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Naci el primer dia del mes de Octubre y
fui el primer hijo en una familia que afos
después alcanzaria los 5 integrantes.
Habia toque de queda, por lo que mis
familiares hicieron hasta lo imposible por
ir a conocerme.

Creci corriendo y jugando en el barrio,
siempre intentando chutear la pelota de
futbol (aun sigo intentandolo) y con el
afan de descubrir y aprender nuevas
cosas.

Poco después del nacimiento de mi primera hermana, mi familia emprendié rumbo hacia
Talca en busca de nuevas oportunidades laborales. Alli empecé mi vida escolar en el
colegio de La Salle hasta segundo basico. Luego, surgieron oportunidades laborales un
poco mas al sur y a la costa, por lo que tras el nacimiento de mi segunda hermana partimos
a vivir a la ciudad de Constitucién. En esta ciudad continué mis estudios en el colegio
Constitucion, en donde cursé hasta cuarto basico.

Durante estos afios alejado de la capital creci con el apoyo de mi familia, nos consolidamos
como un nucleo familiar muy cohesionado y valorabamos inmensamente las visitas que mis
abuelos y tias nos hacian periédicamente. Lo que mas rescato de este tiempo de mi vida es
la vida familiar, la vida de barrio, la sencillez y por sobre todo, el contacto con la
naturaleza.

Ya a finales del afio 1996 volvimos a Santiago y terminé mi educacién escolar en el colegio
Notre Dame, donde aprendi a ser una persona de principios y valores, fortaleci mi lazo con
la naturaleza y lo que creo mas importante: conoci a mis amigos que mantengo como los
mejores hasta el dia de hoy.

Todo el tiempo que inverti viviendo de cerca con la naturaleza dio sus frutos. Desperté en
mi la curiosidad, la capacidad de observar y descubrir que en la “Pacha mama” no hay
puntada sin hilo. Es por eso que decidi dedicarme a la ciencia, que es una de las cosas que
me apasiona junto al fitbol y a la musica.

Ingresé a la Univesidad de Chile el afio 2005 y durante mi vida universitaria desarrollé
completamente mis pasiones de vida: Me encanté con el mundo de la Microbiologia, agarré
mi guitarra para rockear por lo menos una vez al dia, sigo semana a semana el actuar de mi
gran pasion, Colo Colo e integro junto a mis amigos “la otra pasion” AJOTA F.C.,
institucion que formamos y que ya ha logrado tres campeonatos y muchas mas
celebraciones. Me considero un hombre pasional y creo que mis pasiones me describen a la
perfeccion. Agradezco a la vida por haberme ensefiado a creer y luchar por mis ideales.
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4 RESUMEN

Los polifosfatos (poliP), son un biopolimero lineal que se encuentra en todos los
seres vivos. En Escherichia coli, al ignal que en otras bacterias, son sintetizados por
la enzima polifosfato quinasa (PPK1), mientras que su degradacién es mediada por la
exopolifosfatasa (PPX). Al eliminar los polifosfatos se produce una alteracion en
funciones celulares importantes como la motilidad, el quérum sensing, la formacion
de biopeliculas y la virulencia, entre otras. Sin embargo, poco se conoce tanto de las
causas responsables de estas alteraciones como de los ajustes celulares que le
permiten a la célula enfrentar dicha carencia. Estudios previos realizados en el
laboratorio analizaron los cambios a nivel del transcriptoma total de los mutantes de
Escherichia coli deficientes en las enzimas responsables del metabolismo de los
polifosfatos (PPK1 y PPX). Con el objetivo de complementar estos estudios a gran
escala, se realizaron estudios de proteémica cuantitativa con las mismas mutantes
para establecer una comparacioén de los niveles de transcripeién de una proteina con
la abundancia de la proteina en el microorganismo. Se encontraron 328 proteinas con
una variacion significativa en su abundancia relativa respecto de la cepa control, de
las cuales aproximadamente un 15% de ellas coincidien con los datos de los
microarreglos. Entre las categorias de ontologia (GO) més representadas entre los
genes que aumentaron su expresion estuvieron el Ciclo de Krebs (GO:6099) y la
respiracién oxidativa (GO:6119), asi como también se ven afectados procesos
metabolicos como la fermentacién y la respiracién anaerébica, indicando una
alteracion del metabolismo energético cmando los niveles de polifosfatos se
encuentran modificados en la célula. A su vez, andlisis bioinformdticos de los

resultados sugieren que estos cambios del metabolismo central en E. coli pudieran




estar relacionados con el regulador transcripcional ArcA. Los resultados sugieren que
en las células deficientes en la sintesis de los poliP (AppkI), ArcA disminuye y por
ende aumentan los niveles de numerosas proteinas de las vias energéticas para la
sintesis de ATP y de poder reductor. Por el contrario, en las células deficientes en la
degradacion de los poliP (Appx), ArcA aumenta y como consecuencia disminuyen
los niveles de las proteinas de dichas vias. Finalmente, y para complementar el
analisis de los proteomas totales celulares, se optimizé un protocolo para la

precipitacién de las proteinas extracelulares y su posterior separacién mediante

protedmica convencional en geles bidimensionales (2D-PAGE).




5 ABSTRACT

Polyphosphate (polyP), are a linear polymer found in all living organism. In
Escherichia coli, are synthesized by the Poliphosphate Kinase (PPK1) and degraded
by the Exopolyphosphatase (PPX). When PolyP levels are depleted a modification in
many important cellular functions such as motility, biofilm formation, quorum
sensing and viralence ocurred. However, there is few knowledge about which are the
causes of this alferations and which are the cellular adjustments that allow the
bacteria to survive in those conditions.

Previous results from our laboratory, analysed the changes of the global
transcriptome in knockout mutants strains of Escherichia coli for the main enzymes
related to polyP metabolism. To complement these results, we used quantitative
proteomic to study the same mutants strains and compared between the transcriptions
levels and the relative abundance of the proteins in the microorganism. We found
328 proteins with altered abundance levels and near 15% of them matched with the
microarrays data. The Gene Ontology (GO) categories more represented between the
genes that changed its expression were Krebs Cycle (G0:6099) and the Oxidative
Respiration (GO:6119). Also, several energetic pathways like fermentation and
anaerobic respiration were affected, indicating an alteration in energetic metabolism
when the polyP levels were modified in the cell. Furthermore, bioinformatics
analysis shows that these adjustments in the central metabolism of E. coli may be
related with the transcriptional regulator ArcA. The results suggest that in a mutant
strain lacking the PPK1, wich synthesizes polyP, the levels of ArcA were decreased

and all the energetic pathways were increased to produce ATP. Curiously, in a




mutant strain lacking the PPX, ArcA levels were increased and the energetic
pathways were decreased.

Finally, this study also goals a precise protocol to precipitate extracellular proteins
and its separation by conventional proteomic (2D-PAGE) to complement the total

proteome study.




6 INTRODUCCION

6.1 El Polifosfato inorganico

El Polifosfato inorganico (poliP) es un biopolimero lineal compuesto por residuos
ortofosfato (Pi), los cuales estén unidos mediante enlaces fosfoanhfdrido (Figura 1).
Se le considera un fosil molecular, probablemente remanente de la evolucién
prebidtica, dado que carece de una funcién concreta en la célula. Se ha encontrado
poliP en todos los dominios de la vida y sus funciones en los seres vivos varian
considerablemente segiin Ia naturaleza del organismo [Kulaev y col., 1999; Brown y

Kornberg, 2004].
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Figura 1. El polifosfato Inorganico. [Brown y Kornberg, 2004].

En los organismos procariontes, los poliP estdn distribuidos tanto en el citoplasma
como asociados a la membrana plasmadtica y al periplasma. Algunas bacterias, como
Pseudomonas sp. B4 son capaces de acumular grandes cantidades de poliP en formas
de granulos [Chévez y col., 2006], visibles mediante microscopia electronica, ya que
al igual que otros polianiones, los poliP cambian la absorcion de Ia tincién basica del
azul de toluidina a una longitud de onda menor (630nm a 530nm) [Ohtomo y col.,

2004].



Los niveles de poliP estan sujetos a variaciones importantes y dependen de las
condiciones fisiol6gicas y/o ambientales a las que esté expuesta la bacteria
[Komberg y col., 1999]. Es asi como se observa un aumento en los niveles de los
poliP en condiciones de estrés y por otro lado, las bacterias que poseen niveles
disminuidos de este biopolimero son incapaces de sobrevivir a la fase estacionaria de
crecimiento y son méas sensibles al estrés térmico, oxidativo y osmético [Sureka y
col., 2007].

En cuanto al metabolismo de los poliP, las enzimas mas importantes involucradas en
su biosintesis y degradacion son las polifosfato quinasas (PPK), las cunales catalizan
la polimerizacion reversible de la cadena de poliP preferentemente a partir de ATP
(PPK1) o GTP (PPK2) [Ahn y kornberg, 1990] y la exopolifosfatasa (PPX) que
cataliza la degradacién de los poliP a fosfato inorgdnico (Pi) [Akiyama y col., 1993].
Si bien, a pesar de que se ha demosirado la existencia de los poliP en muchos
organismos, en muchas ocasiones no se conoce la enzima encargada de su sintesis o

degradacion [Rao y col., 2009].

6.2  Funciones de los poliP

Entre las numerosas funciones que se le atribuyen a los poliP en los microorganismos
se encuentran: 1) fuente energética para la sintesis de ATP; 2) sustituto del ATP en
las reacciones de fosforilacion; 3) reserva de Pi; 4) control osmético; 5) quelante de
cationes bivalentes; 6) amortiguador intracelular de iones alcalinos; 7) elemento

estructural junto con el poli-B-hidroxibutirato y el Ca®* en la membrana de células

competentes para la fransformacion bacteriana; 8) regulador del desarrollo celular; 9)




componente de la capsula bacteriana y 10) regulador de procesos relacionados con el
estrés y la sobrevivencia [Kornberg y col., 1999].

El PoliP es sustituto del ATP en las reacciones de fosforilacidn, posee variados
grupos aceptores de Pi como los azicares y los dcidos grasos, entre ofros. Algunas
glucoquinasas utilizan ATP o poliP como donante de grupos Pi, mientras que las
especies mds antignas filogenéticamente hablando poseen una estricta preferencia
por los poliP, como en el caso de la glucoquinasa de Microlunatus phosphovorus
[Hsich y col., 1993; Kornberg, 1995; Tanaka y col., 2003].

El fosfato es un elemento esencial para la célula. El poliP es capaz de mantener la
homeostasis del fosfato [Komnberg, 1995]. En E. coli, los niveles intracelulares de
PoliP se mantienen en un rango pequefio cercano a 10 mM, mientras que en los
medios extracelulares pueden variar su concentracién hasta en seis ordenes de
magnitud [Rao y col., 2009]. Se ha demostrado también en diversos organismos que
ante la carencia de fosfato en ¢l medio los niveles de poliP disminuyen [Vera y col.,
2008].

Dadas las caracteristicas de polianién del poliP, este puede actuar como quelante de
metales y participa en la detoxificacion de algunos metales pesados (Zn, Fe, Cu y
Cd) mediante la union a éstos, reduciendo su toxicidad como cationes libres.
Ademads, Ia entrada de los metales catidnicos a Ia célula estimula la actividad
exopolifosfatasa [Keasling y Hupf, 1996]. En la bacteria Acinetobacter johnsonii los
iones de los metales bivalentes y el Pi son excretados como un quelato mediante el
sistema simporte MeHPO,/H' [Van Veen y col, 1994]. En Acidithiobacillus
Jerrooxidans, el jon cuprico estimula la degradacién de los poliP y ademds produce

un incremento en el flujo de salida de fosfato [Alvarez y Jerez, 2004].




El poliP interactiia ademéis con las proteinas bésicas (e.g. histonas) y con dominios
bisicos de proteinas como las polimerasas y las proteinas nucleares no-histonas
[Offenbacher y Kline, 1984}, interaccion que relaciona a los poliP con la regulacién
de la expresion génica.

Dado que los niveles de los poliP varian en respuesta a las condiciones nutricionales,
existe la posibilidad de que éstos formen parte de una red de respuestas que regulan
las etapas del ciclo celular y el desarrollo. En Escherichia coli existe otra enzima con
actividad exopolifosfatasa, la guanosina pentafosfato hidrolasa, que produce
guanosina tetrafosfato (ppGpp), un segundo mensajero en la respuesta bacteriana
ante el estrés. Durante la carencia de aminodcidos, la enzima RelA genera guanosina
pentafosfato {pppGpp) a partir de ppGpp, que inhibe la hidrdlisis de poliP por la
exopolifosfatasa (PPX), lo que permite su acumulacion [Rap y col., 1998].

Otro factor importante para la regulacién génica durante la fase estacionaria de
crecimiento es el factor RpoS (¢°), cuya transcripcién se estimula por los altos
niveles de ppGpp y que controla la respuesta transcripcional de méas de 50 genes en
cascadas que contribuyen al ajuste metabdlico necesario para la dormancia y la
respuesta frente a situaciones de estrés. El factor RpoS también se encuentra
involucrado en la patogenicidad bacteriana en animales y protozoos [Hengge-Aronis,

2002].

6.3  Biosintesis y degradacion de los poliP
En Escherichia coli los principales genes relacionados con el metabolismo de los

poliP se encuentran ubicados en un operon poliP, el cual se compone del gen ppkl y

siete bases rio abajo el gen ppx. Ambos genes codifican las enzimas responsables de




la sintesis y degradacion de los poliP [Akiyama y col, 1993]. En cuanto a la
regniacién del operén poliP, se postula que seria regulado por el sistema de dos
componentes PhoBR, aunque evidencias posteriores sugieren lo contrario [Lee y col,,

2006].

Polifosfato quinasa I (PPK1). En bacterias, la sintesis de poliP se realiza
principalmente mediante la polimerizacion reversible del fosfato terminal
proveniente del ATP, por accion de la enzima polifosfato quinasa (PPK1) (ecuacion
1) JAhn y Kornberg, 1990]. Esta enzima se identificé por primera vez en Escherichia
coli, asociada a la membrana interna. Estd presente en una gran variedad de genomas
bacterianos, incluyendo diversos patégenos humanos, en donde se ha demostrado
que la PPK1 juega un papel esencial en los procesos relacionados con la infeccion y
la virulencia (e.g., Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexeneri, Salmonella
typhimutium, Salmonella Dublin y Vibrio Cholera). Esta caracteristica hace de la
PPK1 un interesante blanco para el disefio de firmacos antimicrobianos [Zhu y col.,
2003; Zhu y col., 2005]. Se ha descrito también, que la PPK1 estd relacionada en
procesos como la formacion de biopeliculas, la predacion, la motilidad y el quorum
sensing [Shi y col., 2004].

Pese a que la PPKI estd ampliamente distribuida en las bacterias, sélo un gen
ortologo ha sido reportado en eucariontes, especificamente en el organismo
Dictyostelium discoidewrn (DAPPK1) [Zhang y col, 2005]. Los eucariontes

superiores carecen de PPKs [Brown y Komberg, 2004]. Estudios recientes sugieren

que la produccién mitocondrial de los poliP en células de mamiferos estaria




relacionada con el metabolismo energético y el consumo de energia [Pavlov y cols.,
20103.
Otra actividad de la PPK1 es transferir un grupo pirofosfato desde el poliP al GDP,

para formar ppppG lineal (ecuacién 2) [Kuroda y Kornberg, 1997].

nATP « polyP, +nADP 1

PolyP, + GDP — PolyP;. + ppppG (2)

Utilizacion y degradacion de los poliP. El poliP puede ser utilizado como sustrato
por las fosfotransferasas y las hidrolasas, las cuales permiten generar ATP y fosfato
inorganico a partir de poliP. Mediante la accién combinada de la AMP-
fosfotransferasa (ecuacioén 3) y la PPK1 (ecuacion 4), el AMP es convertido a ATP,
el cual puede ser utilizado por las glucoquinasas para formar glucosa 6-fosfato

(ecuacién 5) [Bonting y col., 1991; Ahn y Kornberg, 1990; Hsieh y col., 1993].

PolyPn -+ AMP — PolyPn-1 + ADP (3)
PolyPn + ADP — PolyPn-1 + ATP 4

ATP + glucosa — glucosa 6-P + ADP 5)

En algunas bacterias existe un ortélogo de la PPK1 denominado PPK2. Esta enzima,
si bien es capaz de sintetizar poliP a partir de GTP y/o ATP, su funcién celular
fundamental es la reaccion reversa, es decir, la sintesis de GTP a partir de poliP y

GDP [Zhang y col., 2002; Ishige y col., 2002; Nocek y col., 2008].

10




Por otra parte, las hidrolasas o Exopolifosfatasas son enzimas que hidrolizan los
enlaces de los fosfatos terminales de las cadenas de poliP para liberar Pi y se
encuentran en una gran variedad de organismos. En Escherichia coli, la PPX es
altamente procesiva e hidroliza por completo las cadenas de hasta 1.000 residuos
fosfato sin liberar intermediarios. Posee miiltiples sitios de unién a los poliP en
distintos dominios de la enzima, los que son responsables del reconocimiento del

tamaiio del biopolimero [Bolesch y Keasling, 20001].

6.4 Estudios transcriptémicos del metabolismo de los PoliP en E. coli
Escherichia coli posee las enzimas PPK1 y PPX codificadas en el operén poliP, pero
carece de la enzima PPK2, responsable de sintetizar poliP reversiblemente a partir de
GTP. Esta bacteria no es capaz de acumular grandes cantidades de poliP (0.1- 50
mM), pero la carencia de este biopolimero afecta su sobrevivencia en la fase
estacionaria del crecimiento bacteriano [Kornberg y col., 1999],

Las ventajas de Escherichia coli como bacteria modelo se deben al desarrollo de
métodos eficientes de biologia molecular, la facilidad de su manipulacion genética y
a la completa secuenciacion de su genoma. Esto nos ha permitido obtener las cepas
mutantes de los genes ppkl y ppx, asf como también del doble mutante que carece
del operon poliP,

Los estudios de microarreglos de DNA hechos previamente en nuestro laboratorio
compararon a nivel transcriptémico las mutantes de E. coli relacionadas con el
metabolismo de los poliP, revelando alteraciones en distintas vias del metabolismo
central, incluyendo al ciclo de Krebs, la fermentacion, la respiracién aerébica y 1a

respiracién anaerdbica. Estos mismos estudios también mostraron alteraciones en la

11




méquina flagelar de la bacteria y relacionan a los poliP con la sintesis de segundos
mensajeros y la transcripcién de factores sigma. A su vez, los anilisis
bioinformaticos en E. coli se ven favorecidos debido a la cantidad de datos que se
han generado tanto de gendémica funcional, de protedmica asf como otros estudios a
gran escala. Esto ha permitido la creacion de bases de datos que integran todas las
aproximaciones a gran escala, como el caso de EcoCyc, que retine informacion tanto
a nivel transcripcional como a nivel post-transcripcional y a nivel de las proteinas
[Keseler y col., 2011].

Los antecedentes a nivel transcriptomico presentados involucran a los poliP en Ia
regulacion de la expresion de los genes relacionados con los procesos celulares que
le permiten a las bacterias sobrevivir y adaptarse a condiciones de estrés y carencias
nutricionales [Mauriaca y col.,, 2011]. Sin embargo, los ajustes metabdlicos
realizados ante la alteracién del metabolismo de los poliP no se han estudiado en

profundidad.

6.5 La proteémica como herramienta para el estudio de los poliP

Debido a que los poliP estdn relacionados con varios procesos celulares, se requiere
de un estudio a escala global para determinar los procesos celulares y las proteinas
involucradas en las condiciones en las que el metabolismo de los poliP es alterado.
Complementar los estudios a escala global realizados a nivel transcriptémico con
estudios a nivel protedmico nos permitird obtener una visién integrada de la
respuesta celular, Asi, es posible obtener informacién acerca de la transcripcion, la

regulacién genética y la expresién, localizacién e interaccion de las proteinas. Un
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andlisis bioinformatico de esto permitird generar hipotesis bioldgicas que expliquen
lo que sucede cuando se altera el metabolismo de los poliP.

Los proteomas o subprofeomas pueden separarse y visualizarse segin el punto
isoeléctrico (isoelectroenfoque, IEF) y la masa molecular mediante Ja técnica
denominada 2D-PAGE (electroforesis bidimiensional en geles de poliacrilamida),
una de las pioneras y mas eficientes metodologias para este objetivo [O°Farrel y col,,
1977]. El patrén de expresion de las proteinas de un organismo sometido a diferentes
condiciones puede compararse de manera cualitativa y cuantitativa. El aumento o la
disminucién de una proteina entrega informacion acerca de su expresion diferencial,
mientras que Ia intensidad del cambio informa, de forma cuantitativa, sobre el nivel
de expresion de la proteina [Graves y Haystead, 2002].

La visnalizacién de las proteinas en los geles permite analizarlas por espectrometria
de masas y buscar los péptidos obtenidos en las bases de datos disponibles para su
identificacién [Monteoliva y Albar, 2004].

Con los avances tecnolégicos ha sido posible perfeccionar estas técnicas, al punto de
hacer de la proteémica un estudio 100% cuantitativo, lo que se ha denominado
protedmica cuantitativa o Q-Proteomica. Estas nuevas metodologias se basan en el
marcaje de las proteinas de un proteoma con reactivos que presentan diferencias
isotopicas en sus pesos moleculares, de manera que al comparar dos muestras
provenientes de condiciones distintas, la identificacién de una proteina se remita a la
diferencia de peso existente entre las dos versiones del marcador isotopico [Paradela
y col,, 2010]. La protedmica puede usarse como metodologia complementaria a la

transcriptémica (microarreglos de DNA), entregando informacién sobre los niveles
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de transcripcién de un gen y de la abundancia relativa de la proteina codificada por
ese gen.

Conocer los ajustes experimentados por las bacterias ante la alteracion del
metabolismo de los poliP, permitiria disponer de informacién sobre el efecto
pleiotropico de esta molécula, con lo que podrian disefiarse estrategias que
contemplen a las enzimas relacionadas con el metabolismo de los poliP como
posibles blancos de drogas o de posibles estudios de mejoramiento de algunos
procesos metab6licos como la biorremediacién de fosfato. Con este objetivo, sc
utilizard la proteémica diferencial, a nivel cualitativo (2D-PAGE) y cuantitativo
(ICPL), como metodologias para estudiar los efectos de la alteracion del

metabolismo de los polifosfatos inorgénicos en la bacteria E. coli,
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7 OBJETIVOS

7.1  General
Estudios mediante prote6mica cuantitativa de la expresion diferencial del proteoma
de Escherichia coli K12 (extracto total y extracelular) en diferentes cepas mutantes

en el metabolismo de los poliP.

7.2  Especificos

=  Determinar los cambios en el proteoma de los mutantes de Escherichia coli
K12 deficientes en las enzimas 5elacionadas con el metabolismo de los
polifosfatos inorgdnicos con respecto a una cepa control mediante analisis de
protedbmica cuantitativa (Q-Proteémica) mediante la técnica de marcaje
isotopico de las proteinas (ICPL).

= Andlisis bioinformatico de las categorias funcionales y de las redes regulatorias
relacionadas con los cambios a nivel protedmico del metabolismo de los poliP.

=  Andlisis del subprotcoma extracelular de las mismas cepas mutantes de
Escherichia coli optimizando un protocolo mediante la metodologfa de los

geles bidimensionales 2D-PAGE).
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8 MATERIALES Y METODOS

8.1  Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

8.1.1 Cepas bacterianas

Como modelo de estudio para este trabajo se utilizd la bacteria heterdtrofa y
neutrdfila Escherichia coli K12. Los estudios de protedmica diferencial se realizaron
con tres cepas mutantes provenientes de la cepa K12 de Escherichia coli. Estas cepas
mutantes presentan deleciones para los genes que codifican para las enzimas
relacionadas con el metabolismo de los polifosfatos inorgénicos. La primera cepa
recombinante carece de la enzima polifosfato kinasa 1 (PPK1) lo que la inahibilita
para sintetizar poliP (Appkl). La segunda, carece de la enzima exopolifosfatasa
(PPX) lo que no permite la degradacién del poliP para la liberacién de fosfato
inorganico (P;) (Appx), mientras que la tercera cepa es una doble mutante que carece
del operén poliP completo, es decir Appkl y Appx, por lo que es incapaz de
metabolizar {sintetizar y degradar) los poliP (ApoliP). Todas las cepas mutantes
fueron generadas en trabajos previos de nuestro laboratorio realizados por Cecilia

Mauriaca. Las cepas utilizadas para este trabajo se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo y sus principales caracteristicas
relacionadas con e! metabolismo de los poliP. A cada cepa se le asigna la
abreviacidn con la que serd referida a lo largo de este trabajo.

Cepa bacteriana Caracteristica
Wt Cepa control
Appkl Cepa mutante en el gen ppkl, enzima
encargada de la sintesis de los poliP.
Appx Cepa mutante en el gen ppx, enzima que

degrada los poliP* para liberar Pi.
Cepa carente del operén poliP (ppkl y ppx)
por lo que no es capaz de metabolizar los
poliP

ApoliP

8.1.2 Medios de cultivo

Las cepas bacterianas se cultivaron en medio Luria-Bertani sélido y liquido (LB:
Triptona 10 g/L, Extracto de levadura 5 g/ y NaCl 5 g/L) [Sambrook y Russell,
2001]. Para el medio liquido se utilizaron matraces de 1 L en los cuales se agregaron
200 ml. de medio de cultivo. En el caso del medio solido (placas) el medio liquido
fue suplementado con concentracién de agar de 1,5% (p/v).

Para los cultivos en matraces se realizaron precultivos en tubos de ensayo con 5 mL
de medio ligunido los cuales fueron inoculados con colonias aisladas seleccionadas a
partir de un cultivo en placa. En el caso del cultivo en matraces se inoculé con una
razén 1/200. Para el caso de los cultivos en placas se realizaron aislamientos a partir
de precultivos de cada cepa. Las cepas se mantuvieron en glicerol al 50% (v/v) a

-80 °C.

8.1.3 Condiciones de cultivo
Todos los cultivos bacterianos se crecieron en condiciones aerébicas y fueron
incubados a 37 °C con agitacioén de 150 rpm. En el caso de los cultivos liquidos se

incub6 hasta alcanzar una DO de 1,5 medidos a 600 nm correspondienie a la fase
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exponencial de crecimiento. En el caso de los cultivos en placas, estos fueron

incubados a 35 °C durante 24 h.

8.2 Meétodos de proteémica
Se utilizé la técnica de marcaje isotdpico de proteinas (ICPL) para analizar los
proteomas totales mientras que los proteomas exfracelulares se analizaron mediante

geles bidimensionales (2D-PAGE).

8.2.1 Preparacion de los extractos totales de las proteinas

Los cultivos en matraces con medio liquido fueron centrifugados durante 15 min a
6.000 rpm a 25 °C. Luego se descartd el sobrenadante. El precipitado de células se
resuspendié con 2000 pL, de tampdén de sonicacion (Tris 40 mM pH 8,15) y se
traspasd a tubos de 1500 pL donde se lavé el pellet tres veces con 1000 pL de
tampon de sonicacién y se centrifugd a 13.200 rpm a 4 °C por 10 min entre cada
lavado. El precipitado se resuspendié en 800 pL. de tampdn de sonicacion y se le
agregé 9 pl. de PMSF 1 mM (inhibidor de proteasas) y 10 uL. de RNAsa 10 mg/mL.
Luego se completd la lisis celular mediante sonicacién en hielo con ciclos de 15
segundos con intervalos de detencion de 35 segundos hasta eliminar la turbidez del
concentrado de células. Posteriormente se agregaron 10 pL de DNAsa 10 mg/mL y
se incubd en hielo por 10 min. La cuantificacién de las proteinas se realiz6 mediante
el reactivo Bio-Rad Protein Assay® (Bio-Rad, USA) con BSA como estandar de

calibracion. Luego, se precipitaron 800 pg de proteinas mediante el sistema Ready-

18




Prep 2D Cleanup Bio-Rad® (Bio-Rad, USA). El precipitado de proteinas fue
guardado a -20 °C y fue enviado al Centro Nacional de Biotecnologia en Madrid

(Espafia) para su anélisis mediante el marcaje con ICPL.

8.2.2 Preparacién de las muestras de las proteinas extracelulares

Los cultivos liquidos se centrifugaron a 6.000 rpm por 15 min a 25 °C y el
sobredante se filtré con filtros Millipore de 0,22 pm (Millex-GV Filter, 0,22 pm,
PVDF). Luego se le agregé Acido Tricloroacético a una concentracion final de 10%
(p/v) y se mantuvo a 20 °C por 1 h. Posteriormente, la muestra se centrifugd
durante 50 min a 6.000 rpm y 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado se
resuspendi6 en 2000 pL. de Etanol Frio al 96%. La muestra resuspendida se traspaso
a un tubo de 1,5 mL y se centrifugd 10 min a 13.200 rpm a 4 °C y se descart6 el
sobrenadante. El precipitado se lavé tres veces con Etanol Frio al 96% con
centrifugaciones de 13.200 rpm por 10 min a 4 °C entre cada lavado. Tras el dltimo
lavado, se descart6 el sobrenadante y el precipitado de proteinas fue secado mediante
Speedvac a 35 °C por 15 min. Posteriormente las proteinas fueron disueltas en 250
pL de tampon de isoelectroenfoque (Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 4%, Azul de

Bromofenol 0,0002%) para ser corridas en la primera dimension.
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8.2.3 Anilisis de proteGmica cuantitativa mediante el marcaje isotépico de
proteinas (ICPL)

Este analisis fue realizado en el Servicio de Proteémica del Centro Nacional de
Biotecnologia en Madrid (Espafia) de acuerdo al protocolo detallado por los
investigadores de dicho instituto [Paradela y cols., 2010]. Brevemente, el
procedimiento de esta técnica se describe a continuacién. Se tomaron 100 pg de cada
muestra a comparar y se redujeron y alquilaron con reactivo de Cleland (DTT) y
Iodoacetamida, respectivamente. Luego, las muestras fueron marcadas con el
reactivo ICPL (en su forma liviana para la muestra wt y en su forma pesada para la
mutante) y se mezclaron las muestras a comparar en una razén 1:1. Posteriormente se
realizd una electroforesis monodimensional en condiciones desnaturantes (SDS-
PAGE) y se cortaron las bandas obtenidas para ser sometidas a una digestion
proteolitica con Tripsina. Los péptidos obtenidos fueron identificados mediante un
andlisis de cromatografia liquida acoplada a una ionizacion electrénica en forma de
“spray” y cuantificados mediante espectrometrfa de masas en tdndem (LC ESI-
MS/MS). La informacién de los péptidos adquirida fve evaluada mediante Mascot y
para procesar los datos se utilizé el programa WARP-LC (Bruker Daltonics). Para la
identificacion de las proteinas el espectro LC ESI-MS/MS fue enfrentado con la base
de datos de proteinas SwissProt de E. coli. Un resumen de la metodologia se observa
en la Figura 2. Los resultados de la cuantificacion y comparacién de las proteinas
fueron expresados en Log, para visualizar la variacién experimentada por cada
protefna con respecto a la situacion control. Se consideré como significativa la
variacién de una proteina cuando su tasa de cambio, expresada en Log,, era superior

a +0,6 o inferior a -0,6 [Paradela y cols., 2010]. Se realizaron tres experimentos con
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esta metodologfa en los cuales se compard la cepa wt con Appkl, con Appx y con

ApoliP.

Muestra A Muestra B
(wh) (mutante)

Reduccién y alguilacion
(DTT + lodoacetamida)

Digestion proteolitica

Vv (Tripsina) \Vs
Marcaje con ICPL
N N
Version Version
liviana pesada

|:_4_|> Mezcla 1:1

ﬂ SDS-PAGE

LC ESI MS/MS

Emparejamiento de péptidos mediante
diferencia de masas esperadas
{versi6n pesada — versidn liviana)

Figura 2. Metodologia utilizada para el marcaje isotépico de las proteinas
pertenecientes a las muestras estudiadas. El marcaje se realiza a nivel de péptidos
para favorecer la cantidad de fragmentos de proteina marcados.
8.2.4 Electroforesis bidimensional 2D-PAGE)

-Primera dimension (IEF): A la muestra resuspendida en tampén IEF se agreg 50
uL de agua nanopura, DTT a una concentracién de 100 mM y anfolitos de rango 3-
10 6 5-8 al 0,2%. Luego se incub6 la muestra durante 1 h a 25 °C, se centrifug6 10
min a 13.200 rpm y 4 °C y se procedid como se detalla a continuacion.
La muestra preparada se agregé a lo largo del canal de la cubeta de focalizacion del

equipo PROTEAN® IEF (Bio-Rad, USA) con una tira de 17 ¢m de largo con

gradientes de pH 5-8 y 3-10 NL (ReadyStrip™ IPG, Bio-Rad, USA) durante 1 h a 20
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°C, luego se agregaron 2500 pL de aceite mineral (Bio-Rad, USA) y se programs el
paso de rehidratacion activa durante 12 h a 50 V a 20 °C, seguido del programa de
focalizacion de 15mina250V;2ha2.000V;4ha 8.000 Vy 11 hal0.000 V, para
completar un total de 121.000 Vh a 20 °C.

-Segunda dimensién (SDS-PAGE): Una vez focalizada la muestra, Ia tira se
introdujo en 5 mL de tampén de equilibrio (Urea 6 M, SDS 2%, Tris/HCI 0,05 M pH
8.8, Glicerol 20%) + DTT 1% por 30 min a temperatura ambiente con agitacién de
100 rpm y luego en 5 mL de tampén de equilibrio + Iodoacetamida 2,5% durante 30
min a temperatura ambiente con agitacién de 100 rpm. Posteriormente, la tira fue
corrida en un gel de poliacrilamida al 12,5% montado en el sistema Protean® II xi
Cell (Bio-Rad, USA) y sometido a 70 V durante 20 h a temperatura ambiente.

Para la tincion de los geles con plata se fijaron durante 20 min en 150 mL de
solucién de fijacion (Acido acético 5%, Metanol 50%) y luego los geles se lavaron
durante 10 min con 150 mL de Metanol 50% y posteriormente se lavaron dos
veces con agua bidestilada durante 15 min por vez. La sensibilizacién se realizd
durante 1 min con 150 mL de solucién de Ditionito de sodio 0,025% (p/v) y luego
un lavado de 1 min con agua bidestilada. Para la tincion se agregaron 150 mlL de
solucién de tincidén (Nitrato de plata 0,012 M, Formaldehido 3%) durante 30 min y
un lavado de 1 min con agua bidestilada. Luego, se realizé un revelade por
aproximadamente 5 min con 150 mL de solucién de revelado {Carbonato de sodio
6%, Tiosulfato de sodio 20 pM, Formaldehido 6 mM). El revelado se detuvo con una
solucioén de 4cido acético 3%.

Para las tinciones con Azul de Coomasie la fijacién se realiz6 durante 1 h con 150

mL de solucién de fijacién (Etanol 50%, Acido fosférico 2%), la tincion se llevé a
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cabo durante 3 h con 150 mL de soluci6n “Blue Silver” (CBB G-250 0,12%, Acido
fosforico 10%, Sulfato de amonio 10%, Metanol 20%) y se destifié con agua

bidestilada.

8.2.5 Seleccién de proteinas desde los geles de poliacrilamida

Las imagenes digitales obtenidas de los geles de poliacrilamida fueron analizadas in
silico mediante el software PDQuest 8.0 (Bio-Rad, USA). Debido a la baja
reproducibilidad de los geles bidimensionales, lo que dificulta el analisis
comparativo entre las muesiras, el umbral para considerar la variacién de una
proteina como significativa fue de un factor de 2,0 veces (95%, p<0,05) [Marengo y
cols., 2005] considerando el promedio de tres réplicas bioldgicas. También se
consideré aquellas proteinas que, teniendo una tasa de cambio menor a 2,0, en la

inspeccion visual de los geles su expresién diferencial fue evidente.

8.3  Anilisis de enriquecimiento molecular mediante GO Term Finder

La lista de proteinas obtenidas mediante el analisis de proteémica cuantitativa fueron
sometidas a un analisis de enriquecimiento mediante la versién disponible online de
Gene Ontology (GO) Term Finder (http://go.princeton.edu/cgi-bin/GOTermFinder),
que se desarrolld con la finalidad de establecer un lenguaje comin para describir los
aspectos de Ia biologia de un producto génico. El andlisis consiste en detectar, entre
las tres clasificaciones con las cuales se describe un producto génico (Proceso
bioldgico, Funcién molecular y Componente celular), qué categorias (GO terms) se
ven sobre-representadas en los analisis de protedmica cuantitativa. En los estudios a

escala global se obtiene un gran mimero de datos, correspondientes a listas de
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protefnas o genes que cambian sus niveles de expresion. La finalidad de este anilisis
es ver qué pueden tener en comin las proteinas obtenidas en los estudios de
proteémica [Boyle y cols., 2004] y compararlos con aquellos resultados obtenidos en
los microarreglos de DNA. Se utilizé el 10% que present6 mayor variacion (Logz) de
las proteinas que aumentaron y disminuyeron su expresion en cada experimento. Los
resultados de este analisis se compararon con los realizados a partir de los resultados

obtenidos previamente mediante estudios de microarreglos de DNA.

8.4  Anilisis bioinformditico de los datos de proteémica y microarreglos

Los datos de proteémica cuantitativa y de microarreglos de DNA fueron analizados
con el programa Pathway Tools version 14.5, disponible online en el sitio
http://bioinformatics.ai.sri.com/ptools/ y que cuenta con la base de datos de
Escherichia coli K12 M(G1655. El programa permite visualizar los datos en una vista
celular, en el que se observa el mapa metabdlico completo de la bacteria y es posible
destacar las vias que se encuentran representadas por los datos colectados. También
posee una visién gendmica, en la que se destacan aquellos genes que se encuentran
diferencialmente expresados. Por uitimo, el programa también posee una
visualizacién centrada en las rutas regulatorias, permitiendo ver qué reguladores
transcripcionales se encuentran diferencialmente expresados en los datos a analizar.
Ademas, el programa cuenta con herramientas que permiten realizar estudios de
enriquecimiento de los datos en cuanto a las categorias de ontologia (GO terms), a
los reguladores transcripcionales y a las vias metabdlicas de E. coli.

Para realizar una comparacion entre los comportamientos de las protefnas de los

distintos mutantes utilizados en este seminario de titulo se empled el programa
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Multiexperiment Viewer (MeV) v 4.6.1 del grupo TM4, disponible en la red
(www.tm4,org), el cual permite hacer clusters de datos y visualizarlos segiin €l nivel

de abundancia.
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9 RESULTADOS

9.1  Analisis de proteémica cuauntitativa en las cepas de E. coli K12 mutantes
en ¢l metabolismo de los poliP.

La proteémica cuantitativa permite, mediante el marcaje isotépico de los péptidos de
un proteoma, comparar dos muestras proteinicas obtenidas en distintas condiciones.
Para esto, es necesario extraer las proteinas pertenecientes a la fraccion celular
deseada para el andlisis, En el caso de este estudio, se analizaron las proteinas
correspondientes al proteoma total, obtenido segin lo descrito en Materiales y
M¢étodos.

Para conocer cuales son los ajustes metabdlicos experimentados por las bacterias
ante la alteracion del metabolismo de los poliP, se complementaron los experimentos
de microarreglos previos con estudios a nivel de proteomas con el fin de identificar
aquellas proteinas que son expresadas diferencialimente en las distintas mutantes para
las enzimas responsables de metabolizar a los poliP en la bacteria E. coli. La
prote6mica cuantitativa presenta como ventaja por sobre la protedémica convencional
el hecho de que es posible cuantificar la expresion diferencial de las muestras
proteinicas en un solo experimento. Esto, mediante la abundancia de los péptidos que
conforman una proteina presente en ambas muestras.

Se hicieron tres experimentos comparativos entre las tres cepas mutantes (Appkl,
Appx y ApoliP) todos comparativamente con la cepa silvestre (wt). Los resultados de
estos experimentos se resumen en la Tabla 2. De la lista de proteinas identificadas, se
consideré como aumento significativo aquellas cuya expresién (Logy[Promedio —

mediana]) fuese igwal o mayor a 0,6 y se considerd como una disminucién
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significativa de la expresién a aquellas proteinas cuyo Logx(Promedio — mediana)
fuese ignal o menor a -0,6. La expresion de los datos en esta forma permite visualizar
el mtmero de veces en las que una proteina varia su expresion respecto de la
condicién control, mientras que la diferencia entre el promedio y la mediana permite
hacer una correccién estadistica del valor obtenido en el promedio. Es necesario
sefialar que aquellas proteinas cuya variacion es infinita, es decir, que solo aparecen
en una de las condiciones, no son consideradas en este analisis.

Se considera como significativa una variacion de 0,6 veces la expresion, debido a
que ese es el punto en el que cambia la pendiente al graficar el Log, versus el nimero
de proteinas (Figura 3) [Paradela y cols., 2010]. También es importante sefialar que
para efectos de tener una mayor precision y validez en los datos, s6lo se consideraron
aquellas proteinas que presentaron a lo menos 2 péptidos para su cnantificacion.

Tabla 2. Resumen de Ios resultados obtenidos en el andlisis de protedmica
cuantitativa por ICPL.

Experimento Ptt:){;:t:lgs cuf::ggg;)tslos idz;(t)it;f:l:l?isas vari:cl;ztleil;iglzi‘;)cl;ﬁva
Wt v/s Appkl 3.183 2.025 325 151
Wt v/s Appx 2.457 1.558 270 122
Wt v/s ApoliP 3.113 1.794 313 55

En resumen y aplicando estos criterios de seleccion, se identificaron un total de 328
proteinas expresadas diferencialmente en todas las cepas mutantes del metabolismo
de los poliP. En la cepa mutante Appkl, 151 proteinas fueron expresadas
diferencialmente con respecto a la cepa control (aproximadamente un 47% de las
identificadas), 121 (45%) proteinas para el caso de la cepa mutante Appx y 53 (18%)

en el caso de la cepa doble mutante ApoliP.
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La Tabla 3 presenta en detalle aquellas proteinas que aumentaron su expresion con
respecto a la cepa control, mientras que la Tabla 4 muestra las proteinas que

disminuyeron su expresion comparadas con la cepa control (wt).

A wt v/s Appkl
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Figura 3. Dispersion de los datos obtenidos mediante proteémica cuantitativa
para la comparacion de las cepas mutantes con la cepa control. A) wt versus
Appkl, B) wt versus Appx, C) wt versus ApoliP. Se observa en A) la correccion de
los valores realizada al restar la mediana al promedio, como también los puntos de
inflexién de la curva de dispersion situados a 0,6 y -0,6 (linea amarilla)
correspondientes a los puntos de corte para considerar una variacion significativa en
la expresion diferencial de una proteina. En recuadro rojo se agrupan las proteinas
que aumentan y en recuadro verde aquellas que disminuyen sus niveles respecto al
control.
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Tabla 3. Detalle de las proteinas que aumentaron su expresién respecto a la
condicién control en los anilisis de proteémica cuantitativa. #Pept.correponde a
los péptidos identificados y #(L/H) a los péptidos empleados para la cuantificacion.

% log.

Puntua- # Cepa
Proteina cober- # Pept. Prom. (Prom.-
cion tura {UH) mediana) mutante
proteina HU-alfadeuniéna goeos G141 15 10 1,01 06085  Appkd
Dppki
Proteina ribosomal 50S L29 58,38 2222 4 3 1,01 0,6085
NADH-quinona Appk1
oxidorreductasa, subunidad 48,58 956 6 4 1 0,6229
C/D
Formato deshidrogenasa O, Appk1
subunidad mayor 8212 238 4 3 0,96 0,6818
. ., Appk1
2-C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato sintasa 45,33 943 3 2 0.9 06818
Proteina de membrana Appk1
externa N 123,77 6,1 13 5 095 0,6869
. Appk1
Proteasa Clp dependiente
de ATP 51,2 646 6 5 095 0,6969
Proteina periplasmica de Appk1
Unién a cisting 11364 2819 8 4 095 0,6969
Protelna A de respuesta a Appk1
carencia estricta de 68,77 896 2 2 094 07121
nutrientes
Proteina UPF0076 28534 3906 14 7 0,92 07432  Appkt
Protelna no caracterizada 39,39 882 3 3 0,9 0,7749  Appkt
Alquil hidroxiperéxido Appk1
reductasa, subunidad G 29309 3989 13 8 0,89 0,7910
Appkt
Tiol peroxidasa 165,98 3928 5 5 0,89 0,7910
D-tagatosa-1,6-hifosfato Appkt
aldolasa, subunidad gatZ 417,35 2119 24 12 0,87 0,8238
Appki

Chaperonina de 10kDa 293,20 52,57 11 7 0,87 03238
Superdxido dismutasa [Fe] 744,55 30,56 24 10 0,86 0,8405  Appkt

NADH-quinona Appk1
oxidorreduciasa, subunidad 43,05 954 & 4 0,86 0,8405
B

Appki
Proteina no caracterizada 92,74 937 2 2 0,86 0,8405
Proteina ribosomal 50S L25 211,05 351 8 4 085 08573  Appkt
Peptidil-prolil cis-trans Appki
isomerasa tipo FKPB 15717 1747 5 3 0,84 0,8744
Ribosa-5-fosfato isomerasa 79.23 105 2 2 084 08744 Appk1

A
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e AT

Triptofanasa

Factor A de unién a
ribosoma

ATP sintasa, subunidad
beta

Proteina F de estrés
universal

Proteina G de estrés
universal

Protelna de membrana
externa F
Fosfotransferasa

componente llA, especifico
de galactitol

Glicerol quinasa

Proteina periplasmica de
unidn a lisina-arginina-
omitina

Proteina HU-betfa de unitn
a DNA

Fumarato hidratasa clase Il
Proteina A de shock por
fago

Proteina periplasmica de
unién a maltosa

Proteina CsiD

Nucleésido bifosfato
quinasa

Dihidrolipoil
deshidrogenasa

Protefna CspC fipo shock
frio

Superéxido dismutasa [Mn]
Aminometiltransferasa
Fosfotransferasa
componente 1B, especifico
de galactitol

Proteina no caracterizada
Serina
hidroximetiitransferasa

Aspartoquinasathomoserina

deshidrogenasa 1
bifuncional

Succinil coA ligasa,
subunidad beta

Isocitrato deshidrogenasa
Galactitol-1-fosfato-5-
deshidrogenasa
Catalasa-peroxidasa
Succinato-semialdehido
deshidrogenasa

Proteina bifuncional PutA
D-tagatosa-1,6-bifosfato
aldolasa, subunidad gatY

1384,11
43,58

187,78
122,75
65,49

585,26

210,70
104,25

04,45

82,83
104,26
88,63

116,24
1071
193,65

329,36

134,46
69,88
67,26
112,92

69,75
42,84

79,63

767,27
391,26
352,37
403,38
156,21
1008,12
195,19

45,64
13,53
18,04
22,22
7,04

2541

44
16,13

14,61

31,1
10,27
20,27

15,40
14,46
51,04

16,24

26,08
8,22
4,67
51,06

6,1
7,43

4,39

34,53
24,51
21,09
11,01
9,12

25,37
28,52
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21
19
10
14

33
15

0,81
0.81
0,8

0,79
0,78

0,78

0,77
0,76

0,75

0,74
0,73
0,71

0,71
0,71
0,69

0,67

0,66
0,66
0,64
0,63

0,82
0,62

0,61

06
0,6
06
0,59
0,58
0,55
0,54

0,9269

0,9269

0,9448
0,9630
0,9810
0,9813

1,.0188

1,0379

1,0573
1,0769
1,1170

1,1170
1,1170
1,1582

1,2008

1,2223
1,2223
1,2667
1,2895

1,3125
1,3126

1,3360

1,3598
1,3598
1,3598
1,3841
1,4088
1,4854
1,5118

Appki
Appk1

Appkt
Appk1
Appk1
Appk1
Appkt

Appk1
Appk1
Appkt

Appkt
Appk1

Appki

Appki
Appk1

Appk1
Appki

Appk1
Appkt
Appk1

Appk1
Appki

Appk1

Appk1

Appk1
Appk1

Appk1
Appki

Appk1
Appkt




Fosfoenolpiruvato 20195 1666 11 9 054 15118 OPPKI
carboxiquinasa A

2-oxoglutarato Appk1
deshidrogenasa, 20569 7,71 1 8 0,54 1,5118
componente E1

4-aminobutirato 620 169 13 7 054 15118 OPPKT
aminotransferasa

Succinato deshidrogenasa, 211,73 1462 14 9 053 15388 Appk1
flavoproteina

Protefng Clrde unién a 46,36 1503 3 2 053 15388 Appkt
factor sigma

Enzima malica dependiente 12195 1581 17 11 0,51 1,5043 Appkt
de NADP .

Prgbable hipoxantina 86,21 418 5 4 05 1,6229 Appk1
oxidasa

Glucosa-1-fosfatasa 149,88 1573 8 4 0,49 1,6520 Appkt
D-aminoacido Appk1
deshidrogenasa, subunidad 106,21 7,4 3 3 049 1,6520

chica

Fumarato hidratasa clase |, 84,8 437 3 2 047 17121 Appk1
anaerébica

Dihidrolipoillisina-residuo Appki
succiniltransferasa

componente del complejo 32446 24,44 26 16 046  1,7432
2-oxoglutarato

deshidrogenasa

Proteina periplasmica de Appk1
unién a L-arabinosa 39,73 577 3 2 046  1,7432

Proteina periplédsmica de Appkt
unién a D-ribosa 267,29 3479 1N 7 0,44  1,8073

Succinato deshidrogenasa, Appki
subunidad Fe-S 301,89 36,13 10 8 0,43  1,8405

Proteina periplasmica de Appkt
unién a glutamina 137,38 2943 8 6 0,43  1,8405

Xantina deshidrogenasa, Appk1
subunidad de unibnaFAD 009 8% 2 2 043 18405

Protelna no caracterizada 270,23 18,93 12 10 0,41 1,092 Appki
Proteina de membrana Appk1
externa W 24788 1792 8 4 041  1,9092

Malato sintasa A 113,78 881 5 3 041 19092  Appk?
Aconitato hidratasa 2 1076,15 31,67 62 30 04 1,9448  Appki
Malato deshidrogenasa 784,33 33,97 34 17 0,39  1,9813 Appk1
Galactitol permeasa, Appk1
componente IIC 79,15 6.2 9 5 0,39  1,9813

Succinil coA ligasa, Appkt
subunidad alfa 423,97 3321 21 12 0,38 2,0188

Proteina periplasmica de Appk1

unién a D-galactosa 402,17 32,53 16 10 0,37 2,0573
Citrato sintasa 336,53 2388 22 13 0,368 2,0968 Appk1

Lactaldehido Appk1
deshidrogenasa 62741 3883 28 18 0,35 2,1375

Fumarato hidratasa clase |, Appki
aerébica 122,33 9,48 6 6 0,35 2,1375

Proteina no caracterizada 23527 258 14 11 0,32 226867  Appkl
L-lactato deshidrogenasa 176,07 7,82 5 3 0,32 22667  Appkt
Protefna no caracterizada 79,31 825 5 3 0,32 22667  Appki
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Activador transcripcional
del operén Mhp

Probabie repetido de
anquirina B

Malato sintasa G

Acido graso de cadena
larga-coA ligasa

Acetil coenzima A sintetasa
Protelna no caracterizada
Proteina ribosomal 30S
S10

Proteina triada de histidina
(HIT)

Transportador de eflujo,
tipo RND, subunidad MFP
Exportador de proteinas
SecB

Proteina HfIC

Canal mecanosensible de
larga conductancia
Corismato mutasa
Fosfoenolpiruvato-proteina
fosfotransferasa

Dominio de proteina
Thil/Pfpl

Acetato quinasa

Expresién A dependiente
de HNS

Fructosa-bifosfato aldolasa
Proteina hipotética no
caracterizada

Proteina ribosomal 508
L7/L12

Regulador transcripcional
de dos componentes,familia
de hélice alada
Bacterioferritina

Fosfopentomutasa

Isocorismatasa hidrolasa
Proteina ferritina familia
Dps

Transaldolasa

1-pirrolina deshidrogenasa
Protelna de membrana
externa relacionada con la
virulencia

Proteina hipotética no
caracterizada

Protefna familia OsmC
Proteina de shock térmico
HslVU, ATPasa subunidad
HslU

Asociado a transporte

Fosforilasa

60,63

42,56
464,32
102,55

683,37
42,46

103,63
85,38
64,98

76,20
51,71
80,96
48,63
95,25

70,18
162,05
73,38
309,00
81,25

171,11

46,47

142,67
422 84
143,16

655,86

122,20
78,54

140,24

126,09
110,08

39,62

110,00
106,36

8.3 3

854 &
19,891 25
623 4

322 26
7,73

50,48
25,21
16,10
9,68
7,19
20,59
4,02
11,48

- W W NN AN OGN

—

10,25
18,00
31,82
24,86
11,34

M W o N AN

33,88

(5]

13,87

25,95
17,69
5,29

53,89 23

18,99
6,33 3

M @O

;]

2573 3

10,89
41,26

993 4

31,84 4
6,27

[4)]

32

20

19

w N

W W AN WN NN NN

-
wN‘\Im N

N

0,32

0,3
0,29
0,27

0,19
0,07

2,49
249
2.51
2,55
2,57
2,57
2,58
2,6

26

2,63
2583
2,71
2,71

2,85

29
2,96
2,89

3,06

3,34
3,36

3,38
3,569
3,77
3,77

4,08
4,39

2,2867

2,3598
2,4088
25118

3,0188
4,4594

0,6026
0,6026
0,6141

0,6369
0,8482
0,6482
0,6538
0,6649

0,6649
0,6815
0,6815
0,7247
0,7247

0,7974

0,8225

0,8520
0,8666
0,8714

0,8999

1,0263
1,0349

1,0434

1,1304
1,2010

1,2010

1,3079
1,4206

Appk1
Appki

Appk1
Appk1

Appk1
Appk1
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx

Appx

Appx

Appx
Appx
Appx

Appx

Appx
Appx

Appx
Appx
Appx
Appx

Appx
Appx




Factor de integracidn
subunidad alfa

Proteina SsnA del
metabolismo del selenio
Endormibonucleasa L-PSP
Lipoprofeina de membrana
externa, familia Slp

GMP sintasa, subunidad
grande

Catalasa

Proteina ribosomal 508 L32
Unién a Peptidoglicano
LysM

Proteina familia CsbD
Exodeoximribonucleasa 7
subunidad grande

Piridina nucledtido-disulfuro
oxidorreductasa region de
dimerizacidn

Proteina hipotetica
estructural

Transportador ABC de
aminoacidos cationicos,
protefna de unién
periplasmica

Proteina hipotética no
caracterizada

Alani-RNA sintetasa
Lipoproteina, familia YaeC
Glutamato descarboxilasa

Glutamato descarboxilasa
Transcetolasa

Glutamato/ g-aminobutirato
antiportador

ATP sintasa

Glicil-tRNA sintetasa,
subunidad beta

Glucasido hidrolasa familia
38

Peptidasa M48 Ste24p

(P)ppGpp sintetasa |,
SpoT/RelA

Poarina tipo Gram-negativo
Fermroxidasa

RNA metilasa hipotética

86,55

51,39
111,02
179,00

80,56

107,94
56,20

351,00
123,23
40,82

43,90

84,10

72,88

107,55

53,76
50,38
757,19

783,33
51,19

188,32
59,38
38,55

52,42

85,22

42,80
196,40
113,03
43,38

38,38

3,62
17,05
30,32

4,19

7,57
33,33

73,83 15
56,62
3,73

NG N 0 N N oD

[=-]

601 2

1641 2

13,08 3

2198 2

365 4
701 2
23,61 28

2489 29
450 3

881 6
904 3
450 3

433 3

12,30 3

2,42
16,85
16,36
6,41

E S S - I N

33

N B NN NN W

N

N

W N N W

4,54

4,63
4,758
4,83

5,23

5,36
5,38

5,88
591
6,01

6,94

7,08

8,09

10,46
10,69
12,34

13,34
14,85

156,36
15,87
21,91

6,62

5,33

3,39
3,25
3,02
24

1,4691

1,4974
1,6368
1,6584

1,6732

1,7086
1,7140

1,8422
1,8496
1,8738

2,0813

2,1102

2,2864

2,3026

26732
2,7046
2,9117

3,0241
3,1788

3,2275
3,2746
3,7399

2,8788

2,5661

1,8133
1,8524
1,7466
1,4150

Appx

Appx
Appx
Appx

Appx

Appx
Appx

Appx
Appx
Appx

Appx

Appx

Appx

Appx
Appx
Appx
Appx

Appx
Appx

Appx
Appx
Appx
ApoliP

ApoliP

ApoliP
ApoliP
ApoliP
ApoliP




Qf;“’ad” plasminégeno  ghee  gs 3 3 199 1,1448  ApoliP

Exporiador de proteinas,

proteina de membrana 41,70 298 4 3 1,92 1,0931 ApoliP
SecD

Proteasa La dependiente ,
de ATP 120,56 8,16 6 4 1,83 1,0238 ApoliP
froteina ribosomal 30S 198,58 40,00 5 4 18 10000 ApoliP
Reductasa dependiente de ,
NADPH EMN 41,18 798 3 3 1,79 0,8920 ApoliP
Fosfoenolpiruvato sintasa 133,15 846 8 4 1,78 09839  ApoliP
Regulador transeripcional

de dos componentes,familia 46,11 756 2 2 162 0,8480 ApoliP
de hélice alada

Fumarato hidratasa, clase Il 55,90 749 5 5 1,8 0,8301 ApoliP
ADP-L-glicero-D-mano- 5555 4530 3 3 158 08119  ApoliP

heptosa-6-epimerasa
Proteina de shock térmico

Hspg0 102,42 11,22 7 3 1,55 0,7843 ApoliP
Proteina relaclonada a .
transportador ABC 50,18 5,41 3 3 1,49 0,7273 ApoliP

ATP sintasa subunidad alfa 334,22 23,59 19 12 148 0,7176 ApoliP

Difofatasa inorganica 166,95 2557 7 5 148 07176  ApoliP
3-oxoacil-(ACP) reductasa 73,76 2623 4 3 148 07176 ApoliP
Factor de modulacién del ,
ribosoma 69,54 14,55 2 2 1,4701 0,7079 ApoliP
D-tagatosa-bisfosfato

aldolasa clase !, subunidad 159,49 9,39 8 4 147 0,7078 ApoliP
no catalitica

Protefna ribosomal 508 ,
L7/L12 109,99 1983 5 3 144 06781 ApoliP
Treonil-t{RNA sintetasa 8735 483 6 3 143 0,6680  ApoliP
L-asparaginasa, tipo I1 120,80 1494 4 3 143 06680 ApoliP
Glucasa-6-fosfato 1- 6539 10,59 5 3 14 06374 ApoliP

deshidrogenasa

Se identificaron un total de 139 productos génicos que experimentaron un
incremento en sus niveles con respecto a la cepa wt. De las proteinas que aumentan
su expresion, la mutante Appk! presenta diferencias principalmente a nivel de 6

proteinas relacionadas con el metabolismo energético y de 4 protefnas de membrana
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relacionadas con el transporte de nutrientes. Por otra parte, en el caso de la mutante
Appx, si bien no existe un grupo de proteinas predominantes, si se incrementa la
expresion de 11 canales, transportadores y proteinas asociadas a la membrana. Para
el caso de la doble mutante (4poliP) el patrén es ain menos claro, pero se observa un
aumento en la expresion de 4 proteinas relacionadas con el transporte a través de
membrana, como también de 3 productos génicos relacionados con la degradacion de
las proteinas, lo que podria dar cuenta de un aumento en los mecanismos
relacionados con los niveles intracelulares de los aminoécidos biodisponibles.

Se observa aumento en los niveles de proteinas que resultan interesantes desde el
punto de vista del metabolismo de los poliP, como la (p)ppGpp sintetasa (mutantes
Appkl y ApoliP), involucrada en la sintesis de este alarmoén celular que gatilla las
respuestas relacionadas con diferentes tipos de estrés [Traxler y col., 2008]. Otra
proteina interesante que aumenta sus niveles es la bacterioferritina (mutantes Appkl
y Appx), responsable de Ia oxidacion del Fe** a Fe** y del almacenaje de este metal
en la célula [Bou-Abdallah y col., 2002]. También es importante mencionar a la
subunidad delta de Ia DNA polimerasa (mutante Appk7), importante para el inicio de
la replicacién del cromosoma de E. coli [Jeruzalmi y col.,, 2001]. Otra proteina
relacionada con la respuesta a estrés es la denominada Lon proteasa (mutante Appkl
y ApoliP), involucrada en la regulacion de los niveles de traduccion como respuesta a
estrés por carencia de los aminodcidos, entre otras funciones [Tsilibaris y col., 2006].
Con respecto al metabolismo energético, es interesante el aumento de los niveles de
la piruvato quinasa I (mutante Appkl!) y la subunidad alfa de la ATP sintasa (mutante

ApoliP).
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A nivel proteémico, se repite un patrén en el aumento en la expresion diferencial de
las proteinas en la cepa mutante Appk! y la doble mutante en proteinas relacionadas
con el transporte a través de la membrana.

Los datos que se muestran en la Tabla 3 permiten sugerir ciertos ajustes celulares
relacionados con el aumento en la expresién de algunas proteinas debido a la
alteracion del metabolismo de los poliP, sin embargo, como se trata de un estudio a
gran escala, es necesario favorecer la robustez de los datos mediante un analisis

complementario de los cambios experimentados por las cepas mutantes de E. coli.
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Tabla 4. Listado de las proteinas que disminuyeron su expresién con respecto a
la condicién control. #Pept. corresponde al ntimero de péptidos identificados y
#(L/H) a los péptidos empleados para la cuantificacion.

%y

Puntua- log;(Prom.  Cepa

c #

Proteina cién thLt;:r- Pept. (L/H) Prom. _ mediana) mutante
Malato sintasa G 475,16 1923 18 13 0,2 -2,3219 Appx
Alfa-hidroxi&cido
deshidrogenasa 135,54 12,37 4 2 0,21 -2,2515 Appx
dependiente de FMN
Acetato/CoA ligasa 600,52 2454 20 14 0,22 -2,1844 Appx
sggbv?l"“’"tm“fema 132,36 1570 7 3 026  -1,9434  Appx
Sintetasa y ligasa _
dependiente de AMP 6512 395 2 2 0,27 1,8890 Appx
Proteina serina quinasa
hipotética, PrkA 64,80 6,08 5 2 0,29 -1,7859 Appx
Citrato sintasa 671,76 36,30 36 19 0,31 -1,6897 Appx

Sistema PTS, subunidad
lIC especifica a galactitol

Selenato reductasa,

73,26 8,43 17 8 0,31 -1,6897 Appx

subunidad de unién a 92,39 4,71 4 3 0,31 -1,6897 Appx
molibdeno

Cisteina S-

metiliransferasa-DNA- 151,63 12,73 6 5 0,35 -1,5146 Appx
metilado

Aldehido Deshidrogenasa 431,84 2610 16 10 0,38 -1,3959 Appx

Selenato reductasa YgiK 143,11 10,17 10 5 0,38 -1,3959 Appx
Succinato deshidrogenasa

y fumarato reductasa Fe-S 285,95 42,02 16 8 0,39 -1,3585 Appx
Proteina de la familia
M20/DapE YgeY
Oxidorreductasa
dependiente de FAD 39,00 9,98 4 2 0,39 -1,3585 Appx
Aconitato hidratasa 2 1013,54 30,87 44 24 0.4 -1,3219 Appx

Succinil-CoA ligasa
[formadora de ADP] 268,12 19,72 10 5 04 -1,3219 Appx
subunidad alfa

Malato deshidrogenasa 591,14 31,73 29 13 0,42 -1,2515 Appx
Hidro-liase, tipo Fe-S,

88,20 769 5 4 0,39 -1,3585 Appx

subfamilia

tartrato/fumarato, 209,07 1788 10 7 043 -1,2176  Appx
subunidad betfa

Acetilomitina y

succinilomitina 90,82 10,84 2 2 0,44 -1,1844 Appx

aminotransferasa

Malato deshidrogenasa
(descarboxiladora de
oxaloacetato (NADP(+)).,
fosfato acetiltransferasa
Delta-1-pirrolina-5-
carboxilato deshidrogenasa
Isocitrato deshidrogenasa
[NADP]

56,77 856 7 6 045  -1,1520 Appx

770,26 20,00 37 27 047 -1,0893 Appx

552,96 2837 29 13 047 -1,0893 Appx
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2-oxoglutarato
deshidrogenasa, subunidad
E1

Alcohol deshidrogenasa
dominio GroES

Succinato deshidrogenasa,
subunidad flavoprofeina
Succinil-CoA sintetasa,
subunidad beta
4-aminobutirato
aminotransferasa

Proteina familia OmpW
Succinato semialdehido
deshidrogenasa
Triptofanasa
2-oxoglutarato
deshidrogenasa, subunidad
E2, dihidrolipoamida
succiniitransferasa

Alanina racemasa

Glucosa-1-fosfatasa

Succinato deshidrogenasa,
subunidad citocromo b556
Factor de antiterminacién
NusA

Isomerasa tipo PpiC
peptidil-prolil cis-trans
Aldolasa clase Il, familia
tagatosa bifosfato
D-tagatosa-hifosfato
aldolasa, clase Il,
subunidad no catalitica
Catalasa-peroxidasa

Fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (ATP)
Helicasa de RNA
dependiente de ATP

2 5-diceto-D-acido
glucénico reductasa
Probable transportador
antiporte glutamato/?-
aminobutirato

Glutamato descarboxilasa
alfa

Glutamato descarboxilasa
beta

Proteina de unién a GTP
lepA

Probable
diaminopropionato amonio
liasa

{p)ppGpp sintetasa

Catalasa HPII

315,69

306,90
271,09

680,80

346,89
309,61
73,35

1549,95

151,39

105,45
164,47

56,61
58,32
60,01

181,46

446,47

387,38
207,72

62,91
154,26

124,75

4946
489,45
81,71

49,49

47,16

92,75

10,29

24,28
15,14

30,93

18,31
17,92
7,05
48,71

24,69

18,54
8,96

8,96
9,08
11,56

27,82

25,00

14,06
15,37

2,62
20

3,32

24,67
2467

3,5
5,77

4,7

5,57
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11

27

110

12

[}

10

17

26

14

19
19

11

15

54

11

15

ikl

16
15

0,47

0,48
0.5
0,61

0,51
0,51
0,51
0,562

0,54

0,54
0,55

0,56
0,55
0,56

0,58

0,61

0,61
0,82

28,68
16,99

13,01

11,76
11,06

9,36
823

8,16

6,54

-1,0893

-1,0589
-1,0000

-0,9714

-0,9714
-0,9714
-0,9714
-0,9434

-0,8890

-0,8890
-0,8625

-0,8625
-0,8625
-0,8365

-0,7859

-0,7131

-0,7131
-0,6897

-4,2190
-3,4636

-3,0786

-2,9328
-2,8443

-2,6035

-2,4179

-2,4056

-2,0863

Appx

Appx
Appx
Appx

Appx
Appx
Appx
Appx

Appx

Appx
Appx

Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appx
Appk1

Appk1
Appki

Appk1

Appk1
Appki

Appkt

Appk1
Appk1




Proteina no caracterizada
Hidrogenasa 1 cadena
larga

Proteina no caracterizada

Protelna periplasmica
AppA

Proteina controladora de la
respiracion aerdbica
Proteina UPF0337
Arginina N-
succinilfransferasa

Proteina no caracterizada
Proteina no caracterizada

Transcelolasa 2

Transaldolasa A
Proteina de membrana
UPF0082

Proteina de membrana
externa

Proteina no caraclerizada
Dihidrodipicolinato sintasa

Proteina osmaéticamente
inducible Y

Chaperona
Citocromo d ubiguinol
oxidasa

Fosfopentomutasa
Proteina TdcF

B-aminobutiraldehido
deshidrogenasa

Bacterioferritina

Sistema PTS, componente
ElICBA especifico de
manitol

Glicil-tRNA sintetasa,
subunidad beta

Proteina de membrana
externa X

Proteina no caracterizada
Lipoproteina
osmodticamente inducible E
Aminoacil histidina
dipeptidasa

Proteina YgiWw
2-deshidro-3-
deoxyfosfooctonato

41,92
115,01
173,16

56,45

47,65
178,49
45,15

332,75
122,18

67,46
72,1
125,49

108,76

66,68
51,19

85,14
158,41
159,02
187,75

165,76

101,25

113,08

93,55

109,51

114,14
106,46
45,36

127,07
85,52
45,84

5
11,39
28,36

4,62

9,66
52,17
5,23

73,82
10,65

8,39
12,02
20

30,31

16,81
12,32

16,91
8,83
9,96
13,26

27.9

3,79
21,51

8,32

13,2

21,63
25,74
9,82

11,95
15,38
7,39
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6,09
5,81
5,69
5,49

5,44
5,12
4,65

4,43
42

4,04
3,74
3,72

3,71

3,63
345

3,3
3.29
3,26
3,26

3,25

3,22
3,12
3,1

3,04
3,04

2,99
2,91
2,91
2,86

-1,8835
-1,9166
-1,8854
-1,8338

-1,8206
-1,7332
-1,5943

-1,5243
-1,4474

-1,3914
-1,2801
-1,2723

-1,2684

-1,2370
-1,1636

-1,0995
-1,0951
-1,0819
-1,0775

-1,0775

-1,0641
-1,0186

-1,0093

-0,9811

-0,9811
-0,9620
-0,9572

-0,9180
-0,9180
-0,8930

Appki
Appk1
Appki
Appk1
Appk1

Appk1
Appk1

Appk1
Appk1

Appk1
Appkt
Appk1

Appk1

Appkt
Appkit

Appkt
Appk1
Appk1
Appk1

Appkt

Appk1

Appk1
Appk1

Appk1

Appkt
Appk1
Hppki

Appk1
Appk1
Appkt




aldolasa

Ceto-formato
acetiltransferasa

Fructosa bifosfato aldolasa
clase 1

Glutarredoxina 2

Complemento de
resistencia TraT

Fosforilasa de nucledsido
purina tipo deoD

DNA polimerasa lll,
subunidad delta

RNA polimerasa dirigida
por DNA, subunidad beta

Piruvato quinasa |
Proteasa La dependiente
de ATP

Uridina faosforilasa
Xaa-Pro dipeptidasa
Proteina TraB

Glutaminil-tRNA sinletasa
6-fosfogluconato
deshidrogenasa

Factor de elongacién G
Proieina A de resistencia a
Acriflavina
Fosfeenolpiruvato-proteina
fosfofransferasa

Proteina HdeB

Proteina no caracterizada
D-lactato deshidrogenasa
Adenilato quinasa

Pirofosfatasa inorganica
Proteina ribosomal 508
L7z
Aldehido-alcohol
deshidrogenasa

Chaperona ClpB

Helicasa de RNA
dependiente de ATP
2,5-diceto-D-acido
glucénico reductasa
Probable transportador
antiporte glutamato/?-
aminobutirato

Glutamato descarboxilasa
alfa

Glutamato descarboxilasa
beta

Proteina de unién a GTP
lepA

Probable

60,86

176,81
68,75

160,76

334,95

47,34

133,79
200,62
118,77

67,22
52,65
42,63
144,34

256,22
536,24
94,06

187,71

46,74
55,06
67,26
88,23
225,44

188,77

327,81
208,8
62,91

154,26
124,75

4848
489,45

81,71
48,49

11,91

19,42
15,34

13,11

18,41

6,41

13,82
7,52

24.9
6,99
3,57
5,06

19,87
20,73
11,08

14,95

21,29
14,78
9,45
9,81
33,52

19,83

17,62
8,98
2,62

20
3,32

2467
24,67

3,6
5,77
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N o~
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19
19
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16
15
2

2,85

2,84
28

2,79

2,75

2,73

2,72
2,67
2,64

2,64
2,58
2,55
2,53

2,51
2,49
2,47

2,46

2,46
2,44
2,42
2,38
2,36

2,36

2,34
2,34
28,68

16,99

13,01

11,76
11,08

9,36
8,23

-0,8880

-0,8829
-0,8624

-0,8573

-0,8365

-0,8259

-0,8206
-0,7939
-0,7776

-0,7776
-0,7444
-0,7275
-0,7162

-0,7047
-0,6932
-0,6815

-0,6757

-0,6757
-0,6839
-0,6520
-0,6280
-0,6158

-0,6158

-0,6035
-0,6035
-4,2190

-3,4636
-3,0786
-2,9328

-2,8443

-2,6035
-2,4179

Appk1

Appk1
Appkt

Appk1

Appk1

Appk1

Appk1
Appkt
Appkt

Appkt
Appk1
Appki
Appk1

Appk1
Appk1
Appkt

Appk1

Appki
Appki

Appk1
Appk1
Appk1

Appkt

Appk1
Appki
Appk1

Appk1
Appk1

Appk1
Appk1

Appkt
Appk1



diaminopropionato amonio

liasa

(P)ppGpp sintetasa 47,16 4,7 8 4 8,16 -2,4056 Appk1
Catalasa HPI 92,75 5,57 7 5 6,54 -2,0863 Appk1
Proteina no caracterizada 41,92 5 5 2 609  -1,9835 Dppk1
:;'L‘;‘:’ge“asa 1cadena 11501 1139 6 4 581 -19156  Appkd
Protelna no caracterizada 173,16 28,36 7 5 569  -1,8854 Appk1
:;og:fna periplasmica 5645 462 3 2 549  -1,8338  Appk?
Proteina controladora de la )

respiracién aerébica 47,65 9,66 3 2 5,44 1,8206 Appk1
Proteina UPF0337 178,49 52,17 8 7 5,12 -1,7332 Appk1
Arginina N- .
succiniliransferasa 45,15 5,23 4 3 465 1,5943 Appk1
Proteina no caracterizada 332,75 73,82 18 13 443 -1,5243 Appk1
Proteina no caracterizada 122,18 10,55 8 5 4,2 -1,4474 Appk1
Transcetolasa 2 67,46 8,39 6 3 404  -1,3914 Appk1
Transaldolasa A 721 1202 & 5 374  -1,2801 Appk1
Proteina de membrana

UPF0092 125,49 20 4 3 3,72 -1,2723 Appki
Proteina de membrana

externa 108,76 30,31 7 6 3,71 -1,2684 Appk1
Proteina no caracterizada 66,68 16,81 3 3 363  -1,2370 Appk1
Proteina extracelular de ,
union a soluto familia 1 140,76 1566 8 6 0,59 -0,6092 ApoliP
Acetato/CoA ligasa 139,47 5,98 4 3 0,58 -0,6339 ApoliP
Proteina extracelularde  gg19 1949 3 2 a7 -08590 ApoliP

unién a soluto familia 1

Regulador transcripcional,
protefna de union 131,39 1928 § 5 0,56 -0,6845 ApoliP
periplasmica tipo Lacl
Carbamoiitransferasa

YgeWw 14848 14,18 7 b 0,56 -06845 ApoliP
Protelna hipotética no .
caracterizada 11219 1111 2 2 056 -0,6845 ApoliP
Proteina hipotética no .
caracierizada 110,99 29,70 10 6 055 -0,7105 ApoliP
Protelna de familia ;
M20/DapE YgeY 118,36 7,69 4 4 0,55 -0,7105 ApoliP
4-aminobutirato .
aminotransferasa 47298 23,71 14 9 054 -0,7370 ApoliP
Nucledsido difosfato .
quinasa 202,94 33,57 4 0,53 -0,7639 ApoliP
Arginina descarboxilasa 94,08 6,38 5 0,52 -0,7914 ApoliP
Malato deshidrogenasa

{descarboxiladora de .
oxaloacetato) (NADP(+))., 5784 35 4 3 0,52 -0,7914 ApoliP
fosfato acetiltransferasa

proteinaribosomal 305 57464 3333 10 6 051 -081%4 ApoliP
Serina 46,28 815 6 5 049  -0,8771 ApoliP

hidroximetiltransferasa
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Factor de terminacion de la . .
transcripcién Rho 5223 931 5 2 049 -0,8771 ApoliP

E;’Ste"‘a famiiaFerritina 155746 5389 47 19 048  -0,9089 ApoiiP
LysM urién a ) ,
peptidoglicano 47415 78,52 28 14 0,47 0,9373 ApoliP
Proteina hipotética no ] ,
caracterizada 21216 1446 6 5 0,46 0,9683 ApoliP
Proteina hipotética no ) .
caracterizada 22399 3861 7 5 043 1,0658 ApoliP
Transportador de eflujo,

familia RND, subunidad 4824 806 5 3 041 -1,1343 ApoliP
MFP

NADH deshidrogenasa ) .
(Quinona) 9606 277 4 3 0,40 1,1699 ApoliP
Proteina de shock térmico

HslVU, ATPasa subunidad 50,42 6,32 3 2 0,37 -1,2824 ApoliP
HslU

Protelna con dominio de ,
helicasa caja DEAD/DEAH 8698 766 3 3 0,36 -1,3219 ApoliP
Proteina hipotética no .
caracterizada 5373 1193 3 2 035 -1,3626 ApoliP
Proteina de membrana

exierna, sistema de . .
secrecion tipo |, familia 7396 4,26 3 2 0,33 1,4366 ApoliP
TolC ,

ptiizacion de etanolamind 4580 514 3 2 023  -1,9683 ApoliP
6-fosfogluconaolactonasa 49,41 1148 &5 4 0,22 -2,0324 ApoliP
Hidrogenasa dependiente

de niquel, subunidad 57,60 6,88 5 3 0,16 -2,4919 ApoliP
grande .

Sulfatasa 46,95 3,91 4 3 0,12 -2,9069 ApoliP

En las tres distintas comparaciones realizadas por proteémica cuantitativa, se
identificaron un total de 189 proteinas que disminuyeron su expresion respecto a la
cepa control (wt). En el caso de la mutante Appkl,aumenta la expresién de varias
proteinas relacionadas con el metabolismo energético (22), principalmente
relacionadas con el ciclo de Krebs y la sintesis de Acetil-CoA, como también
disminuyen ofras relacionadas con la respuesta a distintos tipos de estrés (8) y
proteinas periplasmdticas (6), lo que sugiere una posible regulacién por parte de los
niveles de polifosfatos en procesos de metabolismo energético y en la capacidad

celular para afrontar situaciones de estrés. Esto concuerda con lo observado en los
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experimentos de microarreglos de DNA y sera abordado con mayor detalle en los
andlisis bioinformaticos de los resultados.

Para el mutante Appx también se observa una disminucion en la expresion de las
proteinas relacionadas con el metabolismo energético, principalmente las enzimas
del ciclo de Krebs, pero también existe una regulacién negativa de las proteinas
relacionadas con la respiracién anaerébica, lo que es contrario a lo observado en ¢l
mutante Appkl.

En el caso de la doble mutante, no se observa un patrén definido de proteinas que
disminuyen su expresién respecto de la cepa wt, pero atn asi se identificaron
proteinas relacionadas con el metabolismo primario, como también algunos
reguladores transcripcionales y proteinas de membrana relacionadas con el transporte
de nutrientes.

Algunas proteinas interesantes encontradas son las relacionadas con el ciclo de Krebs
y los complejos respiratorios (Malato sintasa, acetato/coA ligasa, citrato sintasa,
succinato deshidrogenasa, aconitato hidratasa 1 y 2, succinil-coA ligasa, malato
deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa, 2-oxoglutarato deshidrogenasa, succinil-
coA sintetasa, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, piruvato quinasa, fumarato
hidratasa clase Iy II), que producen que producen y regulan los niveles energéticos
celulares, asi como también algunas ATPasas y proteinas relacionadas con la
respuesta al estrés por metales y las especies reactivas de oxigeno (Superdxido
dismutasa para Fe y Mn, ATP sintetasa, catalasa).

Como tendencia general a nivel protedmico se observa una alteracién de las
proteinas relacionadas con el metabolismo energético en las tres cepas mutantes, Io

que permite sugerir que tanto los niveles de polifosfato como las enzimas

43




responsables de metabolizar este biopolimero estin niveladas y podrian regular las
rutas metabélicas encargadas de la produccion y conversion de energia en la bacteria
Escherichia coli. Estos resultados estin en concordancia con lo observado
previamente mediante microarreglos de DNA, en donde también se observé un
aumento en la expresién de genes relacionados con la respiracién aerdbica y

curiosamente también de la fermentaci6n y la respiracién anaerébica.

9.2  Comparacién de la abundancia de las proteinas con Ios niveles de mRNA
Mediante los estudios de proteémica es posible determinar los cambios
experimentados por la célula a nivel de las proteinas frente a determinadas
condiciones. Teniendo en cuenta que las regulaciones post transcripcionales pueden
alterar los niveles de expresion de las proteinas con respecto de los niveles
observados a nivel transcripcional, resulta dtil corroborar los datos obtenidos
mediante microarreglos de DNA con una estrategia simultanea y complementaria a
nivel de las proteinas como la proteémica cuantitativa,

Con el objetivo de obtener datos més robustos sobre las proteinas que se expresan
diferencialmente en las cepas mutantes con respecto a la cepa control es que se
realiz6 una comparacién entre los resultados obtenidos por protedmica cuantitativa
con aquellos obtenidos mediante microarreglos de DNA. La Tabla 5 muestra
aquellos genes y proteinas que coincidieron en su expresion tanto en los estudios de
protedmica como en los de transcriptémica.

Se detectaron un total de 35 proteinas que presentaron el mismo comportamiento
entre ambas metodologias, de las cuales 14 presentaron una regulacion positiva

mientras que 21 experimentaron una disminucién en sus niveles de abundancia, De
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estas porteinas, 5 se encuentran relacionadas con el metabolismo energético y 5 estin
relacionadas con la respuesta a distintos tipos de estrés.

Es importante sefialar que estos experimentos (microarreglos de DNA y protedmica
cuantitativa) fueron realizados en momentos diferentes y a partir de distintas
muestras biolégicas. De haber usado la misma muestra, la comparacién seguramente
hubiese arrojado un mayor mimero de coincidencias.

Tabla 5. Listado de productes génicos que coincidieron en las dos distintas
metodologias de medicién de cambios a gran escala. Z score corresponde a la

puntuacion obtenida en los microarreglos, mientras que Logz-mediana corresponde al
valor calculado mediante proteémica cuantitativa.

Proteina Gen Zscore Log,-mediana Cepa
mutante
Citrato sintasa gltA 5,4784 2,0968 Appkt
Aconitato hidratasa 2 acnB  2,2045 1,9448 Appk1

Proteina periplasmatica de
unién a D-ribosa rbsB  2,5764 1,8073 Appk1

Fumarato hidratasa clase |, fumB  1,6674 1,7121 Appk1

aerohica

Proteina tipo shock frio cspC  2,9832 1,2223 Dppkt
Tiol peroxidasa tpx 2,5034 0,7919 Appk1
Proteina A de respuesta a

hambruna sspA  1,8149 0,7121 Appk1
Proteina ribosomal L32 mmF 1,9144 1,7140 Appx

Endorribonucleasa L-PSP yhaR  5,1588 1,5367 Appx
Fosfoenolpiruvato-proteina pts! 1,7107 06649 Appx

fosfotransferasa
(S';)é’?%;?:'“tetasa . relA 16312 1,91329  ApoliP
i_rro;easa La dependiente de fon 24264 1,02385  ApoliP

3-oxoacil-(ACP) reductasa fabG 2,2773 0,71760 ApoliP

L-asparaginasa, type Il ansB  2,4242 0,66802 ApoliP
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Proteina no caracterizada

Citocromo bd ubiquinol
oxidasa, subunidad 1
3-desoxi-D-mano-
octulosonato 8-fosfato
sintasa

RNA polimerasa, subunidad

B

Chaperona de esirés acido

Pirofosfatasa inorganica

Aldehido-alcohol
deshidrogenasa

Malato sintasa G

Citrato sintasa

Sistema PTS, especifico de
galactitol, subunidad !IC
Succinato deshidrogenasa y
fumarato reductasa Fe-S
Oxidorreductasa
dependiente de FAD
Aldehido-alcohol
deshidrogenasa
2-oxoglutarato
deshidrogenasa, subunidad
E2, dihidrolipoamida
succiniltransferasa
Fosfoenolpiruvato
carboxiguinasa (ATP)
Regulador transcripcional de
union periplasmica tipo Lacl
Formato deshidrogenasa,
subunidad alfa

Arginina descarboxilasa

Malato deshidrogenasa
{(descarboxiladora de
oxaloacetato) (NADP(+)),
Fosfato acetiltransferasa
Transportador de eflujo tipo
RND, subunidad MFP

6-fosfogluconolactonasa

ychW

cydA
kdsA

rpoB
hdeB
ppa
adhE
gicB
gitA
treB
frdB
ydiS

adhE

acefF

pckA
yeWw
hyfD
adiA

mdh

yhil

yieK

-1,6305

-1,9089

-1,6475

-1,8790
-5,5672
-1,5514
-1,9326
-1,7924
-2,2799
-3,8902
-1,9870
-1,6561

-2,2089

-2,7541

-1,5890
-1,8885
-1,7359

-1,5921

-2,3732

-2,4036

-3,2983

-1,9835

-1,0819

-0,8930

-0,8206
-0,6757
-0,6158
-0,6035
-2,3074
-2,4032
-2,4032
-2,0720
-2,0720

-1,8311

-1,6025

-1,4032
-0,9998
-0,8182

-0,7914

-0,7914

-1,1343

-2,0324

Appk1

Appk1
Appk1

Appkt

Appk1
Appk1

Appk1

Appx
Appx

Appx
Appx

Appx

Appx

Appx

Appx
Appx

Appx

ApoliP

ApoliP

ApoliP

ApoliP
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9.3  Anilisis bioinformiticos

Los andlisis bioinforméticos permiten observar los datos de una forma mads global,
particularmente, los andlisis de enriquecimiento permiten conocer los procesos
biol6gicos, compartimientos celulares y funciones moleculares que se ven afectadas,
y asi estimar qué categorfas de ontologia (GO) se encuentran representadas por sobre
el azar en una lista de proteinas comparadas con el total de los productos génicos
codificados en el genoma de un organismo. Esto se realizé con el objetivo de
determinar qué rutas metabdlicas o procesos biologicos estan afectados cuando
alteramos el metabolismo de los poliP.

Para esto, se utilizo el programa GEQ term finder, disponible en linea (ver seccion de
Materiales y Métodos), en el cual se consideré para el anélisis el 10% mayor de las
proteinas que aumentaron su expresion significativamente en cada experimento, al
igual que el 10% mayor de las que disminuyeron, considerando como vilida la
representacion de una ca‘tegon'a cuando su probabilidad (p) < 0,05. De forma
complementaria, se utilizé el programa Pathway Tools v15.0, para corroborar los
andlisis de enriquecimientos y para compararios con los datos obtenidos mediante
microarreglos de DNA. La Table 6 resume los resultados del andlisis del
enriquecimiento molecular para la comparacién realizada con las tres cepas
mutantes.

Del total de categorias representadas se conservéd principalmente aquellas en las que
figuraban los genes que coincidieron en la comparacién entre proteémica y
transcriptémica (Tabla 6), seleccionando aquellas categorias granulares, es decir, la
categoria que describe de forma mds precisa al producto genico y que no presenta

alguna subcategorfa.
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Tabla 6. Analisis del enriquecimiento génico realizado con el 10% mayor de las
proteinas que aumentaron y disminnyeron su expresiéon en la comparacion
realizada de cada cepa mutante con la cepa control. Se consideré una categoria
ontolégica como representada por sobre el azar si P<0,05. Los genes que
coincidieron en la comparacion realizada entre prote6mica y transcriptomica se
encuentran subrayados.

Categoria g Productos Cepa
ontoldgica(GO) P-Value génicos mutante
sucC, fumA, sdhA,
Ciclo de Krebs 241E-13 icd, sdhB, acnB, Appx
qleB, gitA, sucD
Procesas catabélicos orw Appx
de Acetil-coA 241E-13 %
Ciclo del Glioxitato 4,39E-02 %" Appx
Respiracién anaerdbica 2,19E-12 %* + [IdD Bppx
Actividad fransferasa
(grupos acilos . o %
convertidos a grupos 2,03=-04 % Appx
alquilos)
. : relA, yeaG, ppsR, .
Actividad quinasa 3,73E-02 PYKA, ppsA, miiA ApoliP
fumA, sdhA, sucB,
. sdhB, acnB, glcB,
Ciclo de Krebs 2,05E-16 gltA, fumB, aceB, Appk1
sucD
Respiracién anaerébica 5,01E-15 %** + [ldD Appk1
Atividad malato sintasa 5,39E-05 glcB, aceB Appk1
Actividad fumarato
hidratasa 1,61E-04 fumA, fumB Appki
Actividad succinato
deshidrogenasa 531E-04 sdhB, sdhA Appki
Elevacion de pH 3,73E-06 gadA, gadC, gadB  Appk?
Homeostasis de gadA, gadC,
cationes celulares 4,36E-06 gadB, bfr Appkt

Procesos metabdlicos
del glutamato 8,69E-03 gadA, gadB, astA  Appk?

* Grupo de genes detallados en el recuadro correspondiente al ciclo de Krebs de la mutante Appx
**Grupo de genes detaltados en el recuadro correspondiente al ciclo de Krebs de la mutante Appk!

De las categorias representadas en la Tabla 6, se observa representado por sobre el
azar al ciclo de Krebs tanto para la cepa Appkl como para Appx, al igual que los
procesos como la respiracion anaerdbica. Esto es posible visnalizarlo mediante el

programa Pathway Tools v15.0 (ver materiales y métodos), como se muestra en la
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Figura 4 para el caso de la via metabdlica correspondiente al ciclo de Krebs. Al igual
que lo observado en microarreglos de DNA, se observé una alteracion en las enzimas
involucradas en el ciclo de Krebs. Particularmente, como podemos observar en la
Figura 4, hay un comportamiento contrario entre el mutante Appkl y el Appx.
Mientras que en el mutante Appkl aumentan los niveles de las enzimas del ciclo de
Krebs, en el caso del mutante Appx disminuyen. Estos resultados concuerdan con lo
observado en los microarreglos de DNA. Esto se ve reforzado por el hecho de que
tanto en los resultados de los microarreglos de DNA como de Q-proteémica las
categorias de ontologia relacionadas con el ciclo de Krebs y la respiracién
anaerdbicas estdn coincidentemente alteradas,

La cepa mutante ApoliP s6lo presenta disminucién en la funcion molecular actividad

quinasa.
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Figura 4. Comparacién realizada mediante Pathway Tools de la via de la
glicolisis y el ciclo de Krebs. Se muestran las comparaciones tanto para las mutantes
Appkl'y Appx como para los experimentos de microarreglos de DNA (A) y los de
protedémica cuantitativa (B).

9.4  Optimizacién de un protocolo de precipitacion de las proteinas
extracelulares

Con el objetivo de complementar los estudios protedmicos celulares con aquellas
proteinas extracelulares ante la alteracion del metabolismo de los polifosfatos se
ajust6 un protocolo capaz de precipitar las proteinas extracelulares para ser resueltas
en un gel bidimensional de poliacrilamida (2D-PAGE). Como agente precipitante se
utilizé el Acido Tricloroacético (TCA). Para determinar qué protocolo permite una

mejor precipitacion y resolucion del proteoma extracelular de las cepas de E. coli se
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pusieron a prueba los procedimientos descritos en la Tabla 7 y cada muestra fue
sometida a una electroforesis desnaturante en gel de poliacrilamida (Figura 5) con el
fin de determinar qué procedimiento obtiene Ia cantidad de protefna necesaria para
una correcta visualizacién en este tipo de geles, es decir, que se visualicen bandas

nitidas, sin distorsién y con la mayor intensidad posible,

Tabla 7. Ensayos de precipitacion de las proteinas extracelulares. TCA
corresponde al agente precipitante, mientras que Acetona y Etanol actiian como
solventes para eliminar las trazas del TCA en la muestra. La cantidad de proteina
calculada se obtuvo a partir de 100 mL de cultivo en medio LB. La calidad de Ia
precipitacion se evalud en un gel de poliacrilamida.

Cantidad total de Calidad de
Procedimiento proteina precipitada  precipitacion
(ng)

TCA 20% (v/v) en Acetona; Acetona 557 ++

96%

TCA 20% (v/v) en Acetona; Etanol 96% 390 +

TCA 10% (p/v); Acetona 96% 1.012 +

TCA 10% (p/v); Etanol 96% 1.000 +H
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Figura 5. Gel de poliacrilamida al 15% en condiciones desnaturantes (SDS-
PAGE) con las proteinas obtenidas a partir de los distintos métodos de
precipitacién descritos. Los carriles 1 y 2 corresponden a la precipitacion con TCA
20% (v/v) lavado con Acetona 96%; los carriles 3 y 4 corresponden al procedimiento
con TCA 20% (v/v) lavado con Etanol 96%: carriles 5 y 6 corresponden a la
precipitacion con TCA 10% (p/v), lavado con Acetona 96%: carriles 7 y 8 TCA 10%
(p/v), lavado con Etanol 96%.

El ensayo se realiz6 a partir de dos cultivos de la cepa wt en 200 mL de medio LB
crecidos durante la noche hasta alcanzar una DOggo de 1,5. Una vez detenido el
crecimiento, los cultivos se separaron en alicuotas de 100 mL y que fueron sometidas
a los diferentes procedimientos de precipitacion descritos.

Debido a la cantidad de proteinas precipitadas obtenidas y a la buena resolucién
observada en la electroforesis en condiciones desnaturantes, se adopté como

protocolo de precipitacion de proteinas extracelulares el que utiliza TCA 10% (p/v) y

lavados con Etanol al 96%.
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9.5 Estudio proteémico de las proteinas extracelulares de las cepas mutantes
de E, coli

En los estudios previos de microarreglos de DNA se observaron alteraciones en los
genes de algunas de las proteinas flagelares, por lo que seria interesante ratificar los
resultados con los estudios de las proteinas extracelulares.

Con el protocolo de precipitacion optimizado, se procedi6 a realizar los estudios de
protedmica en geles bidimensionales con el fin de determinar los cambios a nivel
extracelular por las cepas mutantes con respecto a la condicién control. Para esto, se
utiliz6 la téenica de electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-
PAGE) y se empled un rango de pH de 3-10 no linear (NL) y un gel de acrilamida al
12,5%. La Figura 6 muestra el gel obtenido para la condicién control con las
manchas seleccionadas visualmente o mediante el programa PDQuest 8.0 Advanced
(Bio-Rad, USA), considerando como significativa una variacién de 2 veces en la
abundancia de una proteina (100%, P<0,05) en las cepas mutantes del metabolismo
de los poliP. El resumen de las manchas se detalla en la Tabla 8, mientras que en la
Figura 7 se muestran los geles obtenidos para las cepas mutantes. Las manchas
seleccionadas serdn enviadas al Servicio de Proteémica del Centro Nacional de
Biotecnologfa en Madrid (Espafia) para su identificacién mediante espectrometria de

masas.
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Figura 6. Gel 2D-PAGE de las proteinas extracelulares de la cepa wt. Se observa
el rango de pH utilizado, el rango de peso molecular y las manchas seleccionadas
para la secuenciacién. La Tabla 8 indica en detalle en qué cepa mutante se
experimenta la expresion diferencial de la proteina seleccionada. El gel de
poliacrilamida se hizo al 12,5% y la tinci6n se realizé con Azul de Coomasie G-250.
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Tabla 8. Spois seleccionados en el andlisis de proteémica diferencial de las
proteinas extracelulares de las cepas de Escherichia coli. Se especifica el tipo de
regulacién observado como también la cepa mutante en la que se observa la
expresion diferencial de la mancha. Las manchas serdn escindidas del gel para su
secuenciacion.

Spot Cambio Cepa mutante
1 + Appki
2 - Appx
3 - Appx
4 - ApoliP
5 - Appk1 ! ApoliP
6 - Appx { ApoliP
7 - Appk1 ! ApoliP
8 - Appk1
9 - Appx
10 - Appx
1 + Appx
12 - Appx
13 - Appk1 ! ApoliP
14 + Appx
15 - Appx
16 + Appkt
17 - Qppkt
18 - Appki

De un total de 18 proteinas seleccionadas, 4 presentaron un aumento en la expresion
con respecto a la condicién control (spots 1, 11, 14 y 16), pertenecientes a las cepas
Appkl o Appx. No se observé aumento en la expresién de ninguna proteina en la
doble mutante. De las proteinas que disminuyeron su expresion respecto a la cepa wt
(14), 3 disminuyen tanto en la mutante Appkl como en ApoliP (spots 5, 7 y 13),
mientras que 1 lo hace en la mutante Appx y en la doble mutante (spot 6). La mutante
que presentlé un mayor nimero de proteinas expresadas diferencialimente fue la Appr,
con 9 manchas seleccionadas. En la doble mutante se seleccionaron 5 spots, de los

cuales solamente 1 presenta expresion diferencial no compartida con otra mutante

(spot 4).
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Figura 7. Geles 2D-PAGE de las proteinas extracelulares de las cepas mutantes
de Escherichia coli. A) secretoma Appkl; B) secretoma Appx; C) secretoma ApoliP.
Todos los geles fueron hechos al 12,5% y la tincién se realizé con Azul de Coomasie
G-250. Se muestra en cada gel la escala correspondiente al peso molecular y al punto
isoeléctrico (pl).
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10  DISCUSION

10.1 Estudios de profeémica cuantitativa en las cepas de E. coli con
alteraciones en el metabolismo de los poliP

En este trabajo se utilizé por primera vez en el laboratorio 1a técnica de marcaje
isotopico de proteinas (ICPL) para los andlisis de protedmica cuantitativa. Los
trabajos anteriores del laboratorio [Varela y col., 2010] se remiten sclamente a las
técnicas convencionales de prote6mica (2D-PAGE), por lo que es importante evaluar
la técnica para conocer las ventajas que podria presentar por sobre la proteémica
convencional. Se compararon los resultados obtenidos mediante Ia metodologia de
ICPL con los datos generados previamente mediante técnicas de transcriptémica
(Microarreglos de DNA). El niimero de protefnas identificadas por esta técnica
corresponde sélo a las proteinas de mayor abundancia en la bacteria, excluyendo
aquellas proteinas que no estn presentes en alguna de las dos muestras a comparar,
ya que no son cuantificables por esta metodologfa debido a que no es posible realizar
un emparefamiento de péptidos que presenten ambas versiones del reactivo ICPL
(liviana y pesada). El niimero total de proteinas que cambian su abundancia es de
328, lo que es un indicativo de cuan eficaz y precisa es esta nueva metodologia
adoptada. Sin embargo, teniendo en cuenta las coincidencias no solo de los genes y
las proteinas particulares, si no de los procesos o vias metabdlicas, nos avalan los
resultados obtenidos tanto mediante microarreglos de DNA como de Q-proteémica.
El nivel de sensibilidad de esta técnica es ampliamente superior a la protedmica
convencional, ya que permite cuantificar de manera precisa proteinas que presenten

al menos dos péptidos marcados e identificados. El nimero de proteinas identificadas
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(908) y que tienen niveles alterados (328) es muy superior a los andlisis de
protedmica convencional [Paradela y col., 2010].

Las desventajas aparentes de esta técnica con respecto a la protedmica convencional
son que se pierde el efecto visual de la separacién de las proteinas (aspecto
cualitativo) y que no es posible identificar aquellas proteinas cuya variacién tiende a
infinito, es decir, aquellas proteinas que se expresan sélo en una de las dos
condiciones comparadas.

Hasta Ia fecha, pocos han sido los trabajos que se han publicado utilizando esta
metodologfa y son menos atin, aquelios que combinan y comparan estas dos téenicas

a gran escala [Paradela y col., 2010].

10.2 Proteinas que aumentan sus niveles en los mutantes del metabolismo de
los poliP en E. coli,

Mediante la metodologia de marcaje isotépico de proteinas (ICPL) se lograron
identificar un total de 160 proteinas que aumentaron su abundancia con respecto a la
cepa control (Tabla 3). Como en todo estudio a escala global, de estas 160 proteinas
hay algunas de mayor interés para el objetivo de este seminario de titulo, como
también hay otras que no son de gran importancia. Se tratard en mayor detalle
algunas de estas proteinas respecto a la condicién en la que se observé dicho
aumento y aquellas involucradas con procesos biologicos que podemos relacionar

con el metabolismo de los poliP.

58




10.2.1 Cepa mutante AppkI

Para esta cepa mutante se observé un aumento en la abundancia de 86 proteinas con
respecto a la cepa control. Las categorias de ontologia (GO) representadas por sobre
el azar para esta cepa mutante fueron el ciclo de Krebs (GO:06099) y Ia respiracién
anaerobica (GO:09061). Algunas protefnas fueron la nucledsido difosfato quinasa
(NDK), distintas subunidades del complejo respiratorio NADH ubiquinona
oxidorreductasa y protefnas del ciclo de Krebs, debido a la posible relacién que
pudiesen tener con los poliP. La NDK es Ia encargada de reciclar el GDP producido
por la degradacion del ppGpp durante la respuesta a estrés o hambruna a GTP
{Almaula y cols., 1995]. Se ha vinculado a los poliP con la respuesta y Ia capacidad
de sobrevivir frente a distintas situaciones de estrés. Es por esto que una enzima
involucrada en el reciclaje de nucleétidos durante el estrés puede estar vinculada a
los poliP, mds atn si esta enzima incrementa sus niveles ante la incapacidad de
sintetizar poliP por parte de la bacteria. Es importante recordar que la enzima PPK1
en su actividad reversa es una NDK que utiliza poliP, es decir, tiene Ia capacidad de
sintetizar nucledsidos triifosfato (NTP) a expensas del poliP. Cobra sentido entonces
que ante la ausencia de la PPK1 esta actividad se vea incrementada.

Esta cepa, que carece de la enzima PPK1 y que por lo tanto es incapaz de sintetizar
poliP, deberia presentar el mismo comportamiento energético observado mediante
los microarreglos de DNA. Efectivamente en esta mutante se observan niveles
aumentados de varias de las enzimas del ciclo de Krebs, como la Citrato sintasa, la
Isocitrato deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa entre otras, asi como

también se observd el aumento de varias proteinas pertenecientes a complejos
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respiratorios, como subunidades del complejo de la NADH ubiquinona
oxidorreductasa o del complejo de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa.

Asi, ante la incapacidad de producir poliP, se observé que la bacteria incrementé las
vias metabdlicas que le permiten generar energia como la respiracién anaerdbica.

Al comparar las proteinas obienidas mediante proteémica cunantitativa con los genes
expresados diferencialmente en los microarreglos de DNA se encontrd proteinas
como la Citrato sintasa y la Aconitato hidratasa 2, ambas pertenecientes al ciclo de
Krebs y responsables del metabolismo energético. También coincide el aumento del
producto del gen sspA, que codifica una proteina esencial para la sobrevivencia en
estrés acido inducido, inhibiendo la acumulacién del regulador global HN-S (capaz
de condensar o superenrollar el DNA) durante Ia fase estacionaria de crecimiento
[Hansen y cols., 2005]. Esta protefna es inducida en carencia de glucosa, nitrégeno,
fosfato o aminoécidos € incrementa con la disminucién de la tasa de crecimiento
[Williams y cols., 1994].

Otra proteina que coincide con los datos de microarreglos de DNA es la TPX, que es
una tiol peroxidasa dependiente de tiorredoxina 1. Tiene funcion de peroxidasa de
lipidos hidroxiperéxidos y actia como el principal antioxidante bajo condiciones
anaerébicas [Cha y cols., 2004]. Los poliP se han vinculado a Ia respuesta al estrés
oxidativo, ya que en la bacteria acumuladora de poliP Pseudomonas sp. B4 se ha
detectado un aumento simultdneo de la proteina de respuesta a estrés GroE1 y de los
niveles de poliP en dicha bacteria cvuando es crecida en presencia de agentes
quirnicos estresantes [Chivez y col., 2004].

También coincide el producto del gen espC, que corresponde a una protefna de estrés

que posee actividad antiterminadora y que es capaz de unirse a RNA o ssDNA [Bae
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y cols., 2000]. Algunas de las proteinas reguladas por RpoS (¢°) son reguladas
positivamente con la sobreexpresion de cspC, lo que sugiere que esta proteina
estabilizaria el mRNA de rpoS [Phadtare e Inouye, 2001].

Se ha reportado que Ias bacterias que no acumulan poliP producto de Ia carencia de
la enzima PPK1 no son capaces de adaptarse a condiciones de estrés debido a que los
poliP activan la expresién del factor 6° (rpoS), actuando como segundo mensajero
celular [Kornberg y col., 1999]. Un aumento en los mecanismos de estabilidad de los
mRNA que codifican factores que regulan Ia entrada a la fase estacionaria y la
respuesta a estrés podrian dar cuenta de algunos de los ajustes experimentados por E.
coli para sobrevivir sin acomular poliP.

Otra coincidencia reside en la Fumarato hidratasa de clase I, producto del gen fumB.
Se relaciona a esta proteina con la formacién de biopeliculas, ya que mutantes para

este gen disminuyen su capacidad para formar biopeliculas [Herzberg y cols., 2006].

10.2.2 Cepa mutante Appx

En esta mutante, carente de Ia enzima que degrada los poliP (PPX), se observaron un
total de 48 proteinas que aumentaron sus niveles. De estas, hay dos que son de gran
interés para este trabajo. La bacterioferritina y la subunidad grande de la GMP
sintetasa. La primera participa en la detoxificacién y almacenaje de hierro, ya que
cataliza la oxidacin de Fe** a Fe** utilizando 11,0 como agente oxidante. Es capaz
de formar un homodimero en condiciones de bajo pH [Bou-Abdallah y cols., 2002].
La segunda, da cuenta de un aumento en la sintesis de GMP. La ausencia de la
enzima PPX supone una acumulacién de poliP y una imposibilidad por parte de la

bacteria para degradar y utilizar este biopolimero, Desde este punto de vista es dificil
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explicar ¢l aumento en los mecanismos de detoxificacion de metales y el aumento de
Ia ruta biosintética de nucleétidos, aunque como se ha reportado, son funciones que
han sido vinculadas a los poliP.

Por otra parte, para la cepa mutante deficiente en la enzima PPX se registraron dos
coincidencias de proteinas que aumentaron sus niveles tanto en los experimentos de
protedémica como en los de microarreglos de DNA. El andlisis de enriquecimiento
génico no reveld ninguna categoria representada por sobre el azar, por lo que podria
sugerirse que la PPX tiene un menor impacto a nivel celular que la ausencia de la
PPKI. En otras palabras, esto sugiere que a E. coli le afecta més el hecho de no
poder sintetizar poliP mas que utilizarlos. De estas dos proteinas que coinciden, una
es una probable endorribonucleasa L-PSP a la que se le atribuye una posible
vinculacién con procesos de reparacion de DNA, debido a que reconoce y se une a
sondas que presentan un espacio vacfo en el lugar de una Guanina [Chen y col,,
2008]. Esta proteina no aumenta sus niveles en Ia doble mutante, por lo que el
aumento experimentado posiblemente se deba a la incapacidad para liberar P; a partir

del poliP.

10.2.3 Cepa mutante ApoliP

Se enconiraron un total de 26 proteinas que aumentaron sus niveles con respecto a la
cepa control (wt). En este bajo mimero de proteinas, se detecto s6lo una categoria de
ontologia (GO) representada por sobre el azar, la actividad quinasa (GO16301). Esta
categorfa sugiere un aumento en la actividad fosforiladora por parte de esta cepa

mufante.
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Del listado de las 26 proteinas aumentadas, es posible resaltar la (p)ppGpp sintetasa,
la Lon proteasa y la subunidad alfa de la ATP sintetasa. Esta 1iltima, da cuenta de un
aumento en la maquinaria generadora de ATP producto quizés de la incapacidad de
metabolizar los poliP, por lo que existirfa una mayor disponibilidad de P; en el
citoplasma.

Para el caso de la cepa doble mutante, que carece del operdn poliP en su totalidad, se
observa el aumento de cuatro proteinas que coinciden tanto en proteémica
cuantitativa como en microarreglos de DNA. La primera de ellas es el producto
génico del gel reld, que codifica la enzima (p)ppGpp sintetasa. Esta enzima es la
encargada de sintetizar Guanidina pentafosfato y AMP a partir de ATP y GTP o
GDP, que es Iuego hidrolizado a Guanidina tetrafosfato [Wendrich y col., 2002].
Esta molécula actia como segundo mensajero, gatillando la expresion de los genes
relacionados con el estrés y la fase estacionaria [Merrikh y col., 2009]. También se
ha reportado que, producto de la carencia de los nutrientes, (p)ppGpp estimula la
acumulacién de los poliP, inhibiendo la accién de la PPX [Komberg y col., 1999].
Asi, un aumento en la expresion de reld causaria un aumento de esta alarma celular
(ppGpp) al eliminar el metabolismo de los poliP, generando una respuesta semejante
a una condicién de estrés y carencia.

Otra de las proteinas que aumentaron sus niveles fue la Proteasa La dependiente de
ATP, codificada en el gen Jon (también llamada Lon proteasa). Fsta proteasa es
activada por la unién a Ios poliP y degrada las proteinas liberadas principalmente de
los ribosomas inactivados producto de la carencia de amino4cidos [Kuroda y col.,
2001]. Otros estudios también han vinculado a Lon proteasa con la degradacién de

las protefnas marcadas con RNA, derivadas de una traduccién en trans (se activa
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cuando los ribosomas son capaces de elongar y terminar correctamente la
traduccion). La traduccion en trans se activa por los productos de los genes smpB y
ssrA (RNA que actia como mensajero y de transferencia, tmRNA). Estos tmRNA
activan a los ribosomas inactivados y marcan los péptidos incompletos. La Lon
proteasa es capaz de reconocer este marcaje y degradar las proteinas deficientes
[Choy y col., 2007].

Asi, los productos de los genes reld y lon estarian vinculados al mismo proceso
metabdlico, responsable de generar aminodcidos a partir de las proteinas, producto de
la carencia de este tipo de mondmeros bioldgicos. La Figura 8 muestra la relacion

metabdlica existente entre estos dos productos génicos.
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Figura 8. Degradacion de las proteinas dependiente de la acumulacién
intracelular de poliP durante la carencia de nutrientes. Se observa la
participacion del ppGpp (producido por la enzima codificada en el gen reld) y la Lon
proteasa en la degradacion de las proteinas incompletas para generar aminodcidos
biodisponibles [Rao y col., 2009].




De esta manera, la (p)ppGpp sintetasa y la Lon proteasa, que son proteinas
relacionadas con la carencia de aminoécidos, aumentan sus niveles de abundancia
relativa al no estar presente el operén poliP. Curiosamente este fendmeno no se
observa en los datos obtenidos para la mutante Appk/ ni tampoco para la mutante
Appx. Esto podria sugerir que sélo la ausencia del metabolismo de los poliP (sintesis
y degradacion) activan el alarmén ppGpp, 1o que activaria a la Lon proteasa y por
ende la produccién de aminodcidos a partir de las proteinas ribosomales libres.

Las otras dos proteinas que aumentan su abundancia relativa en Iz cepa ApoliP son la
3-o0xo0acil(ACP) reductasa y la L-asparraginasa tipo II. La primera es una enzima
clave para el sistema tipo II de sintesis de los acidos grasos. Es la responsable de
reducir, mediante una reaccién dependiente de NADH, un grupo B-ceto de los
intermediarios metabélicos que permiten producir acil-ACP con una cadena elongada
de carbonos [Price y col., 2004]. Esta alteracion aislada en enzimas involucradas con
el metabolismo energético sugiere que el efecto observado del metabolismo de los
poliP sobre el metabolismo energético s6lo ocurre cuando se elimina uno de los dos
componentes del operén poliP (Appkl o Appx) y no ambos (ApoliP).

En el caso de la L-asparraginasa tipo II, se trata de una protefna de alta afinidad,
codificada en el gen ansB y que es exportada al periplasma [Jennings y Beacham,
1989]. Existe una version citoplasmica de esta enzima, con baja afinidad, Ia L-
asparraginasa tipo I. Se ha reportado una regulacion positiva de esta enzima, Ia que
depende del AMP cilclico y de los receptores para este segundo mensajero [Russell y
Yamazaki, 1978]. Esta enzima es otro ejemplo de los ajustes celulares mencionados
anteriormente con respecto a la captacion y generacion de aminoacidos

biodisponibles. Nuevamente, ante la eliminacion del operén poliP se produce un

65




aumento en las proteinas relacionadas con la carencia de aminoécidos, pero este
fenémeno no ocurre en ninguna de las cepas mutantes para la PPK1 y la PPX.
Estudios realizados en medios de cultivo limitantes en aminoacidos permitirfan
observar mejor las caracteristicas en estas cepas y serfa una estrategia 0til para
dilucidar la relacién existente entre los poliP y Ia respuesta de la bacteria frente este

tipo de carencia.

10.3 Proteinas con niveles disminuidos en los mutantes de E. coli relacionados
con el metabolismo de los poliP

Mediante la técnica de marcaje isotdpico de proteinas (ICPL) fue posible identificar
un total de 166 proteinas que disminuyeron sus niveles de abundancia con respecto a
la cepa control (wt). De estas proteinas, se tratard en mayor detalle aquellas que
resultaron ser de interés para los fines de este seminario de titulo como también
aquellas que presentaron coincidencias con los datos previos de microarreglos de

DNA.

10.3.1 Cepa mutante Appkl

Para el caso de esta cepa mutante se identificaron un total de 64 proteinas con niveles
disminuidos respecto a la condicién control (wt). Las categorias de ontologia (GO)
representadas por sobre el azar para este caso fueron la elevacién de pH (GO:45852),
la homeostasis de cationes celulares (GO:30003) y los procesos metabdlicos del
glutamato (GO:06536), lo que refleja un ajuste celular importante en cuanto a la
homeostasis de algunos jones y metabolitos. Entre las funciones que se le atribuyen a

los poliP se destaca el ser un quelante de cationes celulares y de que, dada su

66



caracterfstica de polianién, constituye una especie de bifer contra las alteraciones de
pH. En cuanto a los cationes celulares, se ha descrito que los poliP son capaces de
quelar cationes bivalentes como el Ca?, Mg®" y Mn™, entre otros [Komberg y col.,
199971, lo que respalda en esta mutante la alteracion en la categoria de ontologfa que
se refiere a la homeostasis de cationes. También se ha descrito que en algunas algas
verdes como Dunaliella los poliP son hidrolizados como respuesta a una elevacion
de pH intracelular, contrarrestando esta alza en el pH citoplasmético [Pick y Weiss,
1991].

De las proteinas que se muestran en la Tabla 4, resultan interesantes para este trabajo
la proteina (p)ppGpp sintetasa, codificada en ¢l gen reld, responsable de la
acumulacién de poliP producto de una situacién de estrés lo que gatilla la entrada a la
fase estacionaria de crecimiento. Como se detalldé en una seccién anterior, un
aumento en esta enzima produciria la acumulacion de poliP en la célula. A diferencia
de lo observado para la mutante ApoliP, en este caso el producto génico de reld se
encuentra disminuido respecto de la condicién control, lo que no induciria a la
acumulacion de poliP, lo que es l6gico debido a que esta mutante carece de la enzima
PPK1. Dada esta condicion se podria explicar la dificultad que presenta esta mutante
para sobrevivir a sitnaciones de estrés y a la fase estacionaria de crecimiento. Por
otra parte, el comportamiento observado en esta enzima le da sentido al hecho de que
algunas proteinas presenten un comportamiento contrario en el mutante que no
sintetiza poliP respecto del mutante que es incapaz de degradar poliP a Pi.

Otra proteina interesante para este seminario de titulo es la bacterioferritina, que
como se detall6 en secciones anteriores, participa en el almacenaje y detoxificacién

del hierro. Una disminucién en los niveles de esta enzima podria dar cuenta de una
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mayor sensibilidad frente al hierro debido a la menor capacidad de almacenaje y
detoxificacion.

Dentro de la lista de las proteinas de la Tabla 4 estd también la proteina deoD, que es
una de las dos fosforilasas de nucledsidos purinicos o PNP-1 existentes en E. coli.
Este tipo de enzimas utiliza el ortofosfato para romper el enlace N-glicosidico de los
B-(desoxi)ribonucledsidos para producir un a-{desoxi)-ribosil-fosfato y una base
purinica libre. Asi, genera una base nucleotidica que puede ser utilizada como
precursora en la sintesis de nucledtidos o como fuente de nitrogeno y una pentosa-1-
fosfato que sirve como fuente de carbono [Jensen y Nygaard, 1975]. La disminucién
en los niveles de esta enzima afectaria la tasa de renovacién de los nucledsidos
purinicos, lo que posiblemente esté relacionado con la incapacidad de esta mutante
para acumular los poliP.

Entre las proteinas interesantes también se encuentra la proteasa Lon, descrita en las
secciones anteriores. Esta proteasa puede unirse a los poliP para degradar proteinas
ribosomales y reactivar la sintesis de proteinas. Con la ausencia de la PPK1 Ia
proteasa Lon no puede unirse a los poliP para cumplir la funcién de reactivar la
traduccién, por lo que una disminucién de esta proteasa podria vincularse con algin
tipo de regulacion proveniente de la PPK1. Esta proteina es otro ejemplo del
comportamiento contrario observado en los mutantes Appk! y Appx.

Otra proteina interesante que disminuyé sus niveles respecto a la condicién control
es el factor de elongacién G, codificado en el gen fusAd. Este factor facilita la
translocacién del ribosoma en un codén a través de la molécula de mRNA. Este
proceso requiere de la hidrdlisis de GTP [Wintermeyer y cols., 2001]. Una

disminucidn en esta proteina implicaria una disminucién en la sintesis de proteinas.
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Esto podria estar relacionado con Ia disminucion de la (p)ppGpp sintetasa y de la
proteasa Lon, debido quizés a la carencia de Ia PPKI o a la no acumulacion de los
poliP.

Entre los ajustes homeostdticos experimentados por E. coli frente a la carencia de la
PPK1, se encuentra la disminucién de los niveles de una chaperona periplasmética de
estrés dcido, codificada en el gen hdeB [Kemn y cols., 2007]. Este efecto deberia
hacer a esta mutante carente de la enzima PPK1 mds sensible al estrés 4cido.

Otra chaperona que disminuye sus niveles en esta cepa mutante es la chaperona
ClpB, cuya funcién, junto con la de la DnaK es la de resolubilizar proteinas
agregadas. Conforma una triada de chaperonas junto a DnaK y a IbpA/IbpB [Mogk y
cols., 2003]. La disminucion en los niveles de algunas de las proteinas relacionadas
con la carencia de aminoicidos y con la sobrevivencia a distintos tipos de estrés
podrfa sugerir una disminucién en estas vias metabdlicas como consecuencia del
aumento observado para las rutas del metabolismo energético, como efecto quizas de
la ausencia de los poliP.

Junto con las protefnas interesantes que disminuyeron sus niveles en esta cepa
mutante también resulta de gran interés detallar aquellas proteinas que presentaron el
mismo comportamiento que el observado mediante los microarreglos de DNA. Entre
estas proteinas se encuentra la chaperona periplasmdtica IldeB, descrita
recientemente. Otra coincidencia reside en la proteina YcbW, que es una proteina
hipotética. Una coincidencia a nivel de transcriptémica y proteémica de una proteina
con funcién desconocida resulta de gran interés para establecer la relacién existente
enire la expresion de este gen o la funcién de esta proteina con los niveles de poliP

celulares,
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También, entre las coincidencias se encuentra el producto del gen cydd, que es la
subunidad I del citocromo bd-I. En esta subunidad ocurre la oxidacion del quinol
[Matsumoto y cols., 2006].

Otra coincidencia la presenta Ia proteina 3-desoxi-D-manno-octulosonato 8-fosfato
sintasa, codificada en el gen kds4. Esta enzima es clave en la sintesis de
lipopolisacaridos y cataliza la condensacién de la arabinosa-5-fosfato y el
fosfoenolpiruvato [Li y cols., 2005]. Se ha reportado que la expresion de este gen
decae a niveles bajos en la fase exponencial tardia y en la fase estacionaria de
crecimiento [Strohmaier y cols., 1995].

También coincide con lo observado en los microarreglos de DNA Ia disminucion de
la subunidad B de la RNA polimerasa, que se encuentra codificada en el gen rpoB.,
Esta subunidad, junto con la subunidad B’ interactitan con el DNA y probablemente
contribuyan al sitio activo de la RNA polimerasa [Simpson, 1979]. Tiene un
elemento flexible que hace contacto con factores sigmas y puede estar involucrado
con varios complejos holoenziméticos de la RNA polimerasa [Wigneshweraraj y
cols.,, 2003]. Una disminucién en los niveles de esta enzima daria cuenta de una
disminucién en la maquinaria de transcripcion.

Otra de las proteinas que coincide con los microarreglos de DNA es la pirofosfatasa
inorganica, codificada en el gen ppa. Esta enzima cataliza la disociacién del difosfato
a 2 fosfatos inorgédnicos, utilizando agua y liberando un protén [Harutyunya y cols.,
1997]. En una mutante carente de la PPK1 resulta Iégico que una enzima que es de
cierta forma andloga a la PPX se encuentre disminuida debido al desbalance en el

consumo de poliP.
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También se encuenira entre las coincidencias con lo observado en los microarreglos
de DNA el producto del gen adhE, que codifica una proteina con tres funciones
dependientes de hierro: alcohol deshidrogenasa, acetaldehido deshidrogenasa y
piruvato-fomato liasa desactivasa [Kessler y cols., 1991],

La tltima coincidencia entre protedmica cuantitativa y microarreglos de DNA para
las proteinas que disminuyen en esta mutante es la fructosa bifosfato aldolasa clase
II, codificada en el gen fbad. Mutantes para este gen exhiben defectos, como por
ejemplo ser sensibles al calor o en la transcripcion de rRNA, que podrian ser
provocados por los alterados niveles de ppGpp y de cebadores de NTPs [Schneider y
Gourse, 2063].

Algunas de las protefnas con niveles disminuidos que coinciden en los experimentos
de protedmica cuantitativa con los de microarreglos de DNA concuerdan con los
fenotipos observados para esta mutante, como la dificultad para sobrevivir en
condiciones de estrés y en Ia fase estacionaria del crecimiento [Komberg y col., 199].
Esta correlacion en las proteinas relacionadas con estos procesos aportan evidencia

de los efectos pleiotropicos de los poliP,

10.3.2 Cepa mutante Appx

Para ¢l caso de esta cepa mutante se identificaron un total de 73 protefnas con niveles
disminuidos. De las protefnas identificadas mediante proteémica cuantitativa (ICPL),
resulta de gran interés para destacar proteinas como la malato sintasa G, la
acetato/coA ligasa, la citrato sintasa, la succinato deshidrogenasa y fumarato
reductasa, la aconitato hidratasa (1 y 2), la malato deshidrogenasa, la isocitrato

deshidrogenasa, la 2-oxoglutarato deshidrogenasa (subunidad Ei y E2), Ia succinil-
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coA sintetasa, la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, la superéxido dismutasa, la
piruvato quinasa, la malato sintasa, la formato deshidrogenasa, la fosfoenolpiruvato
sintasa y la ATP sintasa (subunidad alfa y beta). Todas estas enzimas pertenecen a
vias metabdlicas relacionadas con la formacién de ATP y de poder reductor en la
célula,

Las categorias de ontologia (GO) representadas por sobre el azar para el caso de esta
cepa mutante fueron el ciclo de Krebs (G0:06099), los procesos catabélicos de la
acetil-coA (G0:46356), el ciclo del glioxilato (GO:06097), la respiracion aerdbica
(GO:09060) v la actividad transferasa (GO:46912), dando cuenta de un ajuste del
metabolismo energético experimentado por la bacteria ante la imposibilidad de
ntilizar y degradar los poliP. Nuevamente, es importante destacar que lo observado
en las proteinas para esta mutante es cotrario a lo observado en el mutante Appk!.
Esta cepa mutante es la que presenta un mayor nimero de proteinas que
disminuyeron su abundancia relativa en comparacion con los datos de microarreglos
de DNA (10), entre las que destacan dos enzimas relacionadas con el ciclo de Krebs
y algunas proteinas relacionadas con procesos respiratorios y oxidativos.

Entre las enzimas relacionadas con el ciclo de Krebs estd la malato sintasa G. Junto a
esta enzima, también disminuye la citrato sintasa, enzima clave para este ciclo pues
es la que incorpora el acetil-coA en el ciclo para formar citrato. Una disminucion en
el ciclo responsable de Ia generacién del poder oxidativo necesario para la
generacion de ATP podria dar cuenta de un ahorro energético por parte de Ia célula
producto de la acumulacion de poliP o por la imposibilidad de utilizarlos debido a la

carencia de la PPX.
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Normalmente, los niveles de poliP intracelulares en E. coli fluctian entre 5-20 mM
[Rao y col., 1998]. En una condicion de estrés, se estimula la acumulacién de poliP
inhibiendo la PPX. En estas condiciones se ha reportado que los niveles de poliP en
E. coli pueden alcanzar los 50 mM [Ault-Riché y col., 1998]. Al acumular poliP
disminuye la cantidad biodisponible de fosfato inorgnico (P;) en la célula, lo que
dificulta Ia sintesis de ATP. Asi, ante la ausencia de la PPX Ia bacteria realiza los
ajustes inhibiendo la PPX, lo que permite la acumulacién de poliP y por
consecuencia se produce esta disminucion en algunas de las enzimas relactonadas
con el metabolismo energético. Dada Ja acumulacidn de los poliP y la incapacidad de
la célula para utilizarlos, podria favorecerse la reaccion reversa de la PPK, es decir Ia
sintesis de ATP a partir de los poliP. Esto sucede en exceso de ADP y poliP. Se ha
reportado para E. coli que en fase estacionaria los poliP son el 1% (0,1mM) de ATP,
por lo que no es posible que sean utilizados como fuente de energia [Kornberg y col.,
1999]. Sin embargo, en fase exponencial no se sabe con detalle que ocurre.
Otra enzima relevante que disminuye sus niveles en esta cepa es la succinato
deshidrogenasa/fumarato reductasa, producto del gen frdB. Esta es una proteina de
membrana interna involucrada con el proceso respiratorio de Ia célula. En
condiciones anaer6bicas, la cadena transportadora de electrones fluye hasta esta
enzima, que permite la reduccién del fumarato para producir succinato, que es el
ultimo aceptor de electrones [Maklashina y col., 1998]. Esta enzima muestra un
comportamiento contrario a lo observado en la mutante Appkl, donde la categoria de
Jontologia correspondiente a la respiracion anerGbica se ve aumentada y no

disminuida,
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Otro producto génico que ve disminuida su expresién en esta cepa es el de un
probable regulador transcripcional tipo Lacl, de unién periplasmica. Este tipo de
reguladores reprime la expresién de un grupo de genes (posiblemente un operdn)
impidiendo la unién de ia RNA polimerasa. Una disminucion en este tipo de
reguladores permitiria entonces la expresién de dichos genes reprimidos. De ser asi,
se deberfa observar ¢l aumento de estos genes en la mutante carente de la PPX.
Caracterizar este regulador serfa 1til para conocer qué genes regula y por qué
depende de los niveles de poliP o de la presencia de la enzima PPX.

Otra enzima importante que disminuye sus niveles en esta cepa mutante es la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, encargada de convertir el fosfoenolprituvato
(PEP) en oxaloacetato, ingresando al ciclo de Krebs para producir succinato. Esta
reaccion es muy favorable energéticamente y libera fosfato inorgdnico [Zhang y col.,
2009]. La disminucién en los niveles de esta proteina concuerda con lo observado

para la categoria de ontologia del ciclo de Krebs.

10.3.3  Cepa mutante ApoliP

En el caso de esta cepa mutante se lograron identificar un total de 29 proteinas con
los niveles dismimuidos con respecto a la condicién control (wt). Esto se contradice
con la idea de que esta cepa mutante deberia ser la sumatoria de los fenotipos de las
mutantes simples. Es mds, al parecer a la bacteria E. coli le afecta mds la ausencia de
una de las dos enzimas encargadas del metabolismo de los poliP (PPK1 y PPX) que
la carencia del operén poliP completo. Esto resulta curioso, ya que pese a que los
poliP estdn presentes en todas las células, no todas poseen PPK1 y PPX. Sin

embargo, de la lista de las proteinas que se detalla en la Tabla 4, son interesantes
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proteinas como la acetato/coA ligasa, la malato deshidrogenasa, una ferritina de la
familia Dps y una NADH deshidrogenasa.

El bajo numero de proteinas identificadas para esta cepa mutante no permite obtener
un buen resultade de un anilisis bioinformatico de enriquecimiento molecular, ya
que ninguna de las categorfas de ontologia (GO) se ven representadas por sobre el

azar.

En la doble mutante, se observaron cuatro coincidencias de proteinas que
disminuyeron su abundancia relativa. De ellas, la malato deshidrogenasa disminuye
en dos de las tres las cepas mutantes. Esta enzima es responsable de producir
oxaloacetato a partir de malato, en el ciclo de Krebs. Una disminucién de esta
enzima da cuenta del rol de los poliP en el metabolismo energético y del efecto
pleiotrépico que este biopolimero presenta al afectar distintos puntos de una ruta
metabolica.

Otra proteina relevante que disminuye sus niveles es la arginina descarboxilasa,
responsable de la transformacion de arginina en agmatina. Esta enzima forma parte
de un mecanismo de resistencia de la bacteria frente a una disminucién en el pH
intracelular. La descarboxilacion de la Arginina permite consumir un protén y
aumentar la carga positiva interna. Esto estarfa compensado con Ja inclusion de una
carga negativa, posiblemente cloruro [Richard y Foster, 2004].

Otra proteina que disminuye sus niveles en la doble mutante es un probable
transportador de eflujo tipo RND, codificado en el gen YAil. Esta proteina
corresponderfa a una proteina de fusién de membrana. El gen se encuentra situado
entre profeinas anotadas como probables. La disminucién en la expresién de un

transportador da cuenta de un ajuste homeostitico experimentado por la bacteria. En
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este caso, este ajuste estaria relacionado con los niveles de poliP o con las enzimas

responsables de su metabolismo. Una caracterizacion de este transportador de

nutrientes permitiria tener una idea mds acertada y precisa sobre la relacién que
tendria esta proteina con los poliP.

La cuarta proteina que presenta disminucién de sus niveles es una probable
6-fosfogluconolactonasa, codificada en el gen yieK. Esta enzima forma parte de la
via de las pentosas fosfato y cataliza la transformacién de 6-fosfogluconolactona en
6-fosfogluconato [Collard y col., 1999]. Una disminucién en esta enzima afectaria el
metabolismo de los carbohidratos, pero se requiere caracterizar esta enzima para
determinar el peso que podria presentar en la via de las pentosas y el efecto

relacionado con los poliP.

10.4 Proteinas hipotéticas o de funcién desconocida

Si bien, se destacaron las proteinas de cierta importancia para el metabolismo de los
poliP, también encontramos proteinas que coincidieron con los resultados previos
obtenidos mediante microarreglos de DNA. Sin embargo, un dato no menor es el
mimero de proteinas hipotéticas obtenidas en los experimentos de protedmica
cuantifativa (ICPL). Se identificaron un total de 33 protefnas hipotéticas,
aproximadamente un 10% del total de proteinas identificadas. De estas 33 proteinas,
15 aumentaron sus niveles con respecto a la cepa control (wt) y 18 disminuyeron. De
las que aumentaron, 11 lo hicieron en la cepa mutante Appkl, mientras que 4 lo
hicieron en la cepa mutante Appx. La doble mutante (ApoliP) no presenté proteinas

hipotéticas con niveles aumentados. Con respecto a las 18 proteinas hipotéticas que
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disminuyeron sus niveles, 9 disminuyeron en la cepa mutante Appkl, 4 en la cepa
mutante Appx y 5 1o hicieron en la doble mutante ApoliP.

Dilucidar la identidad de estas proteinas hipotéticas identificadas permitiria
establecer su relacién con los poliP y sus efectos celulares podrian aportar a

determinar la funcién de estas proteinas hipotéticas.

10.5 Andlisis bioinformaitico de las proteinas

El uso de programas especializados en analizar datos obtenidos mediante técnicas a
gran escala permite explotar atin mis los datos obtenidos y ayuda a establecer una
red de interaccién de diferentes tipos. Esto nos permite ver nodos importantes de la
red que puedan explicar e hipotetizar lo que sucede en Ia célula cuando alteramos el
metabolismo de Ios poliP. Es por esto, que utilizando el programa Pathway Tools
v14.5 se analizaron los datos obtenidos mediante el marcaje isotépico de protefnas
(ICPL) para las tres mutantes con las que se realizé este irabajo. Este programa,
permite ingresar la lista completa de proteinas con variacion significativa en sus
niveles de abundancia y visualizarlas en un mapa metabdlico para identificar qué
rutas metabolicas se encuentran afectadas en una condicién dada. De esta manera, se
identificaron cambios en tres vias metabolicas: La glicolisis y el ciclo de Krebs, Ia
respiracion anaerdbica y la fermentacion. Para el caso de la primera super via, se

observo un aumento en las enzimas del ciclo de Krebs para la mutante Appk! y una

disminucién en la mutante Appx, como se observa en la Figura 9.
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Figura 9. Representacion de la via de la glicolisis y el ciclo de Krebs mediante
Pathway Tools para el caso de las tres cepas mutantes de este estudio.

La Figura 9 permite ilustrar y corroborar los andlisis de enriquecimientos

moleculares hechos previamente y da cuenta de los fenotipos energéticos

mencionados en las secciones anteriores tanto para la mutante que carece de la PPK 1

como para la que carece de la PPX. En la doble mutante, curiosamente, no se

observan cambios importantes en esta via.

En el caso de la fermentacién se observa un aumento en una parte de esta via en la

mutante Appkl y que se encuentra disminuida en la mutante Appx, como se observa

en la Figura 10.
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Figura 10. Representacion de la ruta metabélica de la fermentacion mediante
Pathway Tools para las tres cepas mutantes utilizadas en este seminario de
titulo.

Pese a que la fermentacion es un proceso que se lleva a cabo en carencia de oxigeno,
se observa una alteracion diferencial en las enzimas de esta via en las mutantes
Appkl 'y Appx. Esto podria relacionarse con el fenotipo energético mencionado
anteriormente, en el que la bacteria trata de obtener energia activando todas las rutas
metabdlicas que le permitan realizar esto. Estos resultados concuerdan exactamente
con lo observado en los microarreglos de DNA.

Para el caso de la respiracion anaerdbica, al igual que en el caso de la fermentacion
se observa un efecto global sobre esta via, pese a que normalmente se activa en
ausencia de oxigeno. Si bien, como se ve en la Figura 11, el efecto no es antagénico
como el observado en el caso de la Figura 9 y la Figura 10 para las dos mutantes

simples, pero si se refleja el efecto en mas de un nodo de la ruta metabolica.
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Figura 11. Representacion de la via metabélica de la respiracion anaerdbica con
los datos obtenidos por proteémica cuantitativa mediante Pathway Tools para
las tres mutantes utilizadas en este estudio.

Al igual que en las dos rutas metabdlicas representadas anteriormente, la doble
mutante (ApoliP) no da cuenta de un efecto global de las vias, producto quizas del
bajo nimero de proteinas identificadas respecto a las otras dos mutantes. Si es
importante sefialar que de las pocas proteinas alteradas para la doble mutante en las
tres vias metabélicas, todas coinciden con el comportamiento observado para la
mutante Appk].

Pathway Tools también permite analizar los datos desde el punto de vista de los
reguladores transcripcionales (que son en gran medida los verdaderos responsables

de los ajustes celulares). Para esto, Pathway tools posee un mapa de las redes

regulatorias para la bacteria E. coli que permite visualizar si alguno de estos
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reguladores transcripcionales presenta alteracion en sus niveles en los datos
obtenidos.

Uno de los reguladores transcripcionales interesante que fue detectado por este
programa y que es expresado diferencialmente en las tres cepas mutantes con
respecto a la condicion control es el regulador transcripcional ArcA, perteneciente al
sistema regulador de dos componentes ArcB/A. Este sistema, que actiia como sensor
de los niveles de O, y controla la actividad de varias rutas catabolicas (Bekker et al.,
2010). El primer componente, ArcB, es el sensor que transduce la sefial (bajo O,) via
actividad quinasa hasta el segundo componente, ArcA, que posee un dominio de

unién a DNA (Figura 12) [Luchi et al., 1992].

cytesol

o =]

Figura 12. Mecanismo de accion para la activacion de ArcA a través de ArcB.
ArcB obtiene un grupo fosfato a partir de un ATP, lo transloca a través de sus tres
sitios de fosforilacion para transferirselo a ArcA, el cual posee dominos de uni6n a
DNA. Tomado de Pathway Tools.

El regulador transcripcional ArcA actia principalmente como un represor de los
genes que codifican varias de las proteinas del metabolismo energético. Se ha
sugerido que ArcA podria ser activado por un sensor distinto a ArcB, lo que lo

relacionaria con la regulacién de otros genes (Kato et al., 2007). En la cepa mutante

Appkl se observa una disminucién en la abundancia relativa de este regulador
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transcripcional (Log; = -1,8206), lo que se explica el aumento en la abundancia de
varias proteinas del metabolismo energético codificadas en los genes que regula
ArcA (Figura 12). Entre estos genes regulados se encuentran nuoB, ldD, sucD, sucC,
sdhB, sdhd, gltA, fumB, fumC, fumd, gatZ, gatY, glcB, mdhy aldA, que corresponden
a varias de las enzimas del ciclo de Krebs y de complejos respiratorios como la
succinato deshidrogenasa, la NADH:ubiquinona oxidorreductasa, la citrato sintasa y
la malato deshidrogenasa, entre otras enzimas. De esta manera, es muy probable
que este regulador transcripcional sea uno de los principales responsables del
fenotipo observado en esta mutante en el que se ven aumentadas las rutas
metabolicas responsables de la produccion de energia (Figura 13).

Por el contrario, en la mutante Appx, la abundancia de este regulador aumenta
respecto a ia cepa control (Log; = 0,8224), lo que explica la disminucién observada
de las enzimas relacionadas con el metabolismo energético, como se observa en la
Figura 13. Para el caso de la doble mutante, también se observa un incremento en la
abundancia de ArcA (Log, = 0,8479), sin embargo, sélo son expresados
diferencialmente los genes nuoH, hyaB y fumC, que codifican subunidades de
complejos respiratorios y fermentativos. Esto podria dar cuenta de que el efecto
pleiotropico de los poliP puede estar acoplado a la fosforilacién de ArcA de manera
independiente a la fosforilacién producida por ArcB, lo que se reflejaria en los
ajustes celulares observados frente a los distintos niveles de poliP en Escherichia
coli.

Resumiendo, es posible hipotetizar que los cambios diferenciales observados entre
los mutantes Appk! y Appx en el metabolismo central (ciclo de Krebs, fermentacién y

respiracién anaer¢bica) pueden ser explicados por un ajuste experimentado por la
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bacteria en el circuito regulatorio responsable del sistema regulador de dos
componentes ArcA/B.

Es mas, dentro de la red regulatoria que esta relacionada con ArcA, se encuentra el
regulador transcripcional Fnr, que curiosamente se ve alterado en los
enriquecimientos moleculares aplicados a los datos de los microarreglos de DNA. Se
ha descrito que ArcA actiia frente a bajos niveles de O; (microaerobiosis), mientras
que Fnr lo hace en ausencia de O, y es responsable de Ia activacion de los sistemas
anaerdbicos de la célula [Levanon y col., 2005]. Asi, ArcA seria el responsable en
primera instancia de la activacion de los sistemas anaerdbicos, mientras que Fnr

actuaria en segunda instancia.
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Figura 13. Niveles de abundancia de las proteinas codificadas en los genes que
se encuentran bajo la regulacion de ArcA. En A, para el caso de la cepa mutante
Appkl, donde los niveles de ArcA disminuyen (Log, = -1,8206), y en B, para el caso
de la mutante Appx donde los niveles de ArcA aumentan (Log, = 0,8224).

Profundizando en la tendencia antagbnica en las proteinas de las cepas mutantes
Appkl y Appx (Figura 13) y que varias de las proteinas que aumentaron sus niveles
de abundancia en la cepa que carece de la enzima PPK 1, disminuyeron sus niveles en
la cepa que carece de la enzima PPX, es que se realizé una comparacion entre dichas

proteinas con el programa MeV (ver Materiales y Métodos), como se observa en la

Figura 14.
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Figura 14. Perfil de abundancia de las proteinas que aumentaron sus niveles en
la cepa mutante Appkl y que a su vez disminuyeron sus niveles en la cepa
mutante Appx. Con asterisco se destacan aquellas proteinas que se encuentran
reguladas por el regulador transcripcional ArcA.

De un total de 73 proteinas que disminuyeron sus niveles en la cepa mutante Appx,
32 de ellas aumentaron sus niveles en la cepa mutante Appkl, presentando este
comportamiento  antagénico antes mencionado, lo que corresponde a
aproximadamente un 44% de las proteinas que disminuyen sus niveles en la cepa que
carece de la enzima PPX. De estas 32 proteinas que presentan comportamiento

antagonico, 11 de ellas (34%) son reguladas por el regulador transcripcional ArcA,

lo que da cuenta de que este regulador es el responsable del fenotipo energético
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observado en ambas mutantes y que podria ser activado por una via diferente a la

convencional mediante ArcB, posiblemente relacionado con los poliP.

10.6 Anilisis de las proteinas extracelulares

En este trabajo se logré optimizar un protocolo que permite precipitar y separar las
proteinas extracelulares de las cepas de E. coli mutantes en el metabolismo de los
poliP segin su punto isoeléctrico y segiin su tamafio (2D-PAGE) a partir de los
cultivos liquidos en medio rico (LB).

Mediante la comparacion visual y por el programa PDQuest 8.0 (Bio-Rad, USA) de
los geles obtenidos para las proteinas extracelulares de las cepas de Escherichia coli
utilizadas en este estudio, se logro identificar un total de 18 proteinas expresadas
diferencialmente (Tabla 8), las que serdn extraidas de los geles para su posterior
secuenciacion mediante espectrometria de masas en el Centro Nacional de
Biotecnologia en Madrid (Espafia).

Una vez identificadas estas proteinas serd posible tener una vision integral del efecto
que tiene sobre la bacteria la alteracién del metabolismo de los poliP. Los estudios
previos del laboratorio en los que se utilizaron microarreglos de DNA, arrojaron
como resultados una disminucién en la transcripcion de los genes relacionados con la
maquina flagelar. Es por esto, que se espera que alguna de las protefnas del proteoma
extracelular seleccionadas para su identificacion sea la flagelina.

Para el caso de muestras no tan complejas o subproteomas, como el caso de un
proteoma extracelular, las técnicas de protedmica convencional siguen siendo una
metodologia Gtil para visualizar los cambios experimentados a nivel global en

condiciones determinadas. Esto, debido a que al presentar un menor nimero de
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proteinas es posible obtener una mejor separacién y resolucién en los geles de
poliacrilamida, lo que permite una comparacién mas ficil y cémoda, aunque la
manipulacién y reproducibilidad de las muestras sigue presentando una gran
dificultad.

Las técnicas a gran escala, como la proteémica, permiten obtener una visién general
¢ integrada de los procesos que se ven afectados al modificar una condicion. Estos
efectos pueden ser a nivel de una proteina (puntuales) como también afectar a varias
proteinas relacionadas con el mismo proceso (globales). Como este tipo de técnicas
no permite dilucidar los mecanismos moleculares, las interacciones y las posibles
regulaciones, se requieren de estudios a nivel de biologia celular y molecular para
corroborar las hip6tesis surgidas en nuestros estudios de proteémica.

La protedmica cuantitativa basada en el marcaje isotopico de las proteinas (ICPL)
resultd ser una técnica de gran importancia, pues permiti6 identificar varias proteinas
con niveles de abundancia significativamente distintos a la condicién controll (wt)
evitando un exceso de manipulacién de las muestras, lo que se refleja en Ja dificultad
para obtener una muestra con una cantidad importante y representativa de proteina.
Ademds, la metodologfa ICPIL, permite mejorar la reproducibilidad de los resultados
debido a la resolucién y a la poca manipulacion de las muestras. Es importante
destacar que mediante esta metodologia fue posible indentificar incluso factores
transcripcionales, como el caso de ArcA, que debido a su baja abundancia, hubiese
sido imposible de identificar mediante la protedmica convencional,

A partir de los estudios de gran escala se generan nuevas hipétesis biologicas

relacionadas con los cambios observados a nivel global, por lo que la protedmica y
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los estudios a gran escala, en general son fitiles para generar aproximaciones cﬁando
no se conoce mucho sobre un tema determinado.

En este seminario de titulo se utilizé la protedmica cuantitativa para identificar las
proteinas con niveles alterados en las cepas mutantes relacionadas con el
metabolismo de los poliP. Se encontraron algunas proteinas que coincidieron con lo
observado mediante microarreglos de DNA, lo que permitira validar aquellas

hipotesis biolégicas propuestas a partir de los estudios de genémica funcional.
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11 CONCLUSIONES

i En este Seminario de Titulo se aplicé por primera vez y de manera exitosa,
una metodologia de protedmica cuantitativa (ICPL) para determinar los efectos
producidos a nivel global en la bacteria Escherichia coli, cuando es alterado el
metabolismo de los poliP producto de la carencia en las enzimas encargadas de
sintetizar y/o degradar este polimero.

ii. La alteracién del metabolismo de los poliP en la bacteria Escherichia coli
produjo una alteracién en el metabolismo energético, afectando a procesos como el
ciclo de Krebs, la fermentacion y la respiracién anaerébica. Esto se evidencit
mediante los andlisis bioinformaticos en los que se revelaron las variaciones en las
categorias de ontologia {(GO) relacionadas con estos procesos. Estos resultados
coinciden con lo observado en los microarreglos de DNA.
iii. Mediante la protedmica cuantitativa se logrd identificar un total de ‘8.753
péptidos, de los cnales se lograron cuantificar un total de 5.377, lo que permiti6é
identificar un total de 908 proteinas en las cuatro cepas utilizadas como modelo de
estudio.
iv. La comparacién entre las abundancias relativas de proteinas y transcritos
arroj6 como coincidencias a un 15% del total de las proteinas identificadas mediante
proteémica cuantitativa.

v. La expresion diferencial del regulador transcripcional ArcA en las cepas
mutantes sugiere que una desregulacion del sistema ArcA/B sea responsable del

fenotipo energético descrito para cada una de las cepas mutantes.
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vi, En este trabajo se logré optimizar un protocolo de precipitaci(én de las
proteinas extracelulares de Escherichia coli que permitd separarlas y visualizarlas
mediante métodos convencionales de protedmica. La identificacién de estas
proteinas permitird completar estos andlisis protedmicos globales.

vii. La complementacion de los estudios de gendémica funcional permitié obtener
datos mds precisos sobre los cambios a nivel de proteina y de los transcritos, asi
como también permiti6 establecer una correlacion entre la cantidad de transcrito y la
abundancia relativa de una proteina. Esto permite generar hipétesis bioldgicas, que
pasan a ser parte de las proyecciones de este Seminario de Titulo, como también lo
son el generar modelos mateméticos que permitan describir la influencia de cada uno
de los actores moleculares relacionados con los procesos afectados por la alteracion

del metabolismo de los poliP.
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