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RESUMEN

La  microcina  E492  es  una  bacteriocina  que  actua  sobre  cepas  de  la  familia

Er}ferobacfen.acea a  trav6s  de  la  formaci6n  de  canales  i6nicos  en  la  membrana  de  la

c6lula,  lo que lleva a su despolarizaci6n.  La  proteina MceB es una  proteina integral de

membrana    que   confiere    inmunidad    a    esta    microcina.    No    se    ha   determinado

experimentalmente   su   topologia   en   la   membrana   citoplasmatica   pero   perfiles   de

hidropatia indican que tendria tres regiones transmembrana, c-on el extremo N-terminal

en  el  periplasma y su  C-terminal en  el  citoplasma.  Tampoco se conoce su  mecanismo

de  acci6n,  pero  se  cree  que  cada  una  de  las  h6lices  transmembrana  tienen  distinta

importancia en la funci6n protectora.

Para   determinar   experimentalmente   la   topologia   de   esta   protefna,   se   realizaron

fusiones entre cada una de las helices transmembrana y la proteina Lacz, la cual seria

activa  s6lo  cuando  la  porci6n  de  a-galactosidasa  se  localiza  en  el  citoplasma.   Se

estudi6   ademas   la   contribuci6n   de   cada   h6lice   en   la   actividad   protectora.    Los

resultados   obtenidos   permiten   afirmar   que   el   extremo   carboxi]o   termi.nal   de   esta

proteina  se  encuentra  hacia  el  citoplasma  de  la  ce]ula,  de  igua[  forma  que  el  primer

"loop"  hidrofilico.   Este  resultado   concuerda   con   los  modelos  obtenidos  a   partir  de

perfiles  de  hidropatia.  En  lo  que  se  refiere  a  la  protecci6n  entregada  por las  distintas

h6lices  frente  a  la  microcina  E492,  se  observ6  que  la  fusi6n  de  la  proteina  cdmpleta

con  P-galactosidasa  es  resistente,  en  tanto  que  la fusi6n  de  la  primera  h6lice  con  P-

galactosidasa  es  muy  sensible  a  su  acci6n,  por  lo  que  se  concluye  que  la  primera

helice   transmembrana   no   es   suficiente   para   entregar   protecci6n   frente   a   esta

bacteriocina.
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ABSTRACT

Microcin  E492 is a  bacteriocin that acts against strains of the EnferobacfeH.acea

family   through   the  formation   of  ion   channels   in   the   inner  membrane   of  the   cells,

producing   its   despolarization.   MceB   is   an   integral   membrane   protein   that   confers

immunity to this microcin. The topology of this protein in the cytoplasmic membrane has

not been experimentally determined, but hydropathy profiles predict that this protein has

three   transmembrana   regions  with   the   amino   terminal   to   the   periplasma   and   the

carboxy terminal to the cytoplasm. The MceB mechanism of action is also unknown, but

it  has  beet  proposed  that  each  transmembrane  helixes  has  a  different  importance  in

the protective function.

To experimentally determine the topology of this protein, fusions  between  MceB

transmembrane helixes and Lacz were performed. These constructions would be active

if the P-galactosidase portion is located to the cytoplasm. The contribution of each helix

in the protective activity was also studied. The carboxy terminal and the first hydrophilic

loop of MceB were found to be located to the cytoplasm of the cell. These results agree

with  the  models  obtained  by  hydrophaty  profiles.  The  protection  given  by  each  helix

against microcin  E492 was also tested. The fusion between the complete MceB protein

and  P-galactosidase  protects  against  mccE492,  but  the  fusion  between  the  first  helix

and    P-galactosidase    is    very    sensitive    to    its    action,    indicating    that    the    first

transmembrane helix is not enough to give protection against this bacteriocin.
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lNTRODUCC16N

1.1. Bacteriocinas

En  el  medio ambiente  los  microorganismos deben competir por los nutrientes y

por  un  nicho  ecol6gico.  Para  eliminar a  sus  competidores  y  de  esta  forma  aumentar

sus  probabilidades  de  supervivencia,  algunos  microorganismos  producen  una  amplia

gama  de  sustancias  quimicas,  entre  las  que  se  encuentran  [os  antibi6ticos  clasicos,

productos  metab6licos,  agentes  liticos,  exotoxinas  y  bacteriocinas  (Riley  y  Chavan,

2007).

Las  bacteriocinas  son  proteinas  con  actividad  antibacteriana  producidas  por

bacterias  Gram  positivas  y  Gram  negativas  que son secretadas  al  medio  extracelular,

en  donde  cumplen  con  su  acci6n  antibacteriana  al  interac{uar  con  la  celula  blanco.

Estos antibi6ticos solo  afectan  a microorganismos  de  la  misma especie o de  especies

relacionadas (Reeves,1965; Riley y Wertz, 2002).  Las bacteriocinas actdan a trav6s de

diversos  mecanismos,   como  son   la  inhibici6n  de  la  transcripci6n  (Bellomio  y  cols.,

2007),  la degradaci6n de ADN (Toba y cols.,1988) o formando poros en la  membrana

citoplasmatica (Lagos y cols.,1993;  Braun y cols., 2002; Cascales y cols., 2007).

Las  bac{eriocinas  producidas  por  bacterias  Gram  negativas  se  clasifican  de

acuerdo  a  su  masa  molecular,  y  es  posible  distinguir  dos  grupos:  las  colicinas,  que

poseen  una  masa  mayor a  10  kDa,  y  las  microcinas,  cuya  masa  es  inferior a  10  kDa

(Baquero y  Moreno,1984).  Las  colicinas  presentan  las  siguientes  caracteristicas:  son

producidas  por  cepas  de  Escher/.ch/.a  co//.,  los  genes  necesarios  para  su  producci6n

estan  localizados  en  plasmidos  y  su  expresi6n  se  encuentra  regulada  por  el  sistema



SOS (Riley y Wertz,  2002).  Las microcinas,  por su parte,  son antibi6ticos de bajo peso

molecular   producidas   por   miembros   de   la   familia   Enferobacfer/.aceae   (Baquero   y

Moreno,  1984)  que  son  resistentes  a  condiciones  extremas  de  pH  o  temperatura  y  a

algunas  proteasas,  son  solubles  en  metanol,  y  no  son  inducibles  por el  sistema  SOS

(Kolter  y   Moreno,   1992).   Las   microcinas   son   excretadas   al   medio  extracelular,   a

diferencia de las colicinas que se liberan mediante lisis de la c6Iula productora (Braun y

cols.,  2002).  Los genes  implicados  en  la  expresi6n  de  las  microcinas  se organizan  en

operones,  que estan  constituidos  al  memos  por tres  tipos  de  genes:  el  gen  estructural

de   la   micro6ina,   el   gen   de   la   inmunidad   a   la   microcina   y   el   gen   o   los   genes

responsables de la salida de la microcina al medio extracelular (Kolter y Moreno,1992).

Las  microcinas  se  sinte{izan  como  precursores  y  la  mayoria  son  modificadas  post

traduccionalmente,  por  lo  que  ademas  existen  los  llamados  genes  de  la  maduraci6n

(Kolter y Moreno,  1992).

1.2. La microcina E492

1.2.1. Propiedades de la microcina E492

La  microcina  E492  (mccE492)  es  una  bacteriocina  producida  y  excretada  de

forma  natural  por K/ebs/.e//a pneumon/.ae  RYC492 que acttia sobre cepas.de  la familia

Enferobacfer/.aceae  (de  Lorenzo,  1984).  Su  mecanismo  de  acci6n  es  a  trav6s  de  la

despolarizaci6n  de  la  membrana  citoplasmatica  de  la  c6lula  blanco  (de  Lorenzo  y

Pugsley,   1985),   debido   a   que   la   mccE492   es   capaz   de   formar   canales   i6nicos

selectivos para cationes en bicapas lipidicas (Lagos y cols.,1993).

La  mccE492  se  produce  en  forma  activa  solamente  en  la  fase  exponencial  de

crecimiento  bacteriano  (Orellana y Lagos,  1996;  Corsini y cols.,  2002),  a diferencia  de
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otras microcinas que son producidas durante la fase estacionaria principalmente (Kolter

y Moreno,1992).  La forma no modificada de la mccE492 posee una masa molecular de

7886  Da,  un pl de 3.8 (Lagos y cols.,1999), es resistente al tratamiento con tripsina, al

pH  acido  y  a  temperaturas  sobre  los  90°C  (de  Lorenzo,  1984).  Otras  caracteristicas

destacables de la mccE492 son la capacidad de inducir la apoptosis en lineas celulares

humanas (Hetz y cols., 2002) y la de formar de fibras tipo amiloide tanto /.n v/.vo como /.r}

vt.fro (Bieler y cols.,  2006;  Marin 2006).

1.2.2. Determinantes gen6ticos del sistema productor de la microcina E492

Los  de{erminantes  geneticos  necesarios  para  la  producci6n,  el  procesamiepto,

la  exportaci6n  y  la  inmunidad  de  la  mccE492  se  encuentran  en  un  segmento  de  13

kilobases   (kb)   del   cromosoma   de   K.   pneumon/.ae.   Este   segmento   fue   clonado   y

expre§ado en E.  co//., obteni6ndose microcina con propiedades id6nticas a la producida

por K. pneunon/.ae RYC492 (Wilkens y cols.,1997). Al analizar este segmento a trav6s

de  un  mapa  de  restricci6n,  mutagenesis  al  azar  usando  el  transpos6n  Tn5,  analisis

bioinformatico  y  secuenciaci6n,  fue  posible  identificar al  menos  14  marcos  de  lectura

abier{os  denominados mceA,B,C,D,E,J,I,H,G,F y offl(,L,S2,S3,X (Lagos y cols.,  2009).

Los  geness  mce  se  ordenan  en  seis  unidades  transcripcionales  (Figura  1)  (Lagos  y

cols., 2001).

La   primera   unidad   corresponde   a   los   genes  mceA  y  mceB.   El   gen   mceA

corresponde al gen estructural de la  mccE492, y codifica para  una pre-proteina que es

procesada  al  momento  de  su  exportaci6n  en  el  amino  terminal,  produci6ndose  una

proteina   de   84   aminoacidos   (Lagos   y   cols.,   2001).   Existen   dos   aminoacidos   que

potencialmente   podrian   funcionar  como   inicio   de   la   traducci6n:   las   metioninas   en

posici6n   1   y   5.   Experimentos   realizados   en   este   laboratorio   indican   que   cuando
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moaA: Gen estructural de La MccE492

mc8C: hom6[ogo a 9Iico8iltrai.8femsa

mcoD: hom6Iogo a oritoToquelina ctorasa

mcoE: I)rotof rna con ldontidad a Mchs4

I
iii)
EII

moeF: protolma con id®ntidad a Mcm M

mcoG: transportador ABC

mceH: I)rfefma accosoria al tTaneporfador

mcol: hom6logo a acihaiisfoiea

mcoJ: prde[na sin hom6Iogo conacldo

Figura 1. EsqtJema de los determjhantes gen6ticos del sistema productor de la microcina
E492.

Las  flechas  representan  la  orientaci6n  de  los  distintos  marcos  abiertos  de  lectura  que  se
encuentran en el fragmento de  13  kb que contiene al sistema  productor de  la  microcina  E492.
Se indican ademas sus funciones o las homo[oglas que presentan.  En amarillo se muestran los
genes   involucrados   en   la   exportaci6n,   mientras   que  en   rojo   y   rosado   se   muestran   los
relacionados con la maduraci6n de esta microcina.  En azul esfa el gen estructural y el gen de la
inmunidad.  En  verde  estan  los  genes  cuya  funcion  definitiva  atin  no  ha  sido  asignada.  Para
simplificar la figura no se incluy6 los ORFs mencionados en el texto.



se   reemplaza   la   metionina   5   por  otro   aminoacido   no   se   observa   producci6n   de

microcina,  lo  que  sugiere  fuertemente  que  esta  metionina  corresponde  al  inicio  de  la

traducci6n (Leiva, 2008).  EI gen mceB,  por su parte,  codifica para una proteina integral

de  membrana  (MceB)  de  95  aminoacidos  que  confiere  inmunidad  ante  la  mccE492

(Lagos y cols.,1999).

Los  genes  mcec,  mce/  y  mceJ  estan  involucrados  en  la  maduraci6n  de  la

mccE492  (Lagos  y  cols.,   2001).   El   gen  mcec  codifica   para  una   proteina  de  .370

aminoacidos que es hom6Ioga a una glicosiltransferasa , el gen mce/ para una proteina

de   163  aminoacidos  que  tiene  homologia  con  una  aciltransferasa,  y  el  gen  mceJ

codifica para una proteina de 524 aminoacidos que no tiene hom6logo conocido (Lagos

y cols., 2001 ).  La profeina Mcec transfiere una mol6cula de glucosa a la enteroquelina

para    dar   origen   a    la    mol6cula   de   salmoquelina,    y   las   proteinas    McelJ   unen

covalentemente  la  salmoquelina  al  dltimo  aminoacido  de  la  mccE492,   la  serina  84

(revisado en Lagos y cols., 2009). La unidad mce/J se transcribe en la fase exponencial

de   crecimiento   bacteriano,   mientras   que   el   gen   mcec   lo   hace   durante   la   fase

exponencial y la fase estacionaria (Corsini y cols., 2002).

El gen mceD codifica para una proteina de 414 aminoacidos que es hom6Ioga a

una  enteroquelina  esterasa  (Lagos  y cols„  2001),  mientras  que  el  gen  mceE codifica

para   una   proteina   de   114   aminoacidos   sin   funci6n   asignada,   pero   que   presenta

identidad   con   Mchs4,   una   protefna   del   sistema   de   MccH47   que   promueve   la

producci6n de enteroquelina (Lagos y cols„ 2009).

Los   genes   mceG   y   mceH   constituyen   una   unidad   transcripcional   y   se

encuentran  involucrados en  la  exportaci6n de  la  mccE492.  El gen  mceG codifica  para

una proteina de 698 aminoacidos que tiene alta identidad con  los transportadores ABC
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del  sistema  exportador  de  tipo  I.  El  gen  mceH  codifica  para  una  proteina  de  413

aminoacidos  que  corresponderia  a  la  proteina  accesoria  del  sistema  de  exportaci6n

(Lagos y cols.,  2001).

El  gen  mceF es  el  tlltimo  gen  del  sistema  productor de  [a  microcina  y  codifica

para  una  proteina  que  posee  un  750/o  de  identidad  con  la  proteina  McmM  de  los

sistemas de  las  microcinas  H47 y M  (Lagos y cols.,  2009).  No  se  ha  determinado atln

experimentalmente  una funci6n  para  esta familia  de  proteinas  debido  a  que  no  existe

un fenotipo  claro  asociado  a  la falta  de esta  protefna.  Sin  embargo,  se  ha  encontrado

sjmilitud de esta  proteina con  la familia de las prenil  proteasas (Lagos y cols., 2009).

1.2.3. Mecanismo de acci6n de la mjcrocina E492.

Para  ejercer  su  acci6n,  la  microcina  debe  cruzar  la  membrana  ex{erna  de  las

c6Iulas sensibles y traslocarse al espacio  periplasmatico a trav6s  de los  receptores de

sider6foros  tipo  catecol  FepA,  Fiu  y  Cir (S{rahsburger y cols.,  2005).  Estos  receptores

reconocen   a   la   mccE492   modificada,   proceso  que  se   lleva  a   cabo  gracias  a   los

productos  de  los  genes  de  la  maduraci6n  mcec/J  (Figura  2)  (Thomas  y  cols.,  2004;

revisado en Lagos y cols., 2009).

Una vez dentro del  periplasma de  la c6lula sensible,  la mccE492 necesita de la

proteina  TonB  para  ejer;er su  acci6n  bactericida  en  la  membrana  interna  (Pugsley  y

cols.,   1986;   Lagos  y  cols.,  2001).  TonB  es  una  pro{efna  de  239  aminoacidos  cuya

funci6n  es transducir la  energia de  la  membrana  in{erna a  la  membrana  externa de  la

c6lula,  que  participa  en  el  transporte  activo  de  diversos  sider6foros,  metales  y  otros

nutrientes   (Postle   y   Kadner,   2003).   Esta   transducci6n   de   energia   involucraria   el

acoplamiento de TonB al gradiente de protones en la membrana intema de la c6lula, y

el  posterior cambio  conformacional  que se  produciria  en  la  proteina TonB y que  haria
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Figura 2. Mecanismo de acci6n de la microcina E492.

La microcina modificada post-traduccionalmente puede entrar a  la celula blanco a traves de los
receptores  de  sider6foros  FepA,  Flu  y  Cir,  mientras  que  la  microcina  no  modificada  no  puede
hacerlo  debido  a  que  no  es  reconocida  por  estos  receptores.   La  microcina  se  trasloca  al
periplasma  con  ayuda  del  complejo  TonB/ExbBD,  y  luego  se  inseha  en  la  membrana  interna,
formando el  poro que produce la despolarizaci6n de la membrana  intema.  El comp[ejo proteico
ManYZ es esencjal para la actividad bactericida de la mcoE492, ya que se cree que actda como
una chaperona para las bacteriocinas en la membrana intema de la celula blanco.  La presencia
de  la  protelna  de  la  inmunidad  (MceB)  impide  que  la  microcina  lleve  a  cabo  su  actividad
bactericida  a  traves  de  un  mecanismo  que  adn  no  se  encuentra  dilucidado.  ME:  Membrana
Externa; P: Periplasma;  Ml: Membrana lnterna.



posible  la  interacci6n  de  esta  proteina  con  los  receptores  presentes  en  la  membrana

externa (Postle y Held, 2002).

Esta  proteina  tiene  tres  dominios:  el  dominio  amino  terminal  (aminoacidos  1-

65),  que  ancla  la  proteina  a  la  membrana  interna  de  la  c6lula;   un  dominio  rico  en

residuos  de  prolina  (aminoacidos  66-102),  que  se  encuentra  en  el  periplasma;  y  el

dominio carboxilo terminal (103-239), que interactuaria con los receptores presentes en

la membrana externa (Larsen y cols., 2003; Postle y Kadner, 2003).

Para  la  transducci6n  de  la  energfa,  TonB  necesita  de  las  proteinas  ExbB  y

ExbD,  que  se  localizan  en  la  membrana  interna de  las  celulas  (Larsen  y cols.,1999).

Este  complejo  entregaria  energia  a  los  transportadores  presentes  en  la  membrana

ex{erna,  para  que  de  esta  forma  puedan  movilizar  los  sustratos  has{a  el  periplasma

(Postle y Kadner, 2003).  No esta claro el mecanismo por el cual ocurre la transferencia

de  energia,  ni  tampoco  las  interacciones  de  las  proteinas  o  su  estequiometria  en  el

complejo. Lo cierto es que ExbB y ExbD son necesarias para que ocurra el transporte y

que contribuyen a la estabilidad de TonB (Ahmer y cols.,1995).

Otra proteina esencial para la acci6n bactericida de la mccE492 es ManYZ, que

corresponde   a   un   complejo   proteico   que  forma   parte   del   sistema   de   la   manosa

permeasa.  Mutantes en  ManYZ son  resistentes a  la acci6n  bactericida  de la  mccE492

(Bieler  y  cols.,  2006).  Se  cree  que  este  transportador  estaria  actuando  como  una

especie de chaperona  para  las bacteriocinas en  la  membrana  citoplasmatica  (Lagos y

cols., 2009).

Cuando  la  mccE492  se  inserta  en  la  membrana  citoplasmatica  de  la  c6lula

sensible,   forma   canales   i6nicos  que   llevan   a   la  despolarizaci6n   de   la   c6Iula,   a   la

p6rdida  del  potencial  de  membrana y a  una  reducci6n  dfastica  de  los  niveles  de ATP
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(de Lorenzo y Pugsley,1985;  Lagos y cols„  1993;  Baeza,  2003;  Destomieux-Garz6n y

cols.' 2003).

1.2.4. Proteina de inmunidad a la microcina E492.

La  inmunidad a  la mccE492 es conferida  por la proteina MceB,  que se expresa

de  forma  coordinada  con  el  gen  estructural  de  la  microcina.  Esta  proteina  tiene  95

residuos aminoacidicos y una masa te6rica de 11,5 kDa (Lagos y cols.,1999).

Existen dos mecanismos  de acci6n  reportados para  proteinas de inmunidad de

sistemas  de  colicinas  formadoras  de  poro:  una  interacci6n  directa  con  la  colicina,  lo

que inactiva  la funci6n formadora de  poro de  la colicina,  y/o  interacci6n con  el aparato

de traslocaci6n de la colicina,  bloqueando su importaci6n o inserci6n (Geli y Lazdunski,

1992; Cramer y cols.,1995). El mecanismo de acci6n mss probable de MceB implicaria

una  interacci6n con  el  complejo TonB-ExbBD,  para de esta forma  impedir la  inserci6n

correcta  de  la  mccE492  en  la  membrana  interna.  Esto  explicaria  mejor por qu6  bajos

niveles   de   expresi6n   de   MceB   confieren   protecci6n   a   la   mccE492,   ya   que   la

probabilidad  de  encuentro  y  asociaci6n  con  el  aparato  de  traslocaci6n  seria  mayor

(Baeza, 2003).

De  acuerdo a  perfHes de  hidropatia  la  proteina  de  inmunidad  corresponderia  a

una    proteina    integral    de    membrana    con    tres    regiones    transmembrana,    que

comprenden  los  aminoacidos  1  a 21,  35 a 55 y 66 a  90  (Baeza,  2003).  Programas de

predicci6n  de  topo[ogia  de  proteinas  de  membrana  sugieren  que  su  extremo  amino

terminal se encontraria ubicado hacia el periplasma, mientras que su extremo carboxilo

terminal estaria en el citop]asma de la celula (Figura 3) (Baeza, 2003).

Experimentos previos realizados en este laboratorio de mutagenesis al azar con

hidroxilamina del  gen mceB permitieron  aislar dos  mutantes con fenotipo ;ensib]e a  la
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Figure 3. Secuencia aminoacidica de la protefna MceB y predicci6n de su topologia en la
membrana citoplasmatica.

A) Secuencia aminoacidica de la protelna  MoeB.  En  rojo se muestra  la  region  correspondiente
al lcop citoplasmatico, en azul el loop periplasmatico y en negrita las h6lices transmembrana.  8)
Este modelo fue creado a partir de los datos que se encuentran en Baeza, 2003.  Las mutantes
puntuales que producen un fenotipo sensible a La microcina se encuentran indicadas. Se usaron
fambien los programas Tmpred (Hoffrnan y Stoffel,1993), Toppred (Claros y von  Heijne,1994)
y SOSUI  (Hirokawa y col,  1998).
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microcina:  una  mu{ante con  un  cambio  puntual de  un  residuo de alanina  por valina en

la  posici6n  17  (MceB  A17V),  y  otra  en  la  posici6n  77  (MceB  A77V).  La  mutaci6n  en

ambos   casos   es   conservada,   pues   tanto   alanina   como   valina   son   aminoacidos

hidrof6bicos,  pero difieren en el tamafio de la cadena lateral.  De acuerdo a  los perfiles

de hidrofobicidad,  los cambios estarfan ubicados en las regiones transmembrana de la

proteina.  La  predicci6n  topol6gica  de  estas  mutantes  indican  que  no  se  producirian

cambios en la estructura de la proteina, por lo que las mutaciones estarfan afectando la

interacci6n con otras proteinas en la membrana, Ia cual seria necesaria para que MceB

cumpla  su  funci6n.  Atin  cuando  las  mutaciones  son  conservadas,  al  realizar ensayos
)

para determinar la sensibilidad a la mccE492,  MceB A17V present6 mayor sensibilidad

a  la mccE492 que  la mutante MceB A77V.  Este resultado  indica que la  mutaci6n en la

helice  amino  terminal  de  la  proteina  de  inmunidad  presenta  un  efecto  mayor  (100

veces) sobre la acci6n protectora que la mutante puntual en la h5lice carboxilo terminal

(Baeza, 2003).

Para  determinar  si  esta  p6rdida  de  actividad  protectora  en  las  mutantes  de

MceB se deb fa a  la  interacci6n  con TonB, se  buscaron  mutantes en TonB capaces de

compensar  el  fenotipo  sensible  a   la   mccE492  de   MceB  A17V  y  MceB  A77V.   Se

obtuvieron   tres   mutantes   compensatorias   en   TonB.    Dos   mutantes   presentaban

codones  de  t6rmino  que   llevarian   a   la   producci6n   de   una   proteina  TonB   trunca,

correspondientes  a  los  primeros  42  aminoacidos  (TonB A43-239),  y  108  aminoacidos

(TonB    A108-239),    y    por    lo    tanto     presentarian     las    regiones    citoplasmatica,

transmembrana y una pequefia fracci6n rica en residuos de prolina.  La tercera mutante

present6  un  cambio  puntual  de  una  serina  por  una  leucina  en  la  posici6n  16  (TonB

S16L).  que estaria  en  la  regi6n  transmembrana  de  la  proteina TonB.  Estos  resultados
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apoyan   la   hip6tesis   de   una   interacci6n   entre   las   proteinas   MceB   y  TonB   en   el

mecanismo de acci6n de la inmunidad ante la mccE492,  y tambi6n sugiere que solo la

region amino terminal de TonB estaria implicada en es{a interacci6n (Baeza, 2003).

Si el  mecanismo de acci6n de la proteina de inmunidad a la mccE492 involucra

una interacci6n con TonB, esto podria ocuri.ir de dos formas.  La primera implica que la

interacci6n de estas dos proteinas inhibirra la interacci6n de TonB con la mE492,  por lo

que  6sta  no  podria  jnsertarse  en  la  membrana  citoplasmatica.  A[ternativamente,  la

uni6n  de  MceB con TonB  podria  ayudar a que  la  proteina de  inmunidad  se  ubique de

forma  tal  que  pueda  interactuar  con  la  mccE492,  y  de  esta  forma  impedir  su  acci6n

baclericida.  Es  posible  que  tambi6n  exista  una  mezcla  de  ambos  mecanismos.  Esta

mezcla  podrla  explicar  las  diferentes  sensibilidades  de  las  mutantes  MceB  A17V  y

MceB   A77V,   ya   que   implicaria   que   estas   mutaciones   podrian   afectar   distintas

interacciones  de  MceB:  por  un  lado  la  interacci6n  con  TonB  y  por otro  la  interacci6n

con  la  mccE492.  De ser asf ,  MceB interactuaria con  la  mccE492  una vez que esta ya

se  ha  insertado  en  la  membrana  interna  (Baeza,  2003).  Este  mecanismo  fue  descrito

para  la  inmunidad  a  la colicina  E1  (Cramer y Song,1991;  Lindeberg y Cramer,  2001) y

para la colicina A (Espesset y cols.,1996).

1.3. Estudio de [a topologia de proteinas de membrana.

Existen  pocos  metodos para generar cristales tridimensionales  de  proteinas de

membrana  y  estos  son  complejos,  por  lo  que  se  han  producido  considerablemente

menos   estructuras   cristalogfaficas   de   proteinas   de   membrana   que   de   proteinas

citoplasmaticas.   Por  lo   tanto,   se   emplean   metodos   alternativos   bioquimicos   y  de

predicci6n para obtener informaci6n acerca de la estructura de proteinas de membrana
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(Van  Geest y Lolkema, 2000). Adn  cuando las  proteinas de membrana tienen distin{os

{amafios y formas, todas se rigen per principios comunes debido al ambiente lipidico en

el  que  se  encuentran  sumergidas.  Un  aspecto  muy  importante  en  el  estudio  de  las

protefnas   de   membrana   es   su   topologia,    es   decir,    el    ndmero   de   segmentos

transmembrana  que  tiene  y su  orientaci6n  en  la  membrana  (Daley y cols„  2005).  Las

restricciones  fisicoquimicas  impuestas  por  e]  ambiente  lipidico  entregan  un  metodo

simple    para    predecir   la    topologia,    porque    las    predicciones    se    basan    en    dos

observaciones  principales:   las  a  h6lices  transmembrana  son  muy  hidrof6bicas,  y  la

distribuci6n   de   cargas   de    los   "loops"   hidrofilicos   que   conectan    los   segmentos

transmembrana  siguen  la  regla  de  "positivos  adentro",  que  afirma  que  los  "loops"  no

traslocados  tienen  mayor  cantidad  de  residuos  cargados  positivamente  en  relaci6n  a

los   "loops"   traslocados   (von   Heijne,   1992).   La   primera   observaci6n   se   usa   para

identificar los  segmentos  transmembrana  en  una  secuencia  aminoacidica a  trav6s  del

analisis  de  la  hidrofobicidad  de  los  residuos,  y  la  segunda  se  usa  para  predecir  la

orientaci6n {otal de la proteina en la membrana (Van Geest y Lolkema, 2000).

Para verificar modelos predichos de la topolog[a de proteinas de membrana,  es

necesario  comprobar la  existencia  de  los  segmentos  transmembrana  y  la  localizaci6n

de los "loops" hidrofilicos en los distintos compartimentos celulares.  La naturaleza de la

membrana   lipidica,   Ia   estruc{ura   de   las   protefnas   y   la   capacidad   de   modificarlas

gen6ticamente ha permitido el desarrollo de t6cnicas bioquimicas y moleculares que se

usan para establecer la topologia de las proteinas de membrana.

Una  t6cnica  muy  usada  consiste  en  identificar  regiones  de  la  proteina  que  se

encuentran  en  zonas  opuestas  de  la  membrana  citoplasmatica,  y  dentro  de  estas

zonas,  blancos  especificos  como  sitios  de  N  - glicosilaci6n,  residuos  cisteina  o  sitios
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proteoliticos.  Debido  a  la  impermeabilidad  de  la  membrana  a  moleculas  hidrofilicas,  la

accesibilidad de distintos reactivos a estos blancos especificos entrega una idea de su

ubicaci6n  en  distintos  lados  de  la  membrana.  Otra  t6cnica  consiste  en  usar fusiones

traduccionales,  en  las cuales  una  mol6cula  reportera se fusiona a  una de las  regiones

hidrofilicas de  la  protefna  de  membrana.  Los  reporteros que se  utilizan  son  moleculas

cuyas  propiedades  dependen  de  su  ubicaci6n  subcelular.  El  gen  que  codifica  para  la

mol6cula  reportera  se fusiona  en  distintas zonas  del  gen  que  codifica  para  la  proteina

de membrana, y las propiedades de la  proteina de fusi6n resultante muestra hacia qu6

lado  de  la  membrana  citoplasmatica  se  localiza  el  reportero  (Van  Geest  y  Lolkema,

2000).

Existen   tres   reporteros   que   se   usan   comdnmente   para   hacer  fusiones   en

proteinas   de   c6lulas   procariontes:   la   fosfatasa   alcalina,   la   P-lactamasa   y   la   P-

galactosidasa. La fosfatasa alcalina (PhoA) es codificada por el gen phoA, y s6lo puede

plegarse   en   su   conformaci6n   enzimaticamente  activa   cuando   se   encuentra   en   el

periplasma  (Rapp  y  cols.,  2004).  En  el  periplasma  de  la  celula,  la  parte  madura  de

PhoA se oxida,  lo que permite que las cistefnas formen puentes disulfuro,  gatillando el

plegamiento  correcto  de  la  proteina.  Este  proceso  se  completa  con  la  formaci6n  del

dimero,  generando  el  complej.o  proteico  activo  (Lehane  y  cols.,  2005;  Van  Geest  y

Lolkema, 2000).

La   a-lactamasa   es   una   protelna   codificada   por  el  gen   b/a  (Van   Geest  y

Lo]kema,  2000) que  cataliza  la  hidr6Iisis  de  anillos  P-lactamicos,  que  es  una clase  de

antibi6ticos  que  tiene  como  blanco  las  enzimas  encargadas  de  [a  biosfntesis  de  la

pared  celular que  se  encuentran  en  el  periplasma.  Por  lo  tanto,  la  P-lactamasa  debe

exportarse  al  periplasma  para  proteger a  la  bacteria  del  antibi6tico.  Esto significa  que
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cuando  se  encuentra fusionada  a  otra  proteina,  la  resistencia  a  P-lactamicos se  usa

como indicador de exportaci6n al periplasma (Mccann y cols., 2007).

La Pngalactosidasa (Lacz) es una enzima tetram6rica que se usa generalmente

de  forma  complementaria  a  la  fosfatasa  alcalina.   Esta   proteina  presenta  actividad

enzimatica  cuando  se  localiza  en  el  citoplasma  de  las  celulas.  Se  ha  descrito  que

cuando se encuentra bajo el control de una sefial de exportaci6n queda atrapada en la

membrana,  y  no  se  pliega  correctamente.  For  lo  tanto,  fusiones  de  esta  proteina  a

regiones   periplasmaticas   de   proteinas   de   membrana   son   inactivas,   mientras   que

fusiones  a  dominios  citoplasmaticos  son  activos  (Van  Geest  y  Lolkema,  2000).  Para

determinar la actividad de la a-galactosidasa,  se utilizan sustratos cromog6nicos como

X-Gal (5-bromo4-cloro-3-indolil-galactopiran6sido) o ensayos espectrosc6picos.

Experimentos  previos  de  mutag6nesis   por  transposici6n   con   un  transpos6n

derivado de Tn5 que contiene el gen phoA sin su promotor (TnphoA) realizados en este

laboratorio  indican  que  mutantes  por  inserci6n  en   los  cuales  la  inserci6n  de  PhoA

ocurri6  en  la  region  de  la  proteina  de  inmunidad  que  se  encontraria  en  el  periplasma

tienen  actividad  fosfatasa  alcalina  tanto  en  ensayos  sobre  placas  como  en  medio

liquido  (Baeza,  2003).  Esto  concuerda  con  el  modelo  predicho  de  la  topologia  de  la

proteina  MceB  en  la  membrana  citoplasmatica.  Sin  embargo,  las  secuencias  de  DNA

obtenidas a  partir de estas fusiones muestran  que  la  inserci6n  del  gen de  la fosfatasa

alcalina  no ocurri6 en el  marco de  lectura apropiado,  lo que significa  que al  traducirse

quedaria fuera  de fase.  Por lo tanto,  la  existencia de la  actividad fosfatasa alcalina  no

pudo ser atribuida a la fusi6n, sino mas bien a un artefacto experimental.

En esta memoria de titulo se estudi6 la topologia que presenta la proteina de la

inmunidad MceB en la membrana citoplasmatica de las c6lulas, a traves de fusiones de
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esta  proteina  con  i-galactosidasa.  Las  fusiones  no  se  realizaron  por transposici6n  al

azar,  sino  mediante  PCR  se  hizo  la  construcci6n  dirigida  en  las  distintas  regiones

hidrofilicas de  la  proteina de  inmunidad.  Es decir,  se construyeron  mutantes en  donde

MceB  se  encontraba  fusionada  a  P-galactosidasa  en  el  termino  de  la  primera,  la

segunda,  y la  tercera  helice transmembrana  predichas.  De  esta forma,  se  identific6  la

orientaci6n  del  extremo  carboxilo  terminal  de  la  proteina  de  inmunidad  y  del  primer

"loop"  hidrofilico,  y  con  esto  la  topologia  de  la  proteina  completa  en  la  membrana

interna.   Ademas,   se   prob6   la   efectMdad   de   es{as   fusiones   como   proteinas   de

inmunidad de la mccE492.
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HIP6TESIS

A partir de estos antecedentes  bibliogfaficos,  se puede postular que /a profe/'na

MceB es una prcteina integral de membrana que posee tres regiones transmembrana,

con  su  extremo  amino  terminal  ubicado  hacia  el  periplasma  y  su  extremo  carboxilo

terrhinal   en   el   citoplasma   de   la   c6Iula.   Ademas,   esta   proteina   cumple   su   labor

protectora a trav6s de sus helices transmembrana, que interactuarian con TonB y/o la

mccE492 y tendrian  un  distinto  nivel  de  imporiancia  en  estas  interacciones. Esho  se

puede  afirmar  a  que  una  mutaci6n  puntual  conservada  de  un  residuo  en  la  helice

amino terminal de la  protefna presenta un mayor efecto sobre la acci6n  protectora que

la  mutante puntual en la h6]ice carboxilo terminal.

Si  las  afirmaciones  antes  mencionadas  son  correctas,  se  espera  que  la fusi6n

de  MceB  con  Lacz tanto  en  el  primer "loop"  de  MceB  como  en  el  extremo  C-terminal

presenten   actividad  P-galactosidasa.  Adicionalmente  se  espera  que  estas  fusiones

tengan diferentes grados de protecci6n a la mccE492.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar experimentalmente  la  topologia  de  MceB,  la  pro{eina de  inmunidad

a  la  mccE492 en  la  membrana  citoplasmatica  de  las  c6lulas  productoras y estudiar la

importancia de cada una de sus h6lices en su funci6n protectora.

Objetivos Especificos

1.   Creaci6n  de  una  proteina  MceB  fusionada  con  Pngalactosidasa  en  su  extremo

carboxilo terminal.

2.  Creaci6n  de  una  proteina  MceB  con  una  deleci6n  de  los  dltimos  40  aminoacidos

fusionada con P-galactosidasa.

3.  Creaci6n  de  una  proteina  MceB  con  una  deleci6n  de  los  tlltimos  74  aminoacidos,

fusionada con P-galactosidasa.

4.  Caracterizaci6n de las fusiones  obtenidas,  a  trav6s de ensayos de sensibilidad  a  la

mccE492 y secuenciaci6n.

5.   Caracterizaci6n   de   las   fusiones   obtenidas,   a   trav6s   de   la   actividad   de   la   a-

galactosidasa en placa.

18



MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos

Las enzimas de restricci6n IVofl y Fsel,  los marcadores de  peso molecular para

fragmentos  de  ADN  de  escala   100  pb  y  lkb,  y` Ia  enzima   DNA  Ligasa  T4  fueron

compradas en New England Biolabs (lpswich,  MA, Estados Unidos).

La  enzima  polimerasa  de ADN  Taq y  los  partidores  diseFiados  en  este  trabajo

fueron comprados en lnvitrogen (Carlsbad, California, Estados Unidos).

La  enzima  polimerasa  de  ADN  Pfu  fue  comprada  en  Stratagene  (California,

Estados Unidos).

Los   desoxirribonucle6tidos   trifosfato   fueron   comprados   en   Omega   Bio-Tek

(Estados  Unidos).

Las   membranas   de   nitrocelulosa  VSWP025000   utilizadas   para   remover  las

sales de los acidos nucleicos antes de electroporar se compraron en Millipore (Estados

Unidos).

La agarosa fue comprada en  Fermelo Biotec (Santiago,  Chile).

El cloramfenicol fue comprado en Andr6maco (Santiago, Chile).

La triptona y el extracto de levadura fueron comprados en  Mo  Bio Laboratories,

lnc.  (Carlsbad,  California,  Estados Unidos).

EI  cloruro de sodio,  hidr6xido de sodio,  azul de  bromofenol,  cloroformo,  alcohol

isoamilico,  etanol,  metanol,   isopropanol,  acetonitri[o  y  per6xido  de  hidr6geno  fueron

comprados en Merck ( Darmstadt, Alemania).
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La  tiamina,  acido  p~cumarico,  TEMED,  glucosa  y  tricina  fueron  comprados  en

Sigma Chemical  Co (St.Louis,  Missouri,  Estados Unidos).

Los reactivos de grado tecnico:  el acido ac6tico, el etanol,  el metanQI y el acido

clorhfdrico se compraron en TCL (Santiago, Chile).

Los  casaminoacidos  y  el  agar  se  compraron  en   Becton  (Sparks,   Maryland,

Estados Unidos).

La bisacrilamida se compr6 en Bioworld (Atlanta, Estados Unidos).

Los   reactivos   EDTA,   Tween   20,   glicerina,   glicerol,   X-Gal   y   fenol   fueron

comprados en Winkler Ltda.  (Santiago,  Chile).

Las  cube{as  para  la electroporaci6n  se compraron  en  BioRad  Laboratories  lnc.

(Hercules,  California,  Estados  Unidos).

La Silica Gel 100-C18 fue comprada en Waters Corporation (Estados Unidos).

El  kit  para  la  cuantificaci6n  de  proteinas  Micro  BCA"  Protein  Assay  Reagent

Kit fue comprado en Pierce Chemical Company (Rockford, IL,  Estados Unidos).

El  tris  y  la  glicina  se  compraron  en  U.S.  Biological  (Swampscott,  MA,  Estados

Unidos).

2.1.2. Cepas bacterianas

En  la  tabla   1   se  describen  las  distintas  cepas  de  E.  co//.  utilizadas  en  este

trabajo.

2.1.3. Plasmidos y vectores

En  la tabla  2 se  describen  los distintos  plasmidos  y vectores  utilizados en  este

trabajo.
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Tabla 1. Cepas de E. co//. utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Fuente

BW25113
miB DElacz4787 HsdR514 DE(araBAD)567

Colecci6n Keio
DE(whaBAD)568 nph-1

BL21 F ompT ga/ [c/cm] [/on] AsdsB (re-mB-) Novagen

DH5cl
supE44A/a;U169(®80/aczAM15)hsdR17

Hanahan,1983.recAI endAI gyrfu96 thi-1  relAI

Tabla 2. Plasmidos y vectores utilizados en este trabajo.

Plasmidos Caracte risticas re[evantes Fuente o referencia

pACYC184 Plasmido de prop6sito general CmR y TetR Chang y Cohen,1978.

pJEM15

Derivado de pJAM229, portador de los

Wilkens y col.,  1997.
determinantes geneticos de la microcina E492,

S°ubnr%rg°::Cntt°or8:/T::E2#::::.::epE;.a;'#Rde

PBA-Lacz

Derivado de pACYC184, portador de un segmento
Colecci6n laboratorio,de 1  kb Fsel-rvofl del sistema de la mccE492 (genes

mceBAypr;:fp.tars:FLuer,a:);:/uanczr.a8:Rnt°de3kb Guti6rrez y Tello, 2009
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2.1.4. Partidores

En la tabla 3 se describen los partidores utilizados en este trabajo.

2.2. M6todos

2.2.1. Medios de cultivo

Ca/do Lur/.a /LB/.. Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L,  Nacl  10 g/L,  NaoH

3,5 mM.

MecJ/.o M/'n/.mo M9.. Na2HP04 6 g/L,  KH2P04 3 g/L, Nacl 0,5 g/L, NH4Cl  1  g/L.

Medio    M9    suplementado..    El    medio    M9    se    suplement6    con    Cac12   0,1    mM,

Mgs04x7H20 2 mM,  citrato de sodio 0,2% p/v, tiamina  1  g/ml, casaminoacidos 1  mg/ml

y glucosa 0,2% p/v.

P/acas de agar.. Se prepararon las placas con medio LB y 1,50/o p/v de agar agar.

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

P/acas c/e c6spec/.. Sobre placas de agar se esparcieron 4 mL de agar blando fundido

en  el  que  se  incluy6  100  uL  de  un  cultivo  bacteriano  crecido  hasta fase estacionaria.

Las  cepas  bacterianas  que  portan  plasmidos  recombinantes  y/o  transposones  con

resistencia a antibi6ticos se crecieron en medic liquido o en placas suplementadas con

los  antibi6ticos  correspondientes,  que  se  utilizaron  a  las  siguientes  concentraciones

finales:    ampicilina    100    ug/mL,    cloranfenicol    50    ug/mL,    tetraciclina    10    ug/mL,

kanamicina 50 ijg/mL,  estreptomicina  10  ug/mL y el acido nalidixico a  10  ug /mL.  Estos

fueron preparados segtln lo descrito por Sambroock y cols. (1989).
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Tabla 3. Partidores utilizados en este trabajo en las reacciones de PCR y secuenciaci6n.

Partidor Secuencia (5' -> 3')

MceBcomp-Fus CGGAITAATGGCGGCCGCTACCATTTCTCTCATTCITAGCTCC

MceBper-Fus CITAGCGTTTGCGGCCGCTACCATACAclllTGTTAATGGAT

MceBcit-Fus GACTACAGTAGCGGCCGCTACCMTGATACAGAACGCCATGA

Mcc  Fus   F ACAGGAGAAATCTAGAGGCCGGCCGGCCAATAAAGAGMTACGC

RL1 CGGATAAAACATATGACATTAcllTCATTTGG

RL2 AAAGCAAGAATTCAGTCCTllTGACTAATTCT

Lacz Pelican R CGGTACTTCAGGCGCGCCACCTTATTTTTGACACCAGACCA

Bma30 AGTAAAITCTATCCGTAGAGAACGCGAAAC

Bma20 TGCCCAAITAAGGTAGTTGACG

Subrayados se encuentran los sitios de restricci6n para IVo!l, y en negrita el sitio Fsel.

23



2.2.2. T6cnicas moleculares

Los procedimientos de biologra molecular no detallados, como el ais[amiento de

ADN     gen6mico     y    plasmidial,     la     preparaci6n     de     c6lulas     electrocompe{entes,

transformaci6n  mediante  electroporaci6n,  digesti6n  con  enzimas  de  restricci6n,  PCR,

etc.,  se realizaron  utilizando m6todos estandarizados (Sambrook y col.,  1989;  Ausubel

y col.,1992).

2.2.3. Purificaci6n de microcina E492

La   mccE492   utilizada   en   este   trabaj.o  fue   cedida   por  Daniela   Mufioz,   y  el

protocolo  de  purificaci6n  que sigui6 fue el  que  se  utiliza  en  este  laboratorio  para  altas

cantidades  de  mccE492.  Se  activaron  50  g  de  Silica  Gel   100-C18  con  300  mL  de

acetronitrilo  100% y se mantuvo con agitaci6n a 4°C durante toda una noche.  La resina

se  dei.6 decantar por 30  mjnutos  y se  retir6  el acetonitrilo,  agregando  en  su  lugar 300

mL de agua nanopura.  Se centrifugaron a 8000 g durante 30 minutos 4 litros de cultivo

de la cepa productora crecida en medio M9 suplementado con citrate y glucosa a 37°C

y  en  agitaci6n  de  220  rpm,  y  el  sobrenadante  fue  filtrado  a  traves  de  un  filtro  de

polietersulfona a la temperatura de 4°C.  Posteriormente, se agreg6 la resina activada y

se agit6  por 20 minutos a 4°C.  El  contenido se filtr6 en un embudo Btlchner que tenia

un  papel  filtro  y  que  se  encontraba  acoplado  a  un  matraz  kitasato,  utilizando  presi6n

negativa.  .La   resina  fue   lavada   con   100   mL  de   metanol   y   luego   con   100   mL   de

acetonitrilo  250/o.  La  mccE492  fue  eluida  con  lavados  sucesivos  de  acetonitrilo  30°/o,

4o°/o,5o°/a,60%,70°/oy100°/a.
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2.2.4. Cuantificaci6n de microcina E492

La   concentraci6n   de   la   mccE492   utilizada   en   este   trabajo   se   determin6

utilizando  el  kit  Micro  BCA  Protein  Assay  Reagent (Pierce)  siguiendo  las  indicaciones

del fabricante y usando como estandar el BSA del mismo kit.

2.2.5.  Construcci6n de fusiones traduccionales entre  la proteina de inmunidad a

la microcina (MceB) y la proteina P-galactosidasa (Lacz)

La   proteina   MceB  fusionada   con   Pngalactosidasa   en   su   extremo   carboxilo

terminal se obtuvo realizando  un  PCR con el plasmido PBA-Lacz como templado y los

partidores MceBcomp-Fus y Mcc_Fus  F;  la proteina trunca  MceB A55-95 utilizando los

partidores  MceBper-Fus  y  Mcc_FusF;  y  la  proteina  trunca  MceB  A21-95  se  obtuvo

utilizando los  partidores MceBcit-Fus y Mcc_Fus F (Tabla 3).  Las condiciones de estas

reacciones de PCR fueron:  15 minutos de denaturaci6n a 95°C, seguidos por 25 ciclos

de  60  segundos  de  denaturacion  a  95°C,  60  segundos  de  apareamiento  a  38°C  y  4

minu{os  de  elongaci6n  a  70°C,  seguidos  por  una  elongaci6n  final  de  70°C  por  10

minutos.  Los  productos  de  PCR  presentan  sitios  de  restricci6n  para  Fsel  y  IVofl,  y

fueron digeridos con estas enzimas usando protocolos indicados por los fabricantes.  EI

plasmido  PBA-Lacz,  que  presenta  estos  sitios  de  restricci6n,  fue  digerido  con  estas

enzimas  para  luego ser ligado  con  los  productos de  PCR.  Estos  productos de  ligaci6n

se utilizaron para la electrotransformaci6n en E.co//. BW25113 (lacz:), y la selecci6n de

las   c6lulas  que   expresaban   esta   construcci6n   se   realiz6   en   placas  de   medio   LB

suplementadas con cloramfenicol y el reactivo cromog6nico X-Gal.
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2.2.6. Caracterizaci6n de las fusiones traduccionales mediante PCR

Se aisl6 ADN  plasmidial de clones seleccionados  para ambas construcciones y

se  realizaron  reacciones de  PCR en  las  que se  usaron  las  parejas de  partidores  RL1-

RL2 y  RL1-Lacz Pelican  R (Tabla  3).  Los productos de  la  reacci6n  RL1-Lacz  Pelican

R fueron resueltos en geles  1% de agarosa, en tanto que para los productos obtenidos

con RL1-RL2 se utiliz6 2,5°/o de agarosa.

2.2.7.   Ensayos   de   actividad   bactericida   sobre   las   fusiones   traduccionales

obtenidas

2.2.7.1. Ensayo de formaci6n de halo de inhibici6n de crecimiento

Para determinar si las cepas obtenidas presentan sensibilidad a la mccE492, se

hicieron  cespedes  de  bacterias  sobre  placas  de  agar  LB  con  3  mL  de  agar  blando,

inoculando  con  alieuotas  de  100  uL  de  cultivos  celulares  de  E.co//.  liquidos  en  fase

exponencial  crecidos  en  LB  suplementado  con  el  antibi6tico  correspondiente.  Sobre

estos  c6spedes se  ensay6  Ia  actividad  bactericida  de  3  uL de  una  diluci6n  seriada  en

base 2 de mccE494 con una concentraci6n inicial de 100 LIg/mL.  Despues de incubar a

37°C por 20  horas,  la  actividad  bactericida fue visualizada  como  un  halo de  inhibici6n

de crecimiento

2.2.7.2. Ensayo de sensibilidad a la microcina E492 en cultivos liquidos

Para realizar este ensayo de sobrevida, se centrifug6  1  mL de cultivo liquido de

las  cepas  de  intetes  (D06oo=  0,3  -  0,4)  a  13.000g  durante  3  minutos.  El  precipitado

obtenido fue lavado 2 veces con 1  mL de medio LB liquido fresco, y posteriormente fue

resuspendido    en    1    mL    de    medio    liquido    LB.    Alicuotas    de    100    uL    de    esta

homogeneizaci6n   fueron   mezcladas   con   100   uL   de   mccE492   purificada   con   una
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concentraci6n  final  de   100  ug/mL,  y  fueron  incubadas  por  20  minuto§  a  37°C.   Se

sembraron en  placas de agar LB alicuotas de 3  uL de estas  mezclas diluidas en  base

10  hasta 6 veces,  y se  incubaron  por 20  horas a 37°C.  La sobrevida de las celulas se

determin6 mediante el conteo de c6lulas viables.

2.2.8. Secuenciaci6n de las fusiones traduccionales

Una  vez  que  se  identificaron  clones  representativos  de  cada  construcci6n,  el

ADN   fue  secuenciado   utilizando   los   partidores   Bma30   y   Bma20   para   la   proteina

MceB::Lacz y para MceBA21 -95::Lacz, respectivamente.

2.2.9. Medici6n de la actividad de P-galactosidasa

Las     colonias    transformantes     se    sembraron     en     placas     de     agar    LB

suplementadas con cloramfenicol y el sustrato cromog6nico X-Gal,  para de esta forma

poder  observar  diferencias  entre  las  fusiones  que  expresan  a  la  Pngalactosidasa  de

forma  activa  (colonias  de  color  azul)  y  las  colonias  que  no  expresan  esta  actividad

(colonias de color blanco).
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RESULTADOS

3.1. Construcci6n de las fusiones traduccionales MceB::Lacz

Para  la  construcci6n  por PCR  de  las  fusiones  se  utiljz6  el  plasmido  PBA-Lacz

como  templado  y  los  partidores  MceBcomp-Fus  y  MccLFus  F  para  la  protefna  MceB

completa,  MceBper-Fus y MccLFus  F para la protefna trunca MceB A55-95. y MceBcit-

Fus y Mcc_Fus F para la proteina trunca  MceB A21-95.  Luego de la optimizaci6n de la

reacci6n, se obtuvieron productos de  PCR del tamafio esperado (780 pb, 670pb y 560

pb, respectivamente, figura 4).

Estos productos de PCR fueron digeridos de forma sucesiva con las enzimas de

restricci6n IVofl y Fsel, y los produc{os de digesti6n fueron observados en un gel 2,5%

de agarosa  (figura  5A).  El  plasmido  PBA-Lacz tambien fue  digerido  con estas  mismas

enzimas,  para de esta manera eliminar el fragmento de  lkb entre los sitios Fsel y IVofl,

que  contiene  la  regi6n  promotora  natural  de  los  genes  mceBA  y  a  los  genes  mceB y

mceA (figura 58).

Se  realiz6  una  reacci6n  de  ligaci6n  entre  el  plasmido  PBA-Lacz  digerido  con

Fsel   y  IVofl   y  las  distintas  versiones   de   la   protefna   MceB,   a  fin  de  obtener  la   8-

galactosidasa fusionada a  la  proteina  MceB  completa,  a  MceB A55-95 y a  MceB A21-

95 (Figura 6).  El disefio de las fusiones, tanto con la protei'na MceB completa como las

proteinas    MceB   truncas,    se   realiz6    u{ilizando    la    informaci6n   obtenida    con    los

programas  de  predicci6n  de  h6lices  transmembrana.  Asi,  Lacz  quedaria fusionado  al

dltimo  aminoacido  del  extremo  carboxilo  terminal  de  la  proteina  de  inmunidad,  lo  que

dejaria a la P-galactosidasa en el cifoplasma de la c6lula; en tanto que con la fusi6n
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F[gura 5. Patrones de digestl6n de las diferentes fiisiones MceB-Lacz.

A)  Patron  de  digestion obtenido  al  tratar los  productos de  PCR  con  las enzimas Feel  y  rvat  y
posterior electroforesis en del de agarosa al 2.5%.  Carril  1 :  MceB complete sin  digerir.  Carril 2:
MceB  completo  digerido con  Feel.  Carril  3:  MceB  complete digerido  con  Fsel  y  IVotl.  Carril  4:
MceB  A55-95  sin  digerir.   Carril  5:  MceB  A55-95  digerido  con  Feel.   Carril  6:   MceB  A55-95
digerido con  Fsel  y rvotl.  Carril  7:  MceB A21-95  sin  digerir.  Carril  8:  MceB A21-95  digerido  con
Fsel.  Carril  9:  PCR  de  MceB  A21-95  digerido  con  Fsel  y  IVofl.  Carril  MP:  Marcador de  peso
molecular,  escalera de 100 pb.  8) Patron de digestion obtenido al digerir el plasmido PBA-Lacz
con  las  enzimas  Feel  y  rved,  resuelto  con  un  gel  de  agarosa  al  1%.  Carril  1:  PBA-Lacz  sin
digerir.  Carril 2:  PBA-Lacz djgerido con rvotl.  Carril 3:  PBA-Lacz digerido con rvofl y Fsel.  Carril
MP: Marcador de peso molecular escalera de 1  kb.
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FigiJra 6. Dis®fto de los plasmidjes do esto traibajo.

Las construcciones se diseftaron a partir de PBA-Lacz, y representan las distintas versiones de
la protelna de inmunidad a la mccE492 fusionada al reportero Pqalactosidasa.
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MceB    A55-95    estaria    fusionada    al    dltimo    aminoacido    de    la    segunda    h6lice

trar)smembrana  de  es{a  proteina,  lo  que  significa  que'estaria  en  el  periplasma  de  la

c6lula;  y en  MceB A21-95  Lacz estaria fusionada al  dltimo  residuo  aminoacidico de la

primera  helice  transmembrana  de  MceB,  lo  cual  ubicarla  a  la  P-galactosidasa  en  el

citoplasma de la celula.

Los  productos  de  ljgaci6n  fueron  concentrados  antes  de  ser  utilizados  para

transformar la cepa de E.co//. BW25113.  Esta cepa presenta un genotipo lacz-, es decir,

no   produce   la   proteina   a-galactosidasa.   Las   transformantes   fueron   incubadas   en

placas de agar LB suplementadas con cloramfenicol, para seleccionar a las que habfan

incorporado   el   plasmido.   Se   observ6   un   nt]mero   significativamente   mss   alto   de

colonias   transformadas   con   las   construcciones   MceB::Lacz   y   MceB   A21-95::Lacz

respecto de MceB A55-75::Lacz, a pesar de que la concentraci6n de ADN usada en las

transformaciones   era    la    misma   que   para    las   otras   construcciones.   Todas   las

transforman{es  obtenidas  se  sembraron  a  continuaci6n  en  placas  de  agar  LB  con

cloramfenicol y el reactivo cromog6nico X-Gal.

3.2.   Caracterizaci6n  fenotipica   de   las  fusiones   MceB::Lacz,   MceBA55-

95::Lacz y IvlceB A21 -95::Lacz

Los  transformantes  obtenidos  fueron  sembrados  en  placas  LB  suplementadas

con cloramfenicol y X-Gal.  El reactivo X-Gal es sustrato de la enzima P-galactosidasa,

y  es  degradado  a  5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo,   que  es  un  producto  insoluble  de

color azul.  Por lo tanto,  si  las  c6lulas expresan  una enzima  P-galactosidasa funcional,

las colonias tendran color azul al ser sembradas en estas placas.

32



Luego de 18 horas de incubaci6n se observ6 que todas las colonias obtenidas a

partir  de  las  construccion6s  MceB::Lacz,  MceB  A55-95::Lacz  y  MceB  A21-95::Lacz

presentaban   coloraci6n   azul,   es   decir,   la   proteina   P-galactosidasa   era   capaz  de

reaccionar con el X-Gal (Figura 7).  Esto indicaria que en todas estas construcciones la

Pngalactosidasa  esta en el  citoplasma  de la  c6lula,  incluso  para  la  construcci6n  MceB

A55-95::Lacz,   en   la   cual   el   reportero  fue  fusionado  al   "loop"  periplasmatico  de  la

proteina  de  inmunidad.   Se  procedi6  entonces  a  verificar  la  correcta  construcci6n  y

expresi6n de es{as fusiones mediante los pasos que se describen a continuaci6n.

3.3.   Comprobaci6n  de   las  fusiones   MceB::Lacz,   MceB  A55-75::Lacz  y

MceB A21 -95: :Lacz

Se  escogieron  9  clones  al  azar  de  cada  una  de  las  construcciones  y  se  les

extrajo ADN plasmidial para comprobar el tamafio de los plasmidos presentes respecto

al plasmidio PBA-Lacz parental. AI resolver estos plasmidos en un gel de electroforesis

al  1%  de  agarosa  se  observ6  que  putativos  clones  para  MceB::Lacz  y  MceB  A21-

95::Lacz  presentaron  bandas  con   una   migraci6n  menor  a   la  del  parental,   que  es

compatible con  lo esperado  (Figuras  8A y 8C,  respectivamente),  pero  las  migraciones

encontradas  para todos los clones examinados en  la construcci6n  MceB A55-75::Lacz

fue  igual  a  la  del  plasmidio  PBA-Lacz  parental  (Figura  88).   For  esta  r.az6n,   no  se

prosigui6 con la caracterizaci6n de la construcci6n MceB A55-75::Lacz.

Los  clones  con  las  construcciones  MceB::Lacz  (clon  4)  y  MceB  A21-95::Lacz

(clones 3 y 4) que presentaron plasmidios con una migraci6n compatible a la esperada

fueron  analizados  mediante  digesti6n  con  la  enzima  Fsel,  para  linealizarlos  y  de  esta

manera  conocer su tamaiio. Al  compararlos  con  la banda  correspondiente al p.Iasmido
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Flgura  e.  Extraccl6n  d¢  ADN  plasm[dlal  d®  clones  al  azar  que  conti®nen  las  distjntas
construcciones, visua[izadas en 1®/a agarosa.

En cuadros de color rojo se encuentran los clones que presentan plasmidos con una migraci6n
compatible  al  esperado.  A)  Clones  obtenidos  a  partir  de  transformaci6n  con  la  construcci6n
MceB::Lacz.  Carril  1-9:  ADN  plasmidjal  de  clones  escogidos  al  azar.  8)  Clones  obtenidos  a
partlr de transformaci6n  con  la construcci6n  MceB A55-95::Lacz.  Carril  1-9:  ADN  plasmidial de
clones  escogidos  al  azar.  C)  Clones  obtenidos  a  partir de  transformaci6n  con  la  construcoi6n
MceB A 21-95::Lacz. Carril 1-9: ADN plasmidial de clones escogidos al azar.  En todos los casos
Carril MP: marcador de peso molecular, escalera de 1  kb, y Carril P: PBA-Lacz parental.
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PBA-Lacz  parental,  se  observa  que  presentan  tamafios  esperados  para  las  distintas

construcciones  (7100  pb  y 6870  pb,  respectivamente).  Por lo  tanto,  estos clones eran

buenos   candidatos   para   contener  las   construcciones   esperadas.   Estos   plasmidios

ademas  se  usaron  como  templado  en  reacciones  de  PCR que  permitieron  conocer el

tamafio de las fusiones  y la  ausencia  del  gen  estructural  de  la  microcina  (Figura  9A y

98,  respectivamente).  Se descart6 el clon 3 MceB::Lacz porque tanto en el analisis del

tamafio como en la amplificaci6n del gen mceA los resul{ados indicaron que se trataba

del  plasmido  parental,  y tambi6n se descart6 el clon 4  MceB A21-95::Lacz debido a  la

presencia de una banda que no se pudo identificar al analizar su tamafio (Figura 9A).

Se  escogi6  un  clon  MceB::Lacz (clon  4)  y  un  clon  MceB A21-95::Lacz (clon  3)

como fuertes  candidatos a  presentar las fusiones  transcripcionales deseadas.  EI.ADN

plasmidial de estos clones fue enviado a secuenciar,  y se confirm6  la presencia de las

fusiones correctas despues de analizar la secuencia mediante el  programa Vector NTI

Advance (Figura  10).

3.4.  Sensibilidad  de  las  fusiones  MceB::Lacz  y  MceB  A21-95::Lacz  a  la

microcina E492

Se  prepararon  c6spedes  bacterianos  a  partir de  los clones que expresaban  las

fusiones transcripcionales  MceB::Lacz y MceB A21-95::Lacz,  los cuales se  inocularon

con diluciones de mccE492 a una concentraci6n inicial de 100 Lig/mL. Se estudi6 asf si

la fusi6n con P-galactosidasa afecta la acci6n protectora de MceB, y la contribuci6n en

la  protecci6n  a  la  mccE492  de  cada  una  de  las  h6lices.  Los  resultados  obtenidos  se

compararon con los de la cepa BW25113 silvestre y con esta cepa transformada con el

plasmido PBA-Lacz parental.
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Fjgura  9.  Reacciones  de  PCR  para  comprobar  las  fusiones  MceB::Lacz  y  MceB  A21-
95::Lacz.

A)  Se  analizaron  los  productos  de  PCR  utilieando  los  partidores  RLl  y  Lacz  Pelican  R  y  se
determin6  el  tamano  en  geles  de  agarosa  al  1%.  Carril  MP:  marcador  de  peso  molecular,
escalera de  1  kb.  Carril  1:  PBA-Lacz parental.  Carril 2: C[on 3 MceB A21-95::Lacz. Carril 3:  C[on
4 MceB A21-95::Lacz.  Carril 4:  Clon  3  MceB::Lacz.  Carril 5:  Clon 4  MceB::Lacz.  8) Analisis de
los  productos  de  PCR  usando  los  partidores  RLl  y  RL2,  para  comprobar la  ausencia  del  gen
estructural  de  [a  microcina  mediante geles  al  2.50/o  de  agarosa.  Carril  MP:  marcador de  peso
molecular, escalera de 100 pb. Carril 1 : PBA-Lacz parental. Carril 2: Clon 3 MceB A21-95::Lacz.
Carril 3:  Clon 4 MceB A21-95::Lacz.  Carril 4:  Clan 3 MceB::Lacz.  Carril 5:  Clon 4 MceB::Lacz.
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A) pBALacz

a) ibeB::had
C) HceBA 21es::Laez

A) pBALacz

8) keB::Ladr
C) MceBA 21en:Lacz

A) pBAlacz
81 MceB::Lacz

C) ENceBA 21es::Lacz

A) PBA.Lacz

8) tlceB::Ladz
C) UceBA 21es::Lecz

Ai pBAhacz
8) MceB::Lacz
C) MeeBA 21es::Lacz

Figura  10. Alineamionto do  la secuencla d®l  plasmido PBA-Lacz (A) con  las secu®ncias
d® las fus]ones lvlc®B::Lacz (8) y lv[ceB A21e5::Lacz (C).

En amarillo se muestra la secuencia del gen de la inmunidad MceB, en gris el gen estructural de
la microcina y en azul  una  parte del gen de la Pngalactosidasa.  En cuadro amarillo se muestra
el sitio de corte para la enzima  Notl,  y en  un cuadro negro,  [os codones de 2 aminoacidos que
funcionan como adaptador entre la protelna MceB y el reportero Pngalactosidasa.
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Despues de  18 horas de incubaci6n, se observ6 que la cepa BW25113 silveslre

y  la  cepa  con  la  construcci6n  MceB  A21-95::Lacz  presentan  halos  de  inhibici6n  de

crecimiento  hasta  la  diluci6n  128  veces  (781   ng/mL),  en  tanto  que  las  cepas  con  el

plasmido  parental  y  con  la  cons{rucci6n  MceB::Lacz  no  mostraron  halos  de  inhibici6n

para ninguna de las diluciones estudiadas (Tabla 4).

La  cepa  que  s6lo  posee  la  primera  h6lice  transmembrana  de  la  proteina  de

inmunidad  es  tan  sensible  a  la  mccE492  comci  la  cepa  silvestre  que  no  presenta  esta

proteina  de  inmunidad,   lo  cual  sugiere  que  la  primera  h6lice  transmembrana  de  la

proteina de inmunidad no es suficiente para entregar protecci6n a la mccE492.  Por otro

lado,  la  cepa  con  la  fusion  MceB::Lacz  presenta  la  misma  sensibilidad  a  la  mccE492

que la cepa que contiene al plasmido parental,  lo cual indica que la fusi6n del reportero

al   extremo   carboxilo   terminal   de   la   proteina   de   inmunidad   no   afecta   su   acci6n

protectora.

La   sensibilidad   a   la   mccE492   se   cuantific6   tambi6n   a   trav6s   de   ensayos   de

sobrevida.  Para esto,  una alfcuota de cultivo liquido de cada cepa estudiada se incub6

en  presencia  y ausencia  de  mccE492  (100  ug/mL),  y se  evalu6  el  namero  de  c6lulas

viables  en  placas  de  agar  LB  para  cada  caso.   EI  titulo  obtenido  para  la  condici6n

control  (ausencia  de  microcina)  correspondi6  al  100%  de  sobrevida,  y  el  porcentaje

para el tratamiento con mccE492 se calcul6 a partir de esto (Tabla 5).  La sobrevida de

las  c6lulas  BW25113  {ratadas  con  mccE492  es  un  poco  inferior  a  la  de  las  celulas

BW25113   MceB   A21-95::Lacz.   Este   resultado   es   consis{ente   con   la   observaci6n

obtenida a partir de los ensayos de diluci6n critica, es decir, que la sola presencia de la

primera  h6lice transmembrana  de  la  proteina  de  inmunidad  no  entrega  una  protecci6n

significativa  frente  a  la  mccE492.  Por  otro  lado,  los  porcentajes  obtenidos  para  las
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Tabla 4. Sensibilidad a la microcina E492 de las c6lulas que portan las distintas fusiones
traduccionales de la proteina de inmunidad.

CeDa de E.coli Actividad de la mccE492 (U.A.)*

BW25113 silvestre 128

BW25113 PBA-Lacz 0

BW25113 MceB::Lacz 0

BW25113 MceB A21-95::Lacz 128

*  Estos  ndmeros  corresponden  al  reciproco  de  la  potencia  en  base  dos  de  la  tiltima

diluci6n  que  presenta  un  halo  de  inhibici6n  de  crecimiento  sobre  los  c6spedes  de  las
cepas estudiadas.

Tabla  5.  Ensayo  de  sobrevida  a  la  microcina  E492  sobre  las  cepas  que  oxpresan  las
distintas fusiones con la proteina MceB.

CeDa de E.coli Porcentaje de sobrevida*

BW25113 silvestre 1,48 ± 0,49

BW25113 PBA-Lacz 53,69 i 2,95

BW25113 MceB::Lacz
99,09 ± 2,19

BW25113 MceB A21-95::Lacz 6,24 + 4 21

*Estos  resultados  se obtuvieron  a  partir de tres  e.xperimentos  realizados  por triplicados.

Se utiliz6 como  100°/o  de sobrevida el  ntlmero de colonias  obtenido al  inciibar con  agua.
La microcina utilizada tenia una concentraci6n de  100 ug/mL.
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cepas  BW25113  PBA-Lacz y  BW25113  MceB::Lacz  son  similares  y  estan  den{ro  del

rango  de  error  del  m6todo,  lo  cual  concuerda  con  lo  observado  en  los  ensayos  de

diluci6n   critica.   La   diferencia   observada   podrfa   deberse   a   que   las   c6lulas   que

presentan el plasmido PBA-Lacz tienen el gen estructural de la microcina, y por lo tanto

son  capaces  de  sintetizarla.   Esta  microcina  sintetizada  no  puede  ser  exportada  al

medio  extracelular porque  estas  c6lulas  no  cuentan  con  los  exportadores,  pero  se  ha

reportado que esta microcina tambi6n tiene capacidad bactericida (Bieler y cols., 2006).
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DISCUS16N

Las  bacterias  han  desarrollado  distintas  estra{egias  para  poder  competir  por

nutrientes  y  por  un  nicho  ecol6gico.  Una  de  las  mas  importantes  corresponde  a  la

producci6n   de   bacteriocinas,   que   son   antibi6ticos   proteicos   producidos   que   s6lo

pueden  afectar  a  microorganismos  de  especies  relacionadas,  es  decir,  cepas  que

tienen requerimientos nutricionales similares dentro de un mismo nicho.

Todas   las   c6lulas   que   producen   colicinas   tienen   plasmidios   en   los   que   se

encuentra   el   gen   estructural,   junto   con   al   menos   dos   genes   mss:   el   gen   de   la

inmunidad y el gen de  la  lisis (Alonso y col., 2000).  La proteina de inmunidad  le permite

a  la  c6lula  resistir la  acci6n  de su  propia  bacteriocina,  por lo que  se expresa  de-forma

coordinada con el gen estructural. En el caso de la mccE492, la inmunidad es conferida

por  la  proteina  MceB  y  su  mecanismo  de  acci6n  mss  probable  es  a  trav6s  de  una

interacci6n   con   el  complejo  TonB-ExbBD,   impidiendo   de   esta   manera   la   inserci6n

correcta de la mccE492 en la membrana interna (Baeza, 2003).

Tanto  los  perfiles  de  hidropatia  de  la  proteina  de  inmunidad  como  resultados

experimentales  indican  que  corresponderia  a  una  proteina  integral  de  membrana  con

tres regiones transmembrana (Lagos y cols.,  1999).  Median{e programas de predicci6n

de topologia  de  proteinas  de  membrana  se  postul6 que  el  extremo amino  terminal  de

esta   proteina   se   encontraria   ubicado   en   el   periplasma,   mientras   que   el   extremo

carboxilo   terminal   estaria   en   el   citoplasma   de   la   celula    (Baeza,    2003).    Estas

predicciones se comprueban  utilizando fusiones de las  pro{einas de  intefes con genes

reporteros  como  la fosfa{asa  alcalina,  GFP  o  8ngalactosidasa  (Van  Geest y  Lolkema,

2000, von Heijne, 2002).
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Al  comparar  los  tamafios  de  la  proteina   MceB  (95  aminoacidos)  con  la  P-

galactosidasa   (1024   residuos   aminoacidicos),   se   puede   pensar   que   la   proteina

reportera podria interferir con la inserci6n natural de la pro{efna MceB en la membrana,

y   por  lo   tanto   dar  falsos   positivos   como   resultado.   Sin   embargo,   la   topologia   de

proteinas  de  inmunidad  a  otras  colicinas  se  ha  estudiado  sin  mayores  dificultades  a

trav6s del uso de estos reporteros (Geli y cols.,1988; Cramer y Song,1991).

En  este  trabajo  se  quiso  comprobar  experimentalmente  la  predicci6n  de   la

topologia  de  la  proteina  MceB a trav6s de la fusi6n del  reportero  Pngalactosidasa  con

el extremo carboxilo terminal de la proteina de la inmunidad (residuo aminoacfdico 95),

y  con  el  aminoacido  21   de  la  misma,  que  corresponde  al  primer  residuo  del  "loop"

citoplasmatico de la proteina de inmunidad.

Se   intent6   sin   exito   construir   la   fusi6n   entre   C-galactosidasa   y   el   "loop"

periplasmatico de la proteina de inmunidad MceB.  Una explicaci6n para esto es debido

a que  la Pngalactosidasa no seria capaz de ser tran§locada a trav6s de la  membrana

citoplasmatica,  quedando  atascada  en  la  'misma,  lo  cual  genera  una  baja  viabilidad

celular.  Se  ha  demostrado  incluso  que  una  pequefia  regi6n  de  esta  proteina  puede

transferirse   al   espacio   periplasmatico,   pero   la   mayor  parte   de   la   proteina   queda

sumergida  en  la  membrana  interna  de  la  c6lula.  Se  postula  que  existen  secuencias

dentro de la proteina que impiden su translocaci6n o a que la conformaci6n que adapta

la  proteina  interfiere  con  el  paso  a  traves  de  la  membrana  (Lee  y  cols.,   1989).  La

explicaci6n   antes   mencionada   concuerda   con   el   bajo   nt]mero   de   transformantes

obtenidos    para    es{e    caso,    comparada    con    los    obtenidos    en    las    otras    dos

construcciones.  La  inserci6n  de  esta gran  proteina  podria  afectar la  membrana  de  las
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c6lulas, y por lo tanto llevar a un cambio en sus caracterl'sticas, lo cual redundaria en la

muerte  de  las  c6lulas  que  presentaron  esta  fusi6n.  Esto  no  ocurri6  para  las  fusiones

MceB::Lacz y  MceB A21-95::Lacz  porque en  estos  casos  la  P-galactosidasa  siempre

se mantuvo en el citoplasma de las c6lulas.

Los resultados positivos obtenidos para  las construcciones MceB::Lacz y MceB

A21-95::Lacz  permiten  afirmar que  la  topologia  de  la  proteina  MceB  es  tal  como  se

habia predicho: el carboxilo terminal de la proteina se encuentra hacia el citoplasma de

la   celula,   al   igual   que   el   primer   "loop"   hidrofilico   (Figura   3).   Este   estudio   podria

complementarse  construyendo  la  fusi6n  entre  el  segundo  "loop"  hidrofilico  (que  seria

periplasmatico)   y   la  fosfatasa   alcalina,   pues   en   este   caso  debefa   obtenerse   una

proteina  activa.  Daley  y  cols.  (2005)  afirman  que  el  conocer  la  ubicaci6n  del  carboxilo

terminal  de  una  proteina y  usar esta  informaci6n  como  una  restricci6n  al  momen{o  de

utilizar los  programas  de  predicci6n,  permi{en  conocer con  certeza  su  topologia  en  la

membrana interna de las c6lulas.

Como   ya    se    mencion6,    en    este    laboratorio    se    realizaron    previamente

experimentos en  los cuales  se  mutaron  los aminoacidos  17 y 77 de  MceB,  localizados

en  [a  primera  y  la  dltima  helice  transmembrana,  respectivamente.  Estos  cambios  son

conservados  y  no  dan  cuenta  de  un  cambio  en  la  estructura  de  la  pro{eina  que  ha

perdido su actividad  protectora.  Se postula que estos cambios afectarian la interacci6n

de  MceB  con otras  proteinas  de  membrana  necesarias  para  esta  actividad  protectora.

Se observ6 tambi6n que la h6Iice amino terminal de MceB tiene un mayor efecto sobre

la acci6n protectora que la h6lice carboxilo terminal (Baeza, 2003).
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Otro  aspecto  importante  era  dilucidar  si  se  requeria  de  toda  la  proteina  de

inmunidad  para  cumplir  su  funci6n  protectora  o  si  esta  proteina  puede  funcionar  de

manera  modular.  Para  esto,  se  prob6  la sensibindad a  la  mccE492 de  la  construcci6n

MceB::Lacz y de MceB A21-95::Lacz.  En la primera construcci6n se tiene a la proteina

completa,    mientras   que   en    la   segunda   s6Io   se   cuenta   con    la    primera    helice

transmembrana,  que  de  acuerdo  a  los  antecedentes  mencionados  en  la  introducci6n

seria de importancia en  la acci6n protectora de MceB.  Se observ6 que la presencia de

s6lo  la  primera  h6lice  transmembrana  no  entrega  protecci6n  significativa  frente  a  la

mccE492.   Esto   permite   afirmar  que   si   bien   la   primera   h6lice   transmembrana   es

importante para  la  acci6n  protectora de  la  proteina de inmunidad frente a la  mccE492,

no es suficiente por sf misma para otorgar esta protecci6n.

La  fusi6n  MceB::Lacz entreg6  la  misma  protecci6n frente a  la  mccE492 que  la

dada por el  plasmido parental  PBA-Lacz,  en  el  cual la  pro{efna  MceB  no se encuentra

fusionada a la P-galactosidasa.  Esto quiere decir que la fusi6n de P-galactosidasa a la

proteina de inmunidad  no interfiere  ni con su  inserci6n  en  la membrana de la c6lula ni

con la actividad  protectora.

Los  resultados  de  esta  memoria  indican  que  se  requiere  mss  de  una  h6lice

transmembrana  para  la  inmunidad  a  la  mccE492.  Para discernir la  contribuci6n  de  las

dos  primeras  h6lices  en  esta  protecci6n  sera  necesario  construir  una  proteina  que

presente   las   dos   primeras   h6lices   de   la   mccE492,   como   lo   es   MceB  A55-95,   y

complementar  este  estudio  con  una  proteina  en  donde  s6lo  est6  la  tercera  h6Iice

transmembrana.  De esta manera se pod fa dilucidar si existen m6dulos suficientes para
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la  acci6n  protectora  de  MceB,  o  si  esta  proteina  debe  funcionar  como  un  todo  para

cumplir su acci6n.
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CONCLUSIONES

•     La    proteina    de    inmunidad    MceB,    proteina    integral    con    tres`   segmentos

transmembrana,  presenta su extremo amino terminal hacia el periplasma y con

el carboxilo terminal en el citoplasma de la celula.

•     La fusi6n de la proteina reportera P-galactosidasa al extremo carboxilo terminal

de la proteina MceB no afecta su funci6n protectora frente a la mccE492.

•   ,La  primera  h6lice  transmembrana  de  la  proteina  MceB  es  importante  para  la

inmunidad,  pero  por  si  sola  no  es  capaz  de  entregar  protecci6n  frente  a  la

mccE492.
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