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RESUMEN

Las bacteriocinas son antibiéticos de naturaleza peptidica producidas por una
gran variedad de bacterias Gram negativas y positivas, cuyo espectro de accién esta
restringido a cepas relacionadas con la productora. La microcina E492 (mccE492), es
una bacteriocina producida por Klebsiella pneumoniae RCY492, que produce poros en
la membrana interna de células sensibles y para su internalizaciéon a través de la
membrana externa utiliza los receptores de sideréforos tipo catecol Cir Fiu y FepA.
Para la produccion de microcina activa sé requiere de un sistema de exportacion de
tipo ABC y de los genes de maduracion mceClJ. Estudios previos demostraron que la
transcripcion de los genes de la maduracion disminuye en fase estacionaria de
crecimiento, y que mutantes en cualquiera de estos genes producen mccE492 en
forma inactiva. En esta tesis se estudié la traducciéon de los genes del sistema
productor de mccE492, mediante fusiones traduccionales entre estos genes y el gen
reportero facZ, utilizando el fago transposdén Mudll1681. Se determindé que la
traduccién del gen estructural y de la inmunidad no variaba durante el crecimiento
bacteriano, en tanto que la traduccion de los genes de exportacion y maduracién eran
mayores en fase exponencial de crecimiento. Se determind que el aumento en los
niveles de traduccidn de estos genes en fase exponencial depende de la presencia de
hierro, situacion que sugiere una relacion entre la actividad de esta bacteriocina y el
metabolismo del hierro.

Por ofra parte, se encontrdo que al expresar en S. enferica el sistema de
produccion de la mccE492 con una mutacion en el gen de la maduracién mceC se
produce mccE492 activa, y que esta microcina presenta las mismas caracteristicas

cromatograficas y electroforéticas que la producida en E. cofi. Mediante el clonamiento

Xiv




del gen iroB de S. enterica en E. coli se determiné que este gen puede reemplazar la
funcién de meceC. El gen jroB codifica para una glucosil transferasa implicada en la
sintesis de salmoquelina, un derivado glucosilado de la enteroquelina. Para comprobar
que la sintesis de salmoquelina es necesaria para la produccion de microcina activa se
agreg6 a mutantes en mceC salmoguelina exégena proveniente de sobrenadantes de
S. enterica o de E. coli transformada con el gen iroB, asi como también con
salmoquelinas purificadas correspondientes a enteroquelina monoglucosilada (MGE) y
diglucosilada (DGE). La adicion de salmoquelina exégena a mutantes en meceC produjo
microcina activa. Esta transcomplementacién es dependiente de los receptores de
catecolatos FepA, Fiu y Cir, pues mutantes en estos genes y mceC no
transcomplementan con salmoquelina exégena. Ademas se determind que las enzimas
EntC, EntD y EntF, que participan en la via de sintesis de enteroquelina son
indispensables para la produccién de mccE492 activa. Mutantes en EntC y EniD
producen mccE492 activa si se adiciona en el medio de cultivo el producto de la
reaccién que catalizan, pero esto no ocurre en mutantes en EntF. Este resultado
sugiere que la actividad de EntF estaria relacionada con la produccién de mccE492 en

un paso distinto de la sola produccion de enteroquelina.
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ABSTRACT

Bacieriocins are antibiotic peptides produced by a great variety of Gram
negative and positive bacteria, whose action is restricted to strains related to the
producer. Microcin E492 (mccE492) is a pore-forming bacteriocin produced by
Klebsiella pneumnoniae RCY492, that uses for its internalization the outer membrane
catecholate siderophore receptors Cir, Fiu and FepA. The production of active microcin
requires genes encoding for an ABC exporter system and for maturation (meceClJ).
Previous studies demonstrated that the transcription of the maturation genes
diminished in stationary phase of growih and that mutants in anyone of these genes
produced inactive mccE492. In this thesis we studied the translation of the genes
present in the mccE492 system. The transposing phage Mudll1681 was used to
generate translation fusions between this genes and the reporter gene /acZ. Through
this methodology was possible to determine that the translation of the structural and
immunity genes do not vary during the bacterial growth, in contrast to the translation of
the export and maturation genes that are higher in the exponential phase of growth.
The higher translation levels found in the exponential phase of growth depended on the
presence of iron, which suggesis a relationship between the activity of this bacteriocin
and the iron metabolism.

On the other hand, we found that when the microcina system with a mutation in
the maturation gene mceC was expressed in S. enferica active mccE492 with the same
electroforetic and chromatographic characteristics was produced. Cloning of iroB gene
of S. enterica in E. coli replaced the function of mceC. IroB encodes for a glucosyl

transferase envolved in the synthesis of salmochelin, a glucosylated derivative of
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enterochelin. In order to verify weather the synthesis of salmochelin is necessary for the
production of active microcin, exogenous salmochelin present on supernatants of S.
enterica, or E. coli transformed with the gene JjroB, or purified salmochelins
corresponding to mono-glucosyl enterochelin (MGE) and di-glucosyl enterochelin
(DGE) were added to mutants in mceC. The addition of exogenous salmochelin to
meeC mutants produced active microcin, and the transcomplementation depended on
the catecholates receptors FepA, Fiu and Cir. Mutant in these receptors and mceC
were unable to be transcomplemented with exogenous salmochelin. In addition it was
determined that the enzymes EntC, EntD and EntF, involved in enterochelin synthesis
are necesary for the production of active mccE492. Mutants in EntC and EntD could be
complemented by the addition of the product of the reactions in the culture media, but
no transcomplementation was observed in EntF mutants. This result suggests that the
activity of this enzyme would be related to the production of mecE492 in a step different

of enterochelin production.
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1. INTRODUCCION

1.1. Bacteriocinas.

Los microorganismos producen una gran variedad de mecanismos de defensa,
entre los que se cuentan los clasicos antibiéticos de amplio espectro, productos
metabdlicos como el &cido lactico de lactobacilos, agentes liticos como lisozimas,
ademas de numerosos tipos de exotoxinas y bacteriocinas (Riley y Wertz, 2002).

Las bacteriocinas son agentes de naturaleza peptidica con actividad
bactericida, cuyo espectro de accién se reduce solo a bacterias de la misma especie o
de especies relacionadas a la cepa productora (Riley y Wertz, 2002). Los modos de
accion bactericida de las bacteriocinas son muy variados. Por ejemplo, hay algunas
gue poseen actividades enzimaticas como endodesoxiribonucleasa, endoribonucleasa,
otras que son inhibidoras de la sintesis de proteinas, de la DNA girasa o de la RNA
polimerasa, y finalmente se encuentran las formadoras de poros, que actian sobre la
membrana plasmética de la célula sensible disipando el potencial de membrana.

Las bacteriocinas producidas por enterobacterias gram negativas han sido
diferenciadas en dos grupos, las colicinas y las microcinas. Las colicinas presentan
tamanos que varian entre los 25-70 KDa, estan codificadas en plasmidios aislados en
su mayoria de cepas de E. coli y su expresion es regulada por el sistema SOS
(Lazdunski, 1988; Pugsley, 1984). Las microcinas por otra parie, poseen pesos
moleculares menores a 10 KDa, no son reguladas por el sistema SOS, sino que por
sistemas propios de maduracion y exportacion. El sistema de exportacion de estas
microcinas permite la viabilidad de las células productoras (Baquero y Moreno, 1984;

Kolter y Moreno, 1992; Braun y col, 2002), a diferencia de las colicinas que se liberan




por lisis celular. Estas microcinas ademas son resistentes a algunas proteasas,
condiciones exiremas de pH, altas temperaturas y son solubles en metanol (de

Lorenzo, 1984; Baquero y Moreno, 1984).

1.2. Microcina E492,

La microcina E492 (mccE492) fue aislada de la cepa de Klebsiella pneumoniae
RCY492 (de Lorenzo, 1984). Este péptido hidrofébico, presenta un pl de 3,8 y un peso
molecular de 7886 Da (Lagos y cols., 1999) y es activo contra cepas de E. cofj,
Klebsiella, Salmonella, Citrobacter, Enterobactery Erwinia (de Lorenzo, 1984).

La mccE492 tiene dos particularidades que la distinguen de las demas
microcinas descritas hasta ahora: una de ellas es que es producida por la cepa de
Klesbsiella pneumoniae RCY492, mientras que la mayoria son producidas por
diferentes cepas de E. coli. La oira particularidad es que la mccE492 se produce en
forma activa solo en la fase exponencial de crecimiento, en tanto que las demas son
producidas en la fase estacionaria (de Lorenzo y cols., 1984).

El mecanismo de accién de esta microcina consiste en la despolarizacion de la
membrana de las células sensibles (de Lorenzo y Pugsley, 1985), la que seria
producida por la formacién de canales i6nicos. Este mecanismo se dedujo de
experimentos in vifro que demostraron que la mccE492 es capaz de producir estos
canales en bicapas lipidicas (Lagos y cols., 1993).

Los determinantes genéticos para la produccion de meccE492 estan codificados
en un segmento de 13 Kb del cromosoma de K. pneumoniae RCY492 (figura 1), el cual
fue clonado y expresado en E. coli. La mccE492 producida en E. coli presenté las
mismas caracteristicas bioquimicas y electrofisioldgicas que la original producida

desde K. pneumoniae (Wilkens y cols., 1997).




mceB mceF mcel
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mceA mceC mceD mceE mceG mceH mced

- Proteina de 524 aa, sin homdlogo
-: Inmunidad -: Homologo a una acil transferasa
- Homdlogo a una glucosil transferasa Proteina accesoria del transportador
-: Homélogo a una enteroquelina esterasa : Transportador ABC

-: Proteina de 114 aa, sin homélogo - Homéologo a una prenil proteasa

-: Gen estructural microcina E492

Figura 1: Esquema del sistema productor de mccE492. Se muestra con flechas la
direccion de la transcripcion de 10 marcos abiertos de lectura dentro del fragmento de
12559 bp, con la conformacion que presentan en el cromosoma de Klebsiella
pneumoniae y en el plasmido pJAM229. También se indican sus funciones u
homologias. En rojo se encuentran aquellos implicados en el proceso de maduracién y
en naranjo aquellos implicados en la exportacion. El gen estructural de la microcina y
su inmunidad estan en tonos celestes. Los genes en verde adn no tienen una funcion
definitiva asignada. aa: aminoacidos.




En este fragmento de 13 Kb se han podido identificar mediante mutagénesis al
azar con el transposon Tn5 los determinantes necesarios para la produccion de
mccE492 activa (Lagos y cols., 2001). El analisis de la secuencia del DNA muestra un
minimo de 10 marcos abiertos de lectura, los cuales se esquematizan en la figura 1.
Entre estos genes se encuentran algunos que al ser inactivados por mutagénesis
producen microcina inactiva, a estos genes se les llamd genes de maduracion (Lagos y
cols., 2001). Estudios de la regulacién transcripcional de estos genes revelaron que
mcelJ no se transcriben en fase estacionaria de crecimiento, y que mceC disminuye su
transcripcidon en esta fase (Corsini y cols., 2002). Este antecedente se agrega a la
descripcion que la mecE4S2 forma fibras tipo amiloides en fase estacionaria de
crecimiento y que esta forma de la microcina carece de actividad bactericida (Bieler y
cols., 2005). Ambas observaciones podrian dar cuentan de [a pérdida de actividad en
fase estacionaria de crecimiento, sin embargo aun no se ha logrado establecer con

claridad como estos dos mecanismos de inactivacion se encuentran relacionados.

1.2.1. La producciéon de mccE492 esta relacionada con el metabolismo del
hierro.

La presencia de los genes de maduracion llevaron a pensar que [a mccE492
podria sufrir algun tipo de modificacién post-traduccional, sin embargo el andlisis por
espectroscopia de masa de muestras de mccE492 activa, no mostraron modificaciones
post-traduccionales en el esqueleto polipeptidico del antibiético (Lagos y cols., 2001;
Pons y cols., 2002; Destomieux-Garzon y cols., 2003). La tnica diferencia que se logrd
identificar entre la microcina activa y aquellas producidas por mutantes en los genes de
maduracion fue su contenido de estructura secundaria y estado de oligomerizacion,

determinantes en el reconocimiento de la mccE492 a nivel de receptor, pues ambas




formas son activas sobre esferoplastos (Baeza, 2003). Esta ultima propiedad se
encontrd también en la microcina inactiva producida por cepas de E. coli mutantes en
el sistema productor de enteroquelina (Strahsburger, 2005). Sin embargo el afic 2004
Thomas vy cols. describieron que bajo ciertas condiciones de cultivos una fraccion de la
mccE492 se encuentra modificada de manera covalente en la serina 84 del carboxilo
terminal por una molécula tipo enteroquelina glucosilada (salmoquelina), con un peso
molecular de 8717 Da. La mccE492 es secretada al medio extracelular por un
transportador de tipo ABC, constituido por las protefnas MceG, MceH y la proteina de
membrana externa TolC, la misma gue en E. coli ha sido implicada en la secrecién de
la enteroquelina (Castillo, 2003; Bleuel y cols., 2005).

Entre los genes del sistema productor de mccE492 (figura 1) encontramos al
gene de maduracion mceC, que presenta un 76% de identidad y un 85% con la glicosil
transferasa IroB y mceD que presenta un 54% de identidad y un 67% de similitud con
la enteroquelina esterasa IroD, ambas codificadas en el locus iroA del sistema
productor de salmoquelina de S. enterica.

La mccE492 estd de alguna manera regulada por hierro, pues su actividad
bactericida se ve disminuida cuando la cepa productora se crece en carencia de hiefro
(Orellana y Lagos, 1996). Por ofro lado, el andlisis de la secuencia de los promotares
de los genes del sistema de produccion de la mecE492 indico la presencia de putativas
cajas Fur en los genes mceC, mceD, mceE, mcef, mceH y mcel, lo cual convertia a
estos genes en buenos candidatos para una regulacién Fur dependiente. Sin embargo
sélo las cajas presentes en los promotores de los genes mceE y mceF resultaron ser
funcionales in vivo (Corsini, 2005). La mccE492 no solo se encuentra relacionada al
metabolismo de la enteroguelina en su etapa de produccion y exportacion, sino

también a nivel del reconocimiento por la célula sensible. Asi, los receptores de la

ey



mccE492 (FepA, Fiu y Cir) son los receptores de la enteroquelina férrica y sus
productos de hidrolisis (Patzer y cols, 2003; Strahsburger y cols., 2005) los cuales
utiliza para la translocacion al periplasma de la célula sensible y desde alli usa el
sistema transductor de energia TonB/ExbBD (Pugsley y cols., 1986). La enteroquelina
y sus productos de hidrélisis se comportan como inhibidores competitivos de la
mccE492 (Orellana y Lagos, 1996; Strahsburger y cols., 2005). Por otra parte, es
mediante una interaccién con la regién N-terminal de TonB que la proteina de
inmunidad (MceB) de la mccE492 ejerce su accidn neutralizadora sobre la mecE492

(Baeza, 2003).

1.3. Metabolismo del hierro.

El abastecimiento de hierro es un problema para todos los organismos vivos
debido a que el i6n ferroso, que es la forma soluble, genera radicales hidroxilos t6xicos
en presencia de oxigeno, y la forma oxidada o férrica se encuentra usualmente
insoluble. Para solucionar este problema y llevar hierro dentro de las células, los
organismos han desarrollade numerosos mecanismos de solubilizacion del hierro. En
mamiferos, aves, peces y anfibios una proteina altamente conservada llamada
transferrina es la encargada de transportar hierro extracelular hacia el interior de la
célula, uniendo el hierro extracelular con una constante de afinidad de 10*° M (Barasch
y Mori, 2004). Esta proteina del suero mantiene las concentraciones de iones férrico
libre en aproximadamente 10" M, por lo que los microorganismos patégenocs deben
competir contra esta limitacién para obtener hierro del suero o de los tejidos del
huésped (Raymond y cols., 2003). Asl, tanto hongos como bacterias secretan y luego
recuperan un gran arsenal de moléculas avidas de hierro, denominados siderdforos

(Neilands, 1995). Un considerable nimero de los sideréforos descritos contienen




grupos catecolatos, hidroxamatos y carboxilatos como dadores de oxigeno, los que
contribuyen a la gran afinidad que estas moléculas presentan por el ién férrico (Bister y
cols., 2004). Estas moléculas, que corresponden a poderosos y selectivos quelantes de
hierro, son producidos y secretados en respuesta a la carencia de hierro, proceso que
es regulado en muchas bacterias por la proteina reguladora Fur (ferric uptake

regulation) u homélogas de ésta.

1.3.1. Transporte de hierro en enterobacterias.

En E. coli existen varios sistemas para la captacién de hierro. Entre los
sideréforos utilizados estan los de tipo catecol como la enteroquelina, los de tipo
hidroxamato como la aerobactina, o también la internalizacion de hierro puede ocurrir
mediante el citrato (Crossa, 1989).

Cada uno de estos sistemas necesita de receptores especificos de membrana
externa y varias otras proteinas de la membrana citoplasmatica para su transporte
tanto hacia el exterior, como hacia el interior de la célula, Hasta ahora se han
encontrado cerca de 90 genes de E. coli que se encuentran regulados por Fur, de los
cuales cerca de 60 corresponden a genes que codifican las vias de biosintesis y
transporte de sideréforos (Hantke, 2001). Bajo condiciones ricas en hierro, Fur se une
al ién ferroso y adquiere una conformacion que le permite unirse al DNA en secuencias
especificas denominadas cajas Fur, inhibiendo la transcripcidén de aquellos genes y
operones que son reprimidos por hierro (Griggs y Konisky, 1989, Baichoo y Helmann,
2002). Por el contrario, cuando este ion es escaso, el equilibrio se desplaza hacia la
liberacidn del hierro desde e! complejo con Fur, y por tanto la polimerasa tiene libre el

acceso a los promotores, para expresar los genes de la biosintesis y transporte de




sideréforos y ofras funciones relacionadas con el metabolismo del hierro (Escolar y

cols., 1999; Hantke, 2001).

1.3.1.1. Sideroforos de tipo catecol.
1.3.1.1.1. Enteroquelina.

El miembro mas prominente dentro de los sideréforos de tipo catecol es la
enteroquelina, también llamada enterobactina, que fue aislada desde E. coli y S.
enterica (Pollack y Neilands, 1970; O'Brien y Gibson, 1970). Este sideréforo une hierro
con una constante de afinidad extraordinariamente alta de 10* M (Loomis y Raymond,
1991). La enteroguelina consiste en un irimero ciclico de 2,3-dihidroxibenzoilserina
(DHBS), cuya biosintesis puede ser dividida en dos fases. En la primera, el corismato,
precursor de aminoacidos aromaticos, es convertido a isocorismato y luego a 2,3-
dihidro-2,3-dihidroxibenzoato y luego a 2,3-dihidroxibenzoico (DHB), reacciones que
son catalizadas por las enzimas EntC, EntB y EntA (Crossa, 1989; Gehring y cols.,
1997). La segunda etapa consiste en la sintesis de una molécula de enteroquelina a
partir de fres moléculas de DHB y L-serina, y esta catalizada por un complejo
multienzimético asociado a membrana, compuesto por los productos de los genes
entB, entD, entE y entF (figura 2). Una vez sintetizada la apoenteroquelina (libre de
hierro) es exportada hacia el medio extracelular por un mecanismo de dos pasos en el
que participan el facilitador EntS y [a proteina de membrana externa TolC (Bleuel y
cols.,, 2005). Para su recaptacién en la forma férrica la enteroquelina utiliza
principalmente el receptor FepA (Pugsley y Reeves, 1977) y es translocada hacia el
periplasma en un proceso dependiente de TonB-ExbB-ExbD (Higgs y cols., 2002), para
luego ingresar al citoplasma por el sistema importador de membrana interna FepCDG

(Ozenberger y cols., 1987).
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Una vez dentro de la célula es hidrolizada por la enteroquelina esterasa (Fes),
liberando el hierro que es reducido inmediatamente a la forma ferrosa (O'Brien y cols.,
1971). Los productos de hidrolisis de la enteroquelina son utilizados nuevamente en la
importacién de hierro mediada por FepA, Cir y Fiu que son receptores de membrana
externa para catecolatos (Hantke, 1990).

La enteroquelina es capaz de unirse a una proteina del sutero llamada lipocalina
2, evento que es fundamental en el desarrollo de la respuesta inmune innata del

huésped contra infecciones bacterianas (Goetz y cols., 2002; Flo y cols., 2004).

1.3.1.1.2. Salmoquelinas.

Recientemente en S. enferica se ha descrito que la presencia del locus iroA,
conformado por dos operones convergentes iroN e iroBCDE, permite la glicosilacion de
los blogques de DHBS que constituyen la enteroquelina. Estas moléculas llamadas
genéricamente salmoquelinas, son sideréforos de tipo catecol més hidrofilicos (Hantke
y cols.,, 2003). Un resumen con las estructuras de la enteroquelina y todos sus
derivados glucosilados (salmoquelinas) que han sido identificadas se muestran en la
figura 3. En el afio 2004 Fichbach y cols. demostraron que estas reacciones de
glicosilacion son catalizadas por IroB (figura 2) utilizando como sustrato Ila
enteroquelina y UDP-glucosa como dador del grupo glicosil, formando asf
enteroquelina monoglucosilada (MGE), enteroquelina diglucosilada (DGE), en
reacciones sucesivas. La proteina IroN, homéloga a FepA, es el receptor para la
salmogquelina férrica y al igual que FepA y Cir es capaz de reconocer otros sideréforos
(Hantke y cols., 2003; Rabsch y cols., 2003). IroC es una proteina de transmembrana
encargada de la exportacion de los apo sideréforos (Baumler y cols., 1996). IroD e IroE

son estrasas (Lin y cols., 2005; Zhu y cols., 2005).
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Figura 3. Estructura de enteroquelina y derivados glucosilados. Adaptado de
Fischbach y cols. (2004).
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E! operén iroBCDE ha sido identificado también en islas de patogenicidad de
cepas uropatogénicas y enterohemorragicas de E. coli y ademas en un plasmidio de
virulencia de Klebsiella pneumoniae y de Shigella dysenteriae.

Se ha propuesto que la glucosilacion de la enteroquelina la haria menos
hidrofébica, previniendo asf que los sideroforos fuesen secuestrados por [a albimina
del suero u otras proteinas del huésped y por la lipocalinta, aumentando la virulencia de
las cepas que producen salmoquelinas (Fischbach y cols., 2004; Valdebenito y cols.,

2005, Fischbach y cols., 20086).

En esta Tesis se abordara el estudio de !a regulacién de la expresion
traduccional de los genes del sistema productor de mccE492, y la relacién de su
actividad bactericida con el metabolismo del hierro en enterobacterias, especificamente
desde una perspectiva genética con las vias de sintesis de sideréforos de tipo catecal.
Objetivos especificos:

e Estudiar la expresién traduccional de los genes del sistema productor de
mccE492.

¢ Mediante el uso de mutantes realizar una caracterizacion funcional de proteinas
implicadas en las vias de sintesis de sideroforos de tipo catecol y su efecto en
la actividad de la mccE492.

e Explorar la posibilidad de la produccién de un inhibidor de la actividad
bactericida de algunas cepas productoras de mccE492 como JAM434 en fase

estacionaria de crecimiento.
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2. MATERIALES Y METODOS

21. MATERIALES.
2.1.1. Reactivos.

Las enzimas de restriccion y T4 DNA ligasa se compraron en New England
BioLabs Inc., UK.

Las enzimas Tag DNA polimerasa y Pfu polimerasa se compraron en
Fermentas Inc., Hanover, M.D., USA.

La fluorescamina, bis-acrilamida, SDS, azida de sodio, fosfato di-acido de
potasio, azul brillante de Coomassie, esténdar de bajo peso molecular para péptidos,
glucosa, Tween 20, tricina, L-aminoacidos, acido-trifluoroacético (TFA) y 2,3-
dihidroxibenzoico (DHB) 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-electroporacién y fiitros low binding con poros de 2 puM se
obtuvieron en Millipore, USA.

La 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, TCA, DTPA, cloruro de calcio y carbonato acide de sodio se
compraron en Merck, Darmstadt, Alemania.

El cloruro de sodio, agar, cloruro de magnesio hexahidratado, tricloruro de
hierro 1ll, 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, A Hindlll, escala 1Kb y escala 100 bp, se compraron en Winkler, Santiago, Chile.
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El cloruro de potasio, sulfato de magnesio y cloruro de calcio se obtuvieron de
Fluka Chemie AG, Messershmittstr, Suiza.

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

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

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

Los cartuchos Sep-Pack C8 y C18 se adquirieron en Waters, USA.

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

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

Las salmoquelinas MGE y DGE fueron donadas gentilmente por Michael

Fischbach de! laboratorio del Dr. C. Walsh, Harvard Medical School, Boston, USA.

2.1.2. Cepas Bacterianas.

En la Tabla 1 se detallan las cepas utilizadas en este estudio. La cepa de E. cofi
H1443 y la mutante triple para los receptores FepA, Cir y Fiu, ademas de las cepas
H1885 y H5311, fueron donadas gentilmente por el laboratorio del Dr. Klaus Hantke,

Universitét of Ttibingen, Tibingen, Alemania.

2.1.3. Plasmidios y vectores.

En la Tabla 2 de detallan los plasmidios y vectores utilizados en esta tesis.




Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en esta tesis.
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Cepa Genotipo Fuente
Escherichia coli
VCS8257 DP50 sup FlsupEd44, supF58 hsd53 Stratagene

(rs mg) dapD8 lacY1 ginVa4,
A(gal-uvrB)AT tyrT58 gyrA29

tonAS53 A(thyAS57)]
DH5a supE44 AlacU169 (P80/acZAM15)
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relAl
BL21 (DE3) F ompT rg mp
POII1681 F araD139 A(ara-feu)7697

A(proAB-argF-laclPOZYA) XlllrpsL
Mu dil1681 (Km") ara:(Mu cts) 3
araD’ leu® lac’ pro*

MC4100 F, araD139, AlacU189, rpsL, relA,
thiA, Mot

pop3001.6 MC4100 MuCfts

H1443 araD139 (lac)aroB rspL relA fIbB deoC
pstF rbsR

H1876 como H1443, pero cir.:MudX fepA::Tn10
fitz::MudX

H1885 araD 139D(argF lac) U169 rpsL150
relA1 fIbB5301 deoC1 ptsF25 rbsR
AentDF

H5311 araD 139D(argF lac) U169 rpsL150
relA1 fIbB5301 deoC1 pisF25 rbsR
entC

H1941 araD 139D(argF lac) U169 rpsL150
refA1 fibB5301 deoC1 pisF25 rbsR
fur

Salmonella enterica serovar Typhimurium

LT2 Profotrofica

Hanahan, 1983

Novagen

Castilho y cols., 1984

Casadaban, 1976

Moreno

Hantke, 1990

Hantke, 1990

Hantke, Tabingen

Hantke, TUbingen

Hantke, 1987

Dr. Stanley Malloy




Tabla 2. Plasmidios y vectores utilizados en este trabajo.
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Plasmidio

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

pHC79
pACYC184
pJAM229

pJAMA34

pJEM15

pBSC47

p157

p527
np220
np108
np133
np205
np221
npB11
npB4
npF2

Cosmidio de propdsito general. Amp" Tet’
Plasmidio de propésito general. Cm" Tet’
Construido en el cosmidio pHC79 empleando
el DNA cromosomico de K. pneumoniae RYC492
digerido con Sau3A, contiene los genes para la
produccion de mccE492 activa. Amp'

Derivado de pJAM229, posee un fragmento
interno Xhol invertido con respecto a pJAM229.,
Es un pobre productor de mccE492 activa. Amp'
Derivado de pJAM229, posee la duplicacion de
un fragmento interno de 2,5 Kb Safl. Es un
sobreproductor de mecE492 activa. Amp"
Derivado de pBluescriptSK. Lleva un fragmento
Clal de 3 Kb de pJAM434. Contiene [os genes
mceABC. Amp'

Derivado de pT7-7, que contiene el gen mceB
en un fragmento EcoR/ de 0,3 Kb obtenido
desde pBSC47, Amp'

pJAM434 mceD::Tn5. Amp’ Kan'

pJAM434 mceA::Tn5. Amp' Kan'

pJAM434 meeG::Tnb5. Amp' Kan'

pJAM434 mceC::Tn5. Amp' Kan'

pJAM434 meel:: Tn5. Amp" Kan'

pJAM434 mceJ::Tn5. Amp® Kan'

pJEM15 mceA:Tn5. Amp" Kan'

pJEM15 meceC::Tn5. Amp" Kan'

pJEM15 mcel:: Tn5. Amp Kan'

Hohn y Collins, 1980
Chang y Cohen, 1978

Wilkens y cols., 1997

Wilkens y cols., 1997

Wilkens y cols., 1997

Lagos y cols., 1999

Lagos y cols., 2001

Lagos y cols., 2001
Lagos y cols., 2001
Lagos y cols., 2001
Lagos y cols., 2001
Lagos y cols., 2001
Lagos y cols., 2001
Coleccion Laboratorio
Coleccidn Laboratorio

Coleccion Laboratorio




Tabla 2. Continuacion.
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Plasmidio Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

pMAH34 Derivado de pACYC184, contiene en su sitio
BamHlI un fragmento amplificado por PCR que
contiene los genes mceB y mceA con un tag de
His en el extremo 3'. Cm'

pT7-l Derivado de pACYC184, contiene en su sitio
EcoRV el gen mcel bajo el promotor de T7.
Cm’

pT7-C Derivado de pACYC184, contiene en su sitio
EcoRV el gen mceC bajo el promotor de T7.
cm'’

plroB Derivado de pACYC184, contiene en su sitio
EcoRYV el gen iroB de S. enferica, bajo el
promotor de T7. Cm'

pMUME132 pMAH34 mceA::Mudll1681. Amp' Cm'

pMUME12  pMAH34 mceB:Mudll1681. Amp’ Cm'

pMUG21 pJAM434 mceC::Mudli1681. Amp" Kan'

pMUG133  pJAM434 meceG::Mudll1681. Amp® Kan'

pMUG131  pJAM434 mceH::Mudil1681. Amp" Kan"

pMUG43 pJAMA434 mcel:Mudii1681. Amp* Kan'

pMUG33 pJAM434 mceJ::Mudll1681. Amp" Kan'

Corsini, 2005

Coleccién Laboratorio

Coleccion Laboratorio

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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2.1.4. Oligonucledtidos.

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

22 METODOS.

2.21. Medios de Cuiltivo.

Caldo Luria Bertani (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,Cl 1 g/,
suplementado con CaCl, 0,1 mM, MgS0O,*7H,0 2 mM, citrato de sodio 0,2% pfv,
tiamina 1 g/mL, casaminoacidos 1 mg/mL y glucosa 0,2% p/v.

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

Placas de Agar. Se prepararon las placas con medio caldo LB o M9 y 1,5% p/v de
agar agar.

Placas suplementadas con DHB. Se prepararon agregando a placas con medio caldo
LB DHB a una concentracion final de 10 pg/mL.

Placas de césped. Sobre placas de agar se esparcieron 4 mL de agar blando fundido
en el que se incluyé 150 pL de un cultivo de E. coli sensible a la mccE492 crecido
hasta fase estacionaria.

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

10 pg/mL.
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Tabla 3. Secuencia de los oligonucledtidos empleados en esta tesis.

Partidor Secuencia (5'>3’)

RL1 CGG ATA AAA CAT ATG ACA TTA CTT TCA TTT GG
RL2 ARAR GCA AGA ATT CAG TCC TTT TGA CTA ATT TC
C1 ATT TTC ATA TGC GTA TTC TCT TTA TTG GCC CT
c2 TTT CAG CAA GCT TAT ACA ATT ATT GCC AGA TG
D1 CTA CAA CAT ATG CCA TTT ATG AGG AAT CAT CC
D2 CAT TAC TCT GCA GTA TCT GCT CAC GAT TAC A
E1 TGA TGG GAG ACT CAT ATG AAT GGC AAC AAR
E2 GGC AGA BAAG ATA CTG CTT TOT TGT TAT AGG

F1 CPT CTT GCC CAT ATG TTA TTC ATC CTC GAA
F2 TCC AGA GCG AAG CTT ATT ATG GAC TAT TGA
G1 AGG GCC GAC ATA TGA GTA ACG GGA ATG T

G2 TCC TCC AAG CTT CAC TAA AAC CTC CTT AC

H1 AGA AAR CAG ACA TAT GAA ATG GCG GGG A

H2 CGC ATA TCAR AGC TGA TTT ATC ATT CGT CTG

1 TAR GGC ATA TGA CAA TGA TGT CGC ATA TAC

12 GGT ACA TAT CGA TTC CGG TAT TCA ARG TTC

J1 TCA GCA TAT GGT AAC GGA GARA ATA CAG T

J2 TTG TCA GGA TCC TTA TAT TTT ACA CCG CAA

Z1 CCA TTC AGG CTG CGC AAC TGT

IRO GAG AGG ATT TCA TAT GCG TAT TCT GTT TG
IroBR CTC CTT ATC GGG ATC CGA TGA GAT ATG GCG ACA CAC
T7pro TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
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2.2.2. Técnicas Moleculares.

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

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

2.2.3. Produccion de fusiones fraduccionales entre genes del sistema de la
mccE492 y la proteina LacZ.

Para Ja produccién de fusiones traduccionales entre los genes del sistema de la
mccE492 v [a proteina LacZ se utilizé el bacteriofago mini-Mudll1681 {Castilho y cols,
1984). Este fago defectuoso posee una mutacion en el gen C que codifica para el
represor de la transposicion, porta el gen de resistencia a kanamicina proveniente del
transposdén Tn5 y también el operdn lactosa sin las sefiales de inicio de la
transcripcién, traduccion y sin los primeros codones del gen facZ (figura 4). Cuando
este fago esta en una cepa hospedera que porta el bacteriéfago helper Mu Cis
(represor termosensible que se inactiva a 42°C) se producen eventos de transposicion
al azar a alta frecuencia cuando se desreprime el sistema a 42°C. Cuando el fago se
inserta en un gen en la orientacion adecuada y en el marco de lectura correcto, se
producen fusiones traduccionales entre este gen blanco y el gen reportero /acZ,
quedando la expresion de este dltimo bajo el control de las sefiales de transcripcidn y

traduccion del gen donde se inserto /acZ.
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Figura 4. Representacion esquematica del fago transposon Mudll1681 (A) y de
una fusion con el gen X (B). Px corresponde al promotor del gen hipotético X, donde
se inserto el fago mini Mudll1681. Las comillas sobre los genes representan

mutaciones.
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2.2.3.1. Transformacién de la cepa portadora de los fagos Mu helper y
defectuoso.

Para obtener fusiones con los genes del sistema de la mccE492, se transformé
mediante electroporacion la cepa E. coli POII1681, que es portadora de los fagos Mu
Cis (helper) y Mudll1681 (defectivo) con el plasmidio pJAM434, el que contiene todos
los genes del sistema productor de la mccE492, o con el pMAH34, que sélo codifica

para la protelna estructural y de inmunidad de la mccE492.

2.2.3.2. Produccion del lisado de fago Mudil1681.

La cepa portadora E. coli POIl1681, que ya ha sido transformada con el
plasmidio correspondiente (ej. pJAM434), se incubé en medio LB durante toda la noche
a 30°C. En un matraz de 50 mL con 10mL de medio LB se inocularon 200 pL del
cultivo creciendo durante Ja noche, éste se incubd a 30°C con agitacién media (150
rpm) hasta alcanzar una DOgq de 0,2 (10° celimL). Luego se traspasé a un bafio a 42-
44°C, sin agitacién durante 30 min, después de los cuales el cultivo se incubd a 37°C
con agitacion fuerte (250 rpm) durante 1,5 h. En este punto se afiadieron 100 pL de
CHCI; y se continud la incubacién por otros 10 min. El cultivo ya lisado se centrifugé a
12000 rpm por 15 min a 4°C, para eliminar los restos celulares. Se colectd
cuidadosamente el sobrenadante que contiene una suspensién del fago Mudli1681-

plasmidio,se adicioné unas gotas de CHCl; y se almacené a 4°C,

2.2.3.3. Infeccidn y seleccion de células con insercién.
La cepa receptora pop3001.6 se crecié hasta el inicio de la fase estacionaria en
medio liquido LB. Se mezclaron 100 pL de este cultivo con otros 100 plL del lisado de

fago Mudll1681-plasmidio sin diluir, afiadiendo luego 5 pL de MgS0O; 0,1 My 4 pL de
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CaCl, 50 mM. Esta mezcla se incubd a 30°C sin agitacion durante 30 min, después de
los cuales se les agregé 800 plL de medio LB fresco y se incubé a 30°C con agitacién
durante 2 h, plaguedndose después alicuotas en medic selectivo suplementado con X-

gal, las que se incubaron a 30°C por 12 h.

2.2.3.4. Mapeo y secuenciacion de las fusiones traduccionales.

Las colonias obtenidas en las etapas anteriores se analizaron para identificar el
lugar de la insercion. Para esto se realizd la extraccion del DNA plasmidial, el que
luego fue sometido a andlisis de restriccién con la enzima EcoR|, para identificar el
fragmento de DNA donde se produjo la insercion. Para identificar especificamente el
gen en el cual ocurrid la insercién se utilizé PCR, empleando un partidor antisentido
que hibrida con el gen lacZ del fago transposén y partidores sentido que son
complementarios a [a regién 5’ de los genes del sistema productor de mccE492.
Finalmente algunos clones representativos se secuenciaron, para posteriormente

trabajar con ellos.

2.2.3.5. Deteccion de la actividad B-galactosidasa de las fusiones traduccionales
en medios con y sin DTPA.

La determinacion cuantitativa de la expresion de las proteinas fusionadas,
resultante de la insercién del gen /acZ en alguno de los genes del sistema productor de
la mccE492 se realizdé mediante el método colorimétrico descrito por Miller (1992), que
se basa en la hidrdlisis del compuesto incoloro ONPG (g-nitrofenol-B-galactésido)
llevada a cabo por la enzima B-galactosidasa. La hidrolisis da como uno de los
productos el o-nitrofenol, compuesto de color amarillo, cuya concentracién en una

solucion es posible determinar midiendo la absorbancia de la muestra a 420 nm. Esta
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concentracion es proporcional a la cantidad de enzima presente en la reaccidn,
siempre que el sustrato no se encuentre condiciones limitantes.

Las cepas portadoras de fusiones a las cuales se les deseaba cuantificar la
expresion traduccional durante las etapas de crecimiento bacteriano, se incubaron en
medio M9 durante toda la noche. Luego se hicieron diluciones 1/20 en el mismo medio
de cultivo, con una concentracion final de DTPA de 5 yM para el caso de los medios
pobres en hierro. Se prosiguié con la incubacién a 30°C, tomado alicuotas a distintos
tiempos (usualmente 1mL, cada una hora, durante 10 a 12 h). 500 uL de las alicuotas
se destinaron a la medicién de la DO a 600 nm, para la construccion de las curvas de
crecimiento de los cultivos y los 500 pL restantes se mezclaron en tubos de reaccidén
con 500 pl de amortiguador Z (16,1 g de Na,HPO, * 7 H;0; 5,5 g de NaH,PO, * H,0;
0,75 g de KCI; 0,246 g de MgSO, * 7 H;0O; 2,7 mL de B-MeOH; llevados a un volumen
final de 200 mL con agua nano pura). Se afiadieron 20 puL de CHCl; y 20 pL de SDS
0,1% y se agitaron en vortex por 10 s. Las mezclas se incubaron a 28°C por 5miny a
continuacién se agregaron 0,2 mL de sustrato (ONPG 4 mg/mlL) para iniciar la
reaccion. Se incubd hasta la aparicién de color amarillo y luego se detuvo la reaccién
con 0,5 mL de Na,CO; 1M. Se registrd el tiempo transcurrido desde la adicion del
sustrato hasta la adicion del Na,CO;. Finalmente se midié la absorbancia de las
muestras a 420 y 550 nm, donde se utilizd6 como blanco: 1mL de amortiguador Z, 0,2
mL de ONPG y 0,5 mL de Na,COa.

La actividad B-galactosidasa se expreso en unidades arbitrarias Miller, las que

se determinaron como actividad especifica utilizando la siguiente formula:

Unidades Miller = (DO4p0 — 1.75 * DOss0) * 1000

DOGQD *V *t
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Donde: DOgq, representa la densidad éptica del cultive a 600 nm, V el volumen de
cultivo utilizado en la reaccién, t el tiempo transcurrido en la reaccién y DOz ¥ DOsso
la absorbancia de la mezcla a 420 y 550 nm respectivamente, para corregir la actividad

por la cantidad de células empleadas.

2.2.4. Purificacion de mccE492.
La purificacion de ia mccE492, tanto en su forma activa como inactiva, se
realizé creciendo las cepas productoras en medio M9, para luego seguir uno o mas de

los protocolos que se describen a continuacion.

2.2.4.1. Purificacidon de mccE492.

Medio litro de medio de cultivo se inoculé con 5-500 pL de un cultivo crecido
toda la noche y se incubé a 37°C a una agitacién constante de 220 rpm durante 20 h y
posteriormente se centrifugd el cultivo a 8000 rpm durante 30 min a 4°C. El .
sobrenadante, sometido a una presion negativa, se pasé por una columna de
extraccion en fase sdlida Sep Pack CB (Waters), activada previamente con 5 mL de
acetonitrilo 40%-TFA 0,1% y 5 mL de agua nano pura-TFA 0,1%, se lavé con 5 mL de
acetonitrilo 30%-TFA 0,1% y la microcina se eluyé con 5 mL de acetonitrilo 40%-TFA

0,1%.

2,2.4.2, Purificacion de la mccE492 por cromatografia liquida de alta resolucion.

3 mL de la microcina purificada, segin el método anterior (2.2.4.2), fueron
evaporados al vacio a 60°C hasta la sequedad (Labconco Centrivap Console) y
posteriormente se suspendieron en 100 pL de acetonitriio 39%-TFA 0,1%. Dos

muestras iguales asi obtenidas se juntaron para hacer un volumen final de 200 pL.
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Estos se inyectaron en un sistema de columna C18 en fase reversa. La purificacion
mediante HPLC (Beckman System Gold) se llevé a cabo isocraticamente con
acetonitrilo 39% - TFA 0,1%, a un flujo de 0,5 mL/min durante 30 min. Se colectaron las

fracciones cada 0,5 min siguiendo la absorbancia a 215 nm.

2.2.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida de la mccE492.
2.2.,5.1. Marcacion de la mccE492 con fluorescamina.

Se empled el método para la marcacién de péptidos descrito por Rangland y
cols. (1974). Para ello se concentraron por evaporacién al vacio a 60 °C (Labconco
Centrivap Console) 300 pL de un eluido de la columna de extraccién en fase sélida
(Sep Pack C8) hasta un volumen de 10 pL, en el caso de muestras purificadas por
HPLC se tomaron 10 pL sin diluir. Cuando se trataba de muestras eluidas en
acetonitrilo-TFA, se les agregd una gota de NaOH para neutralizar el TFA. Se le
agregd 4 1L de solucion borato (0,4 M pH 9), 8 pL de fluorescamina (una ‘punta de
espatula’ disuelta en 1 mL de 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 calenté a bafio maria por 3 min y las proteinas se separaron
mediante SDS-PAGE. Las bandas de proteina se visualizaron en un transiluminador

UV e inmediatamente se fotografié el gel.

2.2.5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Los geles se prepararon con tres fases: separador, espaciador y concentrador.
El gel separador consistié en 16,5% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCI

1 M pH 8,5, SDS 0,1% vy dlicerol al 10%. El gel espaciador consistié en 10% de

acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M pH 8,5, SDS 0,1%. El gel
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concentrador contenfa 3% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M pH
8,5; SDS 0,1%. A cada una de estas soluciones se les agregé 0,033% de APS y 2,2
mM de TEMED. Para estos geles la solucion de corrida para el catodo fué Tris-HCI

0,1M pH 8,5, Tricina 0,1 My SDS 0,1% y para el dnodo Tris-HC| 0,2 M pH 8,8.

2.2.6. Deteccioén y cuantificacion de la actividad bactericida de la mccE492.
2.2.6.1. Deteccidn de la actividad bactericida.

La deteccion de la actividad bactericida se realizé depositando sobre una placa
de césped (2.2.1.) una alicuota de 3 pL proveniente de las muestras que se deseaban
analizar. Luego de incubar las placas a 37°C durante 12-14 h, la actividad bactericida
se visualizé como la aparicién de halos de inhibicion de crecimiento sobre el césped de

la cepa sensible.

2.2.6.2. Cuantificacién de actividad bactericida o determinacion del titulo.

Para la cuantificacion de la actividad bactericida de la mccE492 se realizaron
diluciones seriadas en agua nanopura estéril de las muestras, pudiendo ser estas
diluciones en base 2 o en base 10. Se tomaron alicuotas de 3 pL de cada tubo de la
dilucién seriada y se pusieron sobre placas de césped sensible. Se incub6 a 37°C
durante 12-14 h, y el titulo de la muestra se determind como la dilucién del ditimo tubo
cuya alicuota es capaz de producir un halo de inhibicién de crecimiento en la placa de

césped sensible,
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2.2.6.3. Tratamiento de sobrenadantes para la determinaciéon o cuantificacion de
la actividad bactericida.

También se determind y cuantificd la actividad bactericida de la mccE492 desde
los sobrenadantes de cultivos de cepas productoras. Para esto se trataron los
sobrenadantes con diferentes métodos para la eliminacion de las células viables que

interfirieran con la determinacién.

2.2.6.3.1. Tratamiento con cloroformo.

El cultivo a ensayar se centrifugé por 10 min a 7000 rpm, se tomaron 600 pL del
sobrenadante y se agregaron 30 pL de cloroformo, se agitd con vortex por 10 s y se
centrifugé a 13000 rpm por 10 min. Se utilizd la fase superior para la deteccion de la

actividad bactericida o la determinacion del titulo.

2.2.6.3.2. Tratamiento por filtracion.
De manera alternativa se filtraron los cultivos a ensayar, con filiros de baja

afinidad {low bindig) Millipore con un tamafio de poro de 0,2 um.

2.2.6.3.3. Tratamiento por calentamiento.
Otro método que se utilizé fue centrifugar 10 min a 7000 rpm los cultivos, y el
sobrenadante se calenté a 95°C durante 15 min, previo a ser utilizado para ensayar la

actividad bactericida.

2.2.7. Reemplazo de sobrenadantes.
A partir de culfivos crecidos durante toda la noche en 4 mL de medio M9

suplementado con glucosa y citrato, se inocularon matraces con 500 mL del mismo
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medio, con diluciones desde 1:10 hasta 1:100 000 de los cultivos correspondientes. Se
dejaron incubando por 20 h a 37°C y 220 rpm. Se tomaron 50 mL de cada cultivo y se
centrifugaron durante 10 min a 7000 rpm. Se separd el precipitado de células del
sobrenadante, y el sobrenadante fue esterilizado mediante filtros low binding
(Millipore). Se procedié a poner sobre el precipitade de células el sobrenadante de otro
cultivo o medio fresco, segun fuese el caso. Una vez realizados los intercambios, se
resuspendieron las células y los tubos se dejaron incubar en las mismas condiciones
de crecimiento durante 4 h, luego de las cuales se determiné el titulo de la actividad

bactericida en los sobrenadantes.

2.2.8. Transcomplementaciones.

Se co-cultivaron sobre placas de césped sensible cultivos de cepas no
productoras o productoras de mccE492 inactiva, asi como también los sobrenadantes
tratados de éstas, poniendo una gota (3pL) sobre otra de las muestras a ensayar.
También se utilizaron sobre las cepas productoras de microcina inactiva compuestos
de tipo catecolatos purificados, directamente sobre la alicuota de cultivo o
suministrados como suplemento del medio de cultivo. Luego de incubar las placas a
37°C durante 12-14 h, se evalué como cepas transcomplementables a aquellas que en
co-cultivo o suplementadas eran capaces de producir halos de inhibicién de

crecimiento sobre el césped sensible.
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3. RESULTADOS

3.1. ESTUDIO DE LA EXPRESION TRADUCCIONAL.

La mccE492, a diferencia de la mayoria de las microcinas descritas en E. coli,
es producida en forma activa principalmente en la fase exponencial de crecimiento (de
Lorenzo y cols., 1984). Estudios a nivel transcripcional revelaron que la proteina
estructural de la mccE492 y la proteina de inmunidad estan organizadas en un operon
bicistrénico que se transcribe tanto en fase exponencial como en fase estacionaria de
crecimiento. De las ofras 6 unidades transcripcionales que conforman el sistema
productor de mccE492, solo la formada por los genes de maduracién meelJ disminuye
la trascripcion en fase estacionaria de crecimiento (Corsini, 2005). Es posible aislar
microcina desde cultivos de una cepa productora de mccE492 en fase estacionaria, sin
embargo ésta es inactiva, al igual que la purificada desde la mutantes en los genes de
maduracién mceClJ en cualquier etapa de crecimiento (Lagos y cols., 2001).

La actividad de la mccE492 es afectada por la presencia de hierro en el medio
de cultivo utilizado para crecer la cepa productora. En un medio con hierro se obtiene
mayor actividad bactericida y en un medio con DTPA (fuerte quelante de hierro) la
actividad disminuye sin disminuir la cantidad de proteina producida (Crellana y Lagos,
1996).

Con los antecedentes anteriores se decidié estudiar la regulacién de la actividad
de la mccE492, mediante el analisis la expresion traduccional de los genes implicados
en la produccién de mecE492 activa en diferentes etapas del crecimiento bacteriano.
En algunos casos se utilizé medios con DTPA, para evaluar si la carencia de hierro

tiene un efecto directo sobre la expresién de alguno de los genes estudiados.




31

3.1.1. Construccion de fusiones traduccionales.

Para estudiar la expresion fraduccional de los genes involucrados en la
produccion de mccE492 se realizaron fusiones al azar con el gen reportero /acZ
empleando el fago transposén mini Mudll1681 (Castilho y cols., 1984). Este fago porta
en su genoma el gen de resistencia a kanamicina de Tn5 y el operén lactosa sin sus
sefiales de inicio de la transcripcién, ni traduccion y sin los primeros codones del gen
lacZ. Cuando este fago transposon se inserta en un gen, para que se produzca una
proteina de fusion con actividad B-galactosidasa es necesario que esta insercion ocurra
en el mismo sentido de trascripcién del gen blanco y en la fase apropiada del marco de
lectura para su correcta traduccién (figura 4). La téchica descrita por Castillo y cols.
(1984) consiste en la ufilizacion de una cepa de E. coli POlI1681 que poria en su
cromosoma los fagos Mudll1681 (defectivo} y Mu Cis (helper), que en este caso fue
trasformada con los plasmidos pJAM434 o pMAH34, Estas cepas se crecieron a una
temperatura permisiva (30°C) para luego inducir una alta tasa de transposicién del fago
Mudli1681 hacia el plamidio a 42°C. Con los lisados de estas cepas se infecté una
cepa receptora pop3001.8 (recA’). La seleccion de los plasmidos portadores de una
insercion se llevé a cabo creciendo las cepas infectadas en placas suplementadas con
los antibidticos correspondientes y X-gal. Las colonias azules obtenidas (que llevan
una fusién) fueron crecidas en el mismo medio varias veces para asegurar la
estabilidad de la insercién y posteriormente fueron almacenadas a -80°C. Se
obtuvieron un total de 289 muductantes en el plasmidio pJAM434 y 35 para pMAH34.
Para localizar el lugar de la insercién del fago en las diferentes muductantes se aislé
DNA plasmidial y se mapeé el segmento de DNA en el cual se encontraba el fago mini
Mudil1681 con la enzima de restriccion EcoRlI, que posee un patrén conocido de corte

en los plasmidios empleados y ningtn sitio de corte dentro del genoma del fago.
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Posteriormente se empled la téchica de PCR para identificar el gen en el cual de habia
producido la insercion, utilizando partidores especificos para la region 3’ de cada uno
de los genes del sistema productor de mccE492 y un partidor antisentide que hibrida
con el gen /acZ del fago. De esta manera se lograron obtener e identificar fusiones del
fago mini Mudli1681 en los genes mceA, mceB, mceC, mceG, mceH, mecel y mecJ,
que se detallan en la tabla 4. De estas se escogieron algunas representativas y se

secuenciaron.

3.1.2. Expresion traduccional de la mccE492 y de la proteina de la inmunidad.

Para el estudio de la expresién traduccional de la proteina estructural de la
mccE492 se utilizé la construccion pMUME132, en la cual la fusion con la -
galactosidasa se produjé en el aminoacido 73 de la proteina MceA. En el caso de la
proteina de inmunidad se utilizd la construccién pMUME12, en la cual Ia fusién ocurrié
en el aminoacido 57 de MceB. En las figuras 5 y 6, se observa que las cinéticas de
crecimiento para las cepas E. coli pop3001.6 pMUME132 y E. cofi pop3001.6
pPMUME12 son muy similares, llegando ambas a fase estacionaria de crecimiento
aproximadamente a los 400 min después de |a inoculacion.

Los perfiles de actividad B-galactosidasa en ambas fusiones presentan la
misma forma, aumentando durante la primera parte de la fase exponencial de
crecimiento hasta llegar a su maximo, decayendo luego para mantenerse en niveles
bajos durante la fase estacionaria. Sin embargo los niveles de actividad, expresada en
unidades Miller, que alcanza cada fusién son levemente diferentes, a pesar de provenir

ambas del mismo RNA mensajero.
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Tabla 4. Fusiones traduccionales obtenidas entre el fago mini Mudil1681 y los
genes del sistema productor de la mccE492.

Gen Plasmidio Proteina Aminoacido Nombre
de Fusion de insersion construccion
mceA pMAH34 MecA-LacZ 73 pMUME132*
mceB pMAH34 MecB-LacZ 57 pMUME12°
mceC pJAM434 MecC-LacZ 26 pMUG21°®
meceG pJAM434 MecG-LacZ pMUG13
pMUG14
pMUG24
pMUG41
pMUG128
411 pMUG133*
pMUG195
meeH pJAM434 MecH-LacZ pMUG12
393 pMUG131?
mcel pJAMA434 Mecl-LacZ 108 pMUG43°®
pMUG132
meceJ pJAM434 MecJ-LacZ 301 pMUG22

(*) corresponden a las construcciones utilizadas en las curvas de crecimiento y actividad $-galactosidasa
gue se muestran en esta tesis,
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Figura 5. Curvas de crecimiento y expresion traduccional de la proteina de fusion
MceA-LacZ. La linea continua representa la curva de crecimiento de la cepa E, colj
pop3001.6 pMUME132 en medio MS suplementado con Glc y Cit. La linea discontinua
corresponde a la curva de actividad B-galactosidasa de la proteina de fusion MceA-
LacZ. Las barras corresponden a la desviacion estandar de tres determinaciones,
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Figura 6. Curvas de crecimiento y expresion traduccional de la proteina de fusién
MceB-LacZ. La linea continua representa la curva de crecimiento de la cepa E. coli
pop3001.6 pMUME12 en medio M9 suplementado con Glc y Cit. La linea discontinua
corresponde a la curva de actividad B-galactosidasa de la proteina de fusion MceB-
LacZ. Las barras corresponden a la desviacion estandar de tres determinaciones.
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En el caso de MceA-LacZ los niveles de actividad B-galactosidasa fluctian entre 15 y
50 unidades Miller, en tanto que para MceB-LacZ los valores van desde 40 a 100

unidades Miller.

3.1.3. Expresion traduccional de las proteinas MceG y MceH implicadas en la
exportacion de la mccE492 a partir de células crecidas en medio con y sin DTPA.

Para estudiar la expresién traduccional de la protefna correspondiente al
exportador de tipo ABC (MceG), se utilizé la construccion pMUG133. La cepa de E. coli
pop3001.6 pMUG133 crecida en medio con 5 pM DTPA presento niveles de
crecimiento mas bajos que en el medio con hierro (figura 7). Para comparar la actividad
B-galactosidasa en ambas construcciones los valores estan corregidos nimero de
células. La proteina de fusién MceG-LacZ present6 una muy baja expresién durante la
primera fase del crecimiento bacteriano, con valores cercanos a la unidad, tanto en
medio sin DTPA, como con 5 uM DTPA. En el minuto 300 ambas curvas se separan,
produciéndose un discreto aumento de [a actividad B-galactosidasa en el medio con
hierro, alcanzando su maximo a los 480 min con una actividad de 5,3 unidades Miller,
para luego ir disminuyendo hasta a los valores basales de expresion cercanos a la
unidad (660 min), los cuales se mantienen en la fase exponencial tardia.

Para el estudio de la proteina accesoria MceH del exportador ABC, se utilizé la
construccion pMUG131. La protelna de fusién MceH-LacZ (figura 8), presentd un perfil
de actividad B-galactosidasa muy similar en medio sin DTPA y con 5 uM DPTA, hasta
el minuto 470, donde ambas curvas se separan. La curva de actividad en el medio con
5 uM DTPA se mantiene relativamente constante en todas las etapas del crecimiento
bacteriano, con valores cercanos a las 20 unidades Miller. La curva obtenida en el

medio sin DTPA se produce un aumento de la actividad B-galactosidasa, llegando a un
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Figura 7. Expresién traduccional de la proteina MceG-LacZ. La cepa de E. coli
pop3001.6 pMUG133 fue crecida en medio M9 Glc Cit sin DTPA (#) o con 5 M DTPA
(M. Las lineas continuas representan las curvas de crecimiento de esta cepa y las
lineas discontinuas la actividad B-galactosidasa de la proteina de fusién MceG-LacZ.
Las barras corresponden a la desviacién estandar de tres determinaciones.




38

80
1 - ®
4]
S
L60 5 &5
e
£ 8=
3 © &
) o5
0 -4 28
'c —
01 © £
y . o2
— .'/ \. .2 ~
BN g 5
N E—a Ly = <
N g g R TR 20
-6 N o i
|
|
0,01 T T T T 0
0 200 400 600 800
tiempo (min)

Figura 8. Expresion traduccional de la proteina MceH-LacZ. La cepa de E. coli
pop3001.6 pMUG131 fue crecida en medio M9 Gl Cit sin DTPA (#) o 5 uM DTPA ().
Las lineas continuas representan [as curvas de crecimiento de esta cepa y las lineas
discontinuas la actividad B-galactosidasa de la proteina de fusion MceH-LacZ. Las
barras corresponden a la desviacion estandar de tres determinaciones.
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maximo de 32 unidades Miller al minuto 650, y la diferencia entre los dos alcanza las

10 unidades Milier.

3.1.4. Expresion traduccional de las proteinas MceC, Mcel y MceJ implicadas en
la maduracion de la mecE492.

Para el estudioc de la expresion traduccional del gen mceC, se uiilizd la
construccidn pMUG21, en la cual la fusién se produjo en el aminodcido 26 de la
proteina MceC. La actividad B-galactosidasa que presentd la proteina de fusién MecC-
LacZ {figura 8), fue relativamente constante a lo largo del crecimiento bacteriano. La
actividad que presentan células crecidas en medios pobres en hierro (5 y 12 pM DTPA)
fue en promedio 160 unidades Miller, en tanto que en medio con hierro se observd un
aumento de la actividad B-galactosidasa en la fase exponencial de crecimiento que
alcanzo un maximo a los 360 minutos con 191 unidades Miller. Hubo una diferencia de
aproximadamente 115 unidades Miller con respecto a las condiciones pobres en hierro.

Para el estudio de la proteina Mcel, se utilizé la construccién pMUGA43, en la
cual la fusion se produjo en el aminoacido 108. El perfil de actividad para esta fusion
(figura 10) presentd un marcado pico de actividad B-galactosidasa durante la fase
exponencial de crecimiento, para luego disminuir nuevamente en la fase estacionaria.
Este aumento en la actividad, alcanzé un maximo cercano a las 50 unidades Miller y no
se observé cuando la cepa E. coli pop3001.6 pMUG43 se crecié en medio pobre en
hierro (6 M DTPA), donde el aumento de la expresidn en fase exponencial alcanzd
solo las 19 unidades Miller, valor cercano a los niveles basales de expresion de esta

fusién
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Figura 9, Expresion traduccional de la protefna MceC-LacZ. La cepa de E. coli
pop3001.6 pMUG21 fue crecida en medio M9 Gle y Cit sin DTPA (@) o 5 uM DTPA (H)
0 12 uM DTPA (4k). Las lineas continuas representan las curvas de crecimiento de
esta cepa y las [ineas discontinuas la actividad B-galactosidasa de Ia proteina de fusién
MceC-LacZ. Las barras corresponden a la desviacibn estandar de tres
determinaciones.
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Figura 10. Expresién traduccional de la proteina Mcel-LacZ. La cepa de E. coli
pop3001.6 pMUGA43 fue crecida en medio M9 Glc Cit sin DTPA (@) o 5 pM DTPA ().
Las lineas continuas representan las curvas de crecimiento de esta cepa y las lineas
discontinuas la actividad B-galactosidasa de la proteina de fusién MceC-LacZ. Las
barras corresponden a la desviacion estandar de tres determinaciones.
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Se logré obtener e identificar solo una construccién para una fusion MceJ-LacZ
(tabla 4). A pesar de haber obtenido una insercion del fago Mudll1681 en el gen mceJ
(PMUG22) y de que la cepa que expresa esta fusion presenta una curva de crecimiento
normal, no fue posible medir la actividad B-galactosidasa de esta fusioén con en método
descrito por Miller (1992) ya que los valores de actividad obtenidos fueron muy bajos.
En la figura 11 se observa en una placa de medio M9 suplementado con X-gal las
colonias de E. coli pop3001.6 pMUG22 crecidas durante 48 h a 30°C (temperatura
restrictiva para la fransposicion).

Las diferencias en los niveles de expresion de las protefnas MceC, G, H, | del
sistema productor de la mccE492 en medio con hierro y medio pobre en hierro, sugiere
una regulacion del sistema por este metal. Sin embargo, este efecto no se encuentra
relacionado al regulador Fur y cajas Fur (Corsini, 2005), lo cual lleva a pensar que esta
regulacién se esta produciendo de manera indirecta sobre la expresion de estas

proteinas o por un mecanismo diferente al controlado por el represor Fur.,
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Figura 11. Actividad B-galactosidasa en colonias de la cepa E. coli pop3001.6
pMUG22. La cepa E. cofi pop3001.6 pMUG22 fue sembrada en placas de M9
suplementadas con Amp, Kan y X-gal, y se incubo durante 48 h a 30°C. La imagen
corresponde a la fotografia en blanco y negro de una placa. El recuadro muestra el
aumento de dos colonias presentes en la placa.

T
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3.2. RELACION ENTRE LAS VIAS DE SINTESIS DE SIDEROFOROS DE TIPO
CATECOL Y LA PRODUCCION DE MCCE492 ACTIVA.

La relacion entre el metabolismo del hierro en enterobacterias y el sistema
productor de mccE492 se ha enconirado en varios niveles. Uno de ellos es la
regulacién de la expresién génica por hierro, pues si bien sdlo los genes mceEF
poseen cajas reguladoras Fur funcionales (Corsini, 2005), la expresion de otros genes
del sistema productor de mccE492, como se ha visto en esta Tesis, también estan
modulados por los niveles de hierro presentes en el medio de cultivo.

A nivel de la producciéon de mccE492 activa se ha encontrado que mceC, uno
de los genes de la maduracién, es hémologo a la glucosil transferasa IroB responsable
de la glucosilacion de moléculas de enterobactina en la via de sintesis de
salmoquelinas. Como se menciond en la introduccién, en determinadas condiciones de
crecimiento una fraccion de la mccE492 se encuentra modificada por una molécula de
tipo salmoquelina (Thomas y cols., 2004). Esta bacteriocina utiliza para su exportacion
a través de la membrana externa la proteina TolC, que también es utilizada por las
moléculas de enteroquelina para el mismo proceso (Bleuel y cols., 2005) y en la
internalizacién a las células blanco los receptores de membrana externa para
sideréforos de tipo catecol FepA, Fiu y Cir (Patzer y cols., 2003; Strahsburger, 2005).

Tomando en cuenta estos antecedentes se decidié explorar la relacion que
existe entre el sistema de produccidén de la mccE492 y las vias de sintesis de
sideréforos de tipo catecol, prestando especial atencién en la etapa de produccién de

mccE492 activa.




45

3.2.1. Expresion en Salmonella enterica de plasmidios mutantes en genes del
sistema de produccién de mccE492.

Las salmoquelinas son siderdforos de fipo catecol que corresponden a
moléculas de enteroquelina glucosiladas (figura 3). Estas reacciones de glicosilacién
son catalizadas por la enzima IroB (Fischbach y cols., 2004) codificada en el locus iroA
presente en S. enferica y algunas cepas patégenas de E. coli (Hantke y cols., 2003).
Para establecer si las proteinas homélogas IroB y MceC posefan la misma funcién se
transformé la cepa de S. enferica LT2, que posee en gen iroB, con el plasmidio np133
(ver tabla 2) mutante en mceC. Se usaron como controles otros plasmidios mutantes
en diferentes genes del sistema productor de mccE492. La figura 12 muestra que solo
el plasmidio mutante en mceC es capaz de producir actividad bactericida cuando es
expresado en S. enterica. En cambio los plasmidios mutantes en los genes de
maduracién meel {(np205) y mced (np221), que producen mccE492 inactiva en E. coli,
no son capaces de producir actividad bactericida cuando se expresan en S. enferica.
Este fenotipo productor de mccE492 inactiva logré revertirse en S. enterica cuando la
construccién con la mutante en mcel se complementé con un plasmidio compatible que
contiene el gen mcel bajo el promotor de T7 (pT7-l, tabla 2).

La figura 12 muestra que no se obtiene actividad bactericida con un plasmidio
mutante en la proteina estructural de la meccE492 (np220) en ninguna de las cepas
bacterianas empleadas. La construccion con el plasmidio mutante en meceD (p527),
gen homélogo a una enteroquelina esterasa, que presenta actividad cuando se
expresa en E. coli, también lo hace en la cepa de S. enferica. Se usdé como control
positivo el plasmidio pJAM434, que es el plasmidio parental del cual provienen todos
los mutantes utilizados. Estos resultados sugieren fuertemente que IroB de S. enterica

es capaz de suplir la carencia de MceC.
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Fenotipo en:
Plasmidio  Gen Mutado E. coli S. entica
pJAMA434  —

np133 meeC
np205 mcel
np221 mceed

np220 mceA

pb27 mceD

Figura 12. Expresién en Escherichia coli y Salmonella enterica de plasmidios
mutantes en genes del sistema productor de mccE492. La cepa de S. enterica LT2
se transformd con los plasmidios que se indican. Las transformantes fueron crecidas
en medio liquido y alicuotas de 3 pL de cada cultivo fueron depositadas sobre placas
de un césped sensible. Se muestran también las cepas de E. coli portando los
diferentes plasmidios.
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3.2.2. Analisis cromatografico y electroforético de la mccE492 producida en
Salmonella enterica.

Se utilizé6 cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y geles de
poliacrilamida en condiciones denaturantes (SDS-PAGE) para analizar la microcina
producida por S. enterica y compararla con la producida por E. coli. Se purificé
mccE492 a partir de sobrenadantes de las cepas de E. coli VCS257 pJAM229, S.
enterica LT2 pJAM229 y S. entferica LT2 np133. La microcina purificada se concentré e
inyecté eh un sistema de columna C18 en fase reversa y se obtuvieron los
cromatogramas que se muestran el la figura 13. Se tomaron las fracciones
provenientes de los minutos 11 a 13,5, se concentraron, se marcaron con
fluorescamina y se sometieron a una electroforesis en SDS-PAGE (figura 14). Se
observa que tanto los perfiles de elucion en HPLC como la migracion electroforética de
las tres preparaciones de microcina son similares, incluso la proveniente del plasmidio

mutante en meeC expresada en S. enferica.

3.2.3. Transcomplementacion por Salmonella enterica de una mutante en mceC
expresada en E. coli.

Se analizé6 si la cepa LT2 de S. enferica tenia la capacidad de
transcomplementar la carencia de MceC de una cepa de E. coli que expresa un
plasmidio mutante en mceC. Se transformé la cepa de S. enferica LT2 con el plasmidio
p157, que porta s6lo el gen de la inmunidad del sistema de produccién de la mccE492

de mado de poder co-cultivarla con una cepa productora de mccE492.
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Figura 13. Perfiles de elusion de microcina proveniente de diferentes cepas
purificada por HPLC. Se inyectaron 200 uL, de una preparacién concentrada de
microcina, en un sistema de columna C18 en fase reversa. La purificacion mediante
HPLC (Beckman System Gold) se llevé a cabo isocraticamente con acetonitrilo 39% -
TFA 0,1%, a un flujo de 0,5 mL/min durante 30 min. Se colectaron las fracciones cada
0,5 min, siguiendo la absorbancia a 215 nm. En la figura se indica la fuente de las
preparaciones utilizadas. Con linea azul se indica el rango de fracciones que
presentaron actividad bactericida y con linea roja las fracciones con mayor actividad
que luego fueron colectadas para el SDS-PAGE.
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Figura 14. SDS-PAGE de preparaciones de meccE492 purificadas por HPLC. Se
tomaron las fracciones desde el minuto 11 al 13,5 que se muestra en el cromatograma
de la figura 13 destacadas por una linea roja, se concentraron, se marcaron con
fluorescamina, para luego ser sometidas a una electroforesis en SDS-PAGE. (A)
MccE492 de E. coli VCS257 pJAM228. (B) MccE492 de S. enterica LT2 pJAM229. (C)
MccE492 de S. enterica LT2 np133.
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Se utilizé la cepa de E. coli DH5a que expresa el plasmidio npB4, derivado de
pJEM15 con [a mutacién mceC::Tn5. Se observd que cuando estas dos cepas se
ponen a crecer simultaneamente sobre un césped sensible producen un halo de
inhibicion de crecimiento cuando estan en contacto directo (figura 15 A). La produccion
del halo de inhibicién de crecimiento también se observd cuando el precipitado de
células de E. coli DH5a npB4 se crece en presencia del sobrenadante estéril de la cepa
de S. enterica LT2 (figura 15 B). Sin embargo este efecto no se observdé cuando se
incubaron las células precipitadas de S. enferica LT2 p157 con el sobrenadante de E.
coli DH5a npB4. Tampoco se observéd actividad bactericida con una mezcla de
microcina inactiva purificada desde E. coli DH5a npB4 y el sobrenadante estéril de S.
enterica LT2, previamente calentadas durante § min a 95°C antes de ser depositada
sobre el césped sensible.

Este resultado indica que existe(n) molécula(s) en el sobrenadante de S.
enterica LT2, que es (son) capaz (es) de transcomplementar la carencia de MceC en E.
coli, pero que es necesaria la presencia intracelular de estas molécula(s) en la célula
productora de mccE492 para ejercer su funcién y dar como resultado la produccién de

actividad bactericida.

3.2.4. Clonamiento del gen iroB de S. enterica y complementacion con mceC.
Para esclarecer el papel de IroB en la produccién de microcina activa en una
cepa de S. enterica LT2 que lleva el plasmidio mutante en MceC, se cloné por PCR el
gen iroB a partir del DNA geondmico de S. enferica L.T2. Para ello se utiliz6 el
plasmidio pACYC184, compatible con el del sistema productor de mccE492 y sus
mutantes por transposicion, y se uso el promotor ®10 de T7 para la expresién (figura

16).
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Figura 16. Transcomplementacion de un plasmidio mutante en mceC expresado
en E. coli con el cultivo y sobrenadante de S. enferica. (A) Alicuotas de 3 pL de
cultivos de foda la noche de S. enterica LT2 p157 y E. coli DH5a npB4 fueron
depositadas sobre un césped sensible, acercandolas hasta ponerlas una sobre la ofra.
(B) Sobre una placa de césped sensible se pusieron por triplicado alicuotas de 3 pL de:
1. Gota sobre gota, de cultivo de S. enferica LT2 p157 y E. coli DH5a npB4. 2. Mezclas
de células precipitadas de S. enferica LT2 p157 con sobrenadante estéril de E. coli
DH5a npB4. 3. Mezclas de células precipitadas de E. coli DH5a npB4 con
sobrenadante estéril de S. enferica LT2 p157. 4. Mezcla de mccE492 purificada de E.
coli DH5a npB4 con sobrenadante estéril de S. enterica LT2 p157 calentada durante 5
min a 95°C,
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Figura 16. Esquema de la estrategia de clonamiento del gen iroB. El gen iroB fue
amplificado con los partidores IRO e IroBR desde el genoma de S. enterica LT2. Este
amplificado luego fue digerido con la enzima Ndel y ligado al promotor ®10 del fago
T7. Se sometid la ligacion a una nueva ronda de PCR y se ligo contiguo en el sito
EcoRV del vector pACYC184. Con estas construcciones se transformé E. coli DH5a y
se seleccionaron las transformantes por la perdida de resistencia a Tet. Finalmente se
realizé una busqueda por PCR utilizando los partidores T7pro e IroBR.
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IroB complementé al plasmidio defectuoso en mceC (np133) cuando se usa
como cepa huésped E. coli (figura 17 A), lo cual indica que es IroB el producto génico
responsable de la transcomplementacion en S. enterica y que IroB y MceC poseen la
misma actividad.

También se transcomplementé una cepa de E.coli mutante en MceC con el
cuitivo y el sobrenadante de una cepa E. coli que expresa IroB. Al igual que lo
observado anteriormente cuando se usa el sobrenadante estéril de la cepa mutante en
MceC sobre un cultivo de la que expresa IroB no hay actividad bactericida. La
unidirecccionalidad de estas transcomplementaciones indica nuevamente que es
necesaria la presencia intracelular de él o los productos de IroB para que ocurra la

complementacion en el sistema de produccién de mccE492 activa.

3.2.5. Transcomplementacién de un plasmidio mutante en mceC con
salmoquelinas MGE y DGE.

Como se menciond anteriormente, IroB es una glucosil transferasa encargada
de la produccién de un grupo de moléculas llamadas genéricamente salmoquelinas
(figura 3), que corresponden basicamente a enteroquelina mono, di o triglucosilada
(Fischbach y cols., 2004).

En el laboratorio se disponia de dos formas de salmoquelina, enterobactina
monoglucosilada (MGE) y enterobactina diglucosilada (DGE), que fueron donadas
gentilmente por Michael Fischbach del laboratorio del Dr. C. Walsh (Harvard Medical
School). Estos compuestos fueron disueltos en DMSO a una concentracién final de
1mM y almacenados a —20°C para su uso. Su identidad fue comprobada mediante
espectros de absorcién y emision de fluorescencia, caracteristico de los catecoles

(O’Brien y Gibson, 1970).
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Figura 17. Complementacién y trascomplementacién de la mutante en niceC con
iroB. (A) E. cofi VCS257(DE3)np133 produjo halos de inhibicién de crecimiento sobre
un césped sensible cuando se transformé con el gen iroB clonado en un vector
compatible. {(B) Sobre una placa de césped sensible se depositaron por triplicado
alicuotas de 3 pL de; 1. Gota sobre gota, de cultivo de E. coli DH5a npB4 y E. coli
VCS257 (DE3) plroB. 2. Mezclas de precipitado de células de E.coli DH5a npB4 con el
sobrenadante estéril de E. coli VCS257 (DE3) plroB. 3. Mezclas del precipitado de
células de E. cofi VCS257 (DE3) plroB con sobrenadante estéril de E.coli DH5a npB4.
4. Mezcla de sobrenadante estéril de E. cofi DH5a npB4 con sobrenadante estéril de E.
coli VCS257 (DE3) plroB calentados durante 5 min a 95°C,
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En la figura 18 A se muestra el espectro de excitacion de las salmoquelinas con
dos picos que presentan maximos a 243 y 316 nm. Al excitar las muestras a estas
longitudes de onda se obtiene el patrén caracteristico de emisién {figura 18 B), con
maximos a 388 y 412 nm.

En la figura 19 A, se muestra que [as salmoquelinas purificadas fueron capaces
de transcomplementar la cepa de E. coli con el plasmidio npB4 {(mceC::Tn5), no asi la
que lleva el plasmidio npF2 (mcel.:Tn5). Se observa un halo de inhibicién de
crecimiento mas grande al utilizar [a saimoquelina DGE que es la que corresponde a la
forma diglucosilada.

También se probé si las salmoquelinas purificadas actuaban como un cofactor
de las microcinas inactivas producidas por mutantes en los genes de maduracién. Para
ellc se mezclaron en proporcion equimolar las salmoquelinas MGE y DGE con
microcinas purificadas desde los sobrenadantes de E. coli DH5anpB4 y E. cofi
DH5anpF2 y algunas de las mezclas se calentaron a 95°C durante 5 min. Alicuotas de
estas mezclas fueron depositadas sobre una placa de césped sensible y después de
incubar a 37°C durante 12 h se observd que ninguna de las mezclas de mccE492
inactiva méas las salmoquelinas (MGE y DGE) presentd actividad bactericida (figura 19
B). Se concluydé que las moléculas de salmoquelina no son capaces de actuar como

cofactores en la produccién de mccE492 activa.

3.2.6. Transcomplementacion de cepas mutantes en los receptores de
catecolatos FepA, Cir y Fiu.
Los experimentos anteriores indicaban que las salmoquelinas deben ingresar a

la célula productora de mccE492 para complementar la carencia de MceC.
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Figura 18. Espectros de absorciéon y emision de salmoquelinas. (A) Espectros de
excitacion de la salmoquelina 1 pM medidos a dos longitudes de onda de emision (388
nm y 412 nm). (B) Espectros de emision de salmoquelina 1 uM medidos a dos
longitudes de onda de excitacion (243 nm y 316 nm). Se utilizé una hendidura de 5,0
tanto en los espectros de emisién como en los de absorcién.
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DH50 DH5c DH5« DH50 DH5¢. DHS5c DH50.
pPJEM1S npB4 npB4 npB4 npF2 npF2 npF2

MGE DGE MGE DGE

B
Cepa Plasmidio Actividad +MGE +DGE 95°C 95°C
+MGE +DGE

E.coliDH5a npB4 - - - - -
E.coliDH5a  npF2 - - - - -

Figura 19. Transcomplementacion con salmoquelinas MGE y DGE. (A) Sobre una
placa con un césped sensible se depositaron 3 L de cultivos liquidos de E, coli DH5a
transformada con los plasmidios pJEM15 (sobreproductor de mccE492), npB4
(derivado de pJEM15 meeC::Tn5) y npF2 (derivado de pJEM15 mcel::Tn5). Sobre ellos
se pusieron alicuotas de 3 pL de MGE o DGE 1 mM, segun se indica. (B) Se purificd
mccE492 inactiva desde E. coli DHS5a npB4 y E. cofi DH5a npF2, se mezclaron en
cantidades equimolares con salmoquelinas MGE o DGE y se depositaron alicuotas
sobre un césped sensible. Se indica las mezclas que previamente se calentaron a 95°C
durante 5 min. Se registré la presencia de halos de inhibicién de crecimiento.
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Los receptores para siderdforos de tipo catecol y sus productos de hidrélisis,
FepA, Cir y Fiu estan implicados en la importacién de estas moléculas de salmoquelina
en E. coli, por tanto la utilizacién de mutantes en estos receptores permite establecer
inequivocamente la accidén intracelular de estas moléculas de salmoquelina en la
produccién de mccE492 activa.

Para ello, la cepa de E. coli H1876 (Fiu:Mudx, Cir:MudX, FepA:Tn5) se
transformo con los plasmidios pJEM15 y npB4, comprobandose que cuando esta cepa
expresa el plasmidio pJEM15 (sobre productor de mccE492) produce mccE492 activa y
en el caso de npB4 (derivado de pJEM15 pero meeC::Tn5) produce una forma inactiva.
Cuando se intent6 franscomplementar la cepa E. coli H1876 npB4, defectuosa en
FepA, Fiu y Cir, con un cultivo de S, enterica no se obtuvieron halos de inhibicién de
crecimiento sobre un césped sensible (figura 20 A), a diferencia de lo observado con
una cepa silvestre para los receptores.

No se observé transcomplementacion entre la cepa mutante en los receptores
(E. coli H1876 npB4) v las cepas que sobreexpresan las glucosil fransferasas MceC o
IroB (E. coli VCS257 (DE3) mas p17-C o plroB), ni atn en presencia de IPTG (figura
20 B). tampoco se logré la transcomplementacion cuande se utilizé las salmoquelinas
purificadas (figura 20 C).

Estos resultados comprueban inequivocamente que la salmoqguelina debe
localizarse intracelularmente para participar en el proceso de produccion de mccE492
activa y confirman que la cepa productora estaria utilizando para la internalizacién de

estas moléculas uno o mas de los receptores para catecolatos FepA, Ciry Fiu.




59

H1876 H1876 H1876 H187¢6
npB4 npB4 npB4

MGE DGE

Figura 20. Ensayo de transcomplementacién entre S. enterica LT2 y E. coli
H1873, un triple mutante para los receptores de catecolatos. Sobre un césped
sensible se depositaron gota sobre gota de: {A) cultivos de E. coli H1876 (FepA’, Cir,
Fiu) npB4 (mceC::Tnb5) y S. enterica p157 (inmune). (B) cultivos de E. cofi H1876 npB4
y 1. E. coliVCS257 (DE3) pT7-C y 2. E. coli VCS257(DE3) plroB. Las placas utilizadas
fueron suplementadas con IPTG. (C) 3 JL de salmoquelinas MGE y DGE 1 mM con las

cepas indicadas en la figura.
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3.2.7. Expresion de la mccE492 en cepas mutantes en la via de produccién de
enteroquelina.

La enteroquelina es el sideréforo de tipo catecol mas importante en
enterobacterias. Estd formado por un ftrimero ciclico de DHBS (2,3-
hidroxibenzoilserina) y en su sintesis participan un grupo de enzimas codificadas por
los genes ent (figura 21). En una de las primeras etapas de la sintesis de esta molécula
actla la enzima EntC, que cataliza junto con EntA y EntB una reaccién en tres etapas
que produce 2,3-dihidroxibenzoico a partir de corismato (Crossa, 1989). Un complejo
multienzimatico asociado a membrana, conformado por EntEFB sintetiza las
subunidades de DHBS, para luego ciclar tres de estas subunidades dando como
producto una molécula de enteroquelina (Hantash y Earhart, 2000; Crosa y Walsh
2002). La figura 21 muestra un esquema simplificado de estas reacciones.

Estudios anteriores demostraron gue en condiciones de carencia de hierro (en
la cual los genes ent se encuentran desreprimidos) se produce mccE492 con menor
actividad bactericida (Orellana y Lagos, 1996), y que tanto la enteroquelina como sus
productos de hidrélisis son inhibidores competitivos de la actividad bactericida pues
esta microcina utiliza los mismos receptores de membrana externa que los catecolatos
para ingresar a las células (Strahsburger y cols., 2005). Otro antecedente importante
es la observacién que cepas de E. coli con mutaciones en algunos de los genhes que
participan en la sintesis de la enterobactina, como entC y eniDF, no son capaces de

producir mccE492 activa (Strahsburger, 2005).
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Figura 21. Esquema resumido de la sintesis de enteroquelina. (A) En el citoplasma
un grupo de enzimas, entre ellas EntC, producen el acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB)
a partir del corismato. (B) Dentro de un complejo asociado a membrana un grupo de
enzimas que incluyen EntD y EntF, llevan a cabo la sintesis no ribosomal dependiente
de ATP que asocia las moléculas de DHB con serina hasta formar un trimero ciclico de
2,3-dihidroxibenzoilserina (DHBS), denominado enteroquelina. Adaptado de Gehring y
cols., (1997).
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Para establecer el papel que juegan estas enzimas en la produccién de
mccE492 se realizaron ensayos de transcomplemetacion utilizando cepas mutantes de
E. coli en la via de sintesis de enteroquelina, adicionando los productos de las
reacciones de esta via, de modo de comprobar si de esta forma se logra la produccion
de mccE492 activa. Se utilizaron las cepas de E. coli H5311 (entC) y H1885 (entDF)
transformadas con el plasmidio pJEM15 (sobreproductor de mccE492) y también la
cepa E. coli H1841 (Fur’), sobreproductora de enteroquelina. En una primera etapa, se
ensayaron las cepas productoras de mccE492 inactiva, E. coli H5311 (entC") pJEM15
y H1885 (entDF) pJEM1S (figura 22 A), suplementando el medio de cultivo con DHB.
No se observé produccién de mccE492 cuando se utilizé la cepa H1885 pJEM15, ya
que la accion de las enzimas EntD y EntF son posteriores a la sintesis del DHB, a
diferencia de lo que se observé al ufilizar la mutante H5311 pJEM15, ya que la accién
de EntC es anterior a la sintesis de DHB (figura 22 B).

Posteriormente se mezclaron las cepas E. coli H1885 (entDF) pJEM15 y E. coli
H1941 (Fur), sobreproductora de enteroquelina. En este caso no hubo produccién de
microcina activa. Estos resultados comprueban que enzimas de [a via de sintesis de
enteroquelina EntCDF son esenciales para la actividad bactericida de la mccE492 y
ademas que es posible que las enzimas EntD, EntF o ambas estén participando de una
forma diferente de la produccion de enteroquelina en la produccion de mccE492 activa,
ya que no fue posible transcomplementar una mutante en esas enzimas con el

producto de las reacciones que catalizan: enteroquelina,
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A

H5311(entC) pJEM15

H1885(entDF) pJEM15

B

H5311(entC) pJEM15

H1885(entDF) pJEM15 [§

Figura 22. Transcomplementacion de cepas de E. coli defectuosas en la via de
sintesis de enteroquelina. (A) Sobre una placa con césped sensible en medio LB, se
depositaron alicuotas de cuitivos crecidos toda la noche de las cepas de E. coli H5311
(entC’) y H1885 (entDF) transformadas con el plasmidio pJEM15 (sobreproductor de
mccE492). (B) Sobre una placa de césped sensible en medio LB suplementado con 10
ug/mL de DHB, se pusieron alicuotas de cultivos crecidos toda la noche de las cepas
de E. coli H5311 (entC’) y H1885 (entDF) transformadas con el plasmidio pJEM15 . (C)
Sobre una placa de césped sensible se pusieron a crecer: 1. gota sobre gota cultivos
de E. coli H1885 (entDF} y E. coli H1941 (Fur’), sobreproductora de enteroquelina. 2.
gota sobre gota cultivos de E. coli H1885 (entDF) pJEM15 y E. coli H1941 (Fur). 3.
alicuotas de cada cultivo a modo de control.




64

3.3. EFECTO DE LA DILUCION DEL CULTIVO DE LAS CELULAS
PRODUCTORAS DE MCCE492 SOBRE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA.

En nuestro laboratorio se ha observado que cuando se usa una dilucion muy
grande para crecer un cultivo desde el cual se desea purificar mccE492, ésta se
produce con una actividad mayor a la obtenida cuando se utiliza una dilucién menor del
inoculo inicial. Se exploré la posibilidad de que el efecto de la dilucion se deba a alguna
molécula reguladora de ia actividad bactericida presente en el sobrenadante de la cepa
productora y entre las posibles actividades de esta probable molécula se analizaron las
siguientes: un activador estimulado por la dilucién; un inhibidor presente en el cultivo; o
un cambio en la conformacion y/o estado de agregacion de la propia microcina. Esta
ultima posibilidad se desprende de resultados del laboratorio que indican que ia
formacién de fibras de amiloide por parte de la mccE492 conlleva a una pérdida en su

actividad bactericida en fase estacionaria (Bieler y cols., 2005).

3.3.1. Diferentes tratamientos para eliminar células del sobrenadante de cultivos
productores de mccE492 no afectan la actividad bactericida.

La actividad bactericida de la mccE492 puede ser determinada y cuantificada a
partir del sobrenadante de una cepa productora de mccE492 activa. Para que esta
determinacién no se vea alterada por el crecimiento de la cepa productora y se pueda
medir solo la microcina producida y exportada al medio extracelular al momento de Ja
determinacién, se deben eliminar las células viables del sobrenadante con un
tratamiento que no afecte el titulo de actividad bactericida obtenido. Para evaluar si con
diferentes fratamientos se presentaban variaciones en la determinacién del titulo
bactericida desde un mismo sobrenadante, se crecieron cultivos de E, coli VCS257

pJEM15 (sobreproductora de mccE492) y E. coli VCS257 pJAM434 (pobre productora
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de mccE492), se colectaron los sobrenadantes por centrifugacion durante 10 min a
7000 rpm y se procesaron de las siguientes formas: filiracion en filtros “low binding” de
un tamafio de poro de 2 pM; incubacién durante 15 min a 95°C; o tratamiento con
gotas de cloroformo. Se tomaron alicuotas de los sobrenadantes ya tratados y se les
realizaron diluciones seriadas para determinar las unidades formadoras de colonia
(UFC) por mL. Se encontré que después de estos tratamientos ninguno de los
sobrenadantes presentaba UFC en una placa de medio caldo Luria sin antibiéticos.
Adicionalmente se cuantifico la actividad bactericida de estos sobrenadantes, y como
se observa en la tabla 5, no se encontraron diferencias significativas en el titulo de Ia
actividad bactericida de los sobrenadantes sometidos a los diferentes tratamientos. Se
concluyé que cualquiera de ellos puede ser utilizado para la determinacion del titulo de

la actividad bactericida.

3.3.2. Efecto de la dilucién en la actividad bactericida en cultivos de cepas
productoras de mccE492,

Como se mencion6é anteriormente, se obtiene mccE492 con una mayor
actividad bactericida cuando se utilizan indculos muy diluidos en los cultivos desde los
cuales se purifica esta bacteriocina. Se cuantificé el efecto sobre la actividad
bactericida de la mccE492 el uso de diferentes diluciones en el inéculo inicial. Se
utilizaron indculos de 1:1000, 1:10 000 y 1:100 000 y después del crecimiento se
determiné el titulo desde los sobrenadantes de E. coli VCS257 transformada con el
plasmidio pJEM15 (sobreproductor de mccE492) o con el plasmidio pJAM434
(pobreproductor de mccE492) (tabla 6). Se observd un aumento considerable en la

actividad bactericida cuando se utiliza un inéculo extremadamente diluido (1:100 000).
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Tabla 6. Titulo de la actividad bactericida de la mccE492 a partir de
sobrenadantes con diferentes tratamientos.

Titulo Sobrenadantes

Tratamiento E. coli VCS257 pJEM15
Sobrenadante A B C
sit 110 110 1/100
filtracién 1110 110 1100
95°C x 15 min 1110 110 1100
Cloroformo 110 110 1100
Tratamiento E. coliVCS257 pJAM434
Sobrenadante A B C
sit s/d 114 s/d
filtracién sid s/d -
95°C x 15 min - s/d sid
Cloroformo s/d s/d sfd

Cultivos crecidos durante la noche de las cepas E. coli VCS257 pJEM15 (sobre
productora de mccE492) o E. coli VCS257 pJAM434 (pobre productora de mccE492),
se centrifugaron durante 10 min a 7000 rpm. El sobrenadante se sometié a los
tratamientos que se indican: sin tratamiento (sf); filtracién con filtros de baja afinidad
con un tamario de poro de 0,2 ym; 15 min a 95°C; cloroformo. Luego de tratados se les
determin6 el titulo de actividad bactericida. A, B y C representan experimentos
independientes para cada cepa productora. La abreviacion s/d, corresponde a sin diluir.
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Tabla 6. Efecto de la dilucién del inéculo de la cepa productora sobre la actividad

bactericida de la mccE492.

Titulo Sobrenadantes

Dilucion E. coli VCS257 pJEM15
InGculos A B o
1:1000 sfd 1/64 1/8
1:10.000 112 1/64 1/16
1:100.000 1/4 114096 1/64
Dilucién E. coli VCS257 pJAM434
Inéculos A B C
1:1000 s/d s/d s/d
1:10.000 sid s/id s/d
1:100.000 112 s/d 112

Matraces con 500 mL de medio minimo M9 suplementado con Glc y Cit, fueron
inoculados con las diluciones que se indican de las cepas E. coli VCS257 pJEM15
(sobre productora de mccE492) o E. coli VCS257 pJAM434 (pobre productora de
mccE492), Se incubaron a 37°C y una agitacion constante de 220 rpm, hasta que
alcanzaron una DO ggonm de aproximadamente 1. Luego los sobrenadantes se trataron
con cloroformo y se titularon para cuantificar la actividad bactericida de estos. A, By C
corresponden a experimenios independientes para cada cepa productora. La
abreviacion s/d corresponde a sin diluir.
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Este resultado desfavorece la posibilidad que el aumento en la actividad
bactericida se deba solo a que la menor cantidad de indculo proveniente de fase
estacionaria tenga menos estructuras oligomerica que inducen la agregacion de [a
mccE492 a una forma inactiva, pues la induccion de la agregacion requiere una cierta
concentracion (Bieler y cols., 2005). También se puede observar que los
sobrenadantes de la cepa pobreproductora (E. coli VCS257 pJAMA434) siempre
presentan titulos muy bajos, incluso cuando se utiliza el inoculo mas diluido (1:100
000), y no se observa un aumento sustancial en el titulo. Este resultado permite
especular que esta cepa debiera estar produciendo una mayor cantidad de la o las
moléculas que poseen la capacidad de inhibir la produccién o la actividad de la

mccE492.

3.3.3. Variacion en el titulo de la actividad bactericida producido por el
intercambio de sobrenadantes de cepas productoras de mccE492.

Para analizar la hipétesis de que la cepa pobreproductora de mccE492 E. coli
VCS257 pJAM434 posee en su sobrenadante una mayor concentracién de la o las
moléculas inhibitorias de la actividad mccE492 en fase estacionaria, se tomd el
sobrenadante de esta cepa y se puso sobre células de la cepa sobreproductora de
mccE492 (E. cofli VCS257 pJEM15), ambos provenientes de cultivos crecidos hasta
fase estacionaria a 37°C y 220 rpm. Estas mezclas se incubaron durante 4 h en las
mismas condiciones de cultivo y se tituld el sobrenadante de estas mezclas (tabla 7). E!
cambio del sobrenadante de la cepa sobreproductora por el de la pobreproductora,
produce una disminucién de hasta tres érdenes de magnitud en el titulo de la actividad

bactericida cuando se la compara con los controles en los cuales




69

Tabla 7. Variacion en el titulo producido por el cambio del sobrenadante en una
cepa sobre productora de mccE492,

Titulo
Sobrenadantes
Sobrenadante en base 10

Células Estéril A B C
E.coliVCS257 Medio M9

pJEM15 fresco 1/100 1100 1/100
E.coli VCS257 E.coliVCS257

pJEM15 pJEM15 1/100 1100 1/100
E.colivVCS257 E.coliVCS257

pJEM15 pJAMI434 110 1110 110
E.coliVC5257 E.coli VCS257

pJEM15 pHC79 110 1100 1/100

Sobrenadante en base 2

Células Estéril D E F
E.coliVCS257 Medio M9

pJEM15 fresco 1/32 1/64 116
E.coliVCS257 E.coliVCS257

pJEM15 pJEM15 116 116 1/64
E.colivCS257 E.coliVCS257

pJEM15 pJAMA434 sid 178 sfd
E.coliVVCS257 E.coliVCS257

pJEM15 pHC79 1186 1/64 116

Las combinaciones indicadas en la tabla se llevaron a cabo como se indica en
Materiales y Métodos. Se utilizd la cepa de E.coli VCS257 transformada con los
plasmidios pJEM15 (sobre productor), pJAM434 (pobre productor) y pHC79 (cosmidio
del cual derivan pJEM15 y pJAM434). Todos los crecimientos de este experimento se
realizaron en medio minimo M9 suplementado con Glu y Cit. A, B, C, D, Ey F
corresponden a 6 experimentos realizados de forma independiente.
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se utilizé el sobrenadante la misma cepa sobreproductora o simplemente medio de
cultivo fresco (tabla 7).

En estos experimentos se utilizaron los sobrenadantes de la cepa
pobreproductora estériles, por lo cual también se puede concluir que las moléculas
inhibitorias presentes en estos sobrenadantes en fase estacionaria de crecimiento son

suficientes para producir su efecto sobre células sobreproductoras.
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4. DISCUSION

4.1. Expresion traduccional de los genes del sistema productor de la mccE492
y la disponibilidad de hierro en el medio.

Las curvas de actividad B-galactosidasa de las fusiones mapeadas en los genes
de inmunidad y estructural de la mccE492 poseen formas muy similares, suguiriendo
que la traduccion de estos podria ser un proceso acoplado que permitiria la viabilidad
de la celula productora, pues se ha comprobado que la mccE492 intracelular es toxica,
aun en su forma no modificada (Bieler y cols., 2006). Tambien observamos que el
aumento en la expresion de la proteina de fusién para uno de los genes de la
maduracion, Mcel-LacZ, se correlaciona con el aumento cbservado en la expresién de
la fusion con el gen del transportador ABC dedicado MceG, esto podria deberse a que
a medidad que se va produciendo una mayor cantidad de mccE492 activa en fase
exponencial de crecimiento, esta se debe exportar hasta el medio extracelular para
ejercer su accidn bactericida sobre las cepas sensibles, este aumento no se observa
de manera tan abrupta en la expresién de las proteinas de fusion con MceC (otro gen
de maduracion) y MceH (proteina accesoria del transportador ABC), sin embargo los
niveles basales de actividada B-galactosidasa de estas fusiones es mayor en todas las
etapas de la curva de crecimiento, de lo cual podemos deducir que tal ves estos no
sean el blanco de un mecanismo de regulacién. La determinacién del perfil de
hidropatia de la protefna de maduracion MceJ revela la presencia de lo que prodrian
ser dos helices trans membrana, ademas se sabe que las enzimas implicadas en la
segunda etapa de la sintesis de enteroquelina se encuentran asociadas a la membrana

interna de la célula sin ser proteinas de transmembrana, estos dos antecedentes nos
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llevan a pensar que si Mced es una proteina asociada a membrana que participa en el
proceso de maduracion acoplado a la sintesis de enteroquelina, podriamos explicar el
hecho de que su fusiéon con la B-galactodidasa presente colonias de color azul en
placas suplementadas con x-gal, pero que no presente actividad en el ensayo de
hidrélisis de ONPG (Miller, 1992), ya que este ultimo posee una etapa de lisis y
eliminacién de las membranas celulares con cloroformo previo al ensayo enzimatico
propiamente tal, etapa en la cual podria haber sido eliminada la proteina de fusién
MceJ-LacZ.

La expresién de las protefnas implicadas en la maduracién y la exportacién de
la mccE492 (MceCGHI) disminuyen en carencia de hierro a diferencia de lo que ocurre
con los genes implicados en las vias de sintesis de enteroquelina, en que la expresion
de dichos genes aumenta. Estos fenémenos aparentemente contradictorios podrian
tener una explicacién fisioldgica pues mientras en el medio externo existe la condicion
de carencia de hierro, la célula aumentara la produccién del sideréforo y la baja
expresion de los genes de maduracidn impediria que el sistema de la microcina
parasite de esa via de sintesis para su actividad. Cuando en el medio existe hierro, la
microcina es capaz de acoplarse a la via de sintesis de enteroquelina para producir su
forma activa, mientras la célula ocupa otros mecanismos para abastecerse de hierro.

La forma modificada de la mccE492, aislada por Thomas y cols. (2004) mostré
la capacidad de unir hierro con alta afinidad al igual que la enteroquelina y sus
productos de hidrdlisis, por lo que no se puede descartar que la microcina modificada
actie también como un sideréforo, aumentando las capacidades competitivas de la

cepa portadora del sistema productor de mccE492.
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4.2. LamccE492y su proceso de maduracion.

L.a mccE492 se produce en forma inactiva en fase estacionaria de crecimiento,
lo cual se ha relacionado con el cese de la transcripcién de los genes de maduracion
mcel y meced y una disminucién en la expresién de mceC. Se ha observado también
que mutantes en cualquiera de estos genes solo producen microcina inactiva. Por ofra
parte, Thomas y cols (2004) describieron que en algunas condiciones de cultivo era
posible encontrar a la mccE492 medificada post-traduccionalmente, con una molécula
tipo salmogquelina unida a su extremo C-terminal, y que esta microcina modificada
tendria una mayor actividad bactericida que su contraparte no medificada.

En nuestro laboratorio, se han propuesto varias hipétesis para explicar porque
la microcina no modificada posee actividad bactericida a pesar de que las mutantes en
los genes de maduracién no producen microcina activa. La primera de ellas es que Ia
molécula tipo salmoquelina que esta unida covalentemente a la microcina tambien
pueda actuar como un cofactor unido no-covalentemente. Esta posibilidad :‘,e descartd
pues no se obtuvo actividad bactericida cuando la microcina aislada desde mutantes
en los genes de maduracién fue incubada junto con distintas formas salmoquelina
purificada. Por ofra parte no se observé transcomplementacion cuando la cepa
productora de mccE482 inactiva presenta mutaciones en los receptores de catecolatos,
esenciales para la internalizacion de las salmoquelinas. Ambos antecedentes sugieren
fuertemente la necesidad de una interaccién intracelular entre la molécula modificadora
y la mccE492. Una hipétesis que parece mas probable, es que la microcina modificada
corresponda solo a una pequefia fraccién de la microcina que se produce, y por tal
razén no fue detectada con anterioridad. Solo bajo las condiciones de cultivo reportada

por Thomas y cols. (2004) seria posible detectar una fraccién mas significativa de la
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forma modificada. La pequeiia cantidad de forma modificada seria suficiente para
inducir una conformacién activa en la fraccién de microcina no modificada. Esta Cltima
suposicién se basa en que la conformacion de la microcina activa y la conformacién de
la microcina inactiva purificada desde mutantes en genes de la maduracion poseen un
contenido de estructura secundaria diferente (Baeza, 2003). Finalmente una alternativa
que aun no se puede descartar es que la microcina pase por una etapa en la que se
encuentra modificada, en la que adquiere una conformacién activa y que luego esa

modificacién sea removida.

4.3. Relacion entre la via de sintesis de sideroforos de tipo catecol y la
produccion de mccE492 activa.

El sistema de produccion de mccE492. posee genes homélogos a dos genes
que se localizan en el locus /7oA y que son responsables de la produccién de
salmogquelinas. Uno de ellos es mceD homélogo a la enteroquelina esterasa (IroD), y €l
otro es meceC homodlogo a la enteroquelina glucosil transferasa (IroB). Los resultados
de esta tesis establecieron que IroB es capaz de complementar la funcién de MceC,
esencial para la produccién de la actividad bactericida, y por tanto poseen actividades
equivalentes. La glucosilacion dentro de la biosintesis de compuestos naturales como
sideréforos y antibidticos han despertado un gran interés debido a las posibilidades que
estas enzimas modificadoras abren el disefio racional de nuevos compuestos, ya que
estas modificaciones no solo pueden cambiar la solubilidad de los compuestos, sino
que también ampliar o cambiar su espectro de actividad biclégica (Walsh y cols., 2003,
Lamb y Wright, 2005).

Los microorganismos producen una inmensa cantidad de compuestos, con gran

variedad de actividades bioldgicas, mediante “lineas de produccién® bicldgicas en las
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que participan megasintetasas, conocidas come NRPSs (non-ribosomal peptide
synthases). La enteroquelina, por ejemplo que es un frimero ciclico de 2,3-
dihidroxibenzoilserina (DHBS), que se sintetiza a partir de los monémeros de 2,3-
dihodroxibenzoico y serina mediante una sintesis peptidica no ribosomal (Crosa y
Walsh, 2002). Recientemente se ha revelado una diversidad y plasticidad inesperada
en los mecanismos que operan las lineas de ensamblaje de estos productos naturales
(Wenzel y Miler, 2005). Estas lineas de ensamblaje ademds de contar con la sintetasa
no ribosomal, que en el caso de la enteroguelina corresponde a EntF (figura 2),
también cuentan con otro grupo de enzimas que completan las reacciones y
modificaciones que daran como resultado el compuesto final. El hecho que las cepas
mutantes en EntDF solo produzean mccE492 inactiva y que ademds no sea posible
transcomplemetar estas mutaciones con una cepa sobreproductora de enteroquelina,
lleva a pensar que la produccion de mccE492 activa utiliza esta via de sintesis no
ribosomal para una funcion adicional a la produccién de enteroquelina. La necesidad
de una interaccién intracelular entre las moléculas de salmoquelina y la microcina
durante el proceso de maduracién, podria ser llevada a cabo por los productos génicos
de los genes de maduracién, diferentes de MecC para el cual ya hemos definido su
funcion. La proteina Mcel es homologa a una acil transferasa y entre sus amino#cidos
41 y 110 contiene un dominio presente en la proteina HiyA, que participa en [a
activacion de la pretoxina hemolisina por acilacién (Trent y cols., 1999). De esta forma
Mecel podria ser la proteina encargada de catalizar la formacién del enlace éster entre
la serina 84 de la mccE492 y la molécula de salmoquelina en el proceso de
maduracién. También se requeriria de una proteina que cumpliera la funcion de la ACP
(de acyl carrier protein), [a que podria ser llevada a cabo por uno de los dominios de

EntF, para lo cual deberfa formar un intermediario con la mccE492, y este complejo
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constituiria el sustrato reconocido por Mcel. Para estas reacciones se requeriria de una
interaccién directa o a lo menos de la colocalizacién entre Mcel y EntF. Al no poseer
informacién de algtn homélogo de Mced, es dificil asignarle una funcién dentro del
proceso, s por eso que este mecanismo propuesto requiere de mas informacion
experimental que lo avale.

Un analisis de la organizacién genéfica de los sistemas productores de
mccE492, microcina M y microcina H47 en diferentes cepas bacterianas (figura 23),
revela la presencia en todos ellos de un operén bicistrénico convergente que contiene
a los genes homoalogos a una glucosil transferasa y a un esterasa, IroB e IroD ademas
de la presencia de homdlogos para Mcel y McedJ. El afio 2003 el grupo de la Dra.
Lavifia reporté que la produccion de la microcina H47 dependia de la via de sintesis de
enteroguelina (Azpiroz y Lavifia, 2003). Estos antecedentes nos hacen pensar que la
modificacién de microcinas con moléculas del tipo salmoquelina no es un mecanismo

exclusivo de la mccE492,

4.4. Regulacién de la actividad de la mccE492 por la produccion de un
inhibidor en fase estacionaria.

Ademas de todos lo factores ya mencionados que regulan la actividad de la
mccE492, en esta tesis también se describe la presencia adicional de un inhibidor de Ia
actividad bactericida producido en fase estacionaria. Este factor adicional en la

regulacion de la actividad que hasta el momento es de naturaleza desconocida, podria
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Figura 23. Esquemas de la organizacion genética de los sistemas productores de
mccE492, microcina M y microcina H47 en diferentes cepas bacterianas. En color
naranjo se destacan los genes homélogos a la glicosil transferasa y esterasa de cada
sistema. En rojo se muestran los homologos a los genes de maduracion mcel y mceJ
del sistema productor de mccE492. En verde se muestran los genes que codifican para
el transportador dedicado y su proteina accesoria.
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corresponder a la misma microcina, en su forma polimerizada, la que promoveria el
cambio conformacional de! resto de la microcina hacia su forma inactiva. El inhibidor
también podria ser producto de la acfividad de otros genes del sistema productor de la
microcina para los cuales aun no se ha determinado una funcidn, pero existen
candidatos para una participacion en la regulacion de la actividad. La cepa
sobreproductora (pJEM15) se diferencia de la silvestre por la duplicacién de un
fragmento que posee los genes mceF y mceK, genes que también estan presentes en
otros sistemas de microcinas descritos. En el caso de mceF, se ha determinado que
posee homologia con una prenil proteasa y que su promotor posee una caja Fur
funcional (Corsini, 2005), lo que lo convierte en un posible candidato.

Sin embargo seran necesarios mas experimentos para conocer la naturaleza
del inhibidor y determinar si estos productos génicos del propio sistema de la mccE492

juegan algin papel en este nivel de regulacion.

4.5. Modelo para la produccion de mccE492.

Los resultados presentados en esta tesis permiten postular el modelo que se
muestra en la figura 24. La microcina traducida como una preproteina, puede o no
sufrir el proceso de maduracion, pero ambas formas son exportadas, previa remocion
del péptido lider. El proceso de maduracidn consistiria en la adicién en el C-terminal de
una molécula del tipo salmoquelina utilizando el sistema productor de enteroquelina y
de una glucosil transferasa (MceC), que puede ser sustituida por IroB. EntF seria
necesario para el proceso de formacién del enlace covalente entre esta molécula de
salmoquelina y la microcina, proceso en el cual también participarian Mcel y MceJ.
Finalmente, y previo a su exportacion, la salmoquelina unida a la microcina podria ser

linealizada por la esterasa homéloga a IroD, MceD. Una vez exportada la forma
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modificada podria inducir la conformacién activa en la microcina no modificada,
conformacion que seria reconocida por los receptores de catecolatos FepA, Cir y Fiu,
llegando ast hasta la membrana interna, lugar en el cual la mccE492 ejerce su
actividad bactericida. Por otra parte la fraccion de microcina no modificada que no tiene
la conformacién activa desembocaria en la formacién de fibras de tipo amiloide con la

consiguiente pérdida de actividad bactericida.




B : Conformacién activa

I : conformacion inactiva

r R ol mceA mceB mcec mceD mceE mceJ mcel mceH mceG mceF

4/ —r " —)

Figura 24. Modelo para la produccién de mccE492 activa. La mccE492 se sintetiza
como una preproteina, la que puede sufrir o no un proceso de maduracion, que
consiste en la unién de una molécula tipo salmoquelina al extremo C-terminal. En este
proceso participan las proteinas MceC, Mcel, MceJ y posiblemente EntF. Luego ambas
formas (modificada y no modificada) son exportadas al medio extracelular y
concomitantemente ocurre el corte proteolitico que remueve el péptido lider. En la
célula blanco interactta con los receptores FepA, Cir y Fiu de E. coli, ingresando a la
membrana interna en un proceso dependiente de TonB.
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5. CONCLUSIONES

Los genes mceCGH]/ presentan una mayor expresién fraduccional en la fase
exponencial del crecimiento bacteriano la cual disminuye en fase estacionaria.
Este efecto no se observa cuando la cepa productora crece en un medio

carente de hierro.

La glucosil transferasa IroB es equivalente a MceC y es capaz de
complementar su funcion tanto en Escherichia coli como en Salmonella

enterica.

La salmoquelina es capaz de complementar una mutaciéon en MceC cuando
ingresa a la célula utilizando los receptores de membrana externa para

sideréforos de tipo catecol en Escherichia coli.

La produccidon de mecE492 activa requiere de enzimas implicadas en la sintesis

de enteroquelina.

La expresién de mccE492 activa parece estar controlada por la presencia de un

inhibidor, de naturaleza desconocida, que se secreta al espacio extracelular.
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