 1). MceG tiene una alta identidad con los transportadores ABC

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

a la proteína accesoria del s¡stema de exportación.

1.2.3. Sideróforos del t¡po catecol y la mod¡ficación post-traduccional de la

MccE492.

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

enteroquelina, que fue aislada desde E. coli y S. enteica (Pollack y Neílands, 1970;

O'Brien y Gibson, 1970). Este sideróforo une hierro con una constante de disociación

de 1O-52 M (Crossa y Walsh, 2002). La enteroquelina consiste en un trímero cíclico de

2,3-dihidroxibenzoilser¡na (DHBS), cuya biosíntesis requiere en primera instancia de la

vía del chiquimato (síntesis de los aminoácidos aromáticos) para generar el corismato

(Bentley, 1990). Poster¡ormente, a partir del cor¡smato, una ser¡e de reacclones

gobernadas por la maquinaria de proteínas codif¡cada en el operón enfABCDEF

producen la enteroquelina (Crossa, 1989; Gehring y cols., 1997; Gehr¡ng y cols., 1998).

La apo-enteroquelina (forma no un¡da al hierro) es secretada fuera de la célula para

capturar el hierro, s¡endo ingresada en su forma holo (unida al hierro) principalmente
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por el receptor de sideróforos tipo catecol FepA (Pugsley y Reeves, 1977); mientras

que sus productos lineales de hidrólisis (DHBSz 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 l¡berar el hierro unido (O'Brien y cols., 1971).

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

lroA, conformado por dos operones convergentes lroN e iroBCDE, codifica para las

proteínas que permiten la glicos¡lación de los bloques de DHBS que constituyen la

enteroquel¡na. Estas moléculas han sido llamadas genéricamente salmoquelinas, las

cuales son sideróforos del tipo catecol más hidrofílicos (Hantke y cols., 2003). Las

reacciones de glicosilación son catalizadas por lroB, utilizando como sustrato más

robusto la enteroquelina y UDP-glucosa como dador del grupo glicosil, formando así

enteroquelina monoglucosilada (MGE), enteroquelina diglucosilada (DGE) e incluso

enteroquel¡na triglucosilada (TGE), en reacc¡ones suces¡vas (Fischbach y cols.,2005).

La glicosilación de la enteroquelina cambiaría sus propiedades físicas y estéricas s¡n

comprometer su actividad biológica (Fischbach y cols., 2006). Así, a diferencia de la

enteroquel¡na, la salmoquelina no sería secuestrada por la siderocalina, una proteína

del sistema inmune innato de los mamíferos (Fischbach y cols., 2006).

La serina-84 del carboxilo terminal de la MccE492 se encuentra mod¡ficada post-

traduccionalmente con una molécula de salmoquel¡na (Figura 2, Thomas y cols., 2004).

En dicho trabajo se determinó mediante espectrometría de masas que existen a lo menos

3 especies de mayor tiamaño que la MccE492 sin mod¡ficar (7887 Da), las que

corresponden a m¡croc¡na mod¡ficada con e¡ trímero de DHBS glucosilado (8718 Da);

o



A

¡r/tcao

IJ Enteroquel¡na
(síntesis vía NRPS)

B

M¡croc¡na E492

6E TOPNTQ¿ ¿¡/'¿6¡¡&I'AIIG AA LG A PG

6i65A¡IG,1AGGAI QTVGQG L I D HG PV

¡\,vP¡ Pv¿ f 6PS'!rNGS656 yrv,5e r5SS65GS

MccE492 (7887 Da)

MccE492-G lc-DH BS (8272 Da)

MccE492-Glc-DHBS, (8495 Da) _i

F¡gura 2. La microc¡na E492 y su modificación post-traduccional'

A) La MccE492 modificada posltraduccionalmente con una molácula de §almoquelina Se

muestran las enzimas del sistema de la MccE492 que participan en él proce§o de modificación
post-traduccional. En primer lugar, MceC glicosila una molécula de enteroquelina para generar

ia salmoquelina monoglucosilada. Posteriormente podría actuar MceD (linealización de la

molécula de salmoqueiina) o McelJ (unión covalenté de la molécula de salmoquelina a la

serina-84 de la MccE492). NRPS: Sintetasa de pépt¡dos no ribosómica. Figura adaptada de
No¡an y cols. (2007). B) La modiflcación consiste en un trlmero de DHBS unido vía un enlace C-
glicosíd¡co a una B-D-glucosa la que se une al res¡duo 84 del pépt¡do no mod¡ficado. MccE492
(7887 Da) es et péptidó no modificado. Además se muestran los derivados modificados con Glc-
DHBS (8272 Da), GIC-DHBS2 (8495 Dá) y GIo-DHBS¡ (8718 Da). Las diferencias de masa entre
las d¡ferentes especies se muestran en Ia parte superior. Figura adaptada de Vassiliadis y cols.

{2007\.
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el dímero de DHBS glucosilado (8495 Da); y con el monómero de DHBS glucosilado

(8272 Da). Se postula que d¡cha modificación posltraduccional favorecería la interacción

de la MccE492 con los receptores de sideróforos del tipo catecol FepA, Fiu y Cir de la

célula objetivo (Patzer y cols., 2003).

1.2.4. Mecanismo de acción de la MccE492.

El mecanismo de acción de la MccE492 contempla en primera instanc¡a el

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

sideróforos del tipo catecol FepA, Fiu y Cir (Strahsburger y cols., 2005). Tal

reconocimiento estaría mediado por la molécula de salmoquelina unida al extremo

carboxilo terminal de la MccE492, por lo que se ha planteado que la MccE492

mod¡ficada post-traduccionalmente favorece su interacción con los receptores para la

posterior internalización a la célula objetivo (Thomas y cols., 2004). Esta estrategia de

importación 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 translocación al periplasma de la célula sensible usa el

sistema transductor de energía TonB/ExbBD (Pugsley y cols., 1986), dentro de los

cuales TonB interactuaría con la MccE492 (Baeza,2003; Flores, 2009). La actividad

bactericida sería llevada a cabo mediante la despolar¡zación de la membrana interna

(de Lorenzo y Pugsley, 1985), producto de la formación de poros, hecho que se infiere

por su capacidad de formar canales iónicos en bicapas lipídicas (Lagos y cols'' 1993).

El complejo proteico de membrana interna ManYZ ¡nvolucrado en la captación de

la manosa, es otro componente esencial para la act¡vidad bacter¡c¡da de la MccE492

(Bieler y cols., 2006). S¡n embargo, no ha sido posible determinar si interactúa y a qué

nivel con el sistema TonB/ExbBD y con la MccE492.
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En la Figura 3 se muestra un esquema con todos los elementos que se conocen

hasta la fecha que están implicados en el mecanismo de acción de la MccE492.

1.2.5. Estructura modular de la MccE492 y conservac¡ón del dominio de

captación.

La microcina H47 y la colicina V poseen estructuras modulares, con un domino

de captación en el carboxilo terminal y un dominio tóxico localizado en la región N-

terminal (Azpiroz y Laviña, 2007). Al fusionar cruzadamente los dominios de las dos

microc¡nas, se demostró que resuttan ser intercambiables generando la actividad de

una microcina y el reconocimiento de la otra, y viceversa. El módulo de captación de la

microcina H47, eslaría ubicado en el carboxilo terminal, específicamente en los últimos

10 aminoácidos. Alineamientos de esta región muestran una gran ident¡dad entre las

microcinas H47, 147, M y 8492 (Figura 4), lo que sugiere que este "dominio" sería

reconocido por los receptores de sideróforos de la misma forma para las microcinas

H47,147, M y E492 (Azproz y Laviña, 2007), y que es muy probable que esto ocurra

gracias a que sus dominios se encuentran modificados post-traduccionalmente

mediante la unión covalente de una molécula de salmoquellna (Figura 5; Nolan y cols.,

2007).

Estudios previos demuestran que las mutantes S84T y 483-84 en el C-term¡nal

de la MccE492 presentan aciividad bactericida y son modificadas post-

traduccionalmente (Leiva, 2008). Esto indica que la serina-84, donde ocurre la

modificación post-traduccional, es posible de cambiar por un aminoácido de

características similares como la treonina, y que esto no ¡mp¡de su modificación. Por

otro lado, el último motivo GS es dispensable para el proceso de modificación post

traduccional y la actividad bactericida, pues este motivo está duplicado (ver F¡gura 4).

ó



Célula Blanco

F¡gura 3. Modelo del mecan¡smo de acción de la MccE492.

La microcina modificada post-traduccionalmente entraría a la célula mediante la interacción con
los receptores de los sideróforos del tipo catecol (FepA, Fiu, Cir e lroN), en tanto que la forma
no mod¡ficada no podría llevar a cabo tal reconocimiento. La microcina es traslocada hacia el
periplasma gracias al complejo TonB/ExbBD, donde TonB probablemente interacc¡ona con los
receptores y con la microcina. Posteriormente se produce la despolarización de Iá membrana
interna, producto de la formación de poros. Para llevar a cabo este acc¡ón bacter¡c¡da se
requiere de la presencia del complejo ManYZ, pero se desconoce la manera en que participaría
en este proceso. La actividad bacter¡c¡da de la MccE492 sobre la cepa productora es anulada
por la proteína de inmun¡dad (MceB) med¡ante un mecan¡smo aún no d¡lucidado. ME:
Membrana éxterna, P: Per¡plasma, Ml: Membrana interna.
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MccE492

MccH47

Mccl47

MccM

Figura 4, Alineamiento de las secuenc¡as d€ amlnoácidos del C-torminal de las
m¡crocinas M, H47 ,147 y E492.

En letras rojas y resaltado en amar¡llo se ¡nd¡can los aminoác¡dos 100% conservados en las
pos¡c¡ones 75,78, 79,83 y 84 de la MccE492.
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FMod¡ficación-l

Péptido L¡derl F-Dom¡nio Toxim-----1 F-Domino de Captación -----l

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

De izquierda a derecha, el péptido líder, el domin¡o tóxico responsable de actividad bactericida
mediante la inserc¡ón én la membrana interna de Ia célula sensible, el domino de captación que
sufre el proceso de modificación posltraduccional y responsable del reconocimiento por los
receptores de membrana externa de la célula sensible. F¡gura adaptada de Lagos y col§.
(200s).
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Dado que hay una alta conservación en las serinas y el último 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 ¡mportancia de las

serinas 1000/o conservadas sustituyéndolas por un aminoácido similar, como lo es la

treonina, o por un aminoácido más bien neutro, como lo es la alanina. Además, basado

en que la remoción del último motivo GS es d¡spensable se buscó ahondar en el

estudio de este motivo, para lo que se construyeron otras tres mutantes: una sobre la

mutante 483-84, con el cambio G81S; una sin los motivos G81-S82 y G83-S84 (^81-

84); y una sobre la mutante 481-84, en que se real¡zó el camb¡o S79G.

13



Hipótesis:

2as ser,,'nas en las posiciones 75, 78 y 79 del C-term¡nal de la MccE492, son

¡mpoftantes para la función del dominio de captac¡ón a través del proceso de

mod¡ficac¡ón post-traduccional. Sin embargo, podrían ser cambiadas por un aminoácido

de naturaleza similar como la treonina, manteniéndose la funcionalidad del dominio de

captación y con esto la actividad antibacteriana. Además, sería 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. Determ¡nar si los cambios propuestos en las serinas conservadas y el mot¡vo GS

de los últimos 10 aminoácidos del carboxilo terminal de la MccE492, afectan el

proceso de modificación posltraduccional y por ende su función como dominio de

captación.

Objetivos Específicos:

1. Obtención de una mutante en que se reemplazará la Ser75 por una alanina (S75A)

y por una treonina (S75T).

2. Obtención de una mutante en que se sustituirán el par de ser¡nas contiguas en las

posic¡ones 78-79 por un par de alaninas (S7879A) y otra mutante por un par de

treoninas (57879T).

3. Obtención de una mutante sobre la mutante A83-84, con el cambio G81S;

obtenc¡ón de una mutante por deleción sobre la mutante 483-84, en que se

removerán la Gly81 y la Ser82 (^81-84); construcción de una mutante por

reemplazo sobre la mutante A81-84, en que se generará el camb¡o S79G.
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4.obtencióndeunamutanteenqueSereemplazarálaSerS4porglicina(S84G).

5. Caracterización de las mutantes de la MccE492 por espectrometría de masas y

determinación de la actividad bactericida.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Materiales.

2.1.1. Reactivos,

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

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

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

Las membranas de nitrocelulosa VSWP02500 para remover las sales de los

ácidos nucleicos pre-electroporación se obtuvieron en Millipore, USA.

Las membranas de n¡trocelulosa para Western blot, acrilamida, persulfato de

amon¡o, TEMED y cubetas de electroporac¡ón se compraron en BioRad Laboratories

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

El azul de bromofenol, cloroformo, alcohol ¡soamíl¡co, ¡sopropanol, etanol,

metanol, acetonitr¡lo, cloruro de calcio y sacarosa se compraron en Merck, Darmstadt,

Alemania.

El cloruro de sodio, agar, tris, glicina, glicerol, EDTA, fenol, fosfato ácido de

sodio, B-MeOH, citrato de sod¡o, 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 obtuv¡eron de

Fluka Chem¡e AG, Messershmittstr, Suiza.

Los reactivos de grado técn¡co: ác¡do acético, etanol, metanol, ácido clorhídrico

se adquirieron en TCL, Santiago, Ch¡le.

La triptona, bactotr¡ptona, casaminoácidos y exiracto de levadura se compraron

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

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

La tetracicl¡na en el Laboratorio Benguerel Ltda., Chile.

La kanamicina, estreptomicina y cloranfenicol se compraron en el Laboratorio

Bestpharma S.A.

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

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

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

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

Colorado, USA.

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

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

3N9.

2.1.2. Gepas bacter¡anas.

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 cori ut¡l¡zadas en este trabajo

Cepa Genotipo Fuente

BL21 (DE3)

DHSa

H1443

H1728

H1875

H1876

H1877

F ompf r" ms

supE44 A/acU169 (O8o/acZAM15) hsdR17
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

araD (lac) aroB rpsL relA flbB deoc pstF rbsR

Como H 1443, pero fiu::MudXcrr

Como H 1443, pero crr:MudXfepA::Tn 10

Como H1728, pero fepA Tnl0

Como H 1443, pero f,¿r::MudxfepA::Tn 10

Novagen

Hanahan, 1983

Hantke, 1990

Hantke, 1990

Hantke, 1990

Hantke, 1990

Hantke, 1990
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Tabla 2. Plasmidios y vectores utilizados en este trabajo.

Plasmidio Características relevantes Fuente o referencia

pACYC184 Plasmid¡o de propósito general CmTet' Chang y Cohen, 1978

Derivado de pJ que fue construído en el cosmidio
pHC79 empleando el DNA cromosomal de K.

DJAM434 pneumoniae. RYc492 diger¡do con sau3A, posee un wirkens v cols.. 1997fragmento ¡nterno Xf,ol ¡nvertido con respecto a
pJAM229. Es un pobre productor de la MccE492
activa. Amp'

Derivado de pJ que fue Construido en el cosmidio

pJAM22e il""##*,§i3i3, oüL,,3Jl"TT;i:H,,"0"?,§ wirrens y cors, r osz

genes para la producción de la MccE492 activa. Ampr

np22O pJAM434 mceA::Tns. Amp'Kan' Lagos ycols.,2001

Der¡vado de pACYC184. Contiene los genes mceBA
pAB bajo el mando del promotor natural de la MccE492, Colección Laboratorio

clonado en el sitio 8amHl. Cm'
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Tabla 3, Secuencia de los part¡dores emp¡eados en este trabajo.

Secuencia (5'---3').

para la obtenciÓn de la§ mutantes.

S7sAf
S75Ar
S7sTf
575Tr
s7879Af
S7879Ar
s787gTf
S7879Tr
s84Af
S84Ar
S84Gf
S84Gr
G81Sf
G81Sr

^81-84f481-84r
S79Gf
S79Gr

-En negnta y resaltado en amarillo, se muestran las bases que no están
presentés en la secuencia s¡lvestre, y que incorporan los cambios deseados

GGAACTGGATGTTGC CACTACCG

CACTACCG

CCAGTTCC

CCAGTfCCGGTAG CTCTACG

CAGCGC.LACATCCGGTTCCTGATGATG
CATCATCAGGAACCGGATGTTGCGCTG
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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/L, NaCl 10 g/L, NaOH

3,5 mM final.

Medio mínimo M9. Na2HPO4 6 g/L, KH2POa 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH¿C| 1 g/L.

M9 suplementado (M9-S). El medio Mg se suplementó con CaClz 0,1 mM,

MgSOaxTH2O 2 mM, c¡trato de sodio 0,2oA plv, tiamina 1 mg/ml, casaminoácidos I

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

Agar blando. Se preparó con medio mínimo M9 y 0,7o/o plv de agar agar.

Placas de agar. Se prepararon las placas con medio LB y 1,504 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 incluyó '150 pL de un cultivo bacter¡ano crecido hasta fase

exponenc¡al (DO60o -0,6-0,7). Las cepas bacter¡anas que portan los plasmidios

recombinantes y/o los transposones con resistencia a los ant¡bióticos, se crecieron en

med¡o líquido o en placas suplementadas con los antibióticos correspondientes, a las

siguientes concentraciones finales: ampicilina 100 pglml, cloranfenicol 50 /g/ml,

tetraciclina 10 ¡rglml, kanamicina 50 pglml, estreptom¡cina I 0 pglml y el ácido

nal¡díx¡co a 10 ¡tg /mL. Éstos fueron preparados según lo descrito por Sambroock y

cols. (1989).

2.2.2. T écnicas moleculares.

Los procedimientos de biología molecular no detallados, como aislamiento del

DNA plasmidial, preparac¡ón de las células electrocompetentes, transformación

mediante electroporación, d¡gestión con las enzimas de restricción, etc., se realizaron

utilizando méiodos estandarizados (Sambrook y cols. 1989; Ausubel y cols., 1992).
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La mutagénesis s¡t¡o d¡rigida se realizó mediante la estrategia propuesta en el k¡t

QuickChange@ XL S¡te-Directed Mutagenesis, de Slratagene@, con los partidores

diseñados de modo de cambiar los aminoácidos deseados (Tabla 3).

2.2.3, Purificación de la MccE492.

Se crecieron los cultivos a 37o C, 22O em por 22 h hasta una DO666 de 1,5 en

medio mÍnimo M9-S. 1L de sobrenadante de cultivo se filtró a través de una columna

de fase reversa Sep-Pack C-18 (Waters). La columna se lavó con 3 mL de metanol

60% y 3 mL de acetonitrilo 25%. La microcina se eluyó con 3 mL de aceton¡tr¡lo 50%.

2.2,4. Cuanlificac¡ón de la MccE492.

La preparación de m¡croc¡na en acetonitrilo 50% se cuantificó mediante el

método de Bradford. Para esto, se construyó una curya de calibración con la proteína

BSA (seroalbúmina de bovino) en el rango de concentración 0-12 pglmL. Las muestras

de microcina se concentraron de manera de evaporar el acetonifilo. Posteriormente se

hizo una dilución de la muestra concentrada de 10 veces en agua. Finalmente se

adicionaron 200 pL del reactivo de Bradford a 800 pL de muestra para hacer un

volumen final de 1 mL. Se midió la absorbanc¡a de la mezcla a 596 nm en un

espectrofotómetro Hewlett Packard 8452A. De la ecuación de la curva de calibración se

interpoló el valor de la concentración de las muestras de microcina.

2.2.5. Electrofores¡s en geles de pol¡acrilamida SDS (SDS.PAGE) y marcación de

las muestras de la MccE492 med¡ante fluorescamina.

Los geles se prepararon con tres fases: separadora, espaciadora y

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

entrecruzamiento), Tris-HCl 1 M pH 8,5, SDS 0,1% y glicerol al 10%. El gel espaciador
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consistió en 1O% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCl 1 M pH 8'5' SDS

O,1o/o. El gel concentrador contenía 3% de acr¡lamida (3% de entrecruzamiento), Tris-

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

APSy 2,2 mM de TEMED. La soluciÓn de corrida para el cátodo fue Tris-HCl 0,1 M pH

8,5, Tricina 0,1 M y SDS O,1yoy para el ánodo Tris-HCl 0,2 M pH 8,9. Se concentró 300

pL de la preparación de la MccE492 con el un equipo de Centrivap (Labconco) a 60o C

hasta un volumen de aproximadamente 15 pL, y luego se adicionó 4 pL de solución

borato (0,4 M; pH 9,0), 8 pL de fluorescamina (3 mg/ml en DMSO) y 7 pL de

amortiguador de carga 4X (glicerol a 40%; Tris-HCl 50 mM pH 7,6; SDS 10%; É-MeOH

2Oo/oi azul de bromofenol O,O4% p/v). La mezcla se incubó a 95o C durante 10 min. Las

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

Como marcador de peso molecular se utilizó S¡gma MW-SDS (2.500-17 000

Da), que coniiene 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 glucagón de 3.480 Da. Estas proteínas se

marcaron cOn fluoresCamina de la misma manera que laS muestraS. Las bandas de las

proteínas se visualizaron en un transiluminador uv y se fotograf¡aron inmediatamenie.

2.2.6. Western blot.

2.2.6.'1. Electrotransferencia y exposición a anticuerpos.

Las proteínas 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

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

membrana fue bloqueada con leche descremada svelty al5% en TBS-Tween (Tris-HCl

50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM, Tween 0,1%) durante toda la noche a 40 C' Luego se

incubó con el anticuerpo primario policlonal de conejo contra el fragmento C-terminal de

z,t



la MccE492 [SGSGYNSATSSSGSGS] (Mercado y cols., 2008) (dilución 1:1.000)

durante I h, seguido de 3 lavados con amortiguador TBS-Tween. A continuación se

incubó durante t h con el anticuerpo secundario anticonejo preparado en cabra y

conjugado con peroxidasa (dilución 1:20.000). La membrana se reveló med¡ante

electroquimioluminiscencia.

Como marcador de peso molecular se empleó New England Biolabs de amplio

rango (7-175 kDa), que contiene proteínas con los sigu¡entes pesos: 175, 80, 58, 46,

3O,25, 17y7kDa.

2.2.6.2. Electr oqu im iolu m in iscencia.

La membrana se reveló en 10 mL de Tr¡s-HCl 100 mM pH 8,5, con 50 pL de

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

en DMSO). La reacción de quimioluminiscencia se ¡n¡ció agregando 5 pL de peróxido

de hidrógeno al 30%. La membrana se expuso con los films autoradiográficos entre 5 s

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

2.2.7. Detecciín y cuantificación de la actividad bactericida de la MccE492.

2.2.7.1. Delección de la actividad bactericida.

La detección de la actividad bactericida se realizó sembrando las colonias

provenientes de los.clones que se deseaban analizar sobre una placa agar-M9-S con

un césped sens¡ble 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 visual¡zó por la aparición de halos de inhibición de crecimiento sobre el

césped sensible.
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2.2,7.2. CuanÍificación de la actividad bacteric¡da mediante el método de la

dilución crítica,

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

diluciones seriadas de las muestras en base 2 en agua nanopura estér¡|. Se tomaron

alícuotas de 3pL de cada una de las diluciones y se depositaron sobre placas agar-Mg-

S con un césped de la cepa de interés, que se formó con 4 mL de agar blando fundido

y '150 pL de un cultivo en medio LB crecido hasta fase exponencial con los ant¡b¡óticos

correspondientes según la cepa. Las placas se incubaron a 37' C durante 14-16 h, y el

título de la muestra se expresó como el recíproco de la potencia en base 2 de la última

dilución que presentó un halo de inhibición del crecimiento sobre el césped ind¡cador.

2.2.7.3. Cuantificación de la actividad bactericida sobre esferoplastos.

2.2.7.3.1 Preparación de esferoplastos.

Los esferoplastos se prepararon básicamente de acuerdo a lo descr¡to por

Weiss (1976). La cepa E. coli BL21 (DE3) creció en 100 mL de medio LB hasta una

DO6oo 0,6. Las células se colectaron por cenirifugación, se lavaron 2 veces con 20 mL

de Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 y se resuspendieron en 10 mL de Tris-HCl 100 mM, 20%

p/v de sacarosa, pH 8,0. M¡entras se aplicaba agitación constante, se adicionó I mL de

lisozima (6 mg/ml) y se incubó la mezcla por 15 min a 37o C. Luego, se adicionó

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

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

Se mezclaron alícuotas de 100pL de esferoplastos con 100/L de las muestras

de m¡crocina a una concentración de 50 pglml (diluida en Tris-HCl 100 mM, 2oo/o plv
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de sacarosa, pH 8,0) y se incubaron por 15 m¡n a 37o C. Se realizaron diluciones

ser¡adas en buffer Tris-HCl 1 00 mM, 2Oo/o plv de sacarosa, pH 8,0 y l0 pL (por

triplicado) de cada dilución y se sembraron sobre placas agar-LB. Luego de 18 h de

incubación a 37o C, el título celular se determ¡nó med¡ante el conteo de las UFC. El

porcentaje de viabilidad de los esferoplastos se estimó al comparar las UFC de los

tratamientos con microcina versus las UFC de los esferoplastos tratados con buffer

Tris-HCl 100 mM, 2oo/o plv de sacarosa, pH 8,0 (normalizado como el 100% de

viabilidad).

2.2.8. Espectrometría de masas.

Las muestras de microcina purificada se analizaron mediante espectrometría de

masas MALDI-TOF (CEPEDEQ, Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas,

Un¡vers¡dad de Chile).

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

aceton¡tr¡lo/ác¡do fórmico 0,1o/o vlv 1:2.

Se prepararon diluciones 1:2 de las muestras con la matriz y se depositaron 2

pL de cada una de las diluciones en una placa porta muestra micro scout. Los

espectros se obtuvieron en un equipo M¡croflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, lnc.,

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

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

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

detección lineal. Los espectros f¡nales corresponden a espectros sumados

correspond¡entes a 10 barridos de 40 disparos de láser aplicados en diferentes puntos

tomados al azar de las muestras prev¡amente preparadas en placa.
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3. RESULTADOS

3.1 Obtención de las mutantes en el C-terminal de Ia MccE492,

Para generar las mutantes en el C{erminal de la MccE492, se utilizó la

estrateg¡a planteada en el kit QuickChange@ XL Site-Directed Mutagenesis, de

Stratageneo. Se amplificó 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 secuenciación se muestran en la Figura 68.

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

esta Tesis.

3.2 Caracterización de las mutantes en las ser¡nas conservadas del C-terminal de

la MccE492 S75A, S75T, S7879A" S7879T, S84A y S84G.

3.2.1 Determinación de la actividad bactericida de las microcinas mutantes.

Para determinar si las mutantes S754, S75T, S7879A, S7879T, S84A y S84G

presentan actividad bactericida, se utilizó como huésped la cepa E coli BL21 (DE3)

np22Q, a la cual se le introdujo mediante transformación los DNAs de las mutantes. La

cepa np220 posee todos los determinantes genét¡cos para la producción de la

MccE492 salvo el gen estructural, pues tiene una inserción del transposón TnS en el

gen mceA (Tns::mceA), Io cual la hace una cepa no productora de la MccE492

(Mercado y cols., 2008). Esta cepa puede ser complementiada con la construcción pAB,

que 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 captac¡ón de la MccE492,

Microcina Dom¡nio de captac¡ón'

Silvestre
S75A
S75T

s7879A
s78797

S84A
s84T
S84G

75

SA
AA
TA
SA
SA
SA
SA
SA

78 79 83 84

T
T
T
T
T
T
T
T

SSSGSGS
SSSGSGS
SSSGSGS
AASGSGS
TTSGSGS
SSSGSGA
SSSGSGT
SSSGSGG

75

S
s
s
S
s

e
e
e

S
§

78 79 83 84

GSGS
GS-A-
SS-A-

Silvestre
483-84
G81S

^81-84S79G

ATSS
ATSS
ATSS
ATSS
ATSG

*En la tabla se muestra el dom¡nio de captación de las mutantes obtenidas en esta Tes¡s,
además de las mutantes S84T y A83-84 (Leiva, 2008). En rojo los am¡noác¡dos 100%
conservados entre las microcinas H47 , 147 , M y E492, y en aai los am¡noácidos reemplazados
en cada mutante. A: Deleción.
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A

PABB

5757

575A

5¡E79f
§78794

5E4A

5B4G

GElS
481.04

Figura 6. PCR para obtener los DNAs plasmidiales mutados y alineam¡ento de las
secuencias de éstos.

A) Los produetos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1o/o plv.
MP: Marcador de peso molecular I kb; Carriles: l: 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 481€4; 10: PCR S79G. B) Se h¡zo un alineamiento (5'-3') ontre la secuencia
del gen estructural de la MccE492 s¡lvestre (mceA) y las mutantes enviad€s, a secuenciar,
usando la henam¡enta Al¡gnx del software Vector NTI Advance (lnvitrogen@). Además se
incorporó la secuencia de la construcción parental pAB. En recuadros naranjos se muestran los
cambios generados para cada mutante. Las bases resaltadas en amarillo son 100% idénticas
en el alineam¡ento y las resaltadas en verd6 son las regiones en las que se introdujeron los
cambios. Ei r-esto de [a seru=ncia,ie ias mutantes es 100?i, i,iéntica a la coirstrucción par-entai
pAB (no mostrado).
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La actividad bactericida de las microcinas mutantes se midió medianle la

formación de los halos de inhibición del crecimiento sobre un césped de E. coli BL21

(DE3), sens¡ble a la MccE492 s¡lvestre (Figura 7). La cepa huésped E. coll BL21 (DE3)

np220 transformada con el vector pACYCl84, no presentó actividad bactericida. La

cepa complementada con la construcción parental pAB presentó actividad bactericida,

al igual que todas las mutantes ensayadas.

3.2.2 Purificación de las microcinas mutantes y determinación del título de

actividad antibacteriana,

Se purificó microcina a partir de los sobrenadantes de los cultivos de la cepa

BL21 np220 complementada con las mutantes y con la construcción parental pAB,

util¡zando el procedimiento descrlto 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 preparación a partir del sobrenadante de la cepa BL21 np220 no mostró marcación

con el anticuerpo (control negativo). Este ensayo es cualitat¡vo por tanto no se puede

inferir si el anticuerpo presenta una especific¡dad diferencial por las distintas microcinas

mutantes.

Para determ¡nar la actividad bacter¡cida de las purificaciones de las microc¡nas

mutantes se empleó la cepa sensible E. col¡ BL21 (DE3). Todas las preparaciones de

las mutantes presentaron actividad bactericida sobre esta cepa pero con d¡stintos

títulos (Tabla 5). Las mutantes S75A y S75T presentaron la menor actividad bactericida

(2 y 4, respectivamente). Las mutantes en las S78-S79 presentaron un tÍtulo de 8; en

tanto que la mutante S84A presentó un título igual al de la MccE492 silvestre purificada
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Bl21 np220 Bl21 np22o BL21 np220
S75A S75T S78794

Bl21 np220 Bl21 np22o
S7879T S84A

Bl21 np220
S84G

MWMMWM
BL21 np220 BL21 np220
pACYC184 pAB

Figura 7. Ensayo de complementación de la act¡v¡dad bacteric¡da de las mutantes en las
serinas 100o/o 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. coliBl2l (DE3) sens¡ble a la MccE492 s¡lvestre.
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A

B

'17 kDa - A81-84 GBIS

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

A) La purlficación, marcaje con fluorescamina y electroforesis de la MccE492 purificada a partir

de las d¡ferentes cepas se realizó como se indica en los Métodos. Carriles: 1: nP220,2: 375A;
3: S75T; 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: L81-84;11: G8'1S; 12: NIccE492

silvestre. B) Las proteínas separadas en otro experimento de SDS-PAGE se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se revelaron mediante electroquim¡olumnisencia. WT: MccE492
silvestre purif¡cada a partir de la cepa E. coliBL2l np220 pAB
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123456
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Tabla 5. Títuto de la actividad bactericida de las microcinas mutantes en las ser¡nas 100%

conservadas sobre cepas de E, coti mutantes en los receptores de s¡deróforos t¡po
catecol.

Mcct Gésped.

Hl443 H1728 H1875 H1877 H1876

,*Fiutc¡r Ftu ,l-ru ,'Fiu 'Fiu-Cir

S75A

S75T

s78794

s78797

S84A

S84G

Silvestre

16

16

16

16

aa

16

to

to

lo

tLas preparaciones de m¡crocina se concentraron mediante Speedvac para evaporar .el .acetonitrilo 
y se

a¡ustáron a una concentración de 100 /g/mL, sobre la cual se realizaron diluciones seriadas en base dos.

Lá actividad está expresada como el reciproco de la potenc¡a en base 2 de la última dilución que presentó

un halo de ¡nhibición del crecim¡ento sobre el césped ¡ndicador.
.Las células se crecieron en medio LB hasta la fase exponencial (Do6qq 0,6-0,7). Posteriormente se formÓ

el césped al incluir 150 l,lL de cult¡vo en agar blando fundido. La mezcla se esparc¡ó sobre placas con Agar

M9.S,

2

2

4

8

8

2

I

0

0

0

I

2

1

1

0

0

0

0

0

0

0



a part¡r de la cepa BL21 np220 pAB (16). Finalmente para la mutante S84G se observó

un título de 8.

FepA, Fiu y Cir son tres receptores de los sideróforos tipo catecol que están en

la membrana externa, y que son usados por la MccE492 para ingresar a Ia 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 ensayó las muestras purificadas sobre cepas que sólo expresan

uno de los tres receptores: FepA, Fiu o Cir (Tabla 5 y Figura 9). En la cepa parental

H1443 (FepNFiu-Cir.) las mutantes S7879A y S84A presentaron un título de '16, al

igual que la MccE492 silvestre. Las mutantes S75T, S75A y S84G presentaron menor

actividad bactericida que la MccE492 silvestre (8). Sin embargo, la m¡croc¡na S78797

presentó 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 s¡milar a la observada para la microcina silvestre purificada a partir de la cepa BL2"l

np220 pAB: la cepa que expresa sólo F¡u resultó ser la más sensible, y a un nivel

similar al de la cepa silvestre H1443; en tanto que las cepas que expresan sólo Cir o

FepA, presentaron una sens¡b¡lidad menor. Por lo tanto, la preferencia de uso resultó

ser Fiu > Cir > FepA (Tabla 5 y Figura 9).
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P12
E10

D

4

2

0
H1443 H1728 (FepA+ Fiu- H1875 (FepA-

(FepA+Fiu+C¡r+) Cir-) Fiu+Cir,

Cepa

H1877 (FepA-Fiu- H1876 (FepA-Fiu-
Cir+) Cir)

Figura 9. Título de la actividad bacteric¡da de las microcinas mutantes en las serinas 100% conservadas sobre cépas de E coli
mutantes en los receptores de sideróforos tipo catecol.

Representación de los resultados de Ia Tabla 5 en un gráf¡co de columna agrupada.

E S75A
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tr s78794
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3.2.3 Análisis de las microcinas mutantes mediante espectrometría de masas

(MALDT-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 modif¡cadas post-traduccionalmenie si es que

las hubiese.

Los espectros obtenidos del MALDI-TOF (Figura l0) muestran que en todas las

mutantes hay una señal preponderante correspondiente a la forma no modificada muy

ajustada al peso esperado (Tabla 6). Además se observa que todas las mutantes están

mod¡ficadas post-traduccionalmente, pues se aprecian picos de mayor peso respecto

de la forma no modificada. Estas formas corresponderían a especies modificadas con

G|c-DHBS y Glc-DHBSz, 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 sólo se

aprecia el primer pico de modificac¡ón, correspondiente a la especie MccE492+Glc-

DHBS (m/z 8256 y 8238 respect¡vamente). Las preparaciones de las otras mutantes en

tanto, muestran dos de los tres picos asociados a las especies modificadas con Glc-

DHBSy G|c-DHBS2, con una buena correlación con el peso esperado. Para el caso del

espectro de la microcina silvestre (Figura l0), al igual que en las mutantes la forma no

modificada es el pico preponderante. Los dos picos de mayor peso corresponderían a

las especies MccE4g2+Glc-DHBS y MccE492+Glc-DHBS2. Como se esperaba, el

control con la preparación del sobrenadante de la cepa np220, no presentó picos en el

rango analizado (Figura 10). Por otro lado, no se encontró una explicación plausible

para las señales contiguas al pico de la forma no modificada (hombros) presentes en
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Figura 10. Espectros de masa MALDI-TOF de las m¡crocinas mutantes en las ser¡nas
100Yo conservadas.

se muestran los espectros de las muestras analizadas sobre la matriz ácido sinapÍnico (sA)-

Cont¡núa en la página s¡guiente.
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cont¡nuación F¡gura 10. Espectros de masa MALDI-TOF de las microcinas mutantes en

las serinas 100Yo conservadas.

Se mueslran los espectros de las muestras analizadas sobre la matr¡z ácido sinapínico (SA).

Continúa en la página s¡guiente.
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Gontinuación Figura 10. Espectros de masa MALDI-TOF de las m¡crocinas mutantes en
las ser¡nas 100% conservadas.

Se muestran los espectros de las muestras analizadas sobre la matriz ácido sinapínico (SA).
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Tabla 6, Masas obten¡das de las microcinas mutantes en las ser¡nas 100% conservadas
anal¡zadas por MALDI-TOF, su relación m/z y pesos teór¡cos calculados.

Microc¡na MccE492 MccE492+Glc+DHBS MGcE492+GlG+DHBS2 MccE4g2+Glc+DHBS3

S¡lvestre 7866 (7887f

7871 (7871)^

7899 (7901f

s7879A 7853 (7855)á

s78797 7s15 (7e15F

7866 (7871f

7854 (7857)"

s251 (8272)^

385 (385f

8256 (8256)á

385 (3s5f

s284 (8286r
385 (385f

8238 (824c||4

384 (385f

8300 (83oor
385 (385f

s252 (8256)'
386 (385f

8238 (8242)a

384 (3s5f

8474 (84e5r
223 (22qb

8508 (8509f
224 (z23)h

8462 (8463r
225 (223)b

8525 (8523r
225 (22qb

8475 (8479f
226 (22qb

uLos números en paréntesis corresponden al peso teórico calculado.
oéL muestra la diferencia entre lá relación in/z de un pico y el ¡nmediatamente anterior (de

menor m/z) obtenidos experimentalmente. Entre paréntesis se muestra el valor del peso

calculado teóricamente para esta diferencia.
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todos los espectros, pues sus pesos no se ajustan al de un átomo individual

consistente con la modificación post-traduccional.

Además de las señales anter¡ormente descritas, en todos los espectros de las

microcinas analizadas se observan un par de picos intermed¡os de tamaño

cons¡derable entre la forma no modificada y la primera especie modificada

(MccE492+Glc-DHBS). La diferencia entre el pico de la forma no mod¡ficada

(MccE492) y el pico intermedio de mayor peso es de aproximadamente 223, lo cual

podría corresponder a la unión de una molécula de DHBS (monómero sin glucosa,

MCCE492+DHBS), y el de menor peso, a esta espec¡e pero con un oxígeno menos

Una forma de cuantificar las diferentes especies, no modificada y modificada, es

medir el área balo la curva de los picos en los espectros (Tabla 7). Las mutantes en la

ser75 presentaron un porcentaje de modificación mucho menor al de la microcina

silvestre. Las demás mutantes presentaron un porcentaje de forma modificada similar

al de la microcina silvestre, excepto la mutante s7879T, la cual se encuentra 2,6 veces

más 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 mod¡f¡cada y la no modificada de las mutantes en las
serinas 100% conservadas.

Microcina % No modificada* % Modificada*

s75A 99,6

s75T 99,1

s78794 97,6

s7879T 94,5

s84A 97,6

s84G 98,2

Silvestre 97,9

*Los espectros se procesaron con el programa lmageJ, mediante el cual se determinó el área
debajo de los picos de las diferentes formas. En caso de que existiesen picos col¡ndantes, sólo
se seleccionó el área de los picos con m/z consistente con los pesos esperados (Tabla 5).
Posteriormente se sumaron las áreas de todas las formas, lo que se consideró como el 100%.
La forma modificada se calculó como la sumatoria de las áreas de los picos de la microcina
modificada con Glc-DHBS y Glc-DHBSr.

0,4

0,9

2,4

5,5

)A

1,8

2,1
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3.3. Caracterización de las mutantes en el mot¡vo Gs del G-terminal de la

MccE492.

3.3.1 Determinación de la actividad bactericida de las microcinas muiantes G81S,

A8{-84 y S79G.

Para determinar si las mutantes G81S, 
^81-84 

y S79G poseen actividad

bactericida, se complementó la cepa E. coli BL21 (DE3) np220 con las respect¡vas

construcciones de las mutantes (Figura 1 1).

Las mutantes G8íS y 481-84 no presentaron act¡v¡dad bactericida, al igual que

la cepa np22o complementada con el vector pACYC184 (control negativo). La cepa

complementada con la mutante s79G en tanto, presentó actividad bactericida al igual

que la cepa complementada con la construcción parental, pAB.

3.3.2 Purificación de las microcinas mutantes y determinación de la actividad

bacteric¡da.

Se purificó ta microcina a partir de los sobrenadantes de los cultivos de la cepa

E. coti BL21 (DE3) np22o complementada con las mutantes y con la construcción

parental pAB, utilizando el procedimiento descrito en Métodos. Las muestras

purificadas se sometieron a electrofores¡s e inmunoblot (F¡gura 8). Las microcinas

mutantes reaccionaron con el anticuerpo empleado al igual que la MccE492 silvesfe,

en tanto que la preparación a partir del sobrenadante de la cepa BL21 np220 no mostró

marcación con el anticuerpo (control negativo). con respecto a la migración relativa de

las bandas, se observa que las microcinas S79G, G81S y 481-84 presentan una mayor

movilidad, lo cual es consistente con la disminución en la masa respecto a la MccE492
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Bl21 ñp220
G81S

BL21 np221
481-84

BL21 np220
S79G

BL21 np220
pACYC184

r§§
u el

Figura 11. Ensayo de complementación 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 col¡ Bl21 (DE3) sensible a la MccE492 silvestre.

BL21 np22o
PAB
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s¡lvestre.

Para evaluar la actividad bactericida de las purificaciones de las microcinas

mutantes se emplearon las cepas mutantes en los receptores de los sideróforos 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 dilución y sobre ninguna cepa. La microcina s79G y la microcina silvestre

en cambio, fueron activas sobre todas las cepas, excepto sobre la triple mutante en los

receptores. La doble mutante Fiu-Cir muestra una Sensibilidad reducida a la m¡croc¡na

silvestre e insensibilidad a la microcina s79G. Cabe hacer notar que la mutante s79G

presentó menor tÍtulo 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

alierada con respecto al de la MccE492 s¡lvesire.

Para determinar si es que las microcinas mutantes G81 S y ABI -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 acc¡ón bacter¡cida, se

realizaron ensayos de aciividad 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 sideróforos tipo catecol

en la membrana externa de la célula objetivo.
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Tabla 8. Título bacter¡c¡da de las m¡croc¡nas mutantes en el motivo GS sobre cepas de E
coli mutantes en los receptores de sideróforos tipo catecol.

Mccf Césped*

H1443 H1728 H1875 H1877 H1876
BLz1 .*F¡u.cir , Fru -Fiu*cir

, Fiu-Cir -Fiu-Gir

Silvestre 16

G81S O

481-84

S79G

0

0

0

0

0

0

2

't6

0

0

0

0

0

to

0

00

4

fLas preparaciones de microcina se concentraron mediante Speedvac para evaporar el

acetonitrilo y se ajustaron a una concentración de 100 /rglmL, sobre la cual se real¡zaron
d¡tuciones seriadas en base dos. La activ¡dad está expresada como el recíproco de la potencia

en base 2 de la última dilución que presentó un halo de inhibición del crecim¡ento sobre el
césped indicador.
*Los células se crec¡eron en medio LB hasta la fase exponencial (DO6oo 0,6-0,7).
Posteriormente se formó el césped al adicionar 150 /L de cultivo al agar blando fundido. La

mezcla se esparció sobre placas con Agar Mg-S.
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Tabla 9. Actividad bacter¡cida sobre esferoplastos de la cepa E. coli BL21 (DE3) de las
m¡crocinas mutantes G81s y a8l-84.

Tratamiento UFC/mL %Viab¡lidad"

Buffer 1,5x106t 3,8x105 1ooi26

Hzo g,7x1o2! 2,3x102 0,06610,016

G81S 3,4x103+ 1,5x102 o,23oro,O1o

A81-84 8,7x1o2! 6jx102 0,059+0,042

Silvestre <1,0x102 <0,009

-El % de viabilidad se determinó al comparar las UFC obtenidas en el tratam¡ento con las
microcinas versus las UFC del tratamiento con el Buffer sacarosa, el cual se normalizÓ como
100% de viabilidad. La microcina purificada se ut¡lizó a una concentraciÓn de 50/g/mL
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3.3,3 Análisis de las microcinas mutantes GBIS, 481-84 y S79G mediante

espectrometría de masas (MALDI-TOF).

Para establecer si es que las microcinas mutantes presentan especies

modificadas post-traduccionalmente, se analizaron muestras purificadas mediante

espectrometría de masas.

Los espectros obtenidos del MALDI-TOF (Figura 12) muestran la presencia de

un pico preponderante que corresponde a la forma no mod¡f¡cada de masa muy similar

a la calculada teóricamente (Tabla I 0). Tanto la mutante G81S como la 481-84, no

presentaron picos de mayor peso que pudiesen corresponder a formas modificadas

post-traduccionalmente con moléculas tipo salmoquelina. Para el caso de la mutante

S79G, se observa un pico de mayor peso (mlz 7954\ a la forma no modificada que

correspondería a la especie modificada con Glc-DHBS debido a la buena correlaciÓn

con el peso calculado teóricamente (Tabla 10). En contraste, no se encontró una

explicación coherente para el pico que aparece a 7886. Los controles con microcina

silvestre y con la preparación de la cepa BL2'l np220 se muestran en la Figura 10'

Curiosamente, en los espectros de las microcinas mutantes en el mot¡vo 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 modificac¡ón posttraduccional 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 microc¡nas mutantes en el mot¡vo GS.

se muestran los espectros de las muestras analizadas sobre la matriz ácido sinapínico (sA).
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Tabla 10. Masas obten¡das de las m¡crocinas mutantes en el mot¡vo GS analizadas por
MALDI-TOF, su relación m/z y pesos teórlcos calculados.

Microcina MccE492 MccE492+GIc+DHBS MccE4g2+Glc+DHBSz MccE492+Glc+DHBS3

s¡rvestre 7866(7887r r::lffirj' ':i:jl,;i!
G81S 7767 (77rc)a

a81-84 75e7 (7599F

sTec 7568 (-756ef 
':;i [I:3íJ"

"Los números en paréntesis corresponden al peso teórico calculado.
oSe muestra la diferencia entre la relación m/z de un pico y el inmed¡atamente anterior (de
menor m/z) obtenidos experimentalmente. Entre paréntes¡s se muestra el valor del peso
calculado teór¡camente para esta d¡ferenc¡a.
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Tabla 11. Resumen de los resultados de act¡v¡dad bacter¡c¡da y de modíf¡cación post-
traduccional de las mutantes analizadas en esta Tesis.

Microc¡na Dominio de captac¡ón. Modificac¡ón Actividad

Silvestre
S75A
S75T

s78794
s78797
S84A
S84T
S84G

++i
+
+

+++
++++++

+++
++
++

++++
+++
+++

++++
++{"++
++++
+++
+++

75

SAT
AAT
TAT
SAT
SAT
SAT
SAT
SAT

78 79 83 84

SSSGSGS
SSSGSGS
SSSGSGS
AASGSGS
TTSGSGS
SSSGSGA
SSSGSGT
SSSGSGG

75 78 79 83 84

GSGS
GS-A-
SS-A-

+ +++

Silvestre
483-84
G81S

^81-84S79G

SATSSS
SATSSS
SATSSS
SATSSS
SATSGS

+++
++

.tt++
+++

"En la tabla se muestra el dom¡n¡o de captación de las mutantes caracterizadas, además de las
mutantes S84T y A83-84 (Leiva, 2008). En rojo los am¡noácidos 100% conservados entre las
m¡crocinas H47,147, M y E492, y en azul los am¡noácidos réemplazados en cada mutante. El

número de cruces se asignó en relaeión a Io observado con la MccE492 s¡lvestre (++++ para la
actividad bactericida y +++ para la mod¡f¡cación post-traduccional). El signo G) ¡ndica ausencia
de modificación posltraduccional o de actividad bactericida. A: Deleción.
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4, DISCUSIÓN

4.1 Mutaciones en las serinas 100% conservadas del dominio de captac¡ón de la

MccE492: plasticidad al camb¡o dé la Ser84, amlnoácido donde ocurre la

modificación post-traduccional.

El proceso de modificación post-traduccional es esencial para la actividad de la

MccE492. Este proceso consiste en la unión covalente de una molécula del t¡po

salmoquelina a la Ser84 del C{erminal, reacción calalizada por el complejo McelJ. La

Ser84 es 100% conservada entre la MccE492 y las microcinas M, t47 y H47, las cuales

potencialmente también serían modificadas post-traduccionalmente en la serina

term¡nal. A pesar de ser conservada, según lo expuesto en esta Tesis, es posible

camb¡ar la Ser84 por treonina (naturaleza similar, con grupo OH y similar tamaño),

alanina (neutro, sin grupo OH, con grupo CH3 y similar tamaño) o glicina (sin grupo

funcional y de menor tamaño), sin abolir el proceso de modif¡cac¡ón post-traduccional ni

la actividad bactericida. Esto indica que la identidad del último aminoácido no es

grav¡tante en el proceso de modificación posltraduccional ni en la actividad

antibacteriana, y que por lo tanto, la cadena lateral hidroxilo de la Ser84 no es esencial

en la ¡nteracc¡ón con el complejo McelJ. Hasta la fecha no se han reportado mutantes

en los dominios de captación de las microcinas H47 e 147. Pot otra parte, cuando se

intentó clonar el gen estructural de la microcina M se reportó que el único clon

encontrado con producción estable de m¡crocina con alta actividad bactericida, poseía

una mutación puntual en donde la serina terminal había cambiado por una cisteína

(Patzer y cols., 2003). Esto ¡nd¡ca que potencialmente la Ser84 de la MccE492 también

podría ser cambiada por una cisteína (S84C) sin perder la capacidad de ser modificada

post-traduccionalmente ni la actividad bactericida. Este antecedente valida la idea de



que a pesar de ser un aminoácido '100% conservado, la identidad de la Ser84 no es

esencial para que ocurra el proceso de modificacjón post-traducc¡onal, y por tanto,

tampoco lo es para la actividad bactericida.

Dentro de las demás mutantes en las serinas conservadas del Cterminal

caracterizadas en este trabajo, se encontró que los cambios que disminuyen en mayor

grado la mod¡ficación post{raduccional y la actividad bacteric¡da son los observados en

las mutantes en la Ser75. Según estos resultados, este am¡noácido tendría una

¡mportancia mucho mayor para la actividad bacter¡c¡da que las demás serinas

conservadas (78-79 y 84), por lo que probablemente, es el más crítico del dominio de

captac¡ón en la interacc¡ón con el complejo McelJ. Por otro lado, también se observó

que el cambio S7879T aumentó la actividad bactericida y el grado de modif¡cación post-

traduccional, por lo que posiblemente esta mutación aumenta la af¡n¡dad por el

complejo de modificación, o lo hace más estable.

4.2 Conservación del mot¡vo GX: importancia de la glicina que antecede al

aminoácido terminal.

Además de estudiar la importancia de las serinas conseryadas, en este trabajo

se analizó la importancia del motivo GS de Ia MccE492, el cual tamb¡én es conservado.

Al remover el último motivo GS (483-84) se obt¡ene una disminución en la actividad

bactericida y en el grado de modificación post-traduccional, s¡n embargo, no hay una

pérdida total de éstos (Leiva, 2008). Cuando sobre la mutante A83-84 se realizó el

cambio G81S, se obtuvo una pérdida total de la act¡v¡dad ant¡bacteriana y del proceso

de modificación post-traduccional. Esto indica que el motivo GS presente en la mutante

483-84, es esencial para mantener el proceso de modificación post-traduccional, ya
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que cuando se alteró la Gly81 al cambiarse por una ser¡na (lo que deja como últimos

aminoácidos SS) no se observan especies mod¡f¡cadas post-traduccionalmente y no

hay actividad bactericida sobre un césped sensible a la MccE492. Por otra parte, la

remoción de los dos motivos GS en la mutante A8l-84 (lo que también deja como

últimos aminoácidos SS), conlleva a la pérdida total del proceso de modificación post-

traducc¡onal y por ende de la actividad ant¡bacter¡ana. Finalmente, cuando se introdujo

el mot¡vo GS en la mutante A8l-84 (mutante S79G), se observan especies modificadas

posttraduccionalmente y se recupera una actividad bactericida disminuida respecto de

la MccE492 silvestre, por lo que posiblemente el largo del dominio de captación

también es un factor a considerar junto con el motivo GS. Estos resultados indican que

la presencia de un motivo GS en el C-term¡nal de la MccE492 es esencial para que

ocurra el proceso de modificación post-traduccional y por ende para la actividad

bacter¡c¡da. Aparentemente, más importante que el mot¡vo GS sería la presencia de Ia

glicina que antecede a la serina, pues, según lo antes expuesto, queda en evidenc¡a

que la ser¡na terminal puede ser reemplazada por alan¡na, treon¡na o glicina. Esta

supos¡c¡ón se apoya además en la observación de que cuando se remueve la Ser84 de

la MccE492 (lo que deja como últimos aminoácidos SG) se anula completamente la

actividad antibacteriana (Bieler y cols., 2006). Por tanto, el mot¡vo esencial es GX

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

4.3 Modificación post-traduccional de las microcinas mutantes.

Se puede llevar a cabo el proceso de modificación posltraducc¡onal in vitro al

pur¡ficar las proteínas de maduración MceC, MceD y McelJ, y utilizar como sustrato la

MccE492 o un decapépt¡do con los últimos d¡ez aminoácidos del C-terminal de la
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MccE492 (C10E492, dominio de captación) (Nolan y cols., 2007). Posteriormente se

profundizó en el estudio bioquímico de la unión de la molécula del tipo salmoquelina al

C{erminal de la MccE492 mediada por el complejo McelJ, el que requiere de Mg2* y

ATP como cofactores para llevar a cabo la reacción (Nolan y Walsh, 2008). En el c¡tado

trabajo se utilizó como sustrato el decapéptido CnE492 y variantes de éste con

cambios en la serina terminal, reemplazándola por treonina, alanina o glicina (S10T,

510A o 510G respectivamente). El decapéptido mutante S10A resultó ser susceptible

de modificación y con una efic¡encia catalítica similar a la de CroE492. En esta Tesis se

encontró que el cambio de la última serina por alanina (S84A) posee un grado de

modificación similar al de la MccE492 silvestre, lo que es consistente con lo que se

obtuvo en los experimentos in v¡tro. El péptido S10T resultó ser sustrato para la

modificación in vitro perc con una eficiencia catalítica ',l0 veces menor a la de CroE492.

La mutante S84T construida anter¡ormente presenta modificación post-traducc¡onal, sin

embargo, posee un menor grado de modificación que la MccE492 silvestre, lo que se

correlaciona con los antecedentes de la modificación in vitro de la literatura. Finalmente

el decapéptido S10G, no resultó ser sustrato para el complejo McelJ, pero tampoco

demostró ser un inh¡b¡dor del proceso de modificac¡ón posltraduccional de la MccE492

silvestre. No obstante, en esta Tesis se encontró que la mutante S84G se modifica

post-traducc¡onalmente, por lo que posiblemente existen otros factores en el proceso

de modificación posltraduccional in vivo que lo hacen más eficiente que en las

cond¡c¡ones experimentales planteadas in vitro. Un factor importante es la proteína

EntF, la cual se ha descrito que sólo requ¡ere del dominio de adenilación (DomA) para

participar en el proceso de modificación posítraduccional in vivo, aunque por un

mecan¡smo diferente al conoc¡do para DomA en la síntesis de enteroquel¡na (Mercado

y cols., 2008).
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Además de cambiar el último aminoácido del sustrato CnE492, Nolan y Walsh

(2008) variaron el largo de [a cadena peptíd¡ca acortando el C1eE492 desde el extremo

N-terminal. Con estos experimentos se determinó que la un¡dad mín¡ma ut¡lizable como

sustrato para la modificación es el decapéptido CnE492 con un 800/o del producto

modificado. Cuando la cadena se acorta hasta generar un heptapéptido (C7E492), hay

una d¡sminución sustancial en la cantidad del producto modificado, el que no sobrepasa

el 8% (10 veces menor que C1¡E492). Estos resultados muestran consistencia con lo

encontrado en esta Tes¡s, en que se determ¡nó que el aminoácido que más contr¡buye

a mantener el grado de mod¡ficac¡ón posttraducc¡onal es la Ser75. En el CzE492 la

Ser75 se ha removido, lo que afectaría drásticamente la actividad del complejo McelJ.

A diferencia del trabajo de Nolan y Walsh (2008) en esta Tesis se acortó el dom¡nio de

captación desde el C-terminal, lo que llevó a demostrar que se puede acortar hasta

CoE492 (mutante S79G), pero se debe conservar la Ser75 hacia el Nterminal y un

motivo GS en el C{erminal. Como se mencionó anteriormente, ln vlfro 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 ln vÍro se lleva a cabo la reacción en

condiciones de exceso de sustrato y de enzima (concentraciones no fisiológicas). Por lo

tanto la reacción se mantendrá hasta que se acabe el sustrato o se inactive la enzima;

en otras palabras, se fuerza la reacción. Mientras que in vivo ex¡sten concentraciones

menores de enzima y de sustrato, las que además son reguladas a nivel de la

expresión gén¡ca por lo que varían en las distintas fases del crecimiento bacter¡ano; en

fase exponencial se activa la expresión de los genes de la maduración mceClJ y en

fase estacionaria se inactiva su expresión (Corsini y cols, 2002).
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En todos los espectros de masas analizados, se observaron dos señales entre

la especie no modificada y la modificada con una molécula de G|c-DHBS, los cuales no

se apreciaron en los anál¡s¡s en los que se describió la modificación post-traduccional

inicialmente (Thomas y cols., 2004). Estas señales también se observaron

anteriormente en los espectros de las mutantes S84T y 483-84 (Leiva, 2008). La

diferencia de peso del pico de mayor nlz con respecto al de la microcina no mod¡ficada

es muy cercana a 223, lo que co¡ncrde con el peso de una molécula de DHBS. En los

experimentos de modificación posttraduccional in vitro no se util¡za DHBS como

sustrato para el complejo McelJ (Nolan y co|s.,2007), por lo que es posible que la

MccE492 s¡lvestre y las mutantes puedan ser modificadas posltraduccionalmente con

una molécula de DHBS.

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

MccE492.

El complejo encargado de un¡r la molécula de salmoquel¡na a la MccE492 está

compuesto por dos proteínas: MceJ, la cual no posee homólogos conocidos, y Mcel,

con una baja identidad a la acil transferasa HlyC, encargada de act¡var la toxina

hemolisina. HlyC forma un intermediario acil-HlyC, y mediante estudios de

mutagénesis, se ha establecido que la His23 es ¡mportante para la catálisis. Estudios

de Nolan y Walsh (2008) apuntaron a determinar si Mcel tenía un mecanismo s¡milar al

de HlyC, para lo cual se construyeron mutantes en las 5 h¡st¡d¡nas que posee la

proteÍna Mcel, reemplazándolas por alaninas. Los resultados mostraron que las 5

mutantes llevaban a cabo el proceso de modificación post-traduccional con eficiencias

catalíticas s¡m¡lares al de la proteína silvestre. Esto ind¡caría que no hay formación de

un ¡ntermediario covalente acil-His en el proceso de mod¡ficación post-traduccional
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como ocurre en el mecan¡smo de HlyC. También se descaftó la pos¡ble transferencia

del acil por medio de esterificación de un residuo Cys tiol, un mecanismo común en

algunas acil transferasas, ya que ninguna de las 3 cisteínas de Mcel resultaron ser

relevantes en el proceso de mod¡ficación post-traduccional al ser reemplazadas por

alaninas. Por lo tanto, por el momento se ha descartado Ia formación de un

intermediario covalente entre Ia MccE492 y el complejo McelJ.

El complejo McelJ necesita ATP y Mg" como cofactores para la unión de la

salmoquelina al C{erm¡nal de la MccE492, la cual se produce vía un enlace C-

glicosídico entre el C{erminal de la Ser84 y la glucosa de la salmoquelina (Nolan y

cols., 2007). Poster¡ormente, se determinó que se requ¡ere de la formación de un

intermediario pept¡d¡l-CO-AMP que activa el carboxilo de la Ser84 para unirlo a la

salmoquelina (Nolan y Walsh, 2008). Otro caso de activación del carboxilo en que

existe un intermediario aminoaciI-CO-AMP, es el mecanismo descrito para las

aminoacil-tRNA s¡ntetasas (aaRSs), las cuales unen el carboxilo de los aminoácidos

(activados con ATP) al azúcar de las bases nucleotídicas de los tRNAs

correspond¡entes. Dentro de la familia de las aaRSs, se encuentra la clase de

sintetasas lla en la cual están la seril-tRNA sintetasa (SerRS), la AlaRS, ThrRS, HisRS

y ProRS (Bilokapic y cols., 2006). En la caracterización estructura-función de la SerRS

de una arquea metanogénica, se determ¡nó que además de requerir ATP para su

actividad, necesitaba Zn*2, el cual era coord¡nado por los residuos Cys303, Glu355 y

Cys46l, los que también estaban implicados en el reconocimiento de la serina, y

resultaron ser esenc¡ales para la actividad de la SerRS (Bilokap¡c y cols., 2006).

Resultados no publicados de nuestro laboratorio de mutagénesis al azar sobre el

complejo McelJ, indican que habrían 3 residuos en la proteína Mcel fundamentales

para conservar la actividad bactericida, por lo tanto, esenciales para llevar a cabo el
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proceso de mod¡ficación post-traduccional: Cys29 (mutante C29Y), Glu99 (mutante

E99K) y Cys110 (mutante C110Y). Coincidentemente, son los mismos aminoácidos

esenciales para la SerRS de la arquea mencionada anteriormente, con la cual, además

se comparte la formación de un intermediario aminoacil-CO-AMP en la activación del

carboxilo de los aminoácidos, y que tampoco se forma un intermediario covalente

am¡noac¡l-SerRs. Desde el punto de vista del sustrato (aminoacil) queda en evidencia

que la SerRS puede reconocer erróneamente la treonina en vez de la ser¡na (Bilokapic

y cols., 2006). Análogamente, el complejo McelJ es capaz de reconocer a la mutante

S84T (sustrato pept¡dil), pues esta mutante presenta act¡vidad bactericida y muestra

especies mod¡f¡cadas post-traduccionalmente. También se ha reportado que otras

aaRSs reconocen de forma errónea aminoácidos y los unen a tRNAs que no

corresponden (Martin¡s y cols., 1999). Dado que McelJ puede reconocer las mutantes

S84A, S84T y S84G, queda abierta la posib¡lidad de que el mecan¡smo de modif¡cación

posftraduccional guarde relac¡ón con el mecanismo de alguna de las aaRSs.

En la Figura 13 se muestra un esquema de la maduración y el procesamiento

de la MccE492 que ¡ncorpora un detalle del dominio de captación y de los aminoácidos

más importantes para llevar a cabo el proceso de modificación post-traduccional según

los resultados obtenidos en esta Tes¡s.

Áo



Célula Productora

ME

MI

Figura 13, Esquema de la maduración y el procesamiento de la MccE492: ¡mportancia de
lalerina-75 y ie la glicina que antecéde al últ¡mo aminoácido en el dominio captación de
la MccE492.

La MccE492 se sintetiza como una pre-proteína, que puede o no sufrir un proceso de
mod¡ficación posltráduccional en el que participan los productos génicos MceC, Mcel y MceJ.

En este proceso es importante la serina-7s e ind¡spensable la glicina que antece_de al últ¡mo

aminoácibo, ambas ubicadas en el dominio de captac¡ón (en verde claro) de la MccE492 (la

letra X puede ser treonina, alanina, glicina, serina y pos¡bleménte cisteína; la Ser75 y la Gly83

se muéstran con tamaño dé fuente aumentado y en color rojo dada su importancia en el

proceso de modificación post-traduccionat según los resultados obtenidos en esta Tesis).

Posteriormente ambas formas, la modificada y la no modificada, al ser exportadas al med¡o

exlracelular son procesadas por MceG, perdiendo el Éptido líder (PL, en celeste). ME:

Membrana externa. Ml: Membrana interna. Modif¡cado de Lagos y cols , 2009
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5. CONCLUSIONES

. Es posible reemplazar las serinas conservadas del C{erminal de la MccE492 por

alaninas y treoninas, sin abol¡r el proceso de modificación post-traduccional ni

anular la act¡vidad bactericida.

Las mutaciones en la Ser75 del dominio de captación de la MccE492 son las que

más afectan la modificación posftraduccional y la actividad antibacteriana, pues

posiblemente este aminoácido es importante en la interacc¡ón con el complejo

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

En el proceso de modificación post-traduccional de la MccE492 es esencial la

presencia de un motivo GS en el C-terminal. Nuestros resultados indican que el

factor crítico es la identidad de la glicina que antecede a la serina. Por lo cual el

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

Es posible acortar hasta en 4 aminoácidos el dominio de captación de la MccE492

desde el C{erm¡nal s¡n anular ni la actividad bactericida ni la modificación post-

traduccional. No obstante, se requiere conservar la Ser75 y un motivo GX en el C-

term¡nal para que ocurra la unión de la salmoquelina, y en consecuencia, obtener la

actividad bacter¡cida-

Las microcinas mutantes expuestas en esta Tesis no camb¡aron la preferenc¡a en el

uso de los receptores con respecto a la MccE492 silvestre pur¡f¡cada a partir de la
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cepa BL21 np220 pAB. Esto indica que los aminoácidos conservados no son

importantes a nivel del reconoc¡miento en la célula objetivo, s¡no que más b¡en son

¡mportantes para el proceso de modificación post-traduccional. Por lo tanto, es más

preciso denominar a este dominio como el dominio de modif¡cac¡ón pos!

traduccional.
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