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RESUMEN

La microcina E492 es una bacteriocina que ejerce su actividad sobre cepas de la
familia de las Enterobacteriaceae, mediante la formacién de poros que provocan la
despolarizacion de la membrana de la célula. Dentro del “cluster” necesario para la
produccion de microcina activa se encuentran los marcos de lectura abiertos orfK y orfL.

El gen orfK posee identidad con los genes mcmA y mem/ que corresponden al gen
estructural y de inmunidad de la microcina MccM. Se demostrd que la sobreexpresion de
este gen afecta la sobrevida de la bacteria, por lo que se propuso demostrar
experimentalmente la topologia de insercion a la membrana y su capacidad de
permeabilizar la membrana citoplasmatica. Por otro lado el gen orfL, presenta identidad
con la familia de las microcinas que tienen unida covalentemente al extremo C-terminal
una molécula tipo salmoquelina, pues posee un motivo de doble glicina, un sitio rico en
serina y el motivo glicina-serina susceptible de sufrir esta modificacion post-traduccional,
lo que lo hace un buen candidato como posible regulador de la actividad de la MccE492.
El estudio de orfL abordé la sobreexpresion y la permeabilizacion de la membrana.

Para determinar experimentaimente el efecto de orfK sobre la membrana de la
célula se realizé un ensayo de actividad B-galactosidasa, que es detectable solo si la
membrana se permeabiliza, Los resultados obtenidos en esta tesis permiten afirmar que
la célula se permeabiliza al sobreexpresar orfK. Para determinar la topologia de esta
protefna, se realizé un estudio de prediccién bioinformatica obteniendo dos modelos.
Mediante fusiones traduccionales con la proteina PhoA se concluyd que OrfK es una
proteina de membrana con 3 segmentos transmembrana y su extremo amino terminal
esta orientado hacia el periplasma.

Para determinar el efecto de orfL sobre la produccion de la microcina, se cloné el
gen y se sobreexpreséd utilizando como fondo los distintos sistemas productores de la
microcina. Los resultados no permitieron asociar algin fenotipo a la sobreexpresion de
esta proteina ya que no se detectaron cambios en la sobrevida, curva de crecimiento o
actividad bactericida. Por otro lado, se determind que su sobreexpresion no provoca la
permeabilizacidn de la membrana celular, de modo que su funcidén hasta el momento es
desconocida.
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ABSTRACT

Microcin E492 is a bacteriocin that acts on strains of the Enterobacteriaceae family,
through the formation of pores which causes membrane depolarization. Inside the cluster
necessary for the production of active microcin, the open reading frames orfK and orfL are
found.

The orfK gene has identity with the genes mcmA and meml, which are the
structural and immunity genes for the microcin MccM. It has been shown that the
overexpression of this gene affects negatively the survival of the bacterial cell, so it's been
proposed to experimentally prove the membrane’s insertion topology and its ability to
permeabilize the cell's cytoplasmic membrane. On the other side, the orfL gene has
identity with the microcin’s family possessing a double-glycin motif, a serine rich region
and a glycin-serine motif susceptible for post-translational modification at the C-terminal
with a salmochelin-like molecule, which makes it a good candidate as a possible regulator
of the MccE492’s activity. The study of orfL covered the over-expression and membrane's
permeabilization.

To experimentally determine the effect of orfK on the cell's membrane a B-
galactosidase’s activity assay was performed, in which the activity is only detectable if the
cell's membrane is permeabilized. The resuits obtained in this thesis confirm that when
orfK is overexpressed the cell is permeabilized. To determine the topology of this protein,
a study of bioinformatic predictions was made and two models were obtained. With
translational fusions with protein PhoA, it was concluded that OrfK is a membrane protein
with 3 transmembrane regions with its amino end facing towards the periplasm,

To determine the orfl’s effect on microcin's production, the gene was cloned and
overexpressed using different microcin producing systems as background. The results
didn’t allow to assoclate any phenotype with the overexpression of the protein because
there wasn't any change detected in the bacterial survival, growth curve or bactericidal
activity. On the other side, it was proven that its overexpression doesn't provoke cell's
membrane permeabilization, so its function still remains unknown.
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INTRODUCCION

1.1. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son proteinas con propiedades antibacterianas producidas por
bacterias Gram positiva y Gram negativa. El efecto de estas bacteriocinas es sobre cepas
relacionadas o de la misma especie de [a cepa productora (Reeves, 1965; Riley y Wertz,
2002). El mecanismo de accién es diverso, dentro de los cuales podemos encontrar
inhibicién de la transcripcién (Bellomio y cols., 2007), degradacion de ADN (Toba y cols.,
1988) o formacion de poros en la membrana citoplasmatica (Lagos y cols., 1993; Braun y
cols., 2002; Cascales y cols., 2007).

Dentro de las bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativa encontramos
los grupos de las colicinas y las microcinas (Baquero y Moreno, 1984), caracterizadas por
poseer una masa molecular mayor o menor a los 10 kDa, respectivamente, Las
microcinas son producidas por miembros de la familia de las Enferobacteriaceae y
ademas de su baja masa molecular, se caracterizan por ser resistentes a condiciones
extremas de pH o temperatura y a algunas proteasas, y por ser solubles en metanol.

Los genes implicados en la produccion de microcina se encuentran organizados en
operones, denfro de los cuales podemos encontrar, al menos, el gen estructural de la
microcina, el gen de la inmunidad a la microcina y los genes responsables de la
exportacion (Kolter y Moreno, 1992). Las microcinas generalmente son modificadas post-
traduccionalmente, por lo que ademas podemos encontrar genes responsables de la

maduracion.




1.2. La microcina E492

1.2.1. Propiedades de la microcina E492

La microcina E492 (MccE492) es producida por Kiebsiella pneumoniae RYC492 y
realiza su accién bactericida sobre miembros de la familia Enterobacteriaceae (de
Lorenzo, 1984). Esta bacteriocina despolariza la membrana citoplasmatica de la célula
blanco (de Lorenzo y Pugsley, 1985), debido a que es capaz de formar canales i6nicos
selectivos para cationes en membranas lipidicas (Lagos y cols., 1993).

La microcina es producida en su forma activa solamente durante fase exponencial
de crecimiento (Orellana y Lagos, 1996). La MccE492 no modificada posee una masa
molecular de 7.886 Da, un pl de 3,8 (Lagos y cols., 1999), es resistente al pH acido, a
temperaturas sobre los 90°C y al tratamiento con tripsina (de Lorenzo, 1984). Ademas,
tiene la capacidad de formar fibras amiloides (Bieler y cols., 2006; Marin, 2006) e inducir

apoptosis en lineas celutares humanas (Hetz y cols., 2002).

1.2.2. Determinantes genéticos del sistema productor de la microcina E492

Los determinantes genéticos necesarios para la produccién, maduracién y
exportacién de la microcina E492 se encuentran agrupados en un “cluster” de 13 kb
dentro del cromosoma de K. pneumoniae RYC492. Al analizar este segmento se
identificaron al menos 15 marcos de lectura abiertos, mceA, mceB, mceC, mceD, mcek,
mceF, meceG, meeH, mcel, mced, orfS2, orfS3, orfL, orfX y orfK (figura 1).

Los genes mceA y mceB forman parte de una misma unidad transcripcional. mceA
corresponde al gen estructural de la MccE492 y codifica una protefna de 99 aminoacidos.
Luego este precursor es cortado en el motivo de doble glicina al momento de ser
secretado para dejar una proteina de 84 aminoacidos. MceB corresponde a una proteina

de 95 aminoacidos que confiere inmunidad ante la microcina E492.




mceA mceB mceC mceD orfS2 orfS3 orfL mceE orfX mced mcel mceH mceG orfK mceF

Figura 1. Determinantes genéticos para la produccién, modificacion, exportacion e
inmunidad de la microcina E492. Las direcciones de las flechas indican la orientacion
de los genes dentro del “cluster” de produccion de la microcina E492. En blanco se
encuentran los marcos de lectura abiertos de funcién desconocida, en tonos rojos esta el
gen estructural (mceA) y el gen de inmunidad (mceB) a la MccE492, en tonos verdes
estan los genes cuyas proteinas actuan directa, o indirectamente en el proceso de
maduracion (mceC, mceD, mced y mcel), y en tonos azules los genes responsables de la

exportacion (mceH y mceG).




Los genes mceC, mcel y mceJ son genes relacionados con la modificacion post-
traduccional (maduracién) de la MccE492 (Lagos y cols., 2001) y mutaciones en
cualquiera de estos 3 genes lleva a la produccion de microcina inactiva. El gen meceC
codifica para una protefna homéloga a una glicosiltransferasa cuya funcién es unir
covalentemente una molécula de glucosa a la de enteroquelina para asf formar una
molécula de salmoquelina. Los genes mcel y mced, que codifican respectivamente una
proteina homéloga a una aciltransferasa y a una sin homdlogo conocido (Lagos y cols.,
2001), unen covalentemente la molécula de salmoquelina al extremo carboxilo terminal de
la MccE492 en su serina 84 (Lagos y cols., 2009).

La proteina MceD es homdloga a una salmoquelina esterasa, mientras que la
proteina MceE presenta identidad con la proteina MchS4, que estd encargada de
promover la produccién de enteroquelina en el sistema de la microcina MccH47 (Lagos vy
cols., 2009).

Los genes mceG y mceH forman parte de una sola unidad transcripcional, y
codifican proteinas con identidad a los transportadores ABC del sistema exportador del
tipo | y a la proteina accesoria del sistema de exportacion (Lagos y cols., 2001). Su
funcién estaria relacionada con la exportacion de la MccE492.

La proteina MceF posee un alto nivel de identidad con la proteina McmM de los
sistemas de las microcinas M y H47 (Lagos y cols., 2009). No existe atin una funcién
asociada a esta proteina, sin embargo, se han encontrado similitudes entre esta protefna
y las de la familia de las prenil proteasas, encargadas de la protedlisis de las prenil
protefnas en el proceso de prenilacién (Otto v cols., 1999).

Ademas de los genes mencionados anteriormente, dentro del sistema productor de
la microcina E492 se encuentran 5 marcos de lectura abiertos cuyas funciones son
desconocidas. Los marcos de lectura orfS2 y orfS3 codificarian proteinas truncas

homélogas a las protefnas MchS2 y MchS3, que son equivalentes a la microcina MccH47
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y su proteina de inmunidad respectivamente (Lagos y cols., 2009). Por otro lado, orfX es
similar a mchX del sistema de la microcina MccH47. El marco de lectura abierto orfK
codifica una proteina que posee identidad con dos proteinas de! sistema de la microcina
McmM, sus ultimos 56 aminodcidos presentan similitud con McmA (gen estructural de
McmM) y los primeros 75 aminoacidos presentan identidad con Mcml, que corresponde a
la proteina que otorga inmunidad contra McmM (Lagos y cols., 2009) (Figura 2A, 2B). Se
comprobé que el gen orfK dentro del “cluster” de la microcina es transcrito (Tello, 2008).
Por ultimo, esta orfl que codifica para un péptido con identidad a la familia de las
microcinas (Figura 2C) en donde se puede destacar la presencia, en el extremo N-
terminal, de un dominio similar a un péptido lider con un motivo de doble glicina y en el
extremo C-terminal un dominio rico en serinas con el motivo glicina-serina que podria
estar sujeto a una modificacion post-traduccional con salmoquelina, como ocurre con la
MccE492.

1.2.3. Mecanismo de accion de la microcina E492

Para que la MccE492 ejerza su efecto bactericida sobre la cepa objetivo, es
necesario que esta Ultima posea las proteinas TonB, ExbB, ManY, ManZ y por lo menos
uno de los receptores FepA, Fiu o Cir {Lagos y cols., 2009).

En la primera etapa, la MccE492 es reconocida por alguno de los receptores de
sideroforos FepA, Fiu o Cir, que se encuentran ubicados en la membrana externa de la
bacteria objetivo. Este proceso es cooperativo siendo FepA el receptor principal. Una vez
reconocida la molécula del tipo salmoquelina presente en la MccE492, ocurre un cambio
conformacional en TonB y hay una transduccién de energia desde éste hacia los
receptores permitiendo el ingreso de la microcina. Una vez que la microcina ha sido
translocada al periplasma, ésta interactta con TonB y con la proteina de membrana
interna ManYZ mediante un proceso aln desconocido, para ser insertada en la membrana

interna y asi ejercer su efecto bactericida.
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Figura 2. Alineamiento multiple de las secuencias de OrfK y OrfL. (modificado de
Tello, 2006). A) Alineamiento entre OrfK y la microcina M de las cepas E. coli UPEC536
(CAC43417) y E. coli Nissle 1917 (CAD56176). B) Alineamiento entre OrfK y la proteina
de inmunidad a la microcina M de las cepas E. coli UPEC536 (CAC43416) y E. coli Nissle
1917 (CAE55704). C) Alineamiento entre OrfL y las microcinas MccE492, MccH47 y

MccM. En amarillo se encuentran los aminoacidos idénticos en todas las secuencias, en

celeste

los aminoacidos conservados para al menos 2 secuencias y en verde los

aminoacidos de propiedades similares.
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En esta tesis se intenté dilucidar el papel que juega Orfl. y OrfK, ya sea sobre la
regulacion del sistema de la MccE492 o potenciacién de la actividad bactericida, debido a
la similitud que estas presentan con otras microcinas. Para ello, se realizaron distintos
estudios orientados a determinar el efecto del gen orfL sobre cepas productoras de
microcina E492; el efecto de orfL y orfK sobre la membrana de la célula; y por tltimo para
dilucidar la topologia de membrana de la proteina OrfK.

La sobreexpresién del gen orfL fue usada para asociar el exceso de proteina con
alguna funcién en la produccién y/o regulacién de la actividad de la MccE492. Se buscé
algun cambio en la sobrevida o curva de crecimiento de la cepa productora y ademas un
cambio en su actividad bactericida. Este trabajo ya fue realizado con otros genes como
orfK, mceF y mceD (Gonzélez, 2011), y se demostré el efecto negativo de OrfK tanto en la
sobrevida como en curvas de crecimiento.

Para determinar si orfK y orfL tienen algtin efecto sobre la permeabilidad de la
membrana, se realiz6 un ensayo de Miller modificado (Destomieux-Garzén y cols., 2003).
En el ensayo clasico de Miller, las células son permeabilizadas o lisadas para luego
cuantificar la actividad de la B-galactosidasa. En el ensayo realizado en esta tesis se
utilizé una cepa con el genotipo /acZ" y lacY’, es decir, una cepa de E. coli que no permite
el ingreso de ONPG a la célula y que expresa constitutivamente la enzima pB-
galactosidasa, Con este ensayo, la actividad de la B-galactosidasa solo podria ser
detectada si la célula es permeabilizada por la sobreexpresion de orfK u orfL.

Para determinar la topologia de una proteina de membrana, se puede comenzar
con una prediccion bicinformatica. Luego, la prediccién de la topologia de membrana es
complementada mediante fusiones fraduccionales con la enzima fosfatasa alcalina
codificada por el gen phoA. Para que esta enzima sea funcional es necesario que sea

translocada al periplasma donde se oxida y toma su conformacién activa, por lo que al




fusionaria con “loops” de una proteina de membrana es posible determinar su orientacién
dependiendo de si hay o no actividad (Manoil y cols., 1990).

Los sistemas productores de microcina E492 para el estudio de sobre-expresion
fueron cuatro (figura 3). El sistema pMccE492 posee los genes tal como se encuentran en
el cromosoma de Klebsiella pneumoniae y produce microcina activa. Los otros tres
sistemas producen microcina activa, sin embargo presentan ciertos cambios en el orden
de los genes del “cluster” y algunos genes incompletos. El sistema pJAM434 posee un
fragmento invertido que deja los genes orfK y meeJIGH bajo un promotor mas débil, por lo
que es considerado un sistema pobre productor de microcina. El sistema pJAM229
presenta una version incompleta del gen mceF, mientras que pJEM15 (un derivado de
pJAM229} presenta triplicado un segmento que posee los Ultimos 5 aminoacidos de mceG
y a los genes orfK 'y mceF truncado, resultando en un sistema productor de microcina muy

activa.




pJAM229

mceA mceB mceC meeD orfS2 orfS3 orfl. mceE  orfX | mceF*orfK mceG meceH mecel mced

pJEM15

meceAmceB meeC  meeD orfS2011S3o0rfl mceE orfX mceJmcel mceH mceG

pMccE492

meeA meceB mceC  meeD orfS2 orfS3 orfl. mceE orfX  mceld mcel mceH mceG  orfK mceF

Figura 3. Esquema de los determinantes genéticos de los diferentes sistemas
productores de microcina E492 utilizados en este trabajo. La direccion de la flecha
indica la orientacién de los genes. El asterisco en mceF corresponde a una versién trunca

de éste. Las zonas que presentan cambios respecto al sistema productor en Kiebsiella
pneumoniae RYC492, se encuentran enmarcadas en negro.




HIPOTESIS
Dado que el gen orfK se expresa, y la similitud que la proteina presenta con McmM
y McmA, se propone que OriK es una proteina integral de membrana, su topologia se
puede determinar por fusiones traduccionales con la fosfatasa alcalina, y ademas posee
la capacidad de permeabilizar la membrana intema.
Por otro lado, debido a la similitud de OrfL con la MccE492 se postula que podria

poseer un rol regulador en [a preduccion de la microcina E492.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales

1.
2.

Determinar la funcién de OrfL.
Determinar la topologia de OrfK, y establecer si esta proteina produce

permeabilizacién de la membrana interna.

Objetivos Especificos

1.
2.

Clonar el gen orfL en el plasmido pBAD33.

Caracterizar la sobreexpresion de la construccion pBAD33-orflL mediante ensayos
de sobrevida y actividad bactericida sobre distintos fondos genéticos productores
de microcina E492.

Determinar el efecto de OrfK y OrfL sobre la membrana mediante ensayos de
permeabilizacién con ONPG.

Construir un modelo in sifico de la topologia de OrfK

Realizar fusiones traduccionales con los segmento periplasmaticos vy
citoplasmaticos con la proteina fosfatasa alcalina para confirmar el modelo
generado.

Caracterizar las fusiones mediante actividad de [z fosfatasa alcalina.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales
2.1.1. Reactivos

Las enzimas de restriccion Sall, Hindlll y Xhol, los marcadores de peso molecular
para fragmentos de ADN de escala 100 pb y 1kb, y la enzima DNA Ligasa T4 se
compraron en New England Biclabs (Ipswich, MA, Estados Unidos).

La enzima polimerasa de ADN Tagq y los partidores disefiados en este trabajo se
compraron en Invitrogen (Carlsbad, California, Estados Unidos).

La enzima polimerasa de ADN Pfu se compré en Stratagene (California, Estados
Unidos).

Los desoxirribonucledtidos trifosfato se compraron en Omega Bio-Tek (Estados
Unidos).

Las membranas de nitrocelulosa VSWP025000 utilizadas para remover las sales
de los &cidos nucleicos antes de electroporar se compraron en Millipore (Estados Unidos).

La agarosa se compré en Fermelo Biotec (Santiago, Chile).

El cloramfenicol fue se compré en Andrémaco (Santiago, Chile).

La triptona y el extracto de levadura se compraron en Mo Bio Laboratories, Inc.
(Carlsbad, California, Estados Unidos).

El cloruro de sodio, hidréxido de sodio, azul de bromofenol, cloroformo, alcohol
isoamilico, etanol, metanol, acido acético, isopropanol, acetonitrilo, arabinosa, glucosa y
perdxido de hidrégeno se compraron en Merck (Darmstadt, Alemania).

La tiamina, acido p-cumarico, TEMED, glucasa, ONPG, 4-nitrofenil fosfato y tricina
se compraron en Sigma Chemical Co (St.Louis, Missouri, Estados Unidos).

S

Los reactivos de grado técnico: el 4cido acético, el etanol, el metanol y el cido

clorhidrico se compraron en TCL (Santiago, Chile).




Los casaminoacidos y el agar se compraron en Becton (Sparks, Maryland, Estados
Unidos).
La ampicilina se compré en US Biological, Swampscott, MA, USA.

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

Ltda. (Santiago, Chile).

Las cubetas para la electroporacién se compraron en BioRad Laboratories Inc.
(Hercules, California, 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. coli utilizadas en este trabajo.
2.1.3. Plasmidos y vectores

En la tabla 2 se describen los distintos plasmidos y vectores utilizados en este
frabaijo.
2.1.4. Partidores

En la tabla 3 se describen los distintos partidores utilizados en este trabajo.
2.2, Métodos
2.2.1. Medios de Cultivo
Caldo Luria (LB): Bactotriptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L., NaOH
3,5 mM.
Medio Minimo N9: Na,HPO, 6 g/L, KH.PO, 3 g/L, NH,CI 1 g/L,, NaCI 0,5 g/L.
Medio Minimo Suplementado: El medio M9 fue suplementado con tiamina 1 g/mL,
casaminoacidos 1mg/mL, MgSO,x7H0 2 mM, CaCl, 0,1 mM, citrato de sodio 0,2% p/v,

glicerol 0,4% pliv.
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Tabla 1. Cepas de E. coll utilizadas en este trabajo

Cepa Genotipo Fuente o referencia

BL21 (DE3) F, ompT, rB, mB Novagen

rmB, DElacZ4787, HsdR514, DE(araBAD)567, o .
BW25113 DE{(rhaBAD)568, ph-1 Coleccion Keio
araD139, Del(araA-leu)7697, Del(fac)X74,
MC1061 galK16, galE15(GalS), lambda’, e14, mcrAO, Casadaban y col., 1980
relA1, ipsL150(strR), spoT1, merB1, hsdR2

i4




Tabla 2. Plasmidos y vectores utilizados en este trabajo

Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente 0
referencia
. r r Lagos y
np220 pJAM434 meceA::Tn5. Amp' Kan cols. . 2001
BAD33 Plasmido derivadoc de pACYC184 que permite Guzmény
P modular la expresién transcripcional de genes. Cm' cols., 1995
Derivade de pBAD33. Lleva entre los sitios de Gonzalez
pBAD33-orfK restriccion Sall y Hindlll un fragmento de 679 pb que 2011 !
corresponde al gen orfK. Cm'.
pBAD33-0rfK A41- Derivado de pBAD33-orfK-phoA. Posee los primeros Este trabajo

136-phoA

pBAD33-01fK A91-
136-phoA
pBAD33-0rfK-phoA

pBAD33-orfL

pCA24N-phoA

pJAM229

pJAM434

pJEM15

pMccE492

pPELICAN

40 aminoacidos de OrfK fusionado a PhoA. Cm'.

Derivado de pBAD33-0rfK-phoA. Posee los primeros
89 aminoacidos de OriK fusionado a PhoA. Cm'".

Derivado de pBAD33-orfK. Posee el gen phoA
fusionado al extremo carboxilo terminal de orfK. Cm'.

Derivado de pBAD33. Lleva entre los sitios de
restriccion Sall y Hindlill un fragmento de 299 pb que
contiene al gen orfL. Cm".

pCA24N (ASKA -) que presenta el gen phoA. Amp’

Derivado de pJ digerido con Xhol. Contiene los
genes para la produccion de MccE492 activa, Amp',

Derivado de pJ, posee un fragmento interno Xho!
invertido con respecto a pJAM229. Es un pobre
productor de la MccE492 activa. Amp'.

Derivado de pJAM229, posee la triplicacion de un
fragmento interno Sall de 2,5 Kb (iriple copia de
meceF). Es un sobre-productor de MccE492 activa.
Amp,

Derivado de pJRS1. Lleva en el sitio Sall un
fragmento de 1640 pb que corresponde a los 5
ultimos aminoacidos de mceG, y a los genes orfK y
meeF. Contiene todos los genes del cluster de la
microcina y produce micracina activa. Amp'.

Derivado de pUCS8. Posee el gen lacZ de E. coli
Amp',

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Coleccion
Keio

Wilkens y
cols., 1997

Wilkens y
cols., 1997

Wilkens y
cols., 1997

Gonzalez,
2011

Barolo y
cols., 2000
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Tabla 3. Partidores usados en este trabajo para las reacciones de PCR y

secuenciacion

Partidor Secuencia 5’ — 3'

pBAD33_F ATGCCATAGCATTTTTATCC

pBAD33_ R GATTTAATCTGTATCAGG

Hindlll_F ATATCTCCCAAAAAGCTTTAACTTCCGCTGG

Sall R GGATAATGTCAAAAGTCGACATCTTAACGG

phoA_F CTGGATTCTGCTCGAGGTGAAACAAAGCACTATTGC
phoA_R CGGGTAAATGAAGCTTTTATTTCAGCCCCAGAGCGG
orfkK_Fd TTTCTGTGGAAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAG

orfK_Rd1 CATCATGTGCCTCGAGCAGAGCCGACCGCCACTCC
orfk_Rd2 GTCATCACCTCTCGAGATATCCATAATAATAACTAAG
orfk_Rd3 TGGGTCATCACTCGAGGGATACTTGCTTAATCTCGTTTTCAG

En negrita se encuentra marcado la secuencia de corte de Hindlll, subrayado

la secuencia para Xho! y subrayado y en negrita la secuencia para Sall.
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Placas de agar: Se prepararon las placas con medio LB o M9 suplementado, y 1,5% p/v
de agar agar.

Agar blando: Se preparé con medio LB y 0,7% p/v de agar agar.

Placas de césped: Sobre placas de agar se esparcieron 4 mL de agar blando fundido al
que se le agregd 100 L de un cultivo bacteriano crecido hasta fase estacionaria.

Los antibidticos utilizados para los cultivos de cepas que portaban plasmidos
recombinantes, se encontraban en las siguientes concentraciones: ampicilina 100 pg/mL,
cloranfenicel 50 pg/mL y tetraciclina 10 pg/mL. Estos fueron preparados segun lo descrito
por Sambrook y cols. (1989).

2.2.2, Técnicas moleculares

Los procedimientos de biologia molecular no detallados en esta tesis (aislamiento
de DNA plasmidial, preparacion de electrocompetentes, digestion con enzimas de
restriccién, etc.), se realizaron usando metodos estandarizados (Sambrook y col., 1989;
Ausuble y col., 1892).

2.2.3. Clonacion de orfL en el vector pBAD33

El gen orfL fue amplificado utilizando el plasmidic pJAM229 como molde, y los
partidores Sall_R y Hindlili_F (tabla 3) mediante PCR. Una vez amplificado el gen, fue
digerido con las enzimas Sall y Hindill, para luego ser ligado en el vector pBAD33 que
posee los mismos sitios de restriccion. Luego fue transformado en una cepa E. colj
BW25113 y seleccionado mediante resistencia a cloramfenicol en placas agar LB.

2.2.4. Construccion de fusiones traduccionales orfK-phoA

Para la construccidén de la fusion traduccional entre orfK y phoA en el carboxilo
terminal se amplificé el vector pBAD33-0rfK con los partidores orfK_Fd y orf_Rd1 (tabla
3), mientras que el gen phoA fue obtenido del plasmidio pCA24N-phoA haciendo uso de
los partidores phoA_F y phoA_R. Los productos de PCR fueron digeridos con las enzimas

Hindill y Xho!, y finalmente ligados y transformados en una cepa E. coli BW25113. Las

17




transformantes fueron cultivadas en placas agar LB suplementadas con cloramfenicol.
Este nuevo vector recibe el nombre de pBAD33-orfK-phoA.

La fusién traduccional entre OrfK A91-136 y PhoA se obtuvo utilizando el plasmido
pBAD33-orfK-phoA con los partidores phoA_F y orfK_Rd3. El producto de PCR fue
digerido con la enzima de restriccién Xhol, religado y transformado en una cepa E. coli
BW25113. Las transformantes fueron cultivadas en placas agar LB suplementadas con
cloramfenicol. Este nuevo vector recibe el nombre de pBAD33-0rfK A91-136-phoA.

La construccién del plasmide pBAD33-orfK A41-136-phoA, que corresponde a la
fusidn entre OrfK A91-138 y la enzima PhoA, se obtuvo utilizando como molde el vector
pBAD33-orfK-phoA junto con los partidores phoA_F y orfK_Rd2. El amplicdn obtenido fue
digerido con la enzima de restriccién Xho! y posteriormente ligado. El producto de Ila
ligacién fue transformado en una cepa E. coli BW25113 y cultivado en una placa agar LB
suplementado con cloramfenicol.

2.2.5. Deteccidn de la actividad bactericida

Para detectar actividad bactericida se sembraron las cepas a probar en placas de
agar LB con un césped sensible E, coli BL21 (DE3) crecido en medio LB hasta fase
estacionaria. Una vez sembradas las colonias sobre el césped sensible, se incubaron las
placas a 37°C por un tiempo de 15-16 h y la actividad se visualizd por la aparicion de
halos de inhibicién del crecimiento sobre el césped sensible.

2.2.6. Curvas de crecimiento

Se inocularon 50 mL de medio LB o M9 utilizando una dilucién 1:100 de un cultivo
“over night” y se mantuvo a 37°C con una agitacién de 220 rpm. Para hacer las
mediciones en cada tiempo se tomaron alicuotas de 1 mL y se determind su DQggonm €0

un espectrofotometro Hewlett Packard 8452A.
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2.2.7. Ensayos de induccion

Se realizd0 el mismo procedimiento previamente descrito para las curvas de
crecimiento, con el cambio de que a las 2 h se agrego arabinosa para inducir la expresién
(concentracién final de 0,2%), o glucosa para reprimir la expresion (con una concentracién
final de 0,1%).
2.2.8. Ensayo de sobrevida en placas

Para el ensayo de sobrevida se utilizaron placas LB y M9 suplementadas con
arabinosa al 0,2%, o glucosa al 0,1%, y con los antibidticos correspondientes para cada
cepa.
2.2.9. Ensayo de actividad B-galactosidasa

El ensayo de actividad de la B-galactosidasa, también conocido como ensayo de
Miller (Miller, 1972). Se utilizé un indculo de 1:100 de un cultivo “over night” en 30 mL de
medio LB. Una vez que las células alcanzaron una DOgynm aproximada de 0,4, se enfrié
el cultivo para detener el crecimiento. Las células fueron centrifugadas a 5000xg por 10
min y suspendidas en buffer Z (Na;HPO4+7H,0 0,06 M, Na,HPO,+H,O 0,04 M, KCI 0,01
M, MgSQ4+7H0O 0,001 M, B-mercaptoetanol 0,05 M). Las células una vez suspendidas,
fueron separadas en 2 tubos y se les agregd glucosa a una concentracion final 0,1%, o
arabinosa a una concentracion final 0,2% a cada uno. A los tiempos de 30 min,2hy 4 h
se midié la DOgpony, de cada muestra y se tomd 1 mL para colocarlo en un bafio termo-
regulado a 28°C durante 5 min. Para empezar la reaccién se agregaron 0,2 mL de ONPG
(4 mg/mL), se esperd hasta que tomara un color amarillo claro, se registro el tiempo de la
reaccion y se detuvo con 0,5 mL de Na,CO; 1M. En conjunto con cada tubo se usé una
réplica sin ONPG para medir la DOggonm. Una vez terminada la reaccion los tubos se
centrifugaron a 14000 g por 3 min y se midio la DOy, del sobrenadante.

Las Unidades Miller (UM) fueron calculadas de [a siguiente manera:
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D 0420nm
txvx DO

UM =1000x

Donde t es el tiempo de reaccion en minutos y v es el volumen de cultivo utilizado.
2.2.10. Ensayo de actividad y curva de progreso de la fosfatasa alcalina

Se utilizd un indculo de 1:100 de un cultivo “over night” en 50 mL de medio LB. Se
crecieron los cultivos durante 30 min y luego fueron inducidos durante 2 h. Las células se
centrifugaron a 5000xg por 10 min y luego se suspendieron en amortiguador Tris-HCI 1M
pH 8. Se midid la DOgoim ¥ se diluyd el cultivo para dejarlo con un valor de 0,2. Se
tomaron alicuotas de 1 mL y se colocaron en un bafio termo-regulado a 37°C. Las células
fueron permeabilizadas con 50 pL de cloroformo y 50 ul de SDS (0,1%). Para iniciar la
reaccion se agregaron 100 |L de 4-nitrofenil fosfato di-sodio hexahidrato (0,4%). Para el
ensayo de actividad se esper a que tomara un color amarillo claro y se registré el tiempo
de reaccion, mientras que para la curva de progreso se usaron tiempos de reaccion fijos.
La reaccion fue detenida con 100 pL de KH.PO, 1 M. Una vez detenida la reaccion se
centrifugaron las muestras a 14000xg por 3 min y se midié la DOuzonm ¥ DOssonm del

sobrenadante.

Las unidades de actividad (UA) se calcularon como sigue:

‘DO420nm =1,75x D OSSOnm
tx DO,

U4 =

Donde t es el tiempo en minutos.
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RESULTADOS

3.1. Clonamiento del gen orfL en el vector pBAD33

Para estudiar el efecto de orfL sobre los sistemas productores de microcina E492,
se clond este gen en el vector de expresion pBAD33. Se utilizé este vector por su
compatibilidad con los distintos plasmidios que poseen el sistema de produccion de la
microcina y porque su expresion es regulada. Este vector posee el promotor ara y en
condiciones normales se encuentra reprimido, esta represidon puede aumentar en la
presencia de glucosa, y si se encuentra en un medio con arabinosa se induce la expresion

del gen clonado.

Para clonar el gen orfl se utilizé el plasmidio pJAM229 como molde para amplificar
el gen mediante PCR, haciendo uso de los partidores Hindlli_F y Sall_R (tabla 3). Luego
de optimizar el proceso realizando un gradiente de temperaturas para encontrar una “Tp,’
optima, se obtuvo un amplicon de 598 pb. El amplicén fue digerido con las enzimas de
restriccion Hindllf y Sall y analizado en un gel de agarosa al 2%. El vector pBAD33 fue
digerido con las enzimas previamente mencionadas, analizado y purificado desde un gel

de agarosa al 1%.

Se realizd una reaccién de ligacién entre el vector pBAD33 y el amplicon que
contenia a orfL (ambos previamente digeridos), y con la mezcla de ligado se transformé la
cepa E. coli BW25113. Las transformantes fueron incubadas en placas de agar LB
suplementado con cloramfenicol para seleccionar las células que habian integrado el
plasmidio. Los clones positivos fueron analizados por PCR y por digestiones con enzimas
de restriccion de los plasmidos que contenian. Finalmente se secuencié el plasmidio y se

comprobd que la construccion estaba correcta, asi se obtuve el plasmidio pBAD33-orfl.
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3.2. Caracterizacion de la cepa E, coli BW25113 pBAD33-orfl

3.2.1. Actividad bactericida

La cepa E. coli BW25113 pBAD33-oriL fue sembrada sobre un césped sensible a
la MccE492 para determinar si existia actividad hactericida. No hubo presencia de halo de

inhibicién tanto en la placa con glucosa como en la placa con arabinosa.

Posteriormente, esta cepa fue transformada con los distintos sistemas productores
de la microcina (pMccE492, pJAM434, pJEM15 y pJAM229). Se repitio el experimento de
inhibicién del crecimiento en un césped sensible, esperando que la sobreexpresion de
orfL. en conjunto con la produccion de la microcina provocara algtin cambio en la actividad
bactericida de esta Ultima, y que se viera reflejado en un cambio en el tamanio del halo de
inhibicion del crecimiento. Al comparar el diametro de los halos las distintas cepas con
una cepa control, y posteriormente comparando estos valores entre si, no se encontraron

diferencias significativas entre éstas (tabla 4 y figura 4).

Para complementar el experimento anterior, se realizd un ensayo de halos de
inhibicion utilizando las cepas productoras de la microcina junto con el vector pBAD33,
colocando una colonia de estas junto a las cepas E. coli BW25113 pBAD33-orfL np220 o
pBAD33-orfl. pMccE492. El objetivo de este experimento fue probar si OrfL. podia actuar
desde el medio exiracelular, como ha sido descrito para factores de competencia, en
donde la secrecién de bacteriocinas esta regulada por ofros péptidos similares que actuan
como moléculas tipo “quorum-sensing” (Vincent y cols., 2002), y producir algin efecto
sobre la actividad bactericida de la microcina (figuras 5 y 6). Se utilizé el plasmidio np220
ya que posee los genes necesarios para la exportacion y modificacion de la microcina,

pero con una mutacién en el gen estructural, y el plasmidio pMccE492 ya que posee el
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Tabla 4. Ensayo de halos de inhibicién sobreexpresando orfL en presencia de los

sistemas productores de la microcina

Cepa % Halo LB + Arabinosa % Halo LB + Glucosa
pJAM229 pBAD33-orfL 73,1154 82,8 10,4
pJAM434 pBAD33-orfL 90,2+8,0 101,6 £9,7
pJEM15 pBAD33-orfL 94,3142 102,7 £11,8
pMccE492 pBAD33-orfL 98,6 £6,2 101,4 £13,2

Todos los experimentos se realizaron sobre un cesped sensible de E. cofi BL21 (DE3). La
cepa huesped que se utilizd para estos experimentos corresponde a E. coli BW25113. El
promedio y desviacién estandar de los valores obtenidos fue realizado con siete colonias
por cepa. El 100% corresponde al tamafio del halo obtenido con la cepa que presentaba
el sistema productor en conjunto con el vector pBAD33.

et e v e i i
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pJAM229 pJAM434 pJEM15 pMccE492
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pBAD33

pBAD33-orfL
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Figura 4. Efecto de orfL sobre los halos de inhibicién de los sistemas productores

de la microcina. Las cepas productoras corresponden a la cepa E. coli BW25113
transformada con alguno de los sistemas productores de la microcina y con pBAD33 o
pBAD33-orfL. El césped sensible corresponde a la cepa BL21 (DE3). Todos los
experimentos fueron realizados en placas agar LB suplementadas con arabinosa 0,2%,

cloramfenicol y ampicilina.
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pMccE492
Glucosa Arabinosa

pJEM15
Glucosa Arabinosa

+pBAD33

+pBAD33-
orfL

pJAM434 pJAM229

Glucosa Arabinosa Glucosa Arabinosa
+pBAD33 +pBAD33
+pBAD33- +pBAD33- |
orfL orfL

Figura 5. Ensayo para detectar si la sobreproduccion de OrfL en E. coli BW25113
pMccE492 tiene efecto desde el medio extracelular. Todas las cepas utilizadas
corresponden a la cepa E. coli BW25113, con excepcion del césped sensible que es la
cepa BL21 (DE3). En cada par de colonias inoculadas, la de la derecha corresponde a la
cepa transformada con el vector pMccE492 con pBAD33 o pBAD33-orfL. La colonia de la
izquierda corresponde al sistema productor mencionado en la parte superior de cada set
de fotos en conjunto con el vector pBAD33. Las placas son de agar LB suplementado con

cloramfenicol y ampicilina.
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Figura 6. Ensayo para detectar si la sobreproduccion de OrfL en E. coli BW25113

np220 tiene efecto desde el medio extracelular. Todas las cepas utilizadas

corresponden a la cepa E. coli BW25113, con excepcion del césped sensible que es la

cepa BL21 (DE3). En cada par de colonias inoculadas, la de la derecha corresponde a la

cepa transformada con el vector np220 con pBAD33 o pBAD33-orfL. La colonia de la

izquierda corresponde al sistema productor mencionado en la parte superior de cada set

de fotos en conjunto con el vector pBAD33. Las placas son de agar LB suplementado con

cloramfenicol y ampicilina.
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“cluster” productor completo de la microcina. Cada experimento se realizé en placas con
medio inductor o inhibitorio de la expresion de orfl., y utilizando el vector vacio como
control. Si hubiese un efecto estimulante o inhibitorio de la actividad antibacteriana se
observaria una deformacion, ya sea una protuberancia © una concavidad
respectivamente, del halo de inhibicién de la colonia probada. No se detectd cambio
alguno en la forma del halo de inhibicién formado por la cepa que poseia el sistema
productor. Para ambas cepas con sobreproduccion de orfl. se obtuvieron los mismos
resultados, ya sea comparando el vector sin inserto con el vector que contiene al gen orfL,

o comparando el estado inducido con el reprimido para la expresion de orfL.

Ademas se logré probar que la cepa OrfL no presenta actividad bactericida cuando
se encuentra en presencia del vector np220, plasmido que posee todos los determinantes
genéticos para la maduracion y exportacién de la MccE492, pero con una mutacidn en el

gen estructural.
3.2.2. Efecto de la sobreexpresion del gen orfL sobre la cepa BW25113

Se realizaron ensayos de sobrevida en placas LB o M9 con glucosa o arabinosa,
para determinar si la sobreexpresién de orfL causaba una disminucién en la sobrevida
(tabla 5). No se detecté un cambio en la sobrevida de la cepa, ya sea comparando entre
placas glucosa y arabinosa para una misma cepa o al compararla con la cepa control

(BW25113 pBAD33).

Ademas se evalud la sobrevida al sobreexpresar orfL en presencia de los distintos
sistemas productores de MccE492, siguiendo las mismas condiciones que en el

experimento anterior. Nuevamente no se detecté un cambio en la sobrevida al comparar

la condicién reprimida e inducida. Al comparar las cepas con el control (sistema productor




Tabla 5. Sobrevida en placas agar LB o agar M9 de cepas que contienen los

distintos sistemas productores en conjunto con pBAD33 o pBAD33-orfL

Cepa %Sobrevida LB %Sobrevida M9
pBAD33 100,9 + 26,1 95,9+15,8
pBAD33-orfL 117,2 £ 58,0 103,9 £ 23,3
pJAM229 pBAD33 139,9 + 69,1 101,01 324
pJAM229 pBAD33-or1L 938+79,5 96,5 +41,1
pJAM434 pBAD33 121,6 £89,3 94,5 £ 19,4
pJAM434 pBAD33-orfl. 101,6 £ 69,2 96,0247
pJEM15 pBAD33 137,7 £ 60,9 85,7 £30,2
pJEM15 pBAD33-orfL 56,4 + 45,2 104,2 + 30,5
pMccE492 pBAD33 100,9 = 26,1 959 +158
pMccE492 pBAD33-orfL 91,4 £29,6 85,1+21,8

Todos los experimentos fueron realizados en la cepa E.coli BW25113. Los conteos de
colonias y porcentajes de sobrevida fueron obtenidos de un triplicado. Se considerd como

un 100% la sobrevida obtenida en las placas agar LB o M9 suplementadas con glucosa.




y pBAD33) se notdé una disminucién de 2 érdenes de magnitud para la cepa BW25113
pJAM434 pBAD33-orfl, es decir, donde ambas cepas fueron crecidas hasta una DOsgonm
de aproximadamente 0,6, para pJAM434 pBAD33 se obtuvo un recuento de células del
orden de 10° UFC/mL, mientras que pJAM434 pBAD33-orfl solo alcanzé el orden de 10°

UFC/mL.

3.2.3. Efecto de la sobreexpresion de orfL sobre la curva de crecimiento de la cepa

E. coli BW25113

Se realizé una curva de crecimiento en la cepa E. coli BW25113 con los plasmidos
pBAD33 o pBAD33-orfL. Las curvas fueron realizadas en los medios LB y M9 sin
presencia de inductor o represor de la expresidn, es decir, solo con la expresion residual
del gen (figura 7). No se observaron diferencias enfre las curvas de crecimiento con
pBAD33 o pBAD33-orfL, por o que la expresiéon residual del gen orfl no afectaria el

crecimiento de la célula.

A continuacion se realizaron curvas de crecimiento agregando glucosa (represor
de la expresidn), o arabinosa (inductor de la expresion) luego de 2 h de crecimiento de las
células, nuevamente en los medios LB y M9. No se notaron alteraciones significativas en
las curvas de crecimiento (considerando los tiempos generacionales), comparando
pBAD33 con pBAD33-orfL, o comparando el medio con arabinosa o con glucosa (figura

8).

3.2.4. Efecto de la sobreexpresion de orfL sobre la curva de crecimiento de la cepa

E. coli BW25113 en conjunto con los distintos sistemas productores de la microcina

Se siguidé el mismo esquema utilizado en las curvas de crecimiento anteriores.
Primero se realizaron las curvas en ausencia de inductor o represor de la expresién de

orfL, pero esta vez en un huésped que lleva los sistemas productores de microcina E492
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Figura 7. Efectos de la expresion residual de orfL sobre las curvas de crecimiento

de la cepa E. coli BW25113 transformada con los vectores pBAD33 o pBAD33-orfL.
Estos cultivos fueron crecidos en ausencia de arabinosa (inductor) o glucosa (represor).
A) Curva de crecimiento obtenida al crecer las cepas en medio LB. B) Curva de
crecimiento obtenida al crecer las cepas en medio M9. Para el caso del medioc M9 se
utilizé glicerol con una concentracion final del 0,4% como fuente de carbono. En todos los
casos los medios se encontraban suplementados con cloramfenicol con las
concentraciones especificadas en la seccion de métodos. Se realizé una réplica del
experimento obteniéndose resultados similares.
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Figura 8. Efecto de la sobreexpresién de orfl. sobre la cepa E. coli BW25113. Todos
los experimentos fueron realizados en la cepa E. cofi BW25113. Luego de 2 horas de
crecimiento se agregd glucosa o arabinosa al medio de cultivo para reprimir ¢ inducir la
expresion de orfl. El medio M9 fue suplementado con glicerol como fuente de carbono
con una concentracion final de 0,4%. A} Cepa con el vector pBAD33 en medio LB. B)
Cepa con el vector pBAD33-orfL en medio LB. C) Cepa con el vector pBAD33 en medio
M9. D) Cepa con el vector pBAD33-orfL en medio M9. La flecha indica el momento en que

se agregd glucosa o arabinosa. Se realizd una réplica del experimento obteniéndose
resultados similares.




(pJAM229, pJAM434, pJEM15 y pMccE492). No se encontraron diferencias significativas
entre las curvas de crecimiento con los distintos sistemas productores, ya sea
comparando pBAD33 con pBAD33-orfl. 0 comparando los distintos sistemas productores,

para LB o M9 (figuras 9 y 10).

Luego se repitid el experimento anterior agregando glucosa o arabinosa después
de 2 h de crecimiento. No se obfuvieron diferencias entre las cepas que poseen el vector
pBAD33-o/fL. en comparacién con el vector vacio (pBAD33). Tampoco hubo una
diferencia al momento de inducir o reprimir la expresion de orfl. Las curvas de
crecimiento son todas semejantes entre si, y a su vez, son similares a las obtenidas en los
experimentos anteriores al probar la expresion residual del gen orfL en presencia de los
sistemas productores de la microcina. Tampoco se detecté un efecto al comparar entre
los medios LB y M9 (figuras 11 — 14).

3.3. Determinacién del efecto de la sobreexpresion de OrfK y OrfL. sobre la
membrana celular

En este ensayo se cuantificd la actividad B-galactosidasa utilizando una variacion
del método de Miller. En este caso la actividad de esta enzima no est& asociada con su
nivel de expresién, sino que deberia ser proporcional al grado de permeabilizacién de la
membrana. Para esto fue necesario el uso de una cepa que no pudiera ingresar el
reactivo ONPG, es decir que fuera /acY’; y que expresara constitutivamente el gen de la B-
galactosidasa (facZ"). En estos experimentos se utilizé la cepa E. coli MC1061 (tabla 1)
que presenta un genotipo /acY’, lacZ, y para obtener una expresion constitutiva de [a B-

galactosidasa se transformod con el plasmido pPELICAN que codifica este gen.

Se transformé sucesivamente la cepa E. coli MC1061 pPELICAN con los
plasmidios pBAD33, pBAD33-orfK o pBAD33-orfL, y la produccion de B-galactosidasa se

detectd en placas agar LB X-gal para [as tres cepas.
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Figura 9. Expresion residual de orfL en presencia de los sistemas productores de la

microcina en medio LB, Todos los experimentos fueron realizados en la cepa E. coli

BW25113 transformada con los distintos sistemas productores de la microcina y con
pBAD33 o pBAD33-orfL. A) Cepa con el sistema productor pJAM229. B) Cepa con el
sistema productor pJAM434. C) Cepa con el sistema productor pJEM15. D) Cepa con el

sistema productor pMccE492. Se realizd una réplica del experimento obteniéndose

resultados similares.
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Figura 10. Expresién residual de orfL en presencia de los sistemas productores de

la microcina en medio M9. Todos los experimentos fueron realizados en la cepa E. coli

BW25113 transformada con los distintos sistemas productores de la microcina y con
pBAD33 o pBAD33-orfl.. A) Cepa con el sistema productor pJAM229. B) Cepa con el
sistema productor pJAM434. C) Cepa con el sistema productor pJEM15. D) Cepa con el

sistema productor pMccE492. Se realizé una réplica del experimento obteniéndose

resultados similares.
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Figura 11. Induccién de pBAD33 en presencia de los sistemas productores en

medio LB. Curvas de crecimiento en medio LB de E. coli BW25113 transformadas con los

sistemas productores de MccE492 y pBAD33. A las 2 horas de crecimiento se agregd
glucosa o arabinosa al cultivo. A) Cepa con el sistema productor pJAM229. B} Cepa con

el sistema productor pJAM434. C) Cepa con el sistema productor pJEM15. D) Cepa con el

sistema productor pMccE492. La flecha indica el momento en que se agregé glucosa o

arabinosa. Se realizé una réplica del experimento obteniéndose resultados similares.
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Figura 12. Induccién de pBAD33-orfL en presencia de los sistemas productores de
la microcina en medio LB. Curvas de crecimiento en medio LB de E. coli BW25113
transformadas con los sistemas productores de MccE492 y pBAD33-orfL. A las 2 horas de
crecimiento se agregd glucosa o arabinosa al cultivo. A) Cepa con el sistema productor
pJAM229. B) Cepa con el sistema productor pJAM434. C) Cepa con el sistema productor
pJEM15. C) Cepa con el sistema productor pMccE492. La flecha indica el momento en
que se agrego glucosa o arabinosa. Se realizd una réplica del experimento obteniéndose

resultados similares.
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Figura 13. Induccion de pBAD33 en presencia de los sistemas productores en
medio M9. Curvas de crecimiento en medio M9 de E. coli BW25113 transformadas con

los sistemas productores de MccE492 y pBAD33. A las 2 horas de crecimiento se agregé

glucosa o arabinosa al cultivo. A) Cepa con el sistema productor pJAM229. B) Cepa con

el sistema productor pJAM434. C) Cepa con el sistemna productor pJEM15. D) Cepa con el

sistema productor pMccE492. La flecha indica el momento en que se agrego glucosa o

arabinosa. Se realizé una réplica del experimento obteniéndose resultados similares.
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Figura 14. Induccion de pBAD33-orfL en preseitcia de los sistemas productores en
medio M9, Curvas de crecimiento en medio M9 de E. coli BW25113 transformadas con
los sistemas productores de MccE492 y pBAD33-orfL.. A las 2 horas de crecimiento se
agregd glucosa o arabinosa al cultivo. A} Cepa con el sistema productor pJAM229. B)
Cepa con el sistema productor pJAM434. C) Cepa con el sistema productor pJEM15. D)
Cepa con el sistema productor pMccE492, La flecha indica el momento en que se agregd
glucosa o arabinosa. Se realizd una réplica del experimento obteniéndose resultados

similares,
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Como control positivo al momento de cuantificar la actividad B-galactosidasa las
células fueron permeabilizadas con SDS y cloroformo, esto constituye un 100% de
permeabilizacion y por lo tanto el valor maximo que se deberia obtener si es que alguna
de las proteinas permeabilizara la membrana. Para el caso de las cepas transformadas
con pBAD33 y pBAD33-orfL no se detectd actividad significativa, mientras que la
construccién pBAD33-orfK presentd una actividad de 63 Unidades Miller (UM) luego de 30
min de induccion y a las 4 h ya presentaba el mismo valor que el control positivo (figura

15).

Una de las opciones que debia ser descartada durante la realizacion de este
experimento, era si OrfL u OrfK provocaban la lisis de las células en vez de su
permeabilizacion. De ser éste el caso, el sobrenadante de las muestras deberia presentar
actividad B-galactosidasa. Esta actividad se midié para cada uno de los tiempos de
induccién utilizados, pero no se detectd actividad B-galactosidasa alguna. En conclusion,
tanto OrfK como OrfL no provocan la ruptura de las células que los sobreproducen, y por
otro lado OrfK serfa [a Gnica proteina estudiada en esta tesis, que tendria la capacidad de
permeabilizar la membrana. Este resultado es coherente con los efectos observados al

sobreproducir estas proteinas (Gonzdlez, 2011 y esta tesis).
3.4. Determinacién de la topologia de OrfK

3.4.1. Modelos in silico

Ya que los experimentos anteriores apuntan a que OrfK se insertaria en la
membrana de la célula, es de importancia determinar la orientacion en la que ésta se
inserta y el nimero de segmentos implicados en esto, es decir, la topologia de insercién

de membrana de la proteina. Para esto, un método aceptado es el estudio de prediccion
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Figura 15. Efectos de orfl. y orfK sobre la permeabilidad de la membrana celular.
Todos los experimentos se realizaron en la cepa E. coli BW25113 transformado con los
plasmidios pBAD33, pBAD33-orfl. o pBAD33-orfK. El contro! positivo corresponde a la
cepa permeabilizada con 10 pl cloroformo y 10 pL SDS (0,1%), y el control negativo es
una muestra sin tratamiento. Los tiempos corresponden al tiempo de induccion
(arabinosa) o represion (glucosa) de la expresién. UM corresponde a Unidades Miller.
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bioinformatica de la topologia, que luego debe ser corroborada mediante el uso de
fusiones traduccionales con algtin reportero que cambie sus propiedades de acuerdo a su
localizacién subcelular. Para esta tesis se escogié como reportero la proteina fosfatasa
alcalina (PhoA), esta proteina cuando se encuentra en el periplasma se oxida y solo de
esa manera puede alcanzar su conformacién activa. De esta manera al realizar fusiones
traduccionales entre la proteina a estudiar y PhoA es posible determinar cusles son las
zonas que se encuentran orientadas hacia el citoplasma o hacia el periplasma celular

dependiendo si hay ausencia o presencia de actividad, respectivamente.

Se usaron los programas HMMTOP, TMHMM, TMPred y TopPred y se obtuvieron
cuatro modelos que predicen la topologia de la proteina OrfK (figura 16). Todos los
modelos coinciden en que OrfK seria una proteina integral de membrana con tres
segmentos fransmembrana. De los modelos generados, tres (HMMTOP, TMPred y
TopPred) coinciden con una configuracién que coloca el extremo amino terminal hacia el

citoplasma de la célula, en tanto que TMHMM predice la configuracion opuesta.

Para [a corroboracién de uno de los modelos generados, se procedié a construir
tres fusiones traduccionales entre distintos segmentos de OrfK y la proteina PhoA. Las
fusiones fueron realizadas entre PhoA y la tirosina 40, la serina 90 o la leucina 136 de
OriK. Esto se resume en una fusidn entre PhoA y el primer “loop”, el segundo “loop” o el

extremo C-terminal de la proteina OrfK, respectivamente.

3.4.2. Construccion de las fusiones traduccionales OrfK-PhoA

Para la obtencion de la primera fusidn traduccional (PhoA unide al extremo C-
terminal de OrK) se utiliz6 como molde el plasmidio pCA24N-phoA con los partidores
phoA_F y phoA_R (tabla 3) que contiene el gen phoA. El producto de PCR obtenido

corresponde a un amplicén con un tamafio de 1.448 pb, que fue observado en un gel de
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LIAIGAIAGT FLSPGIGSIA GAYVQWSLAL EWRSAL
HMMTOP

TMPred
TopPred
TMHMM

Periplasma Predicho por:

Predicho por:

Periplasma

e  HMMTOP + TMHMM

136 ¢ TMPred
COOH * TopPred

Citoplasma

Citoplasma

$90
Figura 16. Prediccion de topologia de OrfK. Estudio bioinformatico de prediccion de

topologia de insercion en la membrana para OrfK. A) En verde se marcan los segmentos
citoplasmaticos, en rojo los segmentos de transmembrana y en azul los segmentos
periplasmaticos. El nombre escrito en el costados de cada linea corresponde al programa
utilizado para la prediccion. B) Esquema representativo de la topologia predicha por los
programas HMMTOP, TMPred y TopPred. C) Esquema representativo de la topologia
predicha por el programa TMHMM. Las estrellas en la tirosina 40, la serina 90 y la leucina
136 de OrfK, indican los puntos en donde se realizaran las fusiones con la proteina PhoA.
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agarosa al 1%. Se utilizé como molde el plasmidio pBAD33-0rfK con los partidores
orfK_Fd y orfK_Rd1 (tabla 3) en una reaccién de PCR divergente, para obtener el
plasmidio pBAD33-orfK linealizado con los sitios de restriccién necesarios para realizar la
fusién. Se obtuvo un producto de PCR de 5.835 pb que fue analizado y purificado de un

gel de agarosa al 1%.

Ambos productos de PCR fueron digeridos con las enzimas de restriccion Hindll! y

Xhol en una doble digestién dada la compatibilidad de ambas enzimas.

Se realizd una reaccién de ligacion entre ambos fragmentos ya digeridos y las
células transformadas con este DNA fueron cultivadas en placas agar LB suplementadas
con cloramfenicol. La construccion fue comprobada con el uso de enzimas de restriceion y
PCR, y posteriormente fue secuenciada. EI vector obtenido recibe el nombre de pBAD33-

orfK-phoA (figura 17).

Utilizando la fusién traduccional ya obtenida como base, se utilizaron los partidores
phoA_F y orfK_Rd2 (tabla 3) para obtener un amplicén de 6.970 pb que Iuegb fue digerido
con la enzima de restriccién Xhol. Se realizd una reaccidn de ligacién con el producto
obtenido luego de la digestién y se siguieron los mismos pasos que en la construccién de
la fusion anterior para comprobar la construccion. Asi se obtuvo la construccion pBAD33-
orfK A41-136-phoA (figura 17), que corresponde a una fusion entre el primer “loop” de

OrfK y la enzima PhoA.

Para la construccion del plasmidio pBAD33-0rf/K A91-136-phoA (figura 17), que
corresponde a la fusién entre el segundo “loop” de OrfK y [a enzima PhoA, se utilizé como
molde el plasmidio pBAD33-orfK-phoA con los partidores phoA_F y orfK_Rd3. El producto

de PCR que tenia un tamafio de 7.120 pb fue digerido con la enzima de restriccion Xho! y
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orfkK_Fd

pBAD33-orfK-phoA
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% orfkK* phoA —_— pBAD33-orfK
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Hindlll Hindlll

% orfK* phoA — pBAD33-orfK

A91-136-phoA

Figura 17. Esquema de la obtencion de las fusiones entre orfK y phoA. Esquema
ilustrativo que explica el método utilizado para obtener las fusiones traduccionales entre
los genes orfK y phoA. En rojo se encuentran los partidores y las flechas indican el
sentido en el que hibridan.

44




fuego se realizé una reaccion de ligacién. Las células transformadas obtenidas fueron

comprobadas igual que en los casos anteriores.,

3.4.3. Validacion de los modelos

Cuando la enzima fosfatasa alcalina se ubica en el periplasma de la célula se
oxida y toma su conformacion activa. En los modelos se espera que aquellas fusiones que
mantengan a PhoA en el periplasma presenten una actividad significativamente mas alta,
y esto se analizd mediante un ensayo de actividad en placas agar LB suplementadas con
cloramfenicol, arabinosa y el reactivo cromégeno BCIP. Se obtuvieron colonias azules

(positiva para actividad PhoA) en los tres casos.

Debido a que las tres fusiones obtenidas presentaban actividad fosfatasa alcalina
se procedid a cuantificar la actividad PhoA para poder validar uno de los dos modelos
obtenidos, ya que la diferencia en actividad entre una fusidn orientada hacia el ;;itop]asma
y ofra hacia el periplasma deberia ser significativa. Se cuantificd la actividad enzimatica a
un Unico tiempo para las tres fusiones y la mayor actividad se obtuvo con la cepa que
contiene la fusién en el segundo loop de OrfK y PhoA. Para las fusiones en el primer loop

y el extremo C-terminal de OrfK (que en ambos modelos poseen la misma orientacién) se

detectd una actividad 10 veces menor (figura 18).

Para comprobar el resultado obtenido anteriormente se realizd una curva de
progreso para cada una de las fusiones y con el vector vacio como control (pBAD33). La
mayor velocidad de reaccién obtenida fue para la fusién correspondiente al segundo loop
de OrfK, mientras que para el control no se detectd actividad alguna (figura 19). Estos
resultados apoyan el modelo generado por el programa TMHMM, que corresponderia al

modelo correcto (figura 16c).
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Figura 18. Ensayo de actividad PhoA para las fusiones traduccionles OrfK-PhoA.
Todos los experimentos fueron realizados en la cepa huésped E. coli BW25113 que es
AphoA. Luego del periodo de crecimiento e induccion, las cepas fueron permeabilizadas
con cloroformo y SDS previo a la adicion del reativo cromoégeno. UA corresponde a
Unidades de Actividad.
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Figura 19. Curva de progreso de la actividad PhoA de las fusiones OrfK-PhoA.
Todos los experimentos fueron realizados sobre la cepa E. coli BW25113 transformada
con las distintas fusiones traduccionales OrfK-PhoA o con pBAD33. Mediante una
regresion lineal para cada curva y luego calculando las unidades de actividad se
obtuvieron los siguientes valores: pBAD33 1,50 UA/min; pBAD33-orfK-phoA 55,23
UA/min; pBAD33-orfK A91-136-phoA 350,33 UA/min; y pBAD33-0rfK A41-136-phoA 35,04
UA/min. UA corresponde a Unidades de Actividad.
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Existia [a posibilidad de que los ensayos de actividad de la fosfatasa alcalina y la
curva de progreso se vieran afectados por un cambio en la sobrevida de la célula.
Especificamente, una posible lisis celular y liberacion de las proteinas de fusién
podriaresultar en una mayor actividad en los ensayos. Para comprobar esta duda se
realizé un ensayo de sobrevida en placas de agar LB suplementadas con cloramfenicol y
glucosa (expresion inhibida) o arabinosa (induccion de la expresion). Se obtuvo un
porcentaje de sobrevida de 97,3% + 44,6% para pBAD33-o0ifK-phoA, 106,5% * 78,2%
para pBAD33-0rfK A91-136-phoA y 133,3% * 52,1% para pBAD33-orfK A41-136-phoA.
Estos experimentos comprueban que no hay una lisis celular significativa que pueda

alterar las medidas de la actividad PhoA.

48




DISCUSION

Los microorganismos han desarrollado una serie de estraté para competir por
un mismo nicho. Dentro de éstas esta la produccién de microcinas, que corresponden a
péptidos antimicrobianos de bajo peso molecular que ejercen su efecto bactericida sobre

cepas de la misma especie o cercanas a la cepa productora (Baquero y cols., 1984).

En el caso de Klebsiella pneumoniae RYC492, se caracterizd la presencia de la
microcina E492 (MccE492). El gen que codifica esta microcina se encuenira en un
“cluster” que posee los genes estructural, de inmunidad, de maduracion y de exportacién,

para poder asi producir y exportar la microcina activa {Lagos y cols., 1999).

Esta tesis tenia como fin el estudio de dos genes cuyas funciones en los procesos
de regulacion, maduracidon y/o exportacion son aun desconocidos. Por un lado, esta la
proteina integral de membrana OrfK cuya identidad con las proteinas estructural y de
inmunidad de la microcina McmM, ademas de su efecto adverso en la sobrevida al ser
sobreexpresado (Gonzalez, 2011), la hace un buen candidato para su estudio. Por otro
lado esta la proteina OrfL, que se asemeja a la familia de las microcinas a la cual
pertenece la MccE492 ya que poseeria un péptido lider necesario para la exportacién
caracterizado por el motivo de doble glicina, y en el extremo C-terminal un dominio rico en
serinas, terminando con un motivo glicina-serina que podria sufrir una modificacién post-

traduccional con una molécula de salmoquelina {(Lagos y cols., 2009).

En primera instancia se buscé si OrfL poseia actividad antimicrobiana como la
microcina. No se detectd actividad bactericida al sobreexpresar orfL, tanto en presencia o
ausencia del sistema de maduracién y exportacion de la microcina MccE492, Estos

resultados permiten descartar la posibilidad de que Orfl actlle como una segunda
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microcina, o por lo menos que el sistema productor de MccE492 no posee los

componentes necesarios para “otorgarle” actividad a OrfL.

Se procedid a buscar si la expresién de orfL tenia algun efecto regulador sobre la
MccE492. Para esto se buscaron cambios en la actividad bactericida de ésta mediante el
ensayo de halos de inhibicion del crecimiento. En una primera instancia no se detectaron
cambios en el tamafio del halo de inhibicién formado por una cepa productora de
microcina que sobreexpresara el gen orfL, sin embargo, aun existia la posibilidad de que
el rol regulador sobre la actividad bactericida fuera como un producto de secrecién
(Vincent, 2002) y que fuera necesario que orfL interactuara con la microcina una vez
secretada por las cepas productoras. Para esto se inocularon colonias productoras de

microcina junto a colonias que sobreexpresaban orfL, y en este caso tampoco se obtuvo

algun efecto sobre la actividad bactericida.

Se buscd si orfl tenia algun efecto en la cepa que lo sobreexpresara, asi como
ocurre con orfK (Gonzalez, 2011). El ensayo de sobrevida en placas probé que las células
no morian al sobreexpresar orfl; sin embargo, podria ocurrir que si afectara a las células
durante el crecimiento pero que estas fueran capaces de recuperarse de manera tardia.
Esta hipotesis fue descartada al observar las curvas de crecimiento ya que no se
observaron diferencias significativas entre las condiciones inducidas o inhibidas para la
expresion de orfL. Para terminar de complementar estos experimentos se buscd si OrfL
tenfa algun efecto sobre la permeabilidad de la membrana celular mediante el ensayo de

Miller. No se encontrd efecto de permeabilizacidn de la membrana celular.

Existia la posibilidad de que para que la sobreexpresion de orfL tuviera algtin
efecto sobre la cepa que lo produjera, fueran necesarios otros componentes del sistema

productor de la microcina. Los ensayos de sobrevida y las curvas de crecimiento en
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conjunto con los sistemas productores no produjeron resultados que apoyaran esta

hipétesis.

En resumen, se realizaron una serie de experimentos para probar si es que OrflL
presentaba actividad bactericida, efectos adversos sobre la cepa que lo sobreexpresara y
si regulaba o afectaba la actividad bactericida de la MccE492. Los experimentos sugieren
que la sobreexpresion de orfL no tendria efecto alguno. Sin embargo, no es suficiente
para decir que no tiene funcién ya que falta estudiar una cepa productora de microcina

que carezca de este gen.

La segunda parte de esta tesis se enfoco en el estudio de un gen que ya habia

probado tener efectos adversos sobre la cepa que [o sobreexpresara, orfK.

Como el gen orfK posee identidad con una microcina (MccM) que a su vez
pertenece a la misma familia que la MccE492, y es potencialmente una proteina integral
de membrana, se esperaba que su efecto adverso en la sobrevida de la bacteria fuera por
una disrupcién de la membrana celular. Para esto se realizd un ensayo de Miller,
adaptado con una cepa que permite cuantificar la permeabilidad de la membrana, y al
comparar el estado inducido y reprimido se pudo comprobar que OrfK provoca una
permeabilizacion de la membrana, ya que el reactivo ONPG pudo ingresar a la célula para
ser hidrolizado. Se descarta que la actividad registrada fuera por lisis de las bacteria, ya
que de ser ese el caso se habria detectado actividad B-galactosidasa en el sobrenadante,

lo que no ocurrid,

Finalmente se determiné si OrfK era una proteina integral de membrana vy la
topologia de ésta. El perfil de hidropatia de OrfK indica que esta corresponderia a una
proteina integral de membrana con tres segmentos transmembrana. Es por esto que se

realizaron tres fusiones traduccionles entre los genes orfK y phoA. Las fusiones obtenidas
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recibieron el nombre de pBAD33-0rfK-phoA (fusion en el carboxilo terminal), pBAD33-orfK
A91-136-phoA (fusién en el segundo “loop”) y pBAD33-0rfK A41-136-phoA (fusién en el
primer ‘loop”). Al comparar la actividad detectada para las distintas fusiones
traduccionales, se puede afirmar que el primer “loop” y el carboxilo terminal se encuentran
con la misma orientacion y que ésta seria la opuesta a la del segundo loop. Esto es
consistente con los tres segmentos de transmembrana que se obtuvieron mediante e!
perfil de hidropatia. Por el alto valor de actividad de la fosfatasa alcalina obtenido con Ia
fusién orfK A91-136-phoA, en comparacion con las ofras dos fusiones, significaria que el
segundo loop seria el que presenta la enzima orientada hacia el periplasma. Ademas esto
permite confirmar experimentalmente que OrfK corresponderia a una proteina integral de
membrana. En resumen, los experimentos realizados apoyan el modelo que orienta el
extremo amino terminal hacia el periplasma y el carboxilo terminal hacia el citoplasma.
Este modelo fue propuesto por el programa TMHMM, solamente uno de los cuatro
utilizados, esto significa que basandose solamente en la aproximacion bioinformatica, el
modelo predilecto era el incorrecto. Esto reafirma la necesidad de comprobar
experimentalmente todos los resultados obtenidos mediante aproximaciones teéricas, ya
que la célula esta compuesta por una red de ineracciones altamente compleja y extensa,
es por esto que el método bioinformatico solo debe ser considerado como una

aproximacion al problema y no como la solucion a éste.

El ensayo de sobrevida mostré que cuando se sobreexpresa OrfK fuisonado a
PhoA, no provoca la muerte de las bacterias. Posiblemente OrfK, una proteina de solo
136 amino&cidos, al estar fusionada con la proteina PhoA que es de mayor tamanio,
pierde su accién permeabilizadora, probablemente por una perdida en la interaccion con
otros componente de la membrana o una interaccién con otros monémeros de OrfK para

poder actuar como un multimero.
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CONCLUSIONES

Los experimentos realizados con orfL no arrojaron resultados sobre cual podria ser
su funcion.

OrfL no posee la capacidad de permeabilizar la membrana interna de la cepa que
lo sobreexpresa.

OrfK es una proteina integral de membrana con tres segmentos transmembrana y
con su extremo amino ferminal orientado hacia el periplasma, que produce la
permeabilizacion de la membrana cuando es sobreexpresada.

La fusion de la proteina PhoA al extremo carboxilo terminal elimina el efecto

adverso de OrfK en la sobrevida celular.
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