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Autobiografia

Naci un dia lunes 28 de julio de 1986, poco tiempo después de
que mi madre se bajara del taxi en el hospital y cuando cumplia
los 9 meses justos de gestacion. Me pusieron Daniela Cecilia, que
quiere decir ‘justicia de Dios ciega’, de haber sabido lo que
significaba quizas mis padres no me hubieran puesto asi. Fui
recibida por mis padres y por mi hermana mayor que el dia de mi
nacimiento cumplia 1 afio y 3 meses. Vivi los primeros 6 meses
de mi vida en Santiago y después de ese tiempo mis padres se
fueron a vivir a Melipilla, una ciudad pequefia que queda a una
hora de Santiago, tranquila, apacible, bonita y ahi ha transcurrido casi la totalidad de mi
vida. Cuando tenia unos 3 afios entré al jardin Santa Ménica, luego al afio siguiente
estuve en el jardin Pillancito y tomé un afio sabatico antes de entrar a kinder en el
colegio Marambio en el afio 1992. Estuve unas 2 semanas en kinder y me instalaron
en Primero Basico, razon por la cual por lo general fui en todos los cursos siempre la
mas chica de los comparieros, tanto en edad como en estatura. En este colegio hice
varios amigos y también conoci a Marco, a los 5 afios, con quien aun mantenga una
amistad de casi 19 afios y es sin duda lo que mas rescato de mi etapa escolar en los
primeros afios. Cuando tenia 6 afios nacié mi hermana Camila, la Gnica rubia de las 3
hermanas y también la mas bonita y la mas rebelde.

Cuando pasé a sexto me cambiaron de colegio y entré al colegio San Sebastian donde
estuve hasta cuarto medio. Aqui abandoné el Jumper y conoci los uniformes con falda
y colores alternativos. También fui compafiera de curso una vez mas de mi eterno
amigo Marco. Las amistades que hice en esta etapa de mi vida son inolvidables y con
ellos pasé momentos realmente muy gratos: Maga, Sepu, Marco, Carla A., Karlita,
Pechant, Bor, Florcita, Morgado entre otros.

Desde siempre tuve la meta de entrar a la U y también me habia dado cuenta que
tenia cierto interés y habilidades para la biologia. Aun asi no sabia qué iba a estudiar y
no fue hasta tercero medio que supe que existia la carrera de Ingenieria en
Biotecnologia Molecular en la Universidad de Chile. Me costé decidirme, pensaba que
no lo iba a lograr porque los puntajes eran muy altos, pero lo logré y fue uno de los
alivios mas grandes que he sentido en toda mi vida. Entrar ala U hizo que cambiaran
muchas cosas en mi vida: dejé de tener tiempo para cualquier otra cosa que no fuera
estudiar, también comencé a pasar muchas horas al dia sentada en el bus 0 arriba de
una micro y a levantarme a horas irrisorias para llegar a clases a las 8 y media. A pesar
de todo el estrés creo que me fue bastante bien y si no fuera por Fisica | que lo hice 2
veces habria sido un total éxito. Pero lo que definitivamente nunca olvidaré de la U son
las personas que conoci y los amigos que hice, los carretes de cumpleafios, los
almuerzos en el pasto, las chelitas en las gradas.

Actualmente ya no vivo en Melipilla, mi ciudad favorita, pues hace 3 afios me trasladé a
vivir a Santiago con 2 comparieros de la U: Gissela y Vicente. Esto ha hecho que mi
vida sea mucho mas comoda y me demoro 5 minutos en llegar ala U caminando. Aun
me queda alrededor de 1 afio para terminar mi paso por la U, ya que me encuentro
desarrollando la Tesis de Magister en Ciencias Biologicas en la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Chile.
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Resumen

La microcina E492 es una bacteriocina formadora de poros producida por
Klebsiella pneurnoniae RYC492 que ha sido clonada y expresada en Escherichia coli.
El mecanismo de accién de esta bacteriocina implica la translocacion al periplasma
mediada por los receptores de sideroforos de tipo catecol FepA, Fiu y Cir que se
localizan en la membrana externa de la célula blanco, para una posterior insercion en
la membrana citoplasmatica donde forma un canal que causa la despolarizacién de la
membrana y la muerte celular. La proteina TonB es esencial en este proceso, ya que
forma un complejo energizador, permitiendo que los receptores de membrana externa
reciban la energia necesaria para ia translocacién de! ligando al periplasma. La
presencia de esta proteina es requerida ademds para la accion bactericida de la
microcina, posterior a su franslocacion, y especificamente postulamos que la region C-
terminal de TonB es fundamental en este proceso. Para comprobar esta hipétesis, se
realizd una construccion que expresara el fragmento C-terminal de TonB desde el
codén 108 al 239, con el objetivo de estudiar las posibles interacciones entre este
péptido purificado y la microcina E492. Ademas se utilizé este fragmento genico de
tonB para complementar una cepa portadora de la proteina trunca TonBA109-239. Los
resultados mostraron que esta cepa complementada con el fragmento C-terminal no
recupera la sensibilidad a la microcina, pero cuando la membrana externa de E. coli
TonBA109-239, insensible a la accién bactericida de la microcina es permeabilizada
(esferoplastos), la sobrevida disminuye después de un tratamiento con una mezcla de
la microcina E492 y el péptido C-terminal de TonB purificado. Este resultado indica que
se requiere el fragmento C-termina! de TonB para la actividad bactericida de la

microcina en un paso distinto de la translocacion.
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Abstract

Microcin E492 is a pore-forming bacteriocin produced by Klebsiella pneumoniae
RYC492 that has been cloned and expressed in Escherichia cofi. The mechanism of
action of this bacteriocin involves the translocation to the periplasm, mediated by the
catechol siderophores receptors FepA, Fiu and Cir, which are located in the outer
membrane of the target cell. Microcin E492 inserts into the inner membrane to form ion
channels that produce the depolarization of the membrane and the death of the target
cells. The protein TonB is essential in this process, since TonB forms an energy
transduction complex that allows the receptors of the outer membrane to obtain the
energy necessary for the translocation of the ligands to the periplasm. The presence of
this protein is required for the bactericidal action of microcin E492 after the translocation
process, and specifically we postulate that the C-terminal region of TonB is required for
the interaction with the outer membrane receptors. To test this hypothesis, a
construction that expresses the last 121 aminoacids (108 to 239) of the C-terminal
fragment of TonB was constructed and the interaction between TonB and microcin
E492 was studied. Additionally, this gene fragment of fonB was used to complement.a
strain carrying the truncated gene which lacks the last 120 codons (109-239). The strain
expressing the C-terminal fragment of TonB did not recover the sensitivity to microcin
E492 after complementation, but the bactericidal activity was observed on TonBA109-
239 cells with a permeable outer membrane (spheroplasts) treated with a mixture of
microcin E492 and the TonB C-terminal fragment. This result shows the TonB C-
terminal fragment is required for the antibacterial activity of microcin in a different step

of translocation.
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1 Introduccién

1.1 Bacteriocinas

En el medio ambiente, las bacterias se encuentran formando amplias
comunidades donde conviven con diversas especies compartiendo un mismo habitat.
La competencia por los recursos ha provocado que las bacterias desarrollen, a lo largo
de su evolucidn, herramientas que les confieran ventajas competitivas sobre los demas
organismos, como es la secrecién de antibiéticos. Dentro de los antibidticos se
encuentran las bacteriocinas, las cuales corresponden a proteinas con actividad
antibacteriana que se diferencian de los antibiticos clasicos, ademas de su naturaleza
profeica, en que su espectro de accion se reduce a cepas relacionadas cercanamente
a la cepa productora (Reeves, 1965).

Las bacteriocinas son producidas tanto por bacterias Gram-negativas como por
Gram-positivas, exhibiendo una amplia diversidad en cuanto a tamafio, mecanismo de
accién, inmunidad y secrecién.

Las bacteriocinas producidas por las bacterias Gram-negativas difieren de las
bacteriocinas de bacterias Gram-positivas en que las primeras suelen ser liberadas a
través de lisis celular y a menudo dependen de vias regulatorias del hospedero.

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativas pueden ser
divididas en 3 grupos seglin su tamafio: las colicinas (25-80 kDa), las microcinas (< 10
kDa) y las bacteriocinas tipo cola de fago. Las colicinas son inducidas por el sistema
SOS, mientras que las microcinas no son inducidas por este sistema, caracteristica

que comparten con las bacteriocinas de bacterias Gram-positivas. Las bacteriocinas




tipo cola de fago corresponden a ensambles peptidicos multiméricos, presentan una
estructura tipo barra y son resistentes a nucleasas y proteasas (Riley y Chavan, 2007).

Las microcinas no son inducidas por el sistema SOS y no involucran un proceso
de lisis celular para su liberacién, sino que se secretan a través de exportadores
especificos. Por otro lado, las microcinas son altamente hidrofobicas, resistentes a
temperatura y pH extremos y también a la accién de algunas proteasas (de Lorenzo y
cols., 1985). Ademas, las microcinas pueden presentar variadas modificaciones post-
traduccionales, las cuales a menudo son requeridas para la funcion antibidtica del
péptido. Ejemplos de microcinas con modificaciones post-traduccionales son la
microcina J25 (MccJ25), la microcina C7 (MccC7), y la microcina E492 (MccE492)

(Thomas y cols., 2004).

1.2 Microcina E492

La MccE492 corresponde a una bacteriocina de bajo peso molecular, producida
y excretada por Klebsiella pneumoniae RYC492. El mecanismo de accién de la
microcina implica la formacién de poros en la membrana citoplasmatica de la célula
blanco, las cuales incluyen cepas de la familia Enterobacteriaceae. E! fragmento de
DNA cromosomal que contiene los determinantes genéticos para la produccion y
exportacion de la microcina fue clonado y expresado en Escherichia coli,
produciéndose microcina E492 recombinante con las mismas propiedades bioquimicas
y electrofisiologicas (Wilkens y cols., 1997).

Los determinantes genéticos para la produccion y exportacion de la microcina,
se encuentra en un fragmento de 13 kb en el cromosoma de K. pneumoniae, en el cual
se han identificado 10 marcos abiertos de lectura (denominados mceABCDEFGHLJ).

Dentro de estos marcos de lectura se encuentra el gen codificante de la proteina




estructural de la microcina (mceA) y el gen codificante para la proteina de inmunidad
(mceB), los cuales forman una tnica unidad transcripcional (Lagos y cols., 1999; 2001).
También se han identificado los genes necesarios para la obtencién de microcina
activa (mceC, mced, mcel), y genes implicados para el transporte de la microcina hacia
el espacio extracelular (mceGH) donde mceG constituiria un transportador ABC y
mceH una proteina accesoria. Por su parte, los genes de la maduracién, necesarios
para la produccién de microcina activa, se encuentran implicados en la modificacion
post-traduccional de MccE492. Se ha visto que MceC presenta homologia a una
glicosil transferasa, Mcel es homologo a una aciltransferasa, mientras que Mced no
presenta homélogo conocido. Mutantes en algunc de estos genes da como resultado la
expresion de microcina inactiva (Lagos y cols., 2001). La MccE492 es producida de
manera activa solo en la fase exponencial de crecimiento, debido a que los genes
implicados en la maduracion (mcel y mceJ) son transcritos durante esta fase y no en

fase estacionaria (Corsini y cols., 2002).
1.2.1 El mecanismo de accion de la microcina E492

La actividad bactericida de la MccE492 radica en la capacidad de formar
canales i6nicos en la célula blanco. Para que la microcina sea internalizada, ésta debe
ser primero reconocida por los receptores de sideréforos tipo catecol FepA, Fiu y Cir,
que se encueniran en la membrana externa y translocada al periplasma (Strahsburger
y cols., 2005). Para este reconocimiento es muy importante la modificacion post-
traduccional de la microcina, la cual corresponde a una molécula de salmoquelina, un
siderdforo de tipo catecdlico. Luego de su insercién, la microcina induce una rapida
despolarizacion y permeabilizacion en la membrana citoplasmética de la célula blanco.

Se ha demostrado que la microcina requiere la presencia de TonB para su entrada a la




célula blanco, puesto que células fonB” resultan insensibles a la microcina (de Lorenzo

y Pugsley, 1985; Lagos y cols., 2001; Destoumieux-Garzén y cols., 2003).

1.3 La translocacion de la MccE492 y TonB

TonB es una proteina que forma un complejo energizador en la membrana
citoplasmatica de las bacterias Gram-negativas. La funcién de este complejo es otorgar
la energia desde la membrana citoplasmatica a la membrana externa, usando para
esto la fuerza protén motriz. Este complejo esta formado por las proteinas TonB, ExbB
y ExbD en una relacion de 1 TonB : 2 ExbD : 7 ExbB (Higgs y cols., 2002). Si bien hay
evidencia que apunta a una dimerizacion de TonB, no esta claro si ésta se encuenira
como mondémero o comec dimero en la membrana citoplasmdtica. El complejo
transductor de energia de TonB se encuentra involucrado en el transporte desde la
membrana externa al espacio periplasmatico de siderSforos de hierro, vitamina B12 y
también es necesaria para la infeccion de bacteridfagos y para la translocacion de
colicinas (Postle y Kadner, 2003).

TonB es una protefna de 239 aminoécidos, [a cual puede ser dividida en 3
dominios: dominio N-terminal (residuos 2-65), dominio rico en prolinas (residuos 66-
102) y dominio C-terminal (residuos 103-239). El dominio N-terminal parece cumpiir un
papel importante en el proceso de transduccién de energia, debido a que en esta
regién se producen las interacciones con ExbB/D para formar el complejo energizante,
mientras que e! dominio C-terminal es importante para la interaccién de TonB con los
receptores de membrana externa (Postle y Kadner, 2003).

El mecanismo por el cual el complejo TonB confiere energia a estos receptores,
ha sido motivo de mucha especulacion, siendo el modelo mas aceptado el llamado

modelo “Shuttle”. Segtin este modelo, el ciclo de transduccién de energia comenzaria




por una energizacion de TonB a un estado “cargado” a partir de un gradiente
electroquimico. En el segundo paso del ciclo, TonB es translocado desde la membrana
citoplasmatica hasta la membrana exiermna. Aparentemente, este cambio no implica una
difusién libre entre ambas membranas, sino que en el estado “cargado” se produce una
liberacién desde la membrana citoplasmatica que permite a TonB tener un mayor
contacto de la region C-terminal con la membrana externa. En el tercer paso, TonB
interactuaria con los transportadores dependientes de TonB de la membrana externa,
liberando la energia que permite la translocacion del ligando del receptor hacia el
espacio periplasmético (Figura 1) (Postie y Larsen, 2007). A pesar de ser el modelo
mas éceptado. existe evidencia experimental basada en fusiones traduccionales de
TonB con GFP que afirmaria que el N-terminal de TonB permanece en la membrana
citoplasmatica, lo que se contrapone al modelo recién mencionado (Kaserer y cols.,
2008).

Los transportadores de membrana externa TonB-dependientes presentan una
region llamada caja TonB que interactia con la proteina TonB. La caja TonB
corresponde a una region moderadamente conservada cerca del N-terminal de los
transportadores TonB-dependientes, que interactuaria con los residuos circundantes a
la glutamina 1680 de TonB. Mutaciones en la caja TonB de los transportadores afecta
las funciones que son dependientes de TonB, pero no altera las independientes, como
su insercién en la membrana y la union del sustrato (Postle y Kadner, 2003).

En el caso de la MccE492, es necesaria la presencia de TonB para que los receptores
de membrana externa FepA, Fiu y Cir, portadores de la caja TonB, tengan la energia
para la translocacién de la microcina hacia el espacic periplasmatico, pero ademas,
una vez en el periplasma, la microcina requiere la presencia de TonB para ejercer su

actividad bactericida sobre Ia célula blanco (Figura 2). Esto se ha visto a través de
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Figura 1. Ciclo de transduccion de energia de TonB segun el modelo “Shuttle”. (1) En
el primer paso el complejo TonB se encontraria en una forma no cargada la cual pasaria a
una forma “cargada’ (2) por efecto de la fuerza proton motriz. Esta forma “cargada” de
TonB se translocaria desde la membrana citoplasmatica a la membrana externa (3) para
interactuar con los receptores de membrana externa dependientes de TonB, liberando la
energia y permitiendo la translocacion al periplasma de los ligandos de los receptores (4).
La forma TonB “descargada” volveria a la membrana citoplasmatica. Modificado de Postle y

Larsen, 2007.
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Figura 2. Modelo de la translocacién al periplasma de la microcina E492. La
microcina es reconocida por los receptores de membrana externa FepA, Cir y Fiu, los
cuales permitiian la translocacion al periplasma de la microcina mediante la
energizacién del complejo TonB. Una vez en el periplasma la microcina tendria una
interaccion con el fragmento C-terminal de TonB lo que implicaria el paso de la
microcina a una forma competente para la insercion en la célula blanco y formacion de
poros en la membrana citoplasmatica. ME, membrana externa, MC, membrana

citoplasmatica. Modificado de Flores, 2009.




ensayos con células fonB  cuya membrana externa ha sido permeabilizada
(esferoplastos) los cuales han resultado ser insensibles a la accion bactericida de la
microcina (Lagos y cols., 2001). Estudios de este laboratorio han revelado que
mutantes que presentan una delecién en la zona C-terminal de TonB (A109-239)
presentan insensibilidad frente a la microcina tanto en células no tratadas como en
esferoplastos. Por esto, la regién C-terminal de TonB seria imprescindible para ejercer
la accion bactericida de la microcina. Sin embargo, a diferencia de la mayoria de los
transportadores TonB-dependientes, la microcina no presenta una caja TonB, de

manera que una interaccion entre TonBy la MccE492 no esté clara.




Hipotesis

A partir de los antecedentes expuestos, se postula que la microcina E492
interactia con el fragmento C-terminal de TonB para ejercer su actividad bactericida,
por tanto deberia observarse actividad antibacteriana al restituir esta interaccién en

células carentes de esta region e insensibles a la microcina.

Esta hipétesis de trabajo sera sometida a una confirmacion experimental.




Objetivos

Objetivo general

Determinar si el fragmento C-terminal de TonB purificado interactia con la

microcina E492 para producir una accién bactericida sobre la célula blanco.

Objetivos especificos

1. Realizar una construccién que exprese el fragmento C-terminal de TonB desde
la cual pueda ser purificado.

2. Determinar si existe una complementacién funcional in vivo entre fragmentos N-
terminal y C-terminal de TonB que permita la recuperacion del fenotipo sensible
a la microcina.

3. Establecer si una cepa portadora de una proteina trunca de TonB disminuye su
sobrevida al incubarse con una mezcla de microcina £492 y péptido C-terminal

de TonB purificado.
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2 Materiales y Métodos

2.1 Materiales
2.1.1 Reactivos

Las enzimas de restriccion Nde 1 y Xho [, y la enzima DNA Ligasa T4 fueron
compradas en New England Biolabs (Ipswich, MA, Estados Unidos).
La Polimerasa de ADN Taq fue comprada en Invitrogen (Carlsbad, California, Estados
Unidos).

Las membranas de nitrocelulosa para remover sales del ADN se obtuvieron
desde Millipore (Billerica, Massachusetts, Estados Unidos).

La enzima polimerasa de ADN Pfu fue comprada en Stratagene (California,
Estados Unidos).

Los deoxirribonucledtidos trifosfato fueron comprados en Omega Bio-Tek
(Estados Unidos).

fos reactivos cloruro de sadio, hidroxido de sodio, fosfato dibasico de potasio,
cloruro de calcio, citrato de sodio, maitosa, acetonitrilo, peréxido de hidrégeno,
sacarosa, cloruro de potasio, acetato de amonio, bicarbonato de sodio, &cido
tricloroacético, acetona, sulfato de niquel, Coomasie (azul brillante G-250), azul de
bromofenol, cloroformo, alcohol iscamilico, etanol absoluto y isopropanol fueron
comprados en Merck (Darmstadt, Alemania).

Los reactivos tiamina, acido p-cumarico, lisozima, persuifato de amonio,
TEMED, glucosa y tricina fueron comprados en Sigma Chemical Co. (St. Louis,

Missouri, Estados Unidos).
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La triptona y el extracto de levadura fueron comprados en Mo Bio Laboratories,
Inc. (Carlsbad, California, estados Unidos).

Los reactivos cloruro de amonio, sulfato de magnesio heptahidratado,
acrilamida, Tween 20, EDTA, cloruro de guanidinio y glicerina fueron comprados en
Winkler Ltda. (Santiago, Chile).

Los reactivos de grado técnico: el metanol, el etanol y el acido acético fueron
comprados en TCL limitada (Santiago, Chile).

El imidazol y el SDS fueron comprados en AppliChem (Darmstadt, Alemania).

El fosfato disédico fue comprado en Scharlau Chemie S.A. (Barcelona,
Espairia).

Los casaminoacidos y el agar fueron comprados en Becton (Sparks, Maryland,
Estados Unidos).

E| fosfato monobasico de potasio trihidratado fue comprado en J.T. Baker Chemical
Co. (Estados Unidos).

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

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

El tris, la ampiciina y la giicina fueron comprados en U.S Biological
(Swampscott, MA, Estados Unidos).

La kanamicina fue comprada en Gibco (Invitrogen).

El cloranfenicol fue comprado en Andrémaco (Santiago, Chile).

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

Las bolsas de didlisis fueron compradas en Spectrum Laboratories Inc.
(Estados Unidos)

El luminol se comprd en Fluka Chemie AG (Buchs, Suiza).

12




2.1.2 Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas y su fenotipo se muestran en la Tabla 1
2.1.3 Plasmidios

Los plasmidios utilizados se detalian en la Tabla 2
2.1.4 Partidores

Los partidores utilizados y sus secuencias se muestran en la Tabla 3

2.2 Métodos
2.2.1 Medios de Cultivo

Medio LB. Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L, NaOH 0,35 mM.
Medio Minimo M9. Na,HPO, 6 g/L, KHPO,4 3 g/L, NaCl 0,5 giL, NH,CI 1 gL

Medio M9 suplementado. Después de autociavar el medio M9 fue suplementado con
CaCl, 100 pM, MgSO.x7H;0 1 mM, Citrato 0,2% viv, CAA 0,1% v/v, Tiamina 1 mg/L a
concentracion final.

Agar Blando. Se prepard en Medio M8 con 7.5 g/l de agar agar.

Placas agar. Las placas se prepararon con medio LB y 1,5% p/v de agar agar. Los
antibicticos fueron afiadidos a una concentracion final de 100 pg/mL para la ampicilina

y 50 ug/mL para la kanamicina y el cloranfenicol.
2.2.2 Métodos de biologia molecular

Los métodos de biologia molecular, como e! aislamiento de DNA plasmidial,
preparacién de células electrocompetentes, transformacion mediante electroporacion,

digestion con enzimas de restriccion, ligamiento de fragmentos de DNA con enzima
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Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa de E. coli

Genotipo/Fenotipo

Fuente

BL21(DE3)

K-12 ME9262

JW5195

MES262/pET28-C-terTonB

ME9262/pET28-C-
terTonB/pIM91A109-239

JW5195/pET28-C-terTonB

JW5195/pET28-C-
terTonB/pIMI1A109-239

JW5195/piMa1

JW5195/pIM91A109-239

BL21 portadora de profago A
portador del gen de RNA
polimerasa del bacteriéfago
T7

F, metESQ, irpA9605, rpR55,
laci22, lacZ118, rpsL171, azi-
9, nalA18, thyA708, deo-29,
mhA102, recA200, fexA3

Derivada de ME9262. Gen
tonB reemplazado par gen de
resistencia a kanamicina.

Derivada de ME9262,
portadora de  plasmidio
pET28/C-terTonB. Kan'.

Derivada de MES262,
poriadora de  plasmidio
pET28/C-terTonB  y de
plasmidic  pIM31A109-239.
Kan'y Cm'.

Derivada de JW5195,
portadora  de!  plasmidio

pET28/C-terTonB. Kan'.

Derivada de JUW5195,
portadora del  plasmidio
pET28/C-terTonB y el
plasmidio pIM81A09-239.
Kan' y Cm".

Derivada de JW5195,
portadora  del  plasmidio
pIM91. Cm’

Derivada de JW5195,
portadora del plasmidio

pIM81A109-239. Kan'y Cm'.

Novagen

Coleccion Keio

Coleccitn Keio

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este frabajo
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Tabla 2. Plasmidios utilizados en este trabajo.

Plasmidio Genotipo/Fenotipo Replicén Copias por Fuente
célula
Portador de
determinantes genéticos
para MceE492.
pJEM15 Duplicacion de un ColE1 15-20 Wilkens y cols

fragmento Sal | de 2,5 kb
(gen mceF). Amp'.

Kan', vector con
promotor y terminador
pET28a del bacteriofago T7, cola ColE1 15-20 Novagen
de 6 histidinas para
clonar en N-terminal o C-
terminal, represor lacl

Derivado de pET28, con
fragmento C-terminal de
pET28-C-terTonB  TonB (codones 108-238) ColE1 15-20 Este trabajo
clonado entre sitios de
restriccion Nde | (238) y
Xho | (158). Kan'.

pIM91 pSU2718 portando el p15A 18-22 Traub y cols.,
gen fonB. Cm". 1993

pIM91 portando la
piM91A109-239 mutacion Ton?M 09-238. p15A 18-22 Flores, 2009
Cm.

Tabla 3. Partidores utilizados en este trabajo

Partidor Secuencia 5-3’

TonBC-TerF CTTCTTCCATCATATGCAGCCAAAACGCGATGTCAAAC
TonBC-TerR TTCCATCAACCTCGAGTCATTACTGAATTTCGGTGGTGCCG
MP18 AGCGGATAACAATTTCACACAGGAT

M13F CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG

T7 Pro primer TAATACGACTCACTATAGGG

Se muestran subrayados los sitios de restriccién para las enzimas Nde |, en TonBC-
TerF, y Xho | en TonBC-TerR.
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DNA Ligasa T4, se (levaron a cabo mediante métodos estandarizados (Sambrook y

Russeli, 2001).
2.2.3 Lisogenizacion de cepas de E. coli K12

Para la lisogenizacion de las cepas de E. coli K12 JW5195 Y K12 MES262, se
utilizé el Kit de Lisogenizacion ADE3 (Novagen). Ambas cepas fueron crecidas
independientemente en medio LB suplementado con 0,2% de maltosa y 10 mM de
MgSO, a 37°C hasta una 0.D.g0 = 0,5. Se mezclaron con 10° unidades formadoras de
placa de ADE3, 10° unidades formadoras de placa de fago “helper” y 10° unidades
formadora de placa de fago de “seleccién” con 2,5 plL del cultivo bacteriano. Luego la
mezcla fue incubada por 20 minutos a 37°C y crecida sobre una placa LB
suplementada a 37°C durante toda ia noche.

La verificacién de lisogenizacion fue realizada mediante un ensayo de induccién
con [PTG utilizando como control las cepas sometidas al tratamiento de lisogenizacion
transformadas con el plasmidio pCA24N/sdiA el cual se encuentra bajo el promotor T7.
Posteriormente, se realizé un ensayo de induccion con las cepas transformadas con el

plasmidio pET28-C-terTonB.
2.2.4 Ensayos de induccién

Los ensayos de induccion realizados a las cepas lisogenizadas con el gen de la
RNA polimerasa del fago T7 fueron realizados como se describe a continuacién. Las
cepas bacterianas fueron crecidas en un cultivo liquido a 37°C con agitacion hasta
alcanzar una 0.Dgeo.= 0,6. La mitad del cultivo fue inducido con IPTG a concentracion
final de 0,3 mM, mientras que !a otra mitad se dejé como control sin inducir. Los
cultivos fueron incubados a 37°C con agitacién por 3 horas, se tomé una alicuota de 1

mL de cada cultivo y se centrifugé durante 2 minutos a 14.000 rpm. El sedimento se
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javé 3 veces con TBS Tween 0,1% y se resuspendid en 75 plL de TBS Tween. Se

adicionaron 25 pL de Buffer de carga 4X y se visualizé mediante SDS-PAGE.
2.2.5 Remocion de resistencia a antibiético en la mutante TonB"

Debido a que la cepa de E. coli K12 JW5195 presenta una interrupcién dei gen
codificante de la proteina TonB mediante el método de Datsenko y Wanner (2000), fue
necesario remover la resistencia al antibiotico siguiendo los métodos ya descritos. Para
esto, células electrocompetentes de esta cepa fueron transformadas con el plasmidio
termosensible pCP20, seleccionando las transformantes resistentes a ampicilina
crecidas a 30°C. Los clones transformantes fueron crecidos en cultivos liquidos durante
toda la noche a 43°C, temperatura a la cual se pierde el plasmidio. Se seleccionaron
clones sobrevivientes a esta temperatura que perdieran el plasmidio pCP20 y la

resistencia cromosomal a kanamicina (Datsenko y Wanner, 2000).
2.2.6 Purificacién de la microcina E492

Para la purificacién de MccE492 se sigui6 un procedimiento preparativo para
altas cantidades de microcina. Se activaron 50 g de Silica Gel 100-C18 con 300 mL de
acetonitrilo 100% y se mantuvo con agitacion a 4°C durante toda una noche. La resina
se dej6 decantar por 30 minutos y se retiré 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 citrato y glucosa a 37°C
y en agitacién de 220 rpm y el sobrenadante fue filtrado a través de un filtro de
polietersuifona a la temperatura de 4°C. Posteriormente, se adiciond la resina activada
y se agit6é por 20 minutos a 4°C. El contenido se filtré en un embudo Biichner que tenia
un papel filtro y que estaba acoplado a un matraz kitasato, utilizando presién negativa.

La resina fue lavada con 100 mL de metanol y luego con 100 mL de acetonitrilo 25%.
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La microcina fue eluida con lavados sucesivos de acetonitrilo 30%, 40%, 50%, 60%,

70%, 100%.
2.2.7 SDS-PAGE e inmunoblot

La microcina purificada fue caracterizada mediante SDS-PAGE realizade segin
las condiciones descritas por Schégger y von Jaggow (1987). Para la transferencia del
inmunoblot se utilizaron membranas de nitrocelulosa. La transferencia se realizé a 100
V, 90 minutos a -20°C usando un vuffer de transferencia que contenia 25 mM Tris-HCI,
190 mM de glicina. Se us6 un anticuerpo policional preparado en congjo contra el
fragmento C-terminal de la mccE492 [SGSGYNSATSSSGSGS] (Mercado y cols.,
2008) a una dilucién de 1:500. El anticuerpo secundario utilizado fue un anti IgG de
coneio preparado en cabra y conjugado a peroxidasa de rabano a una dilucion
1:20.000. La reaccién de quimioluminiscencia se llevo a cabo en Tris-HCI pH 8,5, 1,25
mM luminol, 0,2 mM acido p-cumarico. La reaccién se inicié con la adicién de una
alicuota de 30% H.O. (concentracién final 0,01%). La membrana fue expuesta a la

pelicula autoradiogréfica durante 1 minuto.
2.2.8 Inmunoblot con anticuerpo anti cola de histidina

Para realizar un inmunoblot con un anticuerpo anti cola de histidina, se utilizd
anticuerpo primario preparado en ratén a una dilucion 1:2000 y anticuerpo secundario
anti igG de raton conjugado a peroxidasa a dilucion 1:20.000. La reaccion de

quimioluminiscencia se realizé en las mismas condiciones que para la microcina E482.
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2.2.9 Medicién de la concentracién de la microcina E492 purificada.

La concentracion de microcina en diferentes pasos de purificaciéon fue
determinada midiendo la absorbancia de las muestras a longitudes de onda de 260 y
280 nm utilizando el método de Warburg y Christian (1841) con la siguiente formula:

[g/mL] = 1000 X [(Azs0 X 1,55) — (Ageo X 0,76)]
2.2.10 Ensayos de actividad bactericida

Para determinar la actividad bactericida de la microcina en las distintas cepas
se mezclaron 3 mL de agar blando con alicuotas de 100 pL del cultivo y se sembraron
sobre placas LB. Se realizaron diluciones seriadas en base 2 de la microcina purificada
y se depositaron 5 pL de cada dilucion sobre el césped de la célula sensible y de las
cepas mutantes. Las placas fueron incubadas a 37°C por 12 horas y la actividad

bactericida fue visualizada por la aparicién de halos de inhibicion de crecimiento.
2.2.11 Purificacién del péptido C-terminal de TonB

Para la purificacion del péptido C-terminal de TonB, se utilizé 1 litro de cultivo
de la cepa E. coli BL21(DE3)/pET28-C-terTonB. El cultivo fue crecido a 37°C y en
agitacién a 150 rpm hasta una O.D.e00 = 0,6 y luego fue inducido por 3 horas con IPTG
a una concentracion de 0,3 mM. Posteriormente el cultivo fue centrifugado por 35
minutos a 5000 rpm y 4°C. El sedimento fue lavado con buffer TEN (Tris-HCI 50 mM,
EDTA 1mM, NaCl 100mM, pH 8) ¥ resuspendido en este mismo buffer. Luego las
células fueron sonicadas 2 veces por 2,5 minutos (45 watt, potencia €) y el lisado se
centrifugé a 14.000 rpm y 4°C por 30 minutos. Se recuperé el sobrenadante para la
purificacién. Esta se llevo a cabo utilizando una columna empaquetada con 5 mL de

resina Probond®, la cual fue lavada sucesivamente con 30 mL de agua nanopura y 20
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mL de buffer TEN. Se cargé la fraccién sobrenadante en la columna y se realizd un
lavado con 20 mL de buffer TEN. Las elusiones se realizaron con lavados sucesivos
de imidazol-TEN a ias concentraciones de 1 mM, 50 mM, 150 mM, 300 mM y 500 mM
de imidazol. El volumen de elusién fue de 15 mL en las concentraciones de imidazol de
1mM, 50 mM y 500 mM, mientras dque Jas elusiones de 150 mM y 300 mM fueron
colectadas en 10 fracciones de 1,5 mL. La columna se lavé con 30 mL de agua
nanopura, 25 mL de NaCl 1M y 20 mL de agua nanopura. Finalmente se realiz6é un

lavado con 25 mL de etanol 20%, condicidn en la cual fue aimacenada.
2 2 12 Medicion de la concentracion del péptido C-terminal de TonB

Para la medicién de concentracion del péptido purificado se tomé una alicuota
de 20 pL de la muestra y se le agreg6 60 pL de acido tricloroacético (TCA) 10%. La
mezcla fue incubada en hielo por 30 minutos y se centrifugdé a 14.000 rpm por 15
minutos. Se descartd el sobrenadante y se agregaron 300 pL de acetona pura
previamente enfriada en hielo. Se centrifugé nuevamente a 14.000 rpm por 30 minutos
y se descarté el sobrenadante dejando que se evaporara toda la acetona a
temperatura ambiente. Se resuspendi6 en 100 pL de cloruro de guanidinio y se midid la

absorbancia a 280 nm.
2.2.13 Dicroismo circular

Se utilizaron espectros de dicroismo circular como criterio de evaluacion de la
estructura secundaria del péptido C-terminal de TonB en condiciones no denaturantes.
Para estas mediciones se utilizo el péptido a una concentracién de 0,51 mg/mL, el cual
habia sido previamente dializado contra buffer fosfato 0,1 M (26,5 g/L. de KH,PO4 y
69,5 g/L. de K;HPO,x3H,0) y KCI 50 mM, pH 8, para no interferir en la medicion, en un

volumen final de 300 ulL. El péptido se sometid a desnaturacién con cloruro de
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guanidinio de la siguiente manera: se prepararon muestras a la misma concentracién
de péptido en buffer fosfato con concentraciones crecientes del agente caotrdpico
cloruro de guanidinio (0, 0,55 M, 1,1 My 2,2 M). En los controles para cada muestra se
reemplazé el volumen ocupado por el péptido con igual volumen de buffer fosfato. Las
muestras fueron incubadas en hielo durante toda la noche y antes de la medicion
fueron ultracentrifugadas en una airfuge a 72.000 g (15 psi) por 20 minutos. La
medicion de dicroismo circular se realizé en una cubeta de paso dptico de 1mmy el

equipo fue configurado como se muestra en la Tabla 4.
2.2.14 Preparacién de microcina para ensayos de sobrevida

Para los ensayos de sobrevida, la microcina purificada fue concentrada en un
concentrador al vacio Centrivap Labconco a 60°C para evaporar de la muestra todo el
acetonitrilo. Luego, la microcina fue resuspendida en agua nanopura a la concentracion

deseada.
2.2.15 Preparacion de esferoplastos y ensayos de sobrevida

Los esferoplastos se prepararon a partir de un in6culo de 100 mL de LB con la
cepa comrespondiente y fueron crecidos a 37°C y 150 rpm hasta alcanzar una O.D.450 =
1 (alrededor de O.D.s= 0,6). El cultivo fue centrifugado a 700 g y 4°C, en tubos
Falcon, y lavado 2 veces con 15 mL de Tris-HCI 10 mM, pH 8, estéril. El sedimento fue
resuspendido en 5 mL de buffer sacarosa (Tris-HCI 100 mM, sacarosa 20%, pH 8,
estéril) vy se le agregé 1,6 mL de EDTA 0,1 M, estéril, con agitacién y con una
incubacién posterior de 15 minutos. Luego de la incubacion se le agregé lentamente
500 pL de lisozima 2 mg/mL preparada en buffer sacarosa agitando suavemente por 13

minutos. Los esferoplastos estuviercn listos para usarse en los ensayos de sobrevida
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Tabla 4. Configuracién para la medicion de dicroismo circular.

Parametro Valor
Longitud de onda inicial 250 nm
Longitud de onda final 190 nm

Paso de resolucion 0,4 nm
Velocidad 50 nm/min
Acumulacion 5
Respuesta 05s
Ancho de Banda 1nm
Sensibilidad 50 mdeg
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posteriores. En todos los ensayos se utilizaron 100 pL de células tratadas con 100 pL
de microcina o mezcla de microcina y péptido C-terminal de TonB.

Para los ensayos de sobrevida con microcina, se utilizaron condiciones con
buffer sacarosa ({control vida), agua nanopura (control muerte) y microcina a
concentracién final de 100 ug/mL.
Para los ensayos de sobrevida utilizando el péptido C-terminal de TonB, se utilizaron
tratamientos con buffer sacarosa (control vida), agua nanopura {control muerte),
microcina a concentracion final 400 pg/mL, péptido C-terminal de TonB a concentracion
final de 300 pL/mL, y 2 incubaciones separadas tanto con el péptido como con la
microcina (MP; y MP,). En los controles las células fueron incubadas con 100 pL de
buffer sacarosa (control vida) o de agua nanopura {control muerte). En el caso de las
incubaciones con microcina o con el péptido solamente, las células se incubaron con
75 pL de buffer sacarosa y 25 ul de microcina o de péptido. Para las incubaciones con
la mezcla de microcina y el péptido, las células fueron incubadas con 50 pL de buffer
sacarosa, 25 pL de microcina y 25 pl de péptido. Para la incubacion MP, la microcina
con el péptido fueron incubados por 5 minutos antes de ser agregadas las células
tratadas, mientras que en la incubacién MP, ias células fueron primero incubadas por

5 minutos con el péptido luego de los cuales se agregé la microcina.
2.2.16 Analisis bioinformatico

El andlisis del péptido C-terminal de la proteina TonB fue realizado con el
programa Vector NTI Advance 10 (Invitrogen). Para la realizacién de graficos se

utilizaron los programas Microsoft Office Exce! 2007 y Sigma Plot 9.0.
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3 Resultados

3.1 Construccion del plasmidio portador del fragmento C-terminal de TonB
3.1.1 Amplificacién y clonacién del fragmento génico desde el plasmidio piM91

Para los ensayos y experimentos a realizar en este trabajo, fue necesario contar
con un piasmidio que expresara el fragmento C-terminal de TonB. Esta construccién se
realizé obteniendo el fragmento génico tonB desde el codon 108 hasta el 239 desde el
plasmidio piM91 a partir de una reaccion de PCR utilizando los partidores TonBC-ter
y TonBC-terR. Se obtuvo un fragmento de DNA de 431 pb que portaba el sitio de
restriccién para la enzima Nde I en la posicion 5' y el sitio de restriccion para la enzima
Xho | en la posicién 3 (Figura 3A). E! fragmento, luego de ser digerido con las enzimas
de restriccién Xho 1 y Nde |, fue clonado en el plasmidio pET28a, previamente digerido

con ambas enzimas, resultando el vector pET28-C-terTonB de 5695 pb (Figura 3B).
3.1.2 Caracteristicas del péptido C-terminal de TonB

Mediante el programa Vector NTI Advance 10 (Invitrogen), se obtuvieron las
propiedades tedricas del péptide que se expresaria desde el plasmidio pET28-C-
terTonB, que predice un peso molecular de 16,6 kDa, y un coeficiente de extincién
molar de 8250 (tabla 5). En base a estos valores se elaboraron las siguientes etapas

de este trabajo.
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Figura 3. Amplificacién y clonamiento del fragmento génico que codifica para
el péptido C-terminal de TonB. A: Visualizacién de los productos de PCR para la
amplificacion del fragmento de DNA de fonB que codifica para el fragmento C-
terminal de TonB. Se observa la banda esperada con un tamario aproximado de 400
pb. B: Clonamiento del fragmento en el vector pET28, luego de digestiones con las

enzimas de restriccién Nde | y Xho 1. El plasmidio resultante de 5695 pb porta el

fragmento génico clonado.
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Tabla 5. Caracteristicas del péptido C-terminal de TonB

Parametro Valor
Longitud del péptido 152 aa
Peso molecular 16,6 kDa
Coeficiente de extincion molar 8250
1 A [280] de péptido 2,02 mg/mL
A[280] de 1 mg/mL de péptido 0,50 U.A.
Punto isoeléctrico 10,74
CargaapH?7 11,38
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3.1.3 Ensayo de induccion e inmunoblot confirman la expresién del peptido C-

terminal de TonB

La expresion bajo induccién de! fragmento C-terminal de TonB a partir del
ptasmidio pET28-C-terTonB se realizé en la cepa BL21(DE3), cepa que expresa la
RNA polimerasa del bacteriéfago T7, después de incubar con IPTG. Las condiciones
de induccion se realizaron de manera similar a lo hecho por Wallace y cols., 2008. Para
el ensayo se utilizé la misma cepa transformada con el plasmidio pET28 como control
negativo, el cual no mostré ningtn péptido sobreexpresado al someter a la cepa a una
induccién. Los 4 clones analizados que portan el segmento C-terminal de TonB no
producen ninguna banda sobresaliente en el gel de poliacrilamida de las muestras no
inducidas, en tanto que bajo condiciones de induccion, se observa una banda que se
destaca por su tamafio enire las proteinas totales visualizadas que corresponde a 16,6
kDa, el peso molecular esperado del péptido C-terminal de TonB (Figura 4A). Debido a
la cola de 6 histidinas en el fragmento N-terminal con la cual esta fusionado el péptido,
se confirmd su fenotipo a través de un inmuncblot con anticuerpo anti cola de
histidinas. En el control negativo no se detectd ningtin péptido con cola de histidinas,
mientras que para los 4 clones analizados se puede apreciar una banda
correspondiente con un péptido portador de una cola de histidinas. Cuando no se
realiza la induccion, se observa que esta banda es tenue, mientras que con induccién
esta banda se torna intensa, diferenciandose de la expresion basal (Figura 4B).

Con este resultado se confirmo6 la expresion del péptido C-terminal de TonB unido a

una cola de histidinas.
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Figura 4. Ensayo de induccién e inmunoblot anti cola de histidina del

fragmento C-terminal de TonB. A: Ensayo de induccion realizado a la cepa E. coli
BL21(DE3)/pET28-C-terTonB. B: Inmuncblot anti cola de nhistidina. Carril M:
marcador de peso molecular; carril 1 y 2: control E. coli BL21(DE3)/pET28 sin y con
induccibn con IPTG. Los clones a continuacién corresponden a E. coli
BL21(DE3)/pET28-C-terTonB. Carrii 3 y 4: clon 1 sin y con induccién con IPTG;
carril 5 y 6: clon 2 sin y con induccién con IPTG; canil 7 y 8: clon 3 sin y con
induccién con IPTG; carril 9 y 10: clon 4 sin y con induccién con IPTG. Se observa
gue las bandas sobreexpresadas en ensayo de induccion coinciden con la reaccién

inmunolégica contra las colas de histidinas visualizadas mediante el inmunoblot.
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3.2 Estudio de complementacién funcional de los fragmentos N-terminal y C-

terminal de TonB para la actividad bactericida de la microcina E492.

3.2.1 Construccion de cepas portadoras de los fragmentos C-terminal y N-

terminal de TonB

Para el estudio de la complementacién se utilizé la cepa de E. coli K-12
ME9262 y la cepa carente de fonB JW5195 (Baba y cols., 2006), las cuales fueron
transformadas con el plasmidio pET28-C-terTonB, que expresa el péptido C-terminal
de la proteina TonB. La cepa ME9262 no presenta resistencia antibiética, pero la cepa
JW5195, que presenta una delecién del gen TonB realizada segin el método de
Datsenko y Wanner (2000), es resistente al antibidtico kanamicina. Debido a que el
plasmidio pET28-C-terTonB presenta esta misma resistencia fue necesario remover
este gen de resistencia en la cepa JW5195. Para ello se introdujo el plasmidio pCP20,
el cual expresa la recombinasa FLP que, mediante un proceso de recombinacién,
remueve la resistencia antibidtica (Datsenko y Wanner, 2000). El plasmidio pCP20
presenta un origen de replicacion termosensible por lo que fue posible curar a la cepa
del plasmidio sensible a kanamicina incubando a la temperatura restrictiva (Figura 5A).
La cepa sin resistencia fue transformada con el plasmidio piM91 portador del gen fonB
y por lo tanto por complementacién recupera la funcion, lo que se comprobd por la
recuperacion de! fenotipo sensible a la microcina E492 (Figura 5B).

Debido a que la expresion del plasmidio pET28-C-terTonB requiere la presencia de la
RNA polimerasa del bacteriéfago T7, ambas cepas fueron sometidas a una

lisogenizacién con e! profago DE3 (ver materiales y métodos). Como conirol, las
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Ampicilina

Figura 5. Ensayos de sobrevida y complementacién de la cepa JW5195 sin
resistencia antibiética. A: Siembras de la cepa E. coli JW5195 en placas LB y en
placas con los antibidticos kanamicina y ampicilina de 3 clones independientes. Se
observa crecimiento de la cepa en LB, sin embargo la cepa ha perdido su resistencia
al antibi6tico kanamicina contenida en la cepa original y tampoco presenta resistencia
al antibiético ampicilina, lo que indica que la cepa ha sido curada del plasmidio pCP20.
B: Ensayo de actividad realizado a la cepa JW5195 sin resistencia antibiética
complementada con el plasmidio pIM91 portador del gen fonB. Se depositaron 5 PL de
diluciones seriadas de una muestra purificada de MccE492. Los nimeros sobre los

halos de inhibicion indican Ia dilucién usada.
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células lisogenizadas fueron transformadas con el plasmidio pCA24N que expresa la
proteina SdiA de 30,6 kDa, inducible con IPTG, la cual puede ser visualizada por medio
de un gel de poliacrilamida. El ensayo de induccion dio como resultado que tanto en
MES262 como en JW5195 la expresion de la proteina se observa sélo en los casos en
que se adiciond IPTG, lo que comprueba ia correcta expresién de la RNA polimerasa
del bacteriéfago T7 en las cepas lisogenizadas con DES3 (Figura BA). Cuando se llevd a
cabo la transformacion de ambas cepas con el plasmidio pET28-C-terTonB y se realizd
la induccion, se vio que el péptido C-terminal de TonB se expres6 a’in en ausencia de
IPTG, a un nivel similar a la condicion de induccién (Figura 6B). Las cepas
ME9262/pET28-C-terTonB y JW5195/pET28-C-terTonB fueron transformadas con el
plasmidio pIM31A109-239, el cual expresa una protefna trunca de TonB que carece del
fragmento de la proteina desde el residuo 108 al 239. A partir de estas cepas fue
posible llevar a cabo el estudio de complementacién de los fragmentos N-terminal y G-
terminal de TonB.

3.2.2 La cepa de JW5195 que expresa el fragmento N-terminal y el C-terminal de
la proteina TonB no recupera la sensibilidad a la microcina E492.

Se probd si al coexpresar los dominios amino y carboxilo terminal separados
existia complementacion funcional de TonB realizando ensayos de actividad de la
microcina. La cepa ME9262 se usé como control positivo, pues posee un gen que
presenta TonB de manera funcional y se observd que presenta sensibilidad a la
microcina hasta la dilucién 64. Por el contrario, JW5195, usada como control negativo,
no presentd sensibilidad a la microcina por carecer del gen fonB. Se transformaron con
los distintos plasmidios y se observd que las cepas derivadas de ME9262 mantuvieron

su sensibilidad a la microcina hasta la dilucién 64, y las cepas derivadas de JW5195 se

31




kba 1 2 3 4 5 kDa 1 2 3 4 5 & 7 B 8
175 - —_
80— =
56— aa BB e
46— st e 3o— T @ 3
Savy LT 25— i :
30- ool 1;'“ -~ ﬁfg e e e M
25- . ‘
i il

Figura 6. Ensayos de induccién de cepas lisdgenas. A. Los ensayos se realizaron
en las cepas E. coli ME9262 y JW5195 (tonB’) transformadas con el plasmidio
pCA24N como control de lisogenizacion. Carril 1: marcador de peso molecular; carril
2 y 3: extracto celular de ME9262/pCA24N sin y con induccion con IPTG; carril 4 y 5:
extracto celular de la cepa JW5195/pCA24N sin y con induccion con IPTG. B. Ensayo
de induccién realizado a las cepas ME9262 y JW5195 transformadas con el plasmidio
pET28-C-terTonB. Carril 1: marcador de peso molecular; carril 2 y 3: extracto celular
de la cepa E. coli BL.21(DE3)/pET28 sin y con induccion con IPTG; carmil 4 y &:
extracto celular de la cepa BL21(DES3)/pET28-C-terTonB sin y con induccidn con
IPTG; carril 6 y 7: extracto celular de la cepa ME9262/pET28-C-terTonB sin y con
induccién con IPTG; carril 8 y 9: extracto celular de la cepa JW5195/pET28-C-terTonB
sin y con induccién con IPTG. Se distingue en la Figura A, que la protelna sblo es
sobreexpresada cuando e! cultivo es inducido con IPTG, mientras que en la Figura B
la protena es igualmente expresada en presencia o ausencia del inductor en el

cultivo celular en las cepas lisogenizadas.
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mantuvieron insensibles a la microcina, concluyéndose que no hubo complementacién

funcional (Figura 7).

3.3 Estudio de la interacciéon entre el fragmento C-terminal de TonB y la

microcina E492
3.3.1 Purificacién del péptido C-terminal de TonB

La purificacion del péptido C-terminal de TonB se llevé a cabo a partir de la
cepa E. coli BL21(DE3)/pET28-C-terTonB. La purificacién se realizé en una columna
con la resina Probond, la cual presenta una alta afinidad y selectividad por la cola de 6
histidinas que posee el péptido. La recuperacién del péptido desde la columna se llevo
a cabo mediante elusiones sucesivas con soluciones de imidazol a distintas
concentraciones (1 mM, 50 mM, 150 mM, 300 mM, 500 mM). La visualizacion del
péptido en las distintas fracciones colectadas mediante geles de poliacrilamida reveld
que el péptido eluye principalmente a las concentraciones entre 150 mM y 300 mM de
imidazol (Figura 8). Si bien las fracciones eluidas a estas concentraciones presentaron
una cantidad significativa del péptido, la pureza con que éste se encontrd varié en las
diferentes fracciones. Asi, se visualizan contaminantes de bajo peso molecular en las
fracciones de mds alta concentracion de imidazol. Por esto, se trabaj6 con el péptido
eluido entre las concentraciones 150 mM y 300 mM de imidazol. Estas fracciones se
mezclaron, obteniéndose una muestra de 15 mL con una concentracion de! péptido de
3,89 mg/mL. Se dializaron 10 mL de esta muestra con el objetivo de limpiar la solucion
de imidazol y de contaminantes de bajo peso molecular, obteniéndose una preparacion

de péptido a una concentracién de 2,4 mg/mL.
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Figura 7. Ensayos de actividad bactericida realizados a las cepas con los
plasmidios que expresan el fragmento N-terminal de TonB y el fragmento C-
terminal de TonB. Se depositaron 5 pl. de diluciones seriadas de MccE492 sobre
céspedes de las cepas que se describen a continuacion. La cepa ME9262 y la
cepa JW5195 fueron transformadas con el plasmidio pET28-C-terTonB, portador
del fragmento C-terminal de TonB, y el plasmidio pIM91A108-239, portador del
fragmento N-terminal de TonB. Como control negativo se us6 la cepa JW5195,

insensible a la microcina, mientras que el control positivo fue la cepa MES262

sensible a la microcina hasta la dilucién 64.
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Figura 8. Purificacion del péptido C-terminal de TonB. La purificacién fue
hecha en una columna con la resina Probond a partir de un extracto de un
cultivo celular de la cepa E. coli BL21{DE3)/pET28-C-terTonB que
posteriormente fue sometido a PAGE. Carril 1; marcador de pesc molecular,
carril 2: extracto celular total; carril 3: fraccion total de membranas del
extracto; camil 4: fraccién total soluble de! extracto: carril 5: fraccién no
retenida en la columna; carril 6. eluido del buffer TEN; carril 7: elusidn con
imidazol 1mM; carril 8: elusion con imidazoi 50 mM; carril 9 y 13: elusiones
sucesivas con imidazol 150 mM; carril 14-18: elusiones sucesivas con

imidazol 300 mM; carril 19: elusion con imidazol 500 mM.

35




3.3.2 El analisis por dicroismo circular indica que el péptido C-terminal de TonB

esta plegado

El uso del péptido C-terminal de TonB requiere que éste se encuentre en condiciones
nativas de plegamiento, puesto que las interacciones a estudiar con la microcina E492
serian de tipo estructural. Como criterio para evaluar si el péptido C-terminal de TonB
estd en forma plegada después de la purificacion, se realiz6é un analisis por dicroismo
circular. En la figura 9 se observa que la muestra nativa, es decir en ausencia de
agente denaturante, presenta un minimo de absorcién en 222 y 210 nm, sefial
caracteristica de estructura secundaria de tipo a-hélice. Al incubar la muestra con el
agente denaturante cloruro de guanidinio a concentracion de 2,2 M, se obtiene un
espectro en el que los minimos recién mencionados se ven disminuidos, mostrando
pérdida de estructura secundaria. Este resultado indica que el péptido purificado
presenta estructura secundaria, la cual se pierde en presencia de cloruro de guanidinio

(Figura 9).

3.3.3 Los esferoplastos de la mutante trunca de TonBA109-239 son sensibles a la

mezcla de microcina E492 y péptido C-terminal de TonB

La interaccion entre el péptido C-terminal de TonB y la microcina E492 fueron
estudiadas mediante la influencia que este péptido pudiera tener sobre la microcina
para ejercer su actividad bactericida sobre la célula blanco. Para esto se realizaron
ensayos con esferoplastos de la cepa JW5195/pIM91A109-239, es decir células cuya
membrana extemna ha sido permeabilizada. Los esferoplastos fueron incubados con
solo microcina (control negativo) cbservandose una aita sobrevida (65,45%) (Figura
10). Este resultado indica que las células no son sensibles a la microcing, ya que esta

sobrevida es cercana al 100% que se obtiene en la incubacion de los esferoplastos en
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Figura 9. Espectro de dicroismo circular del péptido C-terminal de TonB. La linea
punteada indica el espectro obtenido del peptido en buffer fosfato 0,1 M. La linea continua

indica el espectro obtenido en presencia de cloruro de guanidinio 2,2 M.
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Figura 10. Tratamiento de Esferoplastos de la cepa JW5195/pIM91A109-239 con
microcina E492 y el péptido C-terminal de TonB. Los datos corresponden a un
promedio de 3 ensayos distintos. En el gréfico se incluye el error en unidades de
porcentaje. EI 100% de sobrevida corresponde a células sin tratamiento con microcina ni
péptido C-terminal. Tratamiento 1: los esferoplastos fueron incubados simultaneamente
con microcina y péptido C-terminal de TonB. Tratamiento 2: los esferoplastos fueron
incubados por 5 minutos con el péptido C-terminal de TonB y posteriormente se adiciond

la microcina.
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ausencia de microcina o de péptido. La incubacién de los esferoplastos con el péptido
C-terminal de TonB, resulté en una sobrevida de 60,36%, lo cual indica que el péptido
no afecta mayormente la sobrevida. En cambio, al incubar la microcina con el péptido
C-terminal de TonB se obtuvo una sobrevida de 6,31% en el primer tratamiento, en el
cual la microcina y el péptido fueron sometidos a una breve incubacion antes de ser
agregados a los esferoplastos. El segundo tratamiento con microcina y péptido C-
terminal, las células fueron incubadas con el péptido C-terminal durante 5 minutos y
luego se agregd a la incubacion la microcina, lo que resultd en una sobrevida de
7,19%. En ambos casos de incubacion conjunta se observa una disminucion drastica
de la sobrevida celular al ser comparada con los controles soio con la microcina o el

péptido (Figura 10).
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4 Discusion

4.1 La cepa de E. coli JW5195 que expresa el segmento N-terminal y el segmento

C-terminal de la proteina TonB no recupera la sensibilidad a la microcina E492

La proteina TonB es una proteina de membrana citoplasmatica que se
encuentra formando un complejo energizador que permite el transporte desde Ia
membrana externa al espacio periplasmatico de moléculas como sideréforos de hierro,
entre otras (Postle y Kadner, 2003). En un trabajo previo se obtuvieron mutantes que
tenfan en su regién codificante codones de término, por lo tanto se infirid que
expresaban una proteina TonB trunca, y que tenian una menor sensibilidad a la accion
bactericida de la microcina E492. Estas mutantes fueron construidas mediante
experimentos de mutagénesis al azar con hidroxilamina sobre un plasmidio portador
del gen tonB (Baeza, 2003). En experimentos posteriores se construyé la misma
mutante, pero esta vez se deleciond el fragmento C-terminal de TonB. Como resultado
se obtuvo que las cepas que expresaban esta mutante trunca por delecion son
insensibles a la accién de la microcina, y no se encontrd el fenotipo rezumante antes
visto (Flores, 2009). Una de las explicaciones por las cuales se observa el fenaotipo
rezumante, es que, al presentar un codén de término y aun estar presentes los
codones que codifican para el fragmento C-terminal de TonB, existe la posibilidad de
que el C-terminai se traduzca en forma independiente, pues existe una metionina que
puede ser utilizada para el inicio y que complemente a la proteina trunca.
Alternativamente, en una fraccion del mensajero puede ocurrir un corrimiento en el
marco de lectura que evada el codén de término y luego retome la traduccion correcta

de la proteina.
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En este trabajo no se observé una complementacién funcional entre la proteina
trunca TonBA109-239 construida mediante delecion y el fragmento C-terminal restante,
que abarca desde el codén 108 al 239.

La ubicacion del péptido del fragmento C-terminal de TonB es en el citoplasma
y lo mas probable es que en esta construccién este segmento no sea translocado a
través de la membrana citoplasmética hacia el periplasma para poder interactuar con la
parte N-terminal de TonB, insertada en la membrana. Esto explicaria por qué no se
observo complementacién funcional. Cuando este fragmento forma parte de la proteina
TonB, esta unido a la regidn N-terminal que se inserta en la membrana, y por lo fanto
es probable que a través de esta insercién se produzca la translocacion. Por otro lado,
hay que tener presente que el fragmento C-terminal posee una cola de 6 histidinas en
la parte N-terminal, lo cual podria impedir su paso hacia la membrana plasmatica. Para
aclarar estas interrogantes haria falta realizar una complementacién en que se asegure
que el péptido C-terminal traspase la membrana citoplasmatica, por ejemplo mediante
la adicidn de una sefial de una proteina translocadora. Solo si este experimento arroja
un resultado negativo se puede descartar la posibilidad de Ia complementacién

funcional entre ambas partes de la proteina TonB.

4.2 Los esferoplastos de mutante trunca de TonBA109-239 son sensibles a la

mezcla de microcina E492 y el péptido C-terminal de TonB

En el proceso de energizacion llevado a cabo por el complejo TonB, el dominc
C-terminal de TonB es de gran importancia, pues este fragmento estarfa implicado en
la interaccion existente entre esta proteina y los receptores de membrana externa
dependientes de TonB. La interaccién se realizarfa con una regién de alrededor de 5

residuos aminoacidicos llamada caja TonB que se encuentra en la zona N-terminal de
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la mayoria de los receptores de membrana externa dependientes de TonB. Esta zona
es medianamente conservada, pues se ha demosirado que es altamente tolerante a
las mutaciones (Peacock y cols., 2005). Si bien se presume que existe una interaccién
entre TonB y la microcina E492, ésta no es clara, pues la microcina no presenta una
caja TonB. La microcina requiere la presencia de TonB para poder ser franslocada
hacia el periplasma y luego para adquirir una conformacién activa que permitiria ejercer
su accion bactericida sobre la célula blanco, puesto que células gque expresan mutante
de TonB cuyo C-terminal ha sido delecionado, no presentan sensibilidad a la microcina
cuando su membrana externa ha sido permeabilizada (Flores, 2009). En este trabajo
se ha observado que esferoplastos de una cepa que exprésa esta mutante trunca
TonBA109-239, si bien es insensible a Ia accién de la microcina, su sobrevida
disminuye drasticamente cuando la incubacion se realiza en presencia del péptido C-
terminal de TonB en conjunto con la microcina. Este resultado sugiere fuertemente que
el péptido C-terminal de TonB interactuaria con la microcina, y que ai no producirse
esta interaccién que es el caso de la incubacion sélo con la microcina, no produciria
una conformacién activa de la microcina que permita su accion sobre la célula blanco.
En la interaccién que se produce entre TonB y los receptores de membrana
externa que presentan la caja TonB, la zona circundante al residuo giutamina 160 del
C-terminal de TonB cobra vital importancia. Se ha determinado que la delecidn de 7, 8
y 11 residuos aminoacidicos centrados en la glutamina 160 inactivan TonB e impiden
su interaccion con la membrana externa (Vakharia-Rao y cols., 2007). Por otro lado,
también se ha sefialado que el “cluster” aromatico de la region C-terminal de TonB
seria importante para su actividad, especificamente los residuos fenilalanina 202,
triptéfano 213, tirosina 215, fenilaianina 180 y fenilalanina 230. Se determin6 también

que sustituciones dobles por alanina en algunos de estos residuos, inactivan la
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proteina pero ésta mantiene la habilidad de interactuar con la membrana externa
(Ghosh y Postle, 2004). Por otra parte, Kaserer y cols. (2008), determinaron que
existiria una afinidad general de parte de TonB por las proteinas, siendo esta afinidad
mayor en el caso de proteinas de membrana externa. Mas aun, habria afinidad incluso
por receptores de membrana externa cuya caja TonB ha sido delecionada, aunque en
menor grado que con la proteina completa. En el mecanismo propuesto por Kaserer y
cols., (2008) TonB existirfa en forma monomérica y dimérica intercambiables, las
cuales presentarian distintas afinidades, siendo la forma dimérica de la parte C-
terminal la responsable de las afinidades no especificas.

Como ya se menciond antes, se desconoce la naturaleza de la interaccion que
ocurre entre el péptido C-terminal de TonB y la microcina, de manera que permanece
la interrogante de cuéles residuos aminoacidicos de la zona C-terminal son importantes
para esta interaccién que conlleva a la actividad bactericida de la microcina, y si ia
interaccién con la microcina requiere un C-terminal de TonB en forma monomérica o
dimérica.

El analisis mediante dicroismo circular permitié comprobar que la purificacion
del péptido C-terminal de TonB utilizado en este estudio estd en forma plegada,
observandose la presencia de estructura secundaria de tipo g-hélice, de manera similar
al espectro de dicroismo circular obtenido por Wallace y cols., 2008. La estructura
cristalina obtenida de la region C-terminal de TonB revela la presencia de estructura
secundaria tipo a-hélice y lamina § (Chang y cols., 2001; Kédding y cols., 2004), por lo
que el espectro obtenido en este trabajo estarfa dentro de lo esperado. Por esto, se
presume que la estructuracion presente en el péptido es importante para la interaccion.

Los resultados obtenidos indican que existe una interaccion entre la parte C-

terminal de TonB y la microcina que es necesaria para ejercer su accion bactericida,
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pero persisten interrogantes en cuanto a la naturaleza de esta interaccion. Una de
estas interrogantes es si la parte C-terminal de TonB podria funcionar como un centro
de nucleacion a partir del cual empezaria a formarse ei poro en la membrana
citoplasmatica o si esta interaccion induce un cambio conformacional en la microcina
que le permite interactuar con otros elementos presente en el espacio periplasmatico y
en la membrana citoplasmatica y en conjunto inducen la formacion del poro.

Un aspecto que debe dilucidarse es si los esferoplastos preparados a partir de
una cepa deficiente en TonB son sensibles a la mezcla de microcina y fragmento C-
terminal de TonB. Esta informacién permitira acotar los dominios de interaccién de

TonB en la microcina £E492.




5 Conclusion

e La construccion de un vector portador del fragmento C-terminal de TonB
fusionado a una cola de histidinas permite la expresion del péptido en E. coli y

su posterior purificacion.

e La purificacién del péptido C-terminal de TonB fusionado a una cola de

histidinas no ocasiona pérdida de estructura secundaria, obteniéndose un

péptido en forma plegada.

e La interaccién entre la microcina E492 y el fragmento C-terminal de TonB es

necesaria para producir la actividad bactericida.
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6 Proyecciones

A partir de los resultados obtenidos en esta memoria de titulo se desprende que aun
existen interrogantes que deben ser respondidos en futuros experimentos. Es por eso

que se desprenden las siguientes proyecciones:

1. Establecer las interacciones que ocurren in vitro entre el péptido C-terminal de

TonB y la microcina E492.

2. Establecer si el péptido C-terminal de TonB purificado y la microcina E492 en
conjunto pueden disminuir la sobrevida de una cepa carente de fonB en sus

células permeabilizadas.

3. Determinar si la insercion de la microcina en la membrana citoplasmatica de la
célula blanco se produce por interacciones especificas entre la microcina y la
region C-terminal de TonB o si se requiere ademas una proteina TonB funcional

en este proceso.
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7 Presentaciones a Congresos

e Mufoz, D., Flores, J., Monasterio, O. y Lagos, R. 2009. La interaccidn entre la
microcina E492 y el fragmento C-terminal de la proteina TonB es indispensable
para la actividad bactericida. Biological Research 42 (suplemento A), 2009. LII

Reunién Anual de la Sociedad de Biologia de Chile.
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