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Resumen

La micracina E492 es un péptido antibidtico de 7,9 kDa producido por
Klebsiella pneumoniae RYC492 que mediante la formacion de canales idnicos
produce la despolarizacién de la membrana citoplasmatica de las bacterias
sensibles a esta bacteriocina.

Esta microcina presenta la particularidad de ser producida en forma activa
sélo durante la fase exponencial de crecimiento bacteriano, a diferencia de otras
microcinas  descritas, que son producidas principaimente durante la fase
estacionaria. El decaimiento de la actividad bactericida en fase estacionaria de
crecimiento se correlaciona con la aparicion de agregados de tipo amiloide y con la
disminucion en la tasa de transcripcién de los genes mcedl, cuyos productos
génicos estan involucrados en el proceso de maduracion de fa microcina.

En esta tesis se abordo el estudio de la relacion enire la expresion de los genes
mcedJl, la produccion de microcina E492 activa y la formacion de agregados
amiloides. Se demostré que un aumento en la dosis génica de los genes de la
maduracién conduce a un aumento en la actividad bactericida y a un retardo en la
perdida de actividad en fase estacionaria de crecimiento. En cambio, el aumento en
la dosis génica de los genes mceAB (gen estructural y de la inmunidad) produce
una disminucién en la actividad bactericida de la microcina y un aumento en la
agregacion.

Se establecio que la agregacion in vitro de la microcina depende inversamente
de la capacidad de producir microcina activa de la cepa productora. Los agregados
formados se caracterizaron bioquimica, electrofisiolégica y microscopicamente,
determinéndose que estos agregados no presentan actividad bactericida sobre
esferoplastos, no forman canales idnicos en bicapas lipidicas y forman filamentos

de tipo amiloide.
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Los resultados de esta tesis sugieren que no sélo la secuencia aminoacidica
de la microcina afecta su capacidad de agregarse, sino que también su estado de
maduracién. En conclusién, la capacidad de la bacteria de producir dos formas de
migrocina permite modular la agregacion de esta proteina y de esta manera

controlar su actividad bactericida.
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Abstract

Microcin E492 is an antibiotic peptide of 7.9 kDa produced by Klebsiella
pneumoniae RYC492 that induces, by forming ion channels, depolarization of the
cytoplasmic membrane on sensitive cells.

This microcin presents the particularity of being produced in an active form
only during the exponential phase of bacterial growth, unlike others that are
produced mainly during the stationary phase. The decay of the bactericidal activity
in stationary phase of growth is correlated with a diminution in the rate of
transcription of the genes mceJi, whose genic products are involved in the
maturation process of the microcin, and also in the appearance of amyloid-like
aggregates.

The relationship between the expression of the genes mcedJ!, the production
of active microcin E492 and the amyloid aggregates formation was studied in this
thesis. It was demonstrated that an increase in the genetic dose of the maturation
genes leads to an increase on the bactericidal activity and a delay in the loss of
activity in the stationary phase. On the other hand the increase in the genetic dose
of mceAB genes {microcin and the immunity genes) produces a diminution in the
bactericidal activity of microcin and an increase in the aggregation.

It was established in vitro that the aggregation of the microcin inversely:
depends on the capacity to produce active microcin of the producing strain. The
aggregates were characterized biochemically, electrophysiclogically and
microscopically. It was determined that these aggregates do not present bactericidal
activity on spheroplasts, do not form ion channels in lipidic bilayers and form
amyloid-like fibrils. The results of this thesis suggest that not only the amino acid

sequence of microcin affects the capacity of aggregation, but also the maturation
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state. In conclusion, the capacity of the bacteria to produce two forms of microcin

allows aggregation modulation and in this way to control the bactericidal activity.
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1. Introduccién
1.1 Bacteriocinas

En el medio ambiente las bacterias no se encuentran aisladas sino que forman
parte de complejas comunidades microscopicas. Estas comunidades son dinamicas
y dependen de las interacciones entre sus componentes. Los nutrientes y los
nichos generalmente son escasos, generando una presién selectiva. Algunas
bacterias producen antibidticos para eliminar a potenciales competidores. Cuando
estos antibidticos son de naturaleza proteica, reciben el nombre de bacteriocinas
(Riley y Wertz, 2002).

Las bacteriocinas son producidas tanto por bacterias gram positivas como
por gram negativas y son secretadas al medio extracelular, lugar donde ejercen su
accion. Estos antibidticos presentan un reducido rango de accion, pues sélo afectan
a microorganismos de la misma especie o especies relacionadas (Riley y Weriz,
2002). Los mecanismos bactericidas de las bacteriocinas son muy variados.
Algunas poseen actividades enzimdticas del tipo endodesoxiribonucleasa o©
endoribonucleasa, otras 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 actdan sobre la membrana plasmatica de la célula sensible disipando el
potencial de mermnbrana (Braun y col., 2002).

Las bacteriocinas se clasifican principalmente en dos grandes grupos: las
producidas por bacterias gram positivas y las producidas por bacterias gram
negativas. Las bacteriocinas producidas por enterobacterias gram negativas se
clasifican en colicinas y microcinas. Las colicinas presentan tamanos que varian
entre los 25-70 kDa y estan codificadas en plasmidios. En su mayoria son
producidas por cepas de E. cofi, y su expresion es regulada por el sistema SOS
(Lazdunski, 1988; Pugsley, 1984). Las microcinas por ofra parte, poseen una masa

molecular inferior a 10 kDa, y su actividad es regulada por sus propios sistemas de




maduracion y exportacion, en forma independiente del sistema SOS. El sistema de
exportacion permite la viabilidad de las célufas productoras (Baquero y Moreno,
1984; Kolter y Moreno, 1992; Braun y col, 2002), pues a diferencia de las colicinas
no se liberan por lisis celular. Las microcinas son resistentes a algunas proteasas,
condiciones de pH extremas, altas temperaturas y son solubles en metanol (de
Lorenzo, 1984; Baquero y Moreno, 1984).

En esta tesis se utilizé como modelo de estudio a la microcina E492.

1.2 La microcina E492
1.2.1 Origen y propiedades de Ia microcina E492

La microcina E492 es activa contra cepas pertenecientes a los géneros
Escherichia, Klebsiella, Salmoneffa, Citrobacter, Enterobacter y Erwinia (de
Lorenzo, 1984). Originalmente fue aislada a partir de cultivos de K. pneumoniae
cepa RYC492 (de Lorenzo, 1984) y presenta la particularidad de ser producida en
forma activa s6lo durante la fase exponencial de crecimiento bacteriano (de
Lorenzo y col., 1984; Orellana y Lagos 1996), a diferencia de olras microcinas
descritas que son producidas principalmente durante la fase estacionaria.

La microcina E492 es un péptido hidrofébico que presenta un pl de 3,8 y
posee una masa molecular de 7886 Da. (Lagos y col.,, 1999) y al igual que otras
microcinas es resistente al tratamiento con tripsina, a condiciones de pH 4cido y a

temperaturas sobre los 90 °C

1.2.2 Determinantes genéticos del sistema productor de microcina

Los determinantes genéticos implicados en la sintesis, maduracién,
procesamiento, exportacion e inmunidad de la microcina E492 estan contenidos en
un segmento de 13 kb del cromosoma de K. pneumoniae RYC492 (Wilkens y col.,

1997). Estos determinantes fuercn clonados y expresados en E. cofi, permitiendo la




obtencion de wuna microcina de idénticas propiedades bioguimicas y
electrofisioldgicas a la producida por K. pneumoniae RYC492 (Wilkens y col.,
1997).

El andlisis de la secuencia de DNA permitié definir un minimo de 10 marcos
abiertos de lectura, esquematizados en la figura 1. Mediante mutagénesis al azar
con el transposdn Tnd se identificaron los genes necesarios para la produccion de
microcina activa (Lagos y col. 2001), que participarian en procesos de maduracidn,
procesamiento y exportacion de la microcina E492.

Estos genes se ordenan en 6 unidades transcripcionales. La primera unidad
transcripcional corresponde a los genes mceA y mceB. El gen mceA corresponde al
gen estructural de la microcina £492. Este gen codifica para una pre-proteina que
es procesada al momento de su exportacidn en su extremo amino terminal
produciendo una proteina madura de 84 aminoacidos (Lagos y col., 2001). El gen
mceB codifica para una proteina de 95 aminoacidos que confiere inmunidad ante la
microcina E492 (Lagos y col., 1999).

Los genes mceC, mcel y moeed estan involucrados en el proceso de
maduracion de la microcina E492 (Lagos y col., 2001). El gen mceC codifica para
una proteina de 370 aminoacidos, homdloga a una glicosiltransferasa, el gen mcel
para una proteina de 163 aminoacidos con homologia a una aciltransferasa, en
tanto que el gen meeJ codifica para una proteina de 524 aminoacidos sin homologo
conocido (Lagos y col., 2001). Estudios de la regulacién transcripcional de estos
genes revelaron que la unidad mecel! se ftranscribe en fase exponencial de
crecimiento, en tanto el gen mceC se transcribe tanto en fase exponencial como en

fase estacionaria (Corsini y col., 2002).




mce

st NS

—: Gen estructural microcina E492 -! Proteina de 524 aa, sin homdlogo
mceB l: Inmunidad -! Homélogo a una acil transferasa

1 Homoélogo a una glucosil transferasa mceH l: Proteina accesoria del transportador
_: Homélogo a una enteroquelina esterasa mceG IZ Transportador ABC
m Putativa proteina de 114 aa, sin homélogo —: Homoélogo a una prenil proteasa

.Genes de la maduracion _1 Genes de la Exportacién

Figura 1. Esquema de los determinantes genéticos del sistema productor de
microcina E492. Se representa con flechas la orientacion de los 10 marcos
abiertos de lectura dentro del fragmento de 12559 pb, que contiene al sistema
productor de microcina E492 con la conformacién que presenta en el cromosoma
de Klebsiella pneumoniae. También se indican sus funciones u homologias. En rojo
se encuentran aquellos implicados en el proceso de maduracion y en amarillo
aquellos implicados en la exportacion. EI gen estructural de la microcina y su
inmunidad estan en tonos azules. Los genes en verde aun no tienen una funcion

definitiva asignada. aa: aminoacidos.



El gen mceD codifica para una proteina de 414 aminoacidos, homdloga a
una enteroquelina esterasa. Mutantes en ! gen mceD producen microcina activa,
desconociéndose la funcidn de este gen en la produccién de microcina activa. El
gen mceE codifica para una proteina de 114 aminoécidos y no tiene homdlogo
identificable.

Los genes mceH y mceG estds involucrados en la exportacion de microcina
E492 y constituyen una unidad transeripcional. El gen mceH codifica para una
proteina de 413 aa, correspondiente a la proteina accesoria del sistema de
exportacion. El gen mceG codifica para una proteina de 698 aminoacidos, que tiene
una alta identidad con los transportadores ABC del sistema de exportacién de tipo |
(Lagos y cols., 2001).

El gen mceF es el dltimo gen del sistema productor de microcina y codifica
para una proteina emparentada con una familia de enzimas prenil proteasas de

eucariontes.

1.2.3 Mecanismo de accion de la microcina E492

La microcina E492 ingresa al periplasma de la bacteria a través de los
receptores de sideroforos catecolicos FepA, Fiu y Cir (Strahsburger y cols., 2005).
La proteina TonB es necesaria para la accién de [a microcina E492 en la membrana
interna (Pugsley y cols., 1986), pues esferoplastos producidos a partir de cepas
TonB’ son resistentes a la microcina E492 (Baeza, 2003). El reconocimiento de la
microcina por parte de los receptores seria en parte mediado por una molécula tipo
salmoquelina unida covalentemente a la serina 84 del exiremo C-terminal de la
microcina (Thomas y cols., 2004). Esta modificacion solo afecta a una pequedia
fraccion, aproximadamente el 15% de la microcina sintetizada, por lo cual el
reconocimiento de la microcina no modificada posiblemente es a través de otra

interaccion.




Una vez en el interior de la célula blanco, el mecanismo de accidn de esta
microcina consiste en la despolarizacion de la membrana interna (de Lorenzo y
Pugsley, 1985), producto de la formacion de canales, hecho que se infiere por su
capacidad de formar canales i6nicos en bicapas lipidicas (Fig. 2) (Lagos y col.,
1993).

La produccion de microcina activa implica un complejo sistema de control,
que involucra la regulacion de la expresion de las proteinas de maduracion, una
modificacion post-fraduccional, antagonismo con enteroquelina (Orellana y Lagos,

1996) e inactivacién por agregacion (Bieler y col., 2005).

1.2.4 Formacion de agregados de tipo amiloide

Los agregados amiloides corresponden a estructuras filamentosas de
proteinas que estdn asociadas a una amplia gama de enfermedades. Estdn
compuestos por laminas &, independiente de la estructura secundaria del precursor.
Las laminas £ son estabilizadas por la anfipaticidad dada por un patrén binario de
residuos hidrofébicos e hidrofilicos en la secuencia de la proteina. Una proteina
bajo condiciones amiloidogénicas inicialmente permanece soluble (fase “lag™), pero
lentamente comienza a ser ensamblada en un proceso cooperativo. El refraso
inicial puede ser acortado adicionando proteina previamente agregada (Miranker,
2005).

Como ya se menciond, las fibras amiloides estan asociadas a variadas
enfermedades, entre ellas el Alzheimer y la diabetes tipo 1l. Sin embargo, en el
altimo tiempo, se ha encontrado que estas fibras cumplen funciones fisiologicas.
Por ejemplo, depdsitos de agregados amiloides de la proteina curli de E. cofi sirven

de sustrato en la formacién de biopeliculas (Miranker, 2005; Chapman et col.,2002).
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Figura 2. Modelo de la produccién y accién de microcina E492 activa. La
microcina E492 se sintetiza como una preproteina, que puede sufrir o no un
proceso de maduracién. Este consiste en la union de una molécula tipo
salmoquelina al extremo C-terminal. En este proceso participarian las proteinas
MceC, Mcel, MceJ y posiblemente EntF. Luego, tanto la forma modificada como la
no modificada son exportadas al medio extracelular, después del corte proteolitico
que remueve el péptido lider. En la célula blanco interactua con los receptores
FepA, Cir y Fiu, ingresando a la membrana interna en un proceso dependiente de
TonB, donde forma canales.




La microcina £492 forma agregados de tipo amiloide in vitro e in vivo (Bieler

y col., 2005). La formacion de estos agregados se correlaciona con la pérdida de

actividad en fase estacionaria y con la disminucion de la expresion de los genes

mcedi. Con estos antecedentes se planted que la formacién de fibras amiloides in

vivo por parte de la microcina elimina su actividad bactericida (Bieler y col., 2005).

En esta tesis se abordara el estudio de la refacion entre la expresion de los

genes mcedJJ, la produccion de microcina E492 activa y la formacion de agregados

amiloides. Como hipdtesis se plante6é que la agregacion de la microcina depende

de la proporcidn de microcina no modificada secretada por la cepa productora. Para

determinar esto, nos planteamos como objetivos:

Cambiar la proporcion de microcina modificada post-traduccionalmente versus
la no medificada producida por cepas productoras de microcina. Ya sea
coexpresando los genes mceJ/C, de modo de aumentar la proporcion de
microcina medificada o0 coexpresando los genes mceAB, de manera de
aumentar la proporcion de microcina no modificada.

Caracterizar bioquimica, microscépica y electrofisioldgicamente los agregados
de microcina E492,

Determinar la capacidad de agregacién jn vifro de la microcina E492.

Determinar la formacién in vivo de agregados de la microcina £492,




Materiales y Métodos
2.1. Materiales.
2.1.1 Reactivos

La bis-acrilamida, SDS, azida de sodio, fosfato di-acido de potasio, azul
briliante de Coomassie, esténdar de bajo peso molecular para péptidos, glucosa,
Tween 20, tricina, L-amino4cidos, tiamina, Aacido-tifluoroacético (TFA), MES,
lisozima, proteinasa K, acido p-cumarico, rojo congo v tioflavina T se compraron en
Sigma Chemical Co., St. Louis, M.O., USA.

El POPE y la fosfatidilcolina (PC) se compraron en Avanti Lipids, USA.

Las membranas de nitrocelulosa VSWP02500 para remover las sales de los
acidos nucleicos pre-electroporacion vy filtros “low binding” con poros de 2 pM se
obtuvieron en Millipore, USA.

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

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

El cloruro de sodio, agar, cloruro de magnesio hexahidratado, tricloruro de
hierro 1li, tris, glicina, glicerol, EDTA, fenol, fosfato &cido de sodio, B-MeOH, citrato
de sodio, agarosa, acetato de amonio, marcadores de peso molecular para
fragmentos de DNA, A Hindill, escala 1Kb y escala 100 pb, se compraron en
Winkler, Santiago, Chile.

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

Los reactivos de grado técnico: acido acético, etanol, metanol, acetona,

acido clorhidrico se adquirieron en TCL, Santiago, Chile.




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

El hidroxido 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 tetraciclina en el Laboratorio Benguersl |.tda., Chile.

La kanamicina y cloranfenicol se compraron en el Laboratorio Bestpharma
SA.

La ampicilina y el pipes se compraron en US Biological, Swampscott, MA,
USA.

El anticuerpo secundario 1gG-HRP anti-conejo de cabra se obtuvo en Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA.

La pelicula autoradiografica X-OMAT BT Film, se compré en Kodak,

Windsor, Colorado, USA.

2.1.2 Cepas Bacterianas

En la tabla 1 se describen las cepas bacterianas utilizados en este trabajo.

2.1.3 Plasmidios y vectores

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

2.2. Métodos

2.2,1 Medios de Cultivo.

Caldo Luria Bertani (LB). Bactotriptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10
g/l, NaOH 3,5 mMi final.

Medio minimo M9. Na,HPO. 6 g/, KH.PO, 3 gfl, NaCl 0,5 g/l, NH,Cl 1 gil,
suplementado con CaClz 0,1 mM, MgS04*7H,0O 2 mM, citrato de sodio 0,2% pfv,

tiamina 1 g/ml, casaminoacidos 1 mg/ml y glucosa 0,2% piv.
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Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en esta tesis.

Cepa Genotipo Fuente
Escherichia colf
VCS257 DP50 sup FlsupE44, supF58 hsdh3 Stratagene
(rg mg) dapD8 facY1 ginv44,
A{gal-uvrB)47 tyrT58 gyrA29
tonASL3 Al{thyAbT)]
VC8257(DE3) DP50 sup FlsupE44, supF58 hsas3 Stratagene

(rs mg) dapD8 lacY1 ginv44,
A{gal-uvrB)47 tyrT58 gyrA29
tonA53 A(thyAS57)] con DE3, un
profago A que porta el gende [a
polimerasa del T7.

DH5a supE44 AfacU169 (@B0/acZAM15)
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relAl

BL.21 (DE3) F ompT gal [dem] flon] hsdSB (rs” mg)
con DE3, un prafago A que porta el gen
de la polimerasa del T7.

Hanahan, 1983

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

Plasmidio

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

pHC79

PACYC184

pJAMA434

pJEM15

np133
np205
np221
npB4
npE7
npF2

pi7-4J

pT7-C

pT7-AB

Cosmidio de propésito general.
Amp' Tet’

Flasmidio de proposito general.
Cm' Tet’

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
duplicacién de un fragmento interno
de 2,5 Kb Sall. Es un sobreproductor
de mccE492 activa. Amp'

pJAMA434 meeC::Tn8. Amp’ Kan'
pJAM434 mcel::Tn5. Amp® Kan®
pJAM434 mceJ::Tn5. Amp’ Kan'
pJEM15 mceC::Tn5. Amp' Kan'
pJEM15 mcel::Tn5. Amp’ Kan®
pJEM15 meed::Tns. Amp’ Kan'
Derivado de pACYC184, contiene en
su sitio EcoRV los genes mcel bajo
el promotor de T7. Cm’

Derivado de pACYC184, contiene en

su sitio EcoRV el gen mceC bajo &l
promaoter de T7, Cm°

Derivado de pACY(C184, contiene en su

sitio EcoRV los genes mceAB hajo el
promotor de T7. Cm'

Hohn y Collins, 1980

Chang y Cohen, 1978

Wilkens y cols., 1997

Wilkens y cols., 1997

Coleccion Laboratorio
Coleccion Laboratorio
Colsccion Laboratorio
Coleccion Laboratorio
Coleccion Laboratorio
Coleccion Laboratorio

Coleccién Laboratorio

Coleccion Laboratorio

Coleccion Lahoratorio
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Agar Blando. Se preparé el agar blando con medio minimo M9 y 0,7% p/v de agar
agar.

Placas de Agar. Se prepararon las placas con medio LB o M9 y 1,5% piv de agar
agar,

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 BL21 (sensible a la
microcina E492) ctecido hasta fase estacionaria.

Las cepas bacterianas que portan plasmidios recombinantes y/o
transposones con resistencia a antibidticos, se crecieron en medios liquidos o
solidos suplementados con los antibidticos correspondientes en las siguientes
concentraciones finales y preparados segtin lo descrito en Sambrock ef a/, (1989):
ampicilina 100 pg/ml, cloranfenicol 50 pg/mi, tetraciclina 10 pg/ml, kanamicina 50

pgfml y estreptomicina 10 pg/ml.

2.2.2 Técnicas moleculares.

Los procedimientos de biologia molecufar no detallados, como aislamiento
de DNA gendmico y plasmidial, preparacién de células electrocompetentes,
transformacion mediante electroporacion, digestion con enzimas de restriccion,
PCR, etc., se realizaron utilizando métodos estandarizados (Sambrook et al., 1989;

Ausubel et al,, 1992),

2.2.3 Purificacion de micracina E492,
2.2.3.1 Purificacién de microcina para ensayo de agregacion.

Se crecieron cultivos en medio minimo M9 suplementado con glucosa y
citrato de sodic al 0,2% a 37 °C con agitacion hasta una Asw de 1,5. 11 de
sobrenadante de cultivo fue pasado a fravés de una columna de fase reversa Sep-

Pak C18 (Waters). La columna fue lavada con 3 m! de metanol 65% y 3 ml de
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acetonitrilo 25%. La microcina fue eluida con 3 ml de acetonitrilo 50%.

2.2.3.2 Purificacion de microcina en fase estacionaria.

Se crecieron cultivos de las cepas con agitacion y a 37 °C durante 17h (fase
estacionaria temprana) y 48h (fase estacionaria tardia) en medio minimo M9
suplementado. 500 ml de sobrenadante de cultivo fue pasado por una columna de
fase reversa Sep Pack C8 (Waters). La columna fue lavada con 5 ml de acetonitrilo

30%-TFA 0,1% y la microcina se eluyd con 5 ml de acetonitrilo 40%-TFA 0,1%.

2.2.4 Cuantificacién de la microcina.
La microcina obtenida a partir de las purificaciones fue cuantificada
mediante el kit Micro BCA protein assay (Pierce), segin las recomendaciones del

fabricante.

2.2.5 Western Blot.
2.2.5.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS (PAGE-SDS).

Los geles fueron preparados con tres fases: separadora, espaciadora y
concentradora. El gel separador consistio en 16,5% de acrilamida (3% de
entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M pH 8,5, SDS 0,1% y glicero! al 10%. El gel
espaciador consistid en 10% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M
pH 8,5, SDS 0,1%. El gel concentrador contenia 3% de acrilamida (3% de
entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M pH 8,5; SDS 0,1%. A cada una de estas soluciones
se les agrego 0,033% de APS y 2,2 mM de TEMED. Para estos geles la solucidn de
corrida para el catodo fue Tris-HCI 0,1M pH 8,5, Tricina 0,1 My SDS 0,1% y para el
anodo Tris-HCI 0,2 M pH 8,9. El acetonitrito de las muestras fue evaporado
mediante un concentrador CentriVap(Labconco), y luego se agregd amortiguador

de carga 4X (glicerol a 40%; Tris-HCI 50 mM pH 7,6; SDS 10 %; B-MeOH 20%; azul
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de bromofenol 0,04% (p/v)). La mezcla se calentd en termoblock a 95 °C durante 3

min y las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE.

2.2.5.2 WesternBlot.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa durante
1 ha100Vy-20 °C empleando amortiguador de transferencia (Tris-HCI 25 mM;
glicina 190 mM; metanol 20%) previamente enfriado. La membrana fue bloqueada
con leche al 5% en TS-Tween (Tris-HC! 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM, Tween 0,1%)
durante 1 h a temperatura ambiente, luego incubada con anticuerpo primario
policlonal de conejo conira el fragmento C-terminal de la microcina E492
[SGEGYNSATSSSGSGS] (dilucion 1:1.000) durante 2h, lavadas con buffer TS-
Tween, incubadas con un anticuerpo de cabra anticonejo conjugado con peroxidasa

(dilucién 1:20.000) durante 2h, y revelada por electroquimioluminiscencia.

2.2.5.3 Electroquimioluminiscencia (ECL).

La membrana fue revelada en 10 ml de Tris-HCI 100 mM pH 8,5, con 50 V]
de luminol 250 mM (preparado en DMSO} y 22 pl de acido p-cumdrico 90 mM
(preparado en DMSO). La reaccién de quimioluminiscencia se inicié agregando 3 pl
de perdxido de hidrégeno. La membrana se expuso entre 5 s y 2 min, dependiendo

de intensidad de la sefial obtenida.

2.2.6 Deteccién y cuantificacion de la actividad bactericida de la microcina
E492,
2.2.6.1 Deteccion de [a actividad bactericida.

La deteccion de la actividad bactericida se realizé picando colonias o
depositando sobre una placa de césped una alicuota de 3 pl proveniente de las

muestras que se deseaban analizar. Luego de incubar las placas a 37 °C durante
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12-14 h, la actividad bactericida se visualizé por [a aparicién de halos de inhibicion

de crecimiento sobre el césped de la cepa sensible E. coli BL21.

2.2,6.2 Cuantificacion de actividad bactericida mediante el método de la
dilucidn critica.

Para la cuantificacién de la actividad bactericida de la microcina se
realizaron diluciones seriadas de las muestras en agua nanopura estéril, pudiendo
ser estas diluciones en base 2 o en base 3. Se tomaron alfcuotas de 3 pl de cada
tubo de la dilucion seriada y se pusieron sobre placas de césped sensible. Se
incubd a 37°C durante 12-14 h, y se determind el titulo de la muestra en unidades
arbitrarias (U.A.), definidas como el inverso de la dilucién del tlitimo tubo cuya
alicuota es capaz de producir un halo de inhibicién de crecimiento sobre una placa

de césped sensible de la cepa E. cofi BL21.

2.2.6.3 Tratamiento de sobrenadantes para la determinacion de la actividad
bactericida.

También se determiné y cuantifico la actividad bactericida de la microcina a
pariir de los sobrenadantes de cultivos de cepas productoras. Para evitar que
células viables interfirieran en la determinacién, éstas fueron eliminadas de los
sobrenadantes mediante un tratamiento con cloroformo. Se centrifugé los cultivos
durante 10 min a 7.000 rpm y a 800 pl del sobrenadante se les agregé 30 pl de
cloroformo, se agité con vortex por 10 s y se centrifug6é nuevamente a 13.000 rpm

por 10 min. Se utilizé la fase superior para la deteccion de la aclividad bactericida.

2.2.7 Curvas de crecimiento y actividad bactericida de cepas productoras.

Las curvas de crecimiento y las de actividad bactericida de las cepas

productoras de microcina fueron construidas a partir de cultivos crecidos a 37 °C y

16




220 rpm en 200 ml de medio minimo M9 suplementado con glucosa y citrato de
sodio al 0,2%. En los tiempos indicados, se tomaron alicuotag de 2 ml de cultivo
para medir la Asio €n un espectrofotémetro LKB Ultrospec 4050 (Biochrom), y para

determinar la actividad bactericida del sobrenadante tratado.

2.2.8 Determinacion de la actividad formadora de canales idnicos in vitro.

Las bicapas se formaron usando una mezcla 4:1 de palmitoil
olecilfostatidiletanolamina (POPE) y fosfatidilcolina (PC) con una concentracion final
de 20 mg/m! en decano (Lagos ef al., 1995). La membrana separd dos
compartimentos acuosos de 0,1 M KCl, 0,01 M &cido 2-N(morfolino)etanosulfénico
(MES)-KOH, pH 6,7. Uno de los compartimentos (lado ¢is) fue conectado a una
fuente de poder que permitié la aplicacidn de potenciales desde 0 a + 200 mV. El
fiujo de corriente a través de la membrana, como resultado del potencial aplicado,
fue medido por un transductor de corriente-voltaje conectado al otro compartimiento
(lado frans). La corriente se registrd en un osciloscopio y se grabd para analisis
posteriores. La microcina se adiciond directamente sobre la membrana en el

compartimiento cis.

2.2.9 Ensayo de la actividad sobre esferoplastos.
2.2.9.1 Preparacion de esfercplastos.

Los esferoplastos se prepararon de acuerdo al método descrito por Weiss
(1976). La cepa sensible £. coli BL21(DE3) se crecio en 100 ml de medio minimo
M8 suplementado con glicerol al 0.5% p/v hasta una Agy de 0,4. Las células se
colectaron por centrifugacion a 7.000 rpm durante 5 min, se lavaron 2 veces con 20
ml de Tris-HCI 10 mM pH 8,0 y se resuspendieron en 20 ml de Tris-HCI 100mM
sacarosa 20% pfv, pH 8,0. Se adiciond lentamente 2 ml de una solucion de EDTA

0,1 M, pH 8,0, y se incubd durante 15 min. Se agrego, manteniendo una agitacion
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constante, 1 ml de una solucién de lisozima (2 mg/ml), y se incub6 la mezcla
nuevamente durante 15 min. La cantidad de esferoplastos se determiné por la

disminucion del titulo celular después de diluciones en agua nanopura.

2.2.9.2 Ensayo de sensibilidad a microcina.

Se incubaron alicuotas de 100 pl de esferoplastos con 100 ul de muestra de
microcina agregada o soluble durante 20 min a 37 °C. Se sembraron diluciones
seriadas sobre placas agar-LB y el titulo celular fue determinado mediante &! conteo
de las UFC. El porcentaje de sobrevida de los esferoplastos se estimé respecto del

control sin tratamiento con microcina.

2.2.19 Ensayo de agregacién in vitro.
2.2.10.1 Preparacion de las muestras de microcina.

Se concentraron muestras de microcina mediante concentrador CentriVap
{Labconco), se ltevo el pH de éstas a 8,0 adicionando NaOH y fueron incubadas a
37 °C durante 15 min. Posteriormente, para asegurar la eliminacién de los
agregados preexistentes, las muestras fueron centrifugadas a 16.000 g durante 30
min a 4 °C. Se determind la concentracion de proteina de las muestras tratadas con
el kit Micro BCA protein assay (Pierce). Posteriormente, las muestras se diluyeron
hasta alcanzar una concentracién final de 400 pg/ml en buffer de agregacion
(10mM PIPES-NaCOH, pH 6,5; 0,5 M NaCl) y se incubaron con agitacion a 37 °C
durante 15 h.
2.2.10.2 Deteccién de la formacién de agregados de tipo amiloide.
2.2.10.2.1 Espectro de absorcion de Rojo Congo (RC).

Para el andlisis espectral, la microcina agregada fue obtenida incubando la

proteina (400 pg/ml) en buffer de agregacién a 37° C a 220 rpm durante 15 h. Las
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muestras fueron incubadas con 22uM RC durante 15 min a 37° C y luego la
absorbancia fue medida entre 400 y 700 nm con un espectrofotémetro de arreglo
de diodos 8452A (HP). El espectro de RC unido fue obtenido restando el espectro
de microcina del espectro de microcina en presencia de RC. El especiro de RC libre
fue obtenido restando el espectro del buffer utilizado del espectro de RC en este

mismo buffer.

2.2.10.2.2 Espectro de emisién de fluorescencia de Tioffavina T (ThT).

El analisis espectral de la migrocina agregada se llevo a cabo
midiendo la fluorescencia en un espectrofluorimetro LS50 (Perkin Eimer). Las
muestras fueron sonicadas (5 ciclos de un pulso de 30 s seguido por una pausa de
1 min) en un sonicador 3000 (misonix) y posteriormente diluidas a la mitad en
glicina 100 mM pH 9,5. Se agrega tioflavina T (ThT) hasta una concentracion final
de 5 pMy se incubo a temperatura ambiente durante 10 min. Se fij6 la longitud de
onda de excitacion a 430 nm y se registraron las longitudes de onda de emision
desde los 440nm hasta los 700 nm. El ancho de banda utilizado fue de 4 tanto para

la emisién como para la excitacion.

2.2.10.3 Cuantificacion de la formacidn de agregados de microcina.
2.2.10.3.1 Ensayo de unién a Rojo Congo (RC).

La formacion de amiloide mediante el ensayo de unidbn a RC fue
cuantificada mediante la disminucion de RC libre. Las muestras de microcina fueron
incubadas con RC 22 pM durante 15 min a 37 °C y centrifugadas a 16.000 g
durante 15 min a 4 °C. La absorbancia de los sobrenadantes fue registrada a 490
nm. La fraccion de RC libre fue determinada a partir de la comparacion con la

absorbancia de la muestra sin proteina.
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2.2.11 Ensayo de agregacion in vivo.
2.2.11.1 Deteccion de la formacion de agregados de tipo amiloide.
2.2.11.1.1 Digestion con Proteinasa K (PK).

La formacion de agregados de microcina in vivo fue detectada mediante
digestion con PK. 100 pl de sobrenadantes de cultivos crecidos en medio LB-
PIPES, (LB en amortiguador con PIPES-NaOH 100 mM, pH 8,5) fueron incubados
durante 15 min a 37° C con PK (3 uM). Luego, Ia PK fue inactivada incubando las
muestras con buffer de carga y calentandolas durante 10 min a 95° C. La

resistencia o sensibilidad a PK fue detectada mediante Western Blot.

2.2.12 Microscopia.
2.2.12.1 Microscopia de fluorescencia.

Muestras de microcina agregada fueron tefiidas de manera independiente
con RC 22 pM durante 15 min a 37 °C y con ThT 5 pM durante 10 min a
temperatura ambiente. Luego fueron aplicadas sobre un cubreobjeto y se secaron.

Las muestras se observaron en un microscopio de fluorescencia LSM 410 {Zeiss).

2,2.12.2 Microscopia electrénica de transmisidon.
Las muestras de microcina se tifieron negativamente con acetato de uranilo
al 2% durante 2 min sobre grillas de 300 mesh revestidas de carbon, y se

examinaron en un microscopio electronico JEOL JEM-100SX.

20




3. Resultados:

3.1. Relacion entre la dosis génica de los genes mceC, mcel y mceJ y

actividad bactericida de la microcina E492.

3.1.1 Mutantes en los genes responsables de la maduracion la microcina,
producen microcina inactiva.

Algunas mutantes en los genes de la maduracion (mceC, mcel, mceJ) en el
plasmidio pJAM434 habian sido caracterizados previamente en e! laboratorio
(Lagos y col., 2001; Corsini y col., 2002). Sin embargo, debido a que las cepas que
portan el plasmidio pJEM15 crecen mas rapidamente y producen una mayor
cantidad de microcina, se buscaron mutantes en estos genes en una coleccién de
mutantes por transposicion del sistema productor de microcina JEM15, las cuales
fueron seleccionadas por su incapacidad de formar un halo de inhibicién de
crecimiento sobre un césped de células sensibles (Fig. 3). Mediante andlisis de
restriccion, complementacion y PCR se destemmind el sito de insercion del
transposdn Tnb. La cepa E. cofi VCS257(DE3)npB4 presenta la insercién en la
posicion 179 del gen mceC. La cepa E. coli VCS257(DE3)npF2 tiene interrumpido
el gen moel en la posicion 365. Finalmente, la cepa E. coli VCS257(DE3)npE7
presenta la insercion en la posicion 1452 del gen mcedJ. El fenotipo encontrado fue
¢l mismo observado con anterioridad para los mutantes en los genes de la
maduracion en el sistema JAM434 (Fig. 3). Concordantemente, la microcina

purificada a partir de estos mutantes no presenta actividad bactericida.
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Figura 3. Ensayo de la actividad bactericida de diferentes cepas de E. coli que
portan el sistema de microcina E492 . Colonias de las cepas que portan los
plasmidios que se indican en los recuadros fueron picadas sobre un césped de la
cepa sensible £, coli BL21. Las colonias picadas son representativas del total de
colonias analizadas. A la izquierda de la figura se muestran las colonias con fondo
genético VCS257(DE3)pJAM434, y a a derecha las colonias con fondo genético
VCS257(DE3)pJEM15. Las cepas VCS257(DE3)np133, VCS257(DE3)np205 y
VCS257(DE3)np221 corresponden a los mutantes del plasmidio pJAM434 en los
genes meceC, mcel y mced, respectivamente. Las cepas VCS257(DE3)npB4,
VCS257(DE3)npF2 y VCS257(DE3)npE7, son los equivalentes de estos mutantes
en el plasmidio pJEM15. EI plasmidio pACYC184 corresponde al plasmidio parental
de las construcciones pT7-C, pT7-lJ y pT7-AB, construcciones que portan los
genes mceC, mcelJ y mceAB bajo el control del promotor ¢10 del fago T7.
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3.1.2 La cepa E. coli VCS(DE3)pJEM15 presenta una mayor actividad
bactericida que la cepa E. coli VCS(DE3)pJAMA434,

La principal diferencia entre las construcciones pJEM15 y pJAM434 es el
cambio en la orientacidn de un fragmento Xhol de 6,8 kpb, que porta los genes
mcedIHGF. Este cambio causa que el promotor del gen mceF de pJAM434
comande la transcripcion de los genes mceJ/GH en la construccién pJEM15 (Fig.
4). En el laboratorio se ha determinado que la tasa de transcripcién de los genes
mcelJ s mayor en el caso de cepas que portan pJEM15 en comparacién a cepas
que portan pJAM434, por lo tanto los genes mcelJ en pJEM15 se encontrarian bajo
el control de un promotor mas fuerte. El cambio en la disposicion de estos genes, y
consecuentemente en la tasa de transcripcion, produce un cambio en la actividad
bactericida. La cepa E. coli VCS257(DE3)pJEM15 presenta un halo de inhibicion de
crecimiento mayor que la cepa E. coli VCS257(DE3)pJAM434 (Fig. 3). La actividad
ensayada a partir de purificaciones de microcina de estas cepas y directamente de
sobrenadantes ftratados también es mayor para la cepa E  coli

VCS257(DE3)pJEM1S.

3.1.3 El aumento en la dosis génica de los genes mceC, mcel y mced conduce
a un aumento en la actividad bactericida.

Los genes involucrados en el proceso de maduracién fueron clonados bajo
el promotor $10 del fago T7 en el plasmidio pACYC184 (ndmero de copias
intermedio). Las cepas FE.  cofi VCS257(DE3)pJEM15 y E  coli
VCS257(DE3)pJAM434 fueron trasformadas con los plasmidios pT7-C y pT7-1J,
portadores de los genes mceC y mcelJ respectivamente. Los transformantes
presentan un aumento en el diametro del halo de inhibicion de crecimiento respecto
a las cepas parentales y a los controles transformados solo con el plasmidio

pACYC184 (Fig. 3).
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Figura 4. Disposicion de los determinantes genéticos del sistema de
microcina E492 en pJEM15 y pJAM434. En la figura se esquematizan las
diferencias entre pJEM15 y pJAM434: la inversion del fragmento de 6,8kpb que
porta a los genes mceJIHGF y la duplicacion del gen mceF en pJEM15. Se
representa con flechas en tonos azules a los promotores que controlan la
transcripcion de los genes mcelJ y mceF. En azul oscuro se muestra al promotor
mas fuerte y en celeste al promotor mas débil.
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Purificaciones de microcina y sobrenadantes obtenidos a partir de estas cepas

transformantes también presentan una mayor actividad bactericida,

3.2. Relacion entre la dosis génica de los genes mcel y meeJ y la pérdida de
actividad bactericida en fase estacionaria de crecimiento.

La actividad bactericida de la microcina E492 estd determinada por un
complejo conjunio de factores, que abarcan la expresién de las proteinas
involucradas en el proceso de maduracidn, el antagonismo con la enteroquelina y la
agregacion de la microcina. Estos factores provocan cambios en los patrones de
actividad de la microcina a lo largo de las curvas de crecimiento de las cepas

productoras.

3.2.1 La microcina E492 pierde su actividad bactericida en fase estacionaria
de crecimiento.

Para estudiar este fenémeno se realizaron curvas de crecimiento y de
actividad a partir de las cepas E. colfi VCS257(DE3)pJAM434 y E. coli
VCS257(DE3)pJEM15. La actividad fue determinada a partir de sobrenadantes
obtenidos de cultivos de dichas cepas. Con anterioridad se habia observado que la
actividad de la microcina aumenta en la primera parte de la fase exponencial de
crecimiento hasta alcanzar un méximo (de Lorenzo, 1984; Orellana y Lagos, 1996).
Luego, en fase estacionaria se produce un descenso en la actividad, liegando a
desaparecer ésta en fase estacionaria tardia. Ambas cepas presentaron el mismo
comportamiento, sin embargo, la cepa E. cofi VCS257(DE3)pJEM15 presenta

mayor actividad a lo largo de la curva de crecimiento {Fig.5).
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Figura 5. Curvas de crecimiento y de actividad bactericida de cepas
productoras de microcina. Las curvas de actividad fueron normalizadas por la
Aggo de la cepa E. coli VCS257(DE3) A) pJAM434 B) pJEM15. La actividad se midid
en unidades arbitrarias (U.A.)/ml.
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3.2.2 El aumento en la dosis génica de los genes mcel y mceJ produce un
incremento en la actividad bactericida de la microcina E492 y un retardo en la
pérdida de actividad en fase estacionaria tardia.

Mediante RT-PCR se determind que la tasa de transcripcion de los genes
mcel y meced en el sistema JAM434 disminuye en fase estacionaria de crecimiento
(Corsini, G. y col., 2002). Con el objetivo de aumentar la dosis génica de los genes
mecel y mced y mantenerla constante durante toda la curva de crecimiento, se
transformé la cepa E. coli VCS257(DE3)pJAM434 con el plasmidio pT7-1). La
actividad bactericida aumenta desde el inicio en la fase exponencial hasta llegar a
un maximo antes de comenzar la fase estacionaria. La actividad bactericida es
mayor en todos los puntos de la curva y se produce un retraso en la pérdida de
actividad con respecto a la cepa parental (Fig. 6A).

En el caso de la cepa £. coli VCS257(DE3)pJEM15pT7-1J hay un aumento
de [a actividad desde el inicio de la fase exponencial hasta llegar a un maximo en el
final de esta fase. Posteriormente, hay un descenso en la actividad. Sin embargo en
esta cepa la curva de actividad no es simélrica. La pérdida de actividad en fase
estacionaria es considerablemente mas lenta, y después de 65 horas de incubacion
aun no s:a pierde completamente. También se produce un aumento significativo de
la actividad en todos los puntos de la curva de crecimiento, en comparacion con su

cepa parental E. ¢coli VCS257(DE3)pJEM15 (Fig. 6B).
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Figura 6. Curvas de actividad bactericida de cepas que coexpresan los genes
mcelJ. Las curvas de actividad fueron normalizadas por la Asy de la cepa E.coli
VCS257(DE3) que coexpresa los genes mcelJ y el plasmidio A) pJAM434 B)
pJEM15. En azul se sefiala la cepa parental y en verde a la cepa que coexpresa los
genes mcelJ. La actividad se midi6 en unidades arbitrarias (U.A.)/ml. La barra
ubicada bajo el eje del tiempo representa la duracién de las fases logaritmica y
estacionaria de crecimiento.
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3.2.3 El aumento de la dosis génica del gen mceC retrasa ia pérdida de
actividad en fase estacionaria.

Las curvas de actividad de las cepas E. coli VCS257(DE3)pJAM434pT7-Cy
E. coli VCS257(DE3)pJEM15pT7-C presentan un patron simitar, La curva de
actividad es asimétrica con un maximo de actividad en el dltimo tramo de la fase
exponencial. Este maximo tiene un valor superior al de la cepa parental en ambos
casos. Sin embargo, la cepa E. coli VCS257(DE3)pJEM15pT7-C presenta un
maximo mayor (Fig. 7). La pérdida de actividad en fase estacionaria de esta cepa
es mas lenta y al igual que en el caso de la cepa E. coli VCS257(DE3)pJEM15pT7-
IJ no hay una pérdida total atin después de 65 horas de incubacion.

Las cepas E. coli VCS257(DE3)pJAM434pT7-C y E.  coli
VCS8257(DE3)pJEM15pT7-C, presentan diferencias en la velocidad de crecimiento,
siendo la cepa E. coli VCS257(DE3)pJEM15pT7-C ia que crece mas rapido. Esta
€s una propiedad de los derivados pJEM15, pues todas las cepas que porian dicho
plasmidio tienen una velocidad de crecimiento mayor en comparacién a las

pJAM434,

3.2.4 las diferencias en la actividad bactericida de la microcina E492
producida por las diferentes cepas no se deben a diferencias en Ia cantidad
de proteina.

Con el objetivo de dsterminar si las diferencias de actividad se debian a una
diferencia en la capacidad de producir microcina activa de la cepa productora o a
una diferencia en la cantidad de proteina, se realizaron purificaciones de microcina
en fase exponencial y en fase estacionaria tardia de crecimiento de las cepas que
se indican en [a figura 8. La coexpresién, ya sea de los genes mcelJ o del gen

mceC, con el sistema productor de microcina pJAM434 conduce a un aumento en
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Figura 7. Curvas de actividad bactericida de cepas que coexpresan el gen
mceC. Las curvas de actividad fueron normalizadas por la Agy de la cepa E.coli
VCS257(DE3) que coexpresa el gen mceC y el plasmidio A) pJAM434 B) pJEM15.
En azul se sefiala la cepa parental y en morado a la cepa que coexpresa el gen
mceC. La actividad se midié6 en unidades arbitrarias (U.A.)/ml. La barra ubicada
bajo el eje del tiempo representa la duracién de las fases logaritmica y estacionaria

de crecimiento.
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Figura 8. Preparaciones de microcina E492 a partir de cultivos en fase
logaritmica y estacionaria tardia de crecimiento. Se purificé microcina a partir de
sobrenadantes de cultivos crecidos a 37°C y 220 rpm en Medio M9 suplementado
con glucosa y citrato de sodio al 0,2%, durante 17 h (LT: logaritmica tardfa) y 40 h
(ET: estacionaria tardia). En la parte superior de Ia figura se muestra el western blot
de las purificaciones y en la parte inferior se indican las actividades presentadas por
dichas muestras. Estos resultados son representativos de varios experimentos que
presentan la misma tendencia, aunque con diferencias en los valores absolutos de

actividad.
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la actividad bactericida en las preparaciones purificadas. Sin embargo, sélo la
coexpresion de los genes mcelJ, permite la mantencion de la actividad en fase
estacionaria tardia. Este comportamiento difiere de la actividad observada
directamente en sobrenadantes tratados de cultivos de estas cepas (Fig. 6A). Este
resultado indica que el proceso de purificacidn afecta de manera diferente a la
microcina obtenida a partir de estas cepas.

Mediante western blot (Fig. 8) se determino que las importantes diferencias
en [a actividad bactericida de las purificaciones no se deben a diferencias en la
concentracion de proteina, pues no existen diferencias notorias en la concentracién
de microcina. Este resultado apoya la idea que la aclividad bactericida de Ia
microcina EA492 estd relacionada con una modificacion post-traduccional,

dependiente de los genes de la maduracion.

3.3. Relacién entre la dosis génica de los genes mceAB y la actividad
bactericida.

Para determinar si la capacidad del sistema de producir microcina activa
estaba limitada por la produccién de la proteina microcina, se aumentd la dosis
génica de los genes mceA y mceB, transformando las cepas E. coli
VCS257(DE3)pJAMA34 y E. coli VCS257(DE3)pJEM15 con el plasmidio pT7-AB,
que porta dichos genes bajo el control del promotor $10 del fago T7. Ambas cepas
presentan curvas de crecimiento muy similares y alcanzan una Agyy méaxima de
~1,1.

La cepa E coli VCS257(DE3)pJAM434pT7-AB no presenta actividad
cuantificable a lo largo de la curva de crecimiento (Fig. 9A), en tanto que la cepa E.
coli VCS257(DE3)pJEM15pT7-AB presenta una marcada disminucion respecto a la

cepa parental (Fig. 9B). Hay que recordar que las cepas con pJEM15 poseen
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Figura 9. Curvas de actividad bactericida de cepas que coexpresan los genes
mceAB. Las curvas de actividad fueron normalizadas por la Agy de la cepa E. coli
VCS257(DE3) que coexpresa los genes mceAB y el plasmidio A) pJAM434 B)
pJEM15. En azul se sefiala la cepa parental y en rojo a la cepa que coexpresa los
genes mceAB. La actividad se midié en unidades arbitrarias (U.A.)/ml. La barra
ubicada bajo el eje del tiempo representa la duracién de las fases logaritmica y
estacionaria de crecimiento.
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intrinsecamente una mayor capacidad de producir microcina activa, debido a la
mayor expresion de los genes mcelJ, o cual probablemente permitio la deteccidn
de la actividad. Es importante mencionar sin embargo, que el control de pJEM15
transformado con el plasmidio vector pACYC184 (parental de pT7-AB) presentd
una disminucion en la actividad, con niveles comparables a pJEM15pT7-AB. No se
ha encontrado una explicacién a este fendmeno, sin embargo puede ser algo

inherente al plasmidio.

3.4. Relacién entre la agregacion in vitro de microcina E492 purificada a partir

de cepas con distintas dosis génicas de los genes de maduracién.

3.4.1 Los agregados de microcina E492 son de tipo amiloide.

Los agregados de tipo amiloide se caracterizan por unir RC y ThT, ademas
de formar microfibrillas, sedimentar, ser resistentes a proteasas y poseer un alto
porcentaje de estructura beta. En este trabajo, para determinar si la microcina E492
forma agregados de tipo amiloide se utilizaron los ensayos de uniéna RCy a ThT.

Como ha sido descrito para otros tipos de amiloides, la microcina agregada
induce un cambio espectral en la absorbancia del RC. El RC libre presenta un
maximo de absorbancia a los 490 nm. La maxima diferencia entre el RC libre y el
RC unido se observa a ~ 540 nm. En la figura 10 se muestra el espectro de unidn a
RC de microcina purificada a partir de la cepa E. colf BL21(DE3)pJEM15 después
de 0y 15 h de agitacion a 37 °C.

Por otro lado, el méximo de emision de fluorescencia de la ThT libre en el
buffer de agregacion es de ~500 nm. Sin embargo, cuando la ThT se encuentra
unida a un agregado de tipo amiloide, este maximo se desplaza a 482 nm,

concomitantemente con un aumento de la intensidad de flugrescencia.
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Figura 10. Espectro de absorcion de rojo congo unido a microcina E492. La
microcina purificada a partir de la cepa E. coli BL21(DE3)pJEM15 fue incubada
durante: A) 0 hy B) 15 h en buffer de agregacion (10mM PIPES-NaOH, pH 6,5; 0,5
M NaCl) y posteriormente incubada con rojo congo. En rojo se representa el
espectro de absorcién de rojo congo libre, en azul el espectro de absorcion de rojo
congo unido a microcina y en negro la diferencia entre dichos espectros.
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Las muestras de microcina obtenidas a partir de la cepa E. coli
BL21(DE3)pJEM15 e incubadas durante 0 y 15 h en buffer de agregacion fueron
ensayadas con ThT. En Ila figura 11 se muesira el espectro de emision de

fluorescencia obtenido.

3.4.2 Los agregados no poseen actividad bactericida sobre esferoplastos.

La primera etapa en el mecanismo de accion de la microcina E492 es el
reconocimiento de los receptores en la membrana externa y la posterior
transiocacion a fravés de ésta. Para determinar si l[a membrana externa es la
barrera que impide la accidn de las formas agregadas de la microcina, se realizaron
ensayos de actividad utilizando esferoplastos. En éstos se encuentra
permeabilizada la membrana exferna, lo que haria a la microcina independiente de
esta barrera.

Se ensayd sobre esferoplastos la actividad bactericida de muestras de
microcina agregada. Esta forma de microcina no tiene actividad sobre células no
tratadas. En la Figura 12 se presenta el porcentaje de sobrevida de esferoplastos
incubados durante 20 min fanfo con muestras de microcina agregada como soluble.
La microcina soluble produce la muerte del 9712 % de los esferoplastos, en tanto
que la microcina agregada no produce un efecto bactericida sobre los

esferoplastos.
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Figura 11. Espectro de emision de fluorescencia de ThT unida a microcina
E492. A) Espectro de fluorescencia de ThT (--), ThT incubada con microcina
purificada a partir de la cepa E. coli BL21(DE3)pJEM15 e incubada en buffer de
agregacion (10mM PIPES-NaCH, pH 6,5; 0,5 M NaCl) durante 0 h () y 15 h (—).
B) Espectro de emisién de fluorescencia de ThT aumentado. La longitud de onda
de excitacion utilizada fue de 430 nm y los ancho de banda de emisién y excitacion
fueron de 4 nm.
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Figura12. Ensayo de sobrevida de esferoplastos de E. coli BL21(DE3)
utilizando microcina E492 agregada. Los porcentajes son el promedio de cuatro
experimentos independientes. La concentracion final de la microcina utilizada fue
de 200 pg/ml y fue purificada a partir de la cepa E. coli BL21(DE3)pJEM15. La
microcina agregada se obtuvo incubando microcina soluble en buffer de agregacion
durante 15 h. Los esferoplastos se prepararon como se describe en Materiales y

Métodos.
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3.4.3 Los agregados no forman canales i6nicos en bicapas lipidicas.

El mecanismo a través del cual la microcina E492 ejerce su actividad
bactericida sobre las células blanco seria mediante la formacion de canales iénicos
en la membrana interna de éstas. Para determinar si la falta de actividad de la
microcina agregada se debe a una incapacidad para formar canales idnicos, se
analizé esta propiedad en experimentos in vitro con bicapas fosfolipidicas
artificiales. La microcina agregada producida por las cepas E.  colf
BL21(DE3)pJEM15 (Fig. 13B) y E. coli BL21(DE3)npB4 (Fig. 13C) es incapaz de
formar canales iénicos en estas bicapas.

Para investigar si el tamafio de los agregados es el gue determina la
imposibilidad de estos de insertarse en las bicapas, los agregados fueron sonicados
y luego cenlrifugados. Se ensayo la capacidad de los sobrenadantes de formar
canales idnicos. Estas muestras tratadas también fueron incapaces de formar
canales idnicos (Fig. 13D,E). Se determind la concentracion de proteina en los

sobrenadantes mediante el “kit” Micro BCA protein assay.

3.4.4 Los agregados de microcina estan formados por microfibrillas.

Para tener una nocién de los tamaifios de los agregados de microcina y
evaluar si esta variable pudiera impedir el ingreso de los agregados por los
receptores se utilizo la propiedad de los amiloides de unir RC y ThT para
observarlos por microscopia de fluorescencia. .En la figura 14 se muestra microsina
agregada y posteriormente incubada con RC, y en la figura 15 se muestran las
mismas muestras de microcing, pero incubadas con ThT. En ambos cascs se
observan macroagregados de microcina purificada a partir de tas cepas E. cofi

BL21(DE3)pJEM15, £. coli BL21(DE3)npB4 y E. coli BL21(DE3)pJEM15pT7-AB
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Figura 13. Registro de corriente de bicapas tratadas con muestras de
microcina E492. Se realizaron los ensayos de formacion de canales idnicos con
microcina purificada a partir de las cepas E. coli BL21(DE3)pJEM15 y E. coli
BL21{DE3)npB4. En A) se muestra el registro de la microcina silvestre en estado
soluble. En B) y C} se muestra el registro de la microcina silvestre y mutante,
respectivamente después de haber sido incubada 15 h en buffer de agregacion
{10mM PIPES-NaOH, pH 6,5; 0,5 M NaCl). En D} y E) se muestra el registro del
sobrenadante de microcina sifvesire y mutante, respectivamente incubada en buffer
de agregacion y posteriormente sometida a sonicacién y centrifugacion.
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Figura 14. Microscopia de fluorescencia de agregados de microcina E492
incubados con rojo congo. Muestras de microcina obtenida a partir de las cepas
E. coli BL21(DE3)pJEM15 (A), E. coli BL21(DE3)npB4 (B), E. coli
BL21(DE3)pJEM15pT7-1J (C) y E. coli BL21(DE3)pJEM15pT7-AB (D), fueron
incubadas en buffer de agregacion durante 15 h y luego incubadas con rojo congo.
Las flechas blancas sefialan agregados de microcina. La barra indica 100 pm.
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Figura 15. Microscopia de fluorescencia de agregados de microcina E492
incubados con tioflavina T. Muestras de microcina obtenida a partir de las cepas
E. coli BL21(DE3)pJEM15 (A), E. coli BL21(DE3)npB4 (B), E. coli
BL21(DE3)pJEM15pT7-lJ (C) y E. coli BL21(DE3)pJEM15pT7-AB (D), fueron
incubadas en buffer de agregaciéon durante 15 h y luego incubadas con ThT. Las
flechas blancas sefialan agregados de microcina. La barra indica 100 um.
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visibles por microscopia optica, los cuales son de tamaiio variable, pero del orden
de los micrémetros. Sélo en el caso de la microcina purifica a partir de la cepa E.
coli BL21(DE3)}pJEM15pT7-ll no es posible observar macroagregados.

Posteriormente, se procedid a determinar la morfologia de estos agregados
mediante microscopla elelctronica. En la figura 16 se observa que luego de 15h de
incubaciéon en buffer de agregacién, las preparaciones de microcina forman
estructuras filamentosas con diferentes caracteristicas. En la Tabla 3 se resurnen
los diametros de los filamentos de microcina producidos por las distintas cepas.

Los filamentos producidos por microcina de la cepa E  coli
BL21(DE3)pJEM15 presentan ~ 95 nm de largo y ~ 10 nm de ancho, y no
presentan una agrupacion definida (Fig. 16 A). Los filamentos producidos por
microcina de la cepa E. coli BL21(DE3)npB4 tampoco presentan una agrupacion
definida, sin embargo, son mas largos y de ~ 7 nm de ancho (Fig. 16 B). Los
filamentos observados en las muestras obtenidas a partir de la cepa E. coli
BL21(DE3)pJEM15pT7-1J tienen un ancho de ~ 7 nm, y al igual que las muestras
de microcina anteriores, no presenta una agrupacion definida (Fig. 16 C). Para
encontrar fibras de esta microcina se debieron analizar muchos campos, al
contrario de lo realizado para las otras preparaciones. Esto concuerda con las
observaciones de microscopia de fluorescencia donde la microcina purificada a
partir de la cepa E. coli BL21(DE3)pJEM15pT7-IJ no presenta agregados
observables. La microcina producida por la cepa E. coli BL21(DE3)pJEM15pT7-AB
forma filamentos que se agrupan en manojos compuestos por finos filamentos.
Estos filamentos cuando se encuentran aislados tienen un ancho de ~ 9 nm (Fig. 16
D). Mediante un analisis de T-student se determino que la diferencia entre ! ancho
de las fibras de microcina purificada a partir de las cepas E. coli BL21{DE3)pJEM15

y E. coli BL21(DE3)npB4 es significativa con un p-value menor a 0,02, al igual que
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Figura 16. Micrografia electréonica de diferentes preparaciones de microcina
E492 en buffer de agregaciéon. Muestras de microcina purificada fueron incubadas
en buffer de agregacion durante 15 h, colocadas sobre grillas de 300 mesh y
tefiidas negativamente con acetato de uranilo al 2%. Estas muestras fueron
obtenidas a partir de las cepas A) E. coli BL21(DE3)pJEM15, B) E. coli
BL21(DE3)npB4, C ) E. coli BL21(DE3)pT7-lJ y D ) E. coli BL21(DE3)pT7-AB. En E)
se muestra el control con microcina soluble (Tiempo 0 de incubacién). A la
izquierda se ubican las micrografias tomadas con un aumento de 20.000X, mientras
que a la derecha se muestran amplificaciones 4X de la figura de la izquierda. Las
flechas sefialan fibras de microcina. La barra indica 200 nm.




Tabla 3. Diametros de las fibras formadas por diferentes preparaciones de
microcina E492 agregada.

Microcina Diametro {(nm)
JEM15 10,1+ 1,8
npB4 6,9 +1,6*
JEM15pT7-1J 7,4 £0,9*
JEM15pT7-AB 8,7x1,1

Los digmetros se midieron en la amplificacion que se muestra a la izquierda de la
figura 16 y representan el promedio de 7 mediciones.

* Fibras que presentan un ancho significativamente distinto dsl ancho de las fibras
de microcina purificada a partir de la cepa E. colif BL21(DE3)pJEM15 segun el test
T-student. p-value <0,02.
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la diferencia entre las fibras de microcina purificada a partir de las cepas E. colf
BL21(DE3)pJEM15 y E. coli BL21(DE3)pJEM15pT7-1J. La microcina que no ha sido
incubada en buffer de agregacion (0 h), permanece soluble y no forma filamentos

(Fig. 16 E).

3.4.5 La forma activa de la microcina E492 tiene menor capacidad de
agregacion. Con la caracterizacion a nivel bioquimico, electrofisiolégico y
microscopico se evalud cualitativamente la formacion de agregados. Notéandose
que habia diferencias en la capacidad de agregacion de las microcinas purificadas
a partir de las distintas cepas. Para cuantificar estas diferencias se realizaron
ensayos de agregacion /n vifro. Se determind cuantitativamente la agregacion de [a
microcina purificada a partir de las cepas F. cofi BL21(DE3)pJEM15, E. coli
BL21(DE3)npB4, E. coli BL21{DE3)pT7-1J y E. coli BL21(DE3)pT7-AB. Muestras de
microcina purificada a partir de estas cepas se incubaron con agitacion durante 15
h a 37 °C y transcurrido ese tiempo se determind la capacidad de las muestras de
unir RC y ThT. Adicionalmente, se midid su capacidad de sedimentar, la turbidez de
la solucion y la actividad bactericida. Mediante estos métodos se pudo determinar
que existian diferentes grados de agregacioén de ta microcing, lo que dependia de la
capacidad de producir microcina activa por parte de la cepa productora. Se eligio el
método de union a RC para ejemplificar el comportamiento observado. En la figura
17 se presenta la fraccién de RC libre presente en la muestra después de retirar el
rojo congo unido a los agregados mediante centrifugacién. En esta figura se
observa que la capacidad de agregacidn de la microcina es inversamente
proporcional a la produccion de microcina activa. Las muestras de microcina que
presentan mas agregacion son las provenientes de las cepas E£. colf

BL21(DE3)npB4 y E. coli BL21(DE3)pJEM15pT7-AB. Las muestras de microcina
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Figura 17. Cuantificacién de la agregacion de microcina purificada a partir de
diferentes cepas productoras mediante ensayo de unién a rojo congo. La

presencia de agregados de microcina purificada a partir de las cepas E. coli

BL21(DE3)pJEM15, E. coli BL21(DE3)npB4, E. coli BL21(DE3)pJEM15pT7-1J y E.
coli BL21(DE3)pJEM15pT7-AB fue cuantificada después de 0 h (rojo) y 15 h (azul)
de incubacién en buffer de agregacién. La fraccién de rojo congo libre se obtuvo
normalizando por la absorbancia del rojo congo en el buffer de agregacién y por el
valor a tiempo 0 de cada muestra. Los numeros sobre las barras representan la
actividad bactericida de estas muestras medida en U.A./ml
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provenientes de las cepas E. coli BL21(DE3)pJEM15 y E  cofi
BL21(DE3)pJEM15pT7-lJ, que son las mas activas, presentan una menor

capacidad de agregacion.

3.5. Formacién de agregados de microcina in vivo

En el punto anterior se demostrd que la microcina es capaz de formar
agregados de tipo amiloide in vifro. Adicionalmente se establecid que las cepas
productoras que conservan por mas tiempo la actividad bactericida producen una
menor proporcidn de agregados. Para relacionar estos resultados con el
comportamiento observado en las curvas de crecimiento y actividad se determiné la
capacidad de producir agregados de microcina in vivo. Se utilizé el ensayo de
resistencia a PK, pues este método es muy sensible y porque la deteccion se lleva
a cabo mediante western blot. Este método inmunolégico permite la deteccion

especifica de la microcina a partir de muestras no purificadas.

3.5.1 La microcina E492 forma agregados in vivo.

Mediante el ensayo de resistencia a PK se determind la capacidad de las
cepas E. coli VCS257(DE3)pJEM15pACYC184, E. coli VCS257(DE3)pJEMI5pTT-
J, E. coli VCS257(DE3)pJEM15pT7-AB y E. coli VCS257(DE3)npB4 de producir
agregados de microcina a las 20 y 44 h de cultivo. En la figura 18 se observa que a
las 44 h de incubacion hay microcina resistente a PK de todas las cepas, lo que
concuerda con la pérdida de actividad presentada por los sobrenadantes de todas
las cepas productoras de microcina activa a las 44 h (Tabla 4).

La agregacion es un proceso dependiente de la concentracion de proteina.
Por esto se debe normalizar la fraccion de microcina resiste a PK respecto al total
de microcina producida. Las diferencias en la cantidad de microcina, no permiten

determinar si las diferencias en la agregacion se deben a una diferencia en la
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Figura 18. Formacién de agregados amiloide in vivo. La agregacion de la
microcina in vivo fue determinada mediante resistencia a PK de sobrenadantes de
cultivos y visualizada por western blot. A) Esquema del protocolo para determinar la
presencia de agregados in vivo. B) Western blot de sobrenadantes tratados con PK
de cultivos de las cepas E. coli VCS257(DE3)pJEM15pACYC184, E. coli
VCS257(DE3)npB4, E. coli VCS257(DE3)pJEM15pT7-lJ y E.  coli
VCS257(DE3)pJEM15pT7-AB. Dentro de las divisiones de cuatro carriles, los dos
carriles a la izquierda corresponden a la fase logaritmica tardia (tiempo de
incubacién: 20 h) , mientras que los dos a la derecha a la fase estacionaria tardia
(tempo de incubacién: 44 h). Con el signo (+) se sefala los carriles de los
sobrenadantes tratados con PK.
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Tabla 4. Actividad bactericida de sobrenadantes de cultivos de cepas
productoras de microcina E492

Cepa Actividad bactericida (U.A.)
20h 44h
E. coliVCS257(DE3)pJEM15pACYC184 1,1"10* 1,4<10°
E. coli VCS257(DE3)npB4 0 0
E. coli VCS257(DE3)pJEM15pT7-1J, 4,3*10* 2,3*10°
E. coli VCS257(DE3)pJEM15pT7-AB 5,3*10° 1,3*10°

Las cepas indicadas fueron crecidas en medio LB-PIPES durante 20h y 44h con
agitacién y a 37°C. Transcurrido el tiempo indicado se tomé una alicuota para medir
la Aso, la actividad y la resistencia a PK de los sobrenadantes. La aclividad se
midié en unidades arbitrarias (U.A.)/ml.
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capacidad de producir microcina activa por parie de la cepa o a una diferencia en la
canfidad de proteina producida. En forma alternativa, los agregados producidos por
las diferentes cepas podrian presentar diferente resistencia a PK. Adémés se debe
considerar que [a agregacion de la microcina en fase eslacionaria se determiné a
las 44 h de incubacion, lo que corresponde a la fase estacionaria fardia, etapa de la
curva de crecimiento donde todos los cuitivos presentan pérdida de ia actividad

bactericida.
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4. Discusion

Las bacterias han desarrollado finos sistemas de control para la produccion
de antibidticos de manera de optimizar su produccidn. Asi, son capaces de detectar
sutites cambios en el ambiente que las rodea y adaptar su comportamiento a ellos.

Existe una gran variedad de sistemas de control de [a actividad de las
bacteriocinas, incluyen control de la expresion génica a nivel transcripcional y
traduccional, modificaciones post-traduccionales e inhibidores. Entre las
bacteriocinas mas estudiadas se encusntran la nisina y la subtilina, producidas por
Lactococcus lactis y Bacillus subtilis, respectivamente. Ambas se encuentran
maodificadas post-traduccionalmente y su produccién es controlada par un sistema
de “quorum-sensing”. Mediante un sistema de dos componentes, autorregulan su
propia blosintesis y es la propia bacteriocina la que actia regulando la expresion
del gen estructural {Kleerebezem, 2004). Laclobaciflus sakei regula la expresién de
sakacina mediante el acoplamiento traduccional de esta bacteriocina y su proteina
de inmunidad (Mathiesen y col,, 2005). La produccidn de esta bacteriocina es
regulada transcripcionalmente por un sistema de transduccion de sefales de tres
componentes: un factor de induccién, una histidina proteina kinasa y un regulador
de la respuesta. El factor de induccion corresponde a un péptido tipo bacteriocina.

Por ofro lado, la produccion de colicinas es mediada por el regulon SOS, y
por lo tanto se producen en condiciones de estrés (Papagianni, 2003). La expresion
de bacteriocinas por parte algunas especies de Clostridium en tanto, es regulada
por un subgrupo de factores sigma de RNA polimerasa (Dupoy B., Matamouros S.,
2008).

La produccidn de microcina E492 puede ser utilizada como modelo de
estudio para el control de [a sintesis de un peéptido bactericida, debido a que la
sintesis de microcina E492 activa requiere de un gran nlmero de genes y el control

de la actividad se lleva a cabo a maltiples niveles. A nivel transcripcional, mediante
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el control en la expresion de los genes mceJl, cuyos productos génicos participan
del proceso de maduracion de la microcina activa (Lagos y col. 1899). A nivel post-
traduccional, mediante una glicosilacién con una molécula de salmoquelina en su
extremo C-terminal {Thomas y col. 2004). También existe un conirol de la actividad,
mediade por el antagonismo con enteroquelina, siderdforo que compite por los
receptores FepA, Fiu y Cir (Orellana y Lagos, 1996; Strahsburger y col., 2005).
Recientemente, se ha planteado un nuevo nivel en el control de la actividad
bactericida de esta microcina, mediante su agregacién en forma de fibras amiloides
(Bieler y col., 2005). Esta capacidad, ademas podria conferir ventajas a la célula
productora, tales como favorecer el desarrollo de biopeliculas, propiedad que ha
sido observada en los agregados de [a proteina bacteriana curlt (Miranker, 2005).
Como se menciond anteriormente, la produccion de microcina activa
depende de la actividad de los genes de la maduracién meceC, meed y meel. En un
comienzo, la pérdida de la actividad bactericida de la microcina en fase estacionaria
de crecimiento se afribuia principalmente a la disminucion en la transcripcién de los
genes mceJdl en esta fase. Si esle supuesto es correcto, el aumento y la
mantencién de la dosis génica de estos genes en dicha fase de crecimiento,
conduciria a la reversion de la pérdida de actividad. En este trabajo se demostrd
que un aumento en la dosis génica de los genes de la maduracion conduce a un
aumento en la actividad bactericida y retrasa la pérdida de actividad, sin embargo
no revierte completamente el fenotipo. Cepas que coexpresan el sistema productor
de microcina y los genes mceJ! presentan niveles mayores de actividad bactericida
y el decaimiento de dicha actividad se produce mas tardiamente, en comparacion
con cepas que coexpresan el sistema productor y el gen mceC. De estos resultados
se deduce que en el comienzo de la fase estacionaria de crecimiento, los productos
génicos de los genes de la maduracion, son limitantes en la sintesis de microcina

activa.
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Las diferencias cohservadas en la actividad no se deben sélo a diferencias
en la cantidad de proteina microcina producida. Esto se demostro cuantificando la
concentracion de proteina de muestras que presentaban grandes diferencias en la
actividad. No se encontrd diferencias significativas en la cantidad de microcina
producida. Las diferencias en la actividad de dichas muestras se atribuyeron a
diferencias en la fraccion de microcina modificada, puesto que a mayor dosis
génica de los genes de maduracién se obtuvo una fraccion mas alta de microcina
activa.

Paralelamente, al aumentar la dosis génica de los genes mceAB
manteniendo inalterada la capacidad del sistema de maduracion, se alterd el
balance de las proporciones de microcina madura y no madura. Las cepas con una
mayor dosis génica de los genes mceAB, presentaron una menor actividad
bactericida a lo largo de toda la curva de crecimiento. Esto sugiere fuertemente que
la modificacién post-traduccional de la microcina no es el tinico factor que media la
actividad, pues si solo la fraccion modificada de fa microcina diera cuenta de! total
de la actividad, un aumento en la proporcion de microcina sin modificar, no deberia
conducir a una disminucion en la actividad, sino que deberia mantener la misma.

La microcina es una proteina altamente hidrofdbica, propiedad que le
permite insertarse en la membrana interna de la célula blanco y de esta manera
gjercer su accion. Sin embargo, para que la microcina llegue a la célula blanco
primero debe ser exportada al espacio extracelular, un ambiente acuoso y por Io
tanto polar. En estas condiciones se ven favorecidas interacciones proteina-
proteina, de caracter hidrofébico, que conducen a la agregacion. Como ya se ha
mencionado, la microcina E492 posee la capacidad de formar agregados de tipo
amiloide (Bieler y col., 2005). En esle trabajo, se caracterizaron bioguimica,
microscopica y electrofisiolégicamente los agregados de microcina. Se dsterming

que no poseen aclividlad sobre esferoplasios y que son incapaces de formar
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canales idnicos en bicapas lipidicas. Estos resultados explican la cormrelacién
observada con anterioridad entre la pérdida de actividad en fase estacionaria y la
aparicion de fibras amiloides en esta fase del crecimiento.

Los cambios que disminuyan [a hidrofobicidad de la microcina
desfavorecerian su agregacion. Como fue descrito por Fischbach y col (2004), las
glicosilaciones aumentan la hidrofilicidad de las moléculas a la cual se unen los
azicares. La modificacion unida covalentemente a ta ser 84 del extremo C-terminal
de la microcina, corresponde a una molécula de enteroquelina diglucosilada, lo que
lleva a pensar que la modificacion post-traduccional de la microcina desfavoreceria
la agregacion. kn este trabajo se establecid que un aumento en la capacidad del
sistema de producir microcina activa conduce a una disminucion en la capacidad de
agregacion de la microcina in vifro. Este resultado apoya la hipotesis anterior.

Las proteinas curli, [a proteina pricnica de levadura y pridnica humana
presentan residuos aromaticos junto a residuos de glicina (usualmente multiples) y
de glutamina/asparragina. Se postula que interacciones de puentes de hidrégeno
entre las cadenas amida, interacciones de tipo aromatico y la flexibilidad
proporcionada por los residuos de glicina, facilitan el proceso de reconocimiento
molecular y autcensamblaje especifico necesario para la eventual formacion de
fibras amiloides. Mutaciones puntuales en estas secuencias amiloidogénicas
generan cambios en la morfologia de los agregados, o incluso suprimen la
capacidad de la proteina agregarse de la proteina. (Cherny y col., 2005). El analisis
de la secuencia aminoacidica de la microcina indica la presencia de una secuencia
similar a los repetidos aminoacidicos asociados a amiloidogénesis (Fig. 19). Esta
caracteristica podria explicar la capacidad de la microcina de formar fibras tanto in

vitro como in vivo.
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MELRMREISQKDLNLAFGAGETDPNTQLLNDLGNNMAWGAALGAPGGLGS

AALGAAGGALQTVGQGLIDHGPVNVPIPVLIGPSWNGSGSGYNSATSSSGSGS

Figura 19. Analisis de la secuencia aminoacidica de la microcina y
determinacion de posibles secuencias amiloidogénicas. En rojo se sefialan los
aminoacidos que se plantean como probable secuencia amiloidogénica. En negrita
se indica el sitio de procesamiento del péptido lider.
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En este trabajo se postula que no sdélo la secuencia aminoacidica de la
microcina afecta su capacidad de agregarse, sino que también su sstado de
maduracién. En la figura 20 se presenta un modelo de la formacion de fibras
amiloide que es dependiente de la fase de crecimiento en la cuat se encuentre la
cepa productora.

La inactivacién de la microcina en fase estacionaria tardlia se debe a un
conjunto de factores que incluyen la agregacion de la microcina y la disminucicn de
la proporcién de microcina no modificada. Este ultimo factor depende no solo de la
disminucion en la tasa de transcripcidn de los genes de la maduracién sino que
también de la expresidn de los genes involucrados en la sintesis de enteroquelina.
En esta fase de crecimiento hay poco hierro en el medio, por lo que la maquinaria
biosintética se enfoca en la produccidn del sideréforo, y se desfavorece la
produccién de microcina modificada, c¢on el consiguiente aumento de la forma no

modificada.
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5. Conclusiones

* La agregacion de la microcina E492 dependeria de la proporcién de la forma
madificada post-traduccionalmente versus la forma no modificada.

* La mayor actividad bactericida presentada por las cepas que coexpresan los t
genes de la maduracion es consecuencia de un aumento en la actividad
especifica de la microcina.

« Purificaciones con alta actividad bactericida poseen menor capacidad de
agregacion.

* La carencia de actividad de los agregados tipo amiloide no sélo estaria dada
por la incapacidad de interactuar con el receptor y alravesar la membrana, 5

sino que también por su incapacidad de formar canales idnicos. ’

PP,
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