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Resumen

La microcina E492 es una bacteriocina de 84 aminéacidos formadora de poros producida
por Klebsiella pneumoniae RYC492. La microcina E492 es sintetizada como un
precursor con un péptido sefial en su extremo N-terminal que es reconocido y escindido,
Y posteriormente exportado por un sistema de exportadores de tipo I constituido por un
transportador ABC (MceG), una proteina accesoria (MceH) y una proteina de membrana
externa (TolC). Una caracteristica de la microcina E492 es que existe una forma no
modificada y otra modificada, siendc esta tltima la forma activa, la cual tiene unido
postraduccionalmente al C-terminal un derivado de Ia salmoquelina. La modificacion es
llevada a cabo por los productos de los genes de la maduracién mceC, mceJy mcel y
es esencial para el reconocimiento de la microcina E492 por parte de los receptores de
sidercforos de tipo catecol (FepA, Fiu y Cir) localizados en la membrana externa de las
células blanco, los cuales median su ingreso al periplasma,

Con el objetivo de caracterizar la funcionalidad de los médulos N- y C-terminal de
la MccE492 se construyé mediante PCR solapado una proteina quimeérica con el péptido
tider de la microcina E492 (exportacién), el dominio periplasmatico de la proteina FisB
(implicada en la divisién bacteriana) y el dominio C-terminal de la microcina E492 (de
captacian hacia el periplasma). La expresion de esta quimera est4 comandada desde un
promotor pBAD. Esta construccion se introdujo en células con un sistema de [a microcina
F492 que carece del gen estructural pero contiene todos los demds determinantes
genéticos que permiten la exportacién y modificacion de esta bacteriocina. En este
contexto se demostrd que esta proteina quimérica con el dominio N-terminal de Ia
microcina E492, no fue exportada, pues no se encontré entre las proteina precipitadas
del sobrenadante, y a pesar de poseer el dominio C-terminal de la microcina E482, no
fue modificada postraduccionalmente, determinado por espectrometria de masa MALDI-
TOF, mediante |a cual se identifict la proteina quimérica pero no su forma modificada.

No se detectd actividad bactericida sobre Escherichia coli sensibles a la microcina
E482, congruente con un modulo C-terminal no funcional al carecer de la modificacian.
Sin embargo, se observd actividad bactericida sobre esferoplastos (células con
membrana extema permeabilizada) de Escherichia coli, demostrando el potencial de las
proteinas de divisién bacteriana para el desarrollo de nuevos antibiéticos,
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ABSTRACT

Microcin E492 is a pore-forming bacteriocin of 84 aminoacids produced by Klebsiella
pbneumoniae RYC492. Microcin E492 is synthetized as a precursor with a signal peptide
in the N-terminal that is recognized, cleaved and subsequently exported by an ABC
transporter (MceG), its accessory protein (MceH) and the outer membrane protein TolC.
Microcin E492 is produced both, in an unmodified and modified form, this last one being
the active form that has a salmochelin derivative covalently bound to the C-terminal. The
modification Is done by the products of the maturation genes mceC, meeJ and mcel; and
Ifs essential for the recognition of microcin E482 by the catechol type
siderophore receptors (FepA, Fiu y Cir) localized in the outer membrane of the target cell,
mediating the entry to the periplasm.

In order to characterize the functionality of the N- and C-terminal modules of
MccE492, we constructed a chimeric protein with the N-terminal domain of microcin E492
(exportation), the periplasmic domain of the protein FtsB (implicated in the bacterial
division} and the C-terminal domain of microcin E492 (uptake to the periplasmic space).
The expression of this chimera is commanded from a PBAD promoter. This construction
was introduced in cells carrying the microcin E492 system that lacks the structural gen
but contains all the other genetic determinant that allow the exportation and modification
of this bacteriocin. In this context it was demonstrated that this chimeric protein with the
N-terminal domain from microcin E492 was not exported and, despite possessing the C-
terminal domain of microcin E492, it wasn't postiransiationally modified, as seen by
MALDI-TOF mass spectrometry, by means of wich the chimeric protein was identified but
not its modified form.

Antibacterial activity in Escherichia coli sensitive to microcin E492 was not
detected, congruent whit a non-functional C-terminal module, but antibacterial activity on
Escherichia coli spheroplasts was detected, showing the potential of the bacterial division
proteins for the development of new antibiotics,
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1. INTRODUCCION

1.1 Bacteriocinas

Una estrategia com(n entre bacterias es la eliminacion de sus competidores por
medio de la produccidn de agentes bactericidas secretados al medio extracelular.
Estos se pueden clasificar en dos grupos: los sintetizados enzimaticamente
{antibidticos) y los sintetizados ribosomalmente (bacteriocinas) (Pavlova y
Severinov, 2008). Las bacteriocinas son producidas por bacterias Gram positivas y
Gram negativas caracterizandose por afectar a especies filogenéticamente
relacionadas (Reeves, 1965; Riley y Wertz, 2002). Sus mecanismos de accion son
variados y entre ellos se incluyen endodesoxiribonucleasas o endoribonucleasas,
inhibidores de la sintesis de proteinas, de la DNA girasa o de la RNA polimerasa, ¥
las formadoras de poros, que se insertan en la membrana plasmatica de la célula
blanco disipando el potencial de membrana (Braun y cols., 2002).

A su vez las bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativas se
clasifican por su masa molecular en colicinas (masa mayor a 10 kDa) y microcinas
(masa menor a 10 kDa) (Baquero y Moreno, 1984). Las colicinas se caracterizan
por ser producidas por cepas de Escherichia coli, por tener sus genes codificados
en plasmidos y porgue su expresion esta regulada por el sistema SOS (Riley y
Wertz, 2002). Las microcinas en cambio son producidas por bacterias Gram
negativas de la familia Enterobacteriaceae (Baquero y Moreno, 1984), son
generalmente proteinas hidrofobicas solubles en metanol y son resistentes a
condiciones extremas de pH, temperatura y a algunas proteasas {(Kolter y Moreno,
1992). Las microcinas se sintetizan como precursores y la mayoria son modificadas
post-traduccionalmente, para lo que cuentan con genes de la maduracion que

codifican para enzimas involucradas en este proceso (Kolter y Moreno, 1992).




Recientemente se propuso una clasificacion de las microcinas que incorpora
criterios como la presencia, naturaleza y ubicacién de las modificaciones post-
traduccionales, la organizacion del clister genético, y las secuencias del péptido
lider (Duquesne y cols., 2007). De acuerdo a esta clasificacién, las microcinas
clase | son péptidos con una masa molecular inferior a 5 kDa, las cuales se
encuentran modificadas post-traduccionalmente en su esqueieto. La clase Il incluye
péptidos de mayor masa molecular (en el rango de 5-10 kDa), y se divide en dos
subclases: la lla que contienen enlaces disulfuro pero no medificacion post-
traduccional (Mccl, MccV, Mcc24); v la b, la cual integra a aquellas microcinas
lineales que se modifican post-traduccionalmente en el C-terminal (MccE492, MccM

y presumiblemente MccH47 y Mccl47),

1.2 Microcina E492
1.2.1 Propiedades de la Microcina E492
La microcina E492 (MccE492) es una bacteriocina formadora de poros (Lagos y
cols., 1993) producida naturalmente por Kiebsiella pneumoniae RYC492 que
presenta actividad bactericida sobre otras bacterias Gram negativas tales como
Escherichia coli, Klebsiella, Salmonelfa, Citrobacter, Enterobacter y Erwinja (de
Lorenzo, 1984). Su mecanismo de accién es a través de la despolarizacion de la
membrana citoplasmatica de la célula blanco (de Lorenzo y Pugsley, 1985) por
medio de la formacidon de canales idnicos selectivos para cationes en bicapas
lipidicas {Lagos y cols., 1993).

La MccE492 es un péptido hidrofébico, con una masa molecular de 7887 Da
{forma no modificada) (Lagos y cols., 1999). Esta microcina puede encontrarse
modificada posttraduccionalmente en la serina-84 del extremo C-terminal (Figura

1; Thomas y cols., 2004). Mediante espectrometria de masa se determind que la
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Figura 1. Modelo de modificacién y exportacion de la MccE492.

La MccE492 se sintetiza como una pre-proteina, que puede sufrir un proceso de
modificacion post-traduccional en su extremo C-terminal, en el que participan los
productos génicos MceC, Mcel, MceJ y MceD. Ambas formas, la modificada ylano
meodificada, al ser exportadas al medio extracelular por MceHG son procesadas por
MceG, perdiendo el péptido lider (PL).

ME: Membrana Externa; P: Periplasma; Ml: Membrana Intema.

Modificado de Lagos y cols. (2009).

Salmoquelina



modificacion corresponde a una molécula tipo salmoquelina vy que existen a lo
menos 3 especies de mayor tamafio que la MccE492 sin modificar {7887 Da), las
que corresponden a la modificada con el trimero de dihidroxibenzoilserina
glucosilado (DHBS) (8718 Day); con el dimero de DHBS glucosilado (8495 Da); y
con el monomero de DHBS glucosilado (8272 Da) (Figura 2; Thomas ¥y cols.,
2004). Dicha modificacion post-traduccional favoreceria la interaccién de la
MccE492 con los receptores de tipo catecol FepA, Fiu y Cir de la célula blanco pues
estos receptores median su ingreso al periplasma de la célula (Figura 3; Patzer y
cols., 2003). Alineamientos multiples entre la MccE492 y otras microcinas de la
clase llb (MccM, MccH47 y Mccl47) muestran que hay una gran identidad a nivel
del C-terminal (Figura 4), pues dentro de los diez Gltimos aminoacidos, al menos
cinco estan 100% conservados. Uno de estos es la serina-84 y la glicina que la
antecede en la posicién 83, motivo que se repite en las posiciones 81 y 82 en la

MccE492 (Gly-Ser-Gly-Ser; Nolan y cols., 2007).
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MccE492 (7887 Da) :

MccE492-Glc-DHBS (8272 Da)
MccE492-Glc-DHBS, (8495 Da)
MccE492 -Glc-DHBS (8718 Da)

Figura 2. La microcina E492 y su modificacién post-traduccional.

A) La MccE492 modificada post-traduccionalmente con una molécula tipo
salmoquelina. Se muestran las enzimas del sistema de la MccE492 que participan
en el proceso de modificacién post-traduccional. En primer lugar, MceC glicosila
una molécula de enteroquelina para generar la salmoquelina monoglucosilada.
Posteriormente podria actuar MceD (linealizacion de la molécula de salmoquelina) o
McelJ (unién covalente de la molécula de salmoquelina a la serina-84 de Ia
MccE492). Figura adaptada de Nolan y cols. (2007).

B) La modificacion consiste en un trimero de DHBS unido via un enlace C-
glicosidico a una B-D-glucosa la que se une al residuo 84 del péptido no
modificado. MccE492 (7887 Da) es el péptido no modificado. Ademas se muestran
los derivados modificados con Glc-DHBS (8272 Da), Glc-DHBS; (8495 Da) y Glc-
DHBS; (8718 Da). Las diferencias de masa entre las diferentes especies se
muestran en la parte superior. Figura adaptada de Vassiliadis y cols. (2007).
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Figura 3. Modelo del ingreso de la MccE492 a la célula blanco.

La MccE492 modificada post-traduccionalmente ingresa a la célula blanco a través
de los receptores de sideréforos FepA, Fiu y Cir, los cuales son energizados por el
complejo TonB/ExbBD. La MccE492 no modificada no puede translocarse debido a
que no es reconocida por estos receptores.

Una vez que la MccE492 se trasloca al periplasma y se inserta en la membrana
interna con ayuda del complejo TonB/ExbBD, forma el poro que produce la
despolarizacion de la membrana interna. La presencia de la proteina de la
inmunidad (MceB) impide que la MccE492 lleve a cabo su actividad bactericida a
través de un mecanismo que autin no se encuentra dilucidado.

ME: Membrana Externa; P: Periplasma: MI: Membrana Intema.
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Figura 4. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los precursores
de las microcinas M, H47, 147 y E492.

El alineamiento fue hecho con el programa Multalin, version 5.4.1. Los aminoacidos
conservados en las cuatro microcinas estan en rectangulos. La flecha indica el sitio
de procesamiento durante la exportacion. La linea roja indica el péptido lider (N-
terminal) y la azul el dominio de captacién (C-terminal). Se observa gran identidad
en ambos dominios independientemente del dominio toxico. Figura adaptada de
Azpiroz y cols. (2007)




1.2.2 Estructura modular de la MccE492

Debido a que la region C-terminat en las microcinas de clase llb es muy conservada
se propuso que esta zona es clave para la madificacién postraduccional que
caracteriza a la clase. Al fusionar cruzadamente los dominios de la microcina H47 y
la colicina V se demostré que resultan intercambiables, generando proteinas
quiméricas con la actividad de una microcina y el reconocimiento de otra. De este
modo se comprobé que la microcina H47 y la colicina V poseen estructuras
modulares, con un domino de captacion en el C-terminal v un dominio tdxico
localizado en la region N-terminal (Azpiroz y Lavifia, 2007).

El modulo de captacion de la microcina H47 estaria ubicado en el C-
terminal, especificamente en los Ultimos 10 aminoacidos. Alineamientos de esta
region muestran una gran identidad entre las microcinas H47, 147, M y E492
(Figura 4), lo que sugiere que este “dominic” seria reconocido por los receptores de
sideréforos de la misma forma para todas estas microcinas (Azpiroz y Laviiia,
2007). Es muy probable que estos dominios se encuentren modificados post-
traduccionalmente mediante la unién covalente de una molécula tipo salmoguelina,
del mismo modo que la MccE492, y que sea esta modificacion una pieza importante

en el reconocimiento del receptor (Nolan y cols., 2007).




1.2.3 Mecanismo de accién de la microcina E492.

Cuando la MccE492 se inserta en la membrana citoplasmatica de la célula sensible,
forma canales ionicos que llevan a la despolarizacion de la célula, a la pérdida del
potencial de membrana y a una reduccién drastica de los niveles de ATP (de
Lorenzo y Pugsley, 1985; Lagos y cols., 1993; Baeza, 2003; Destomieux-
Garzon y cols., 2003).

Para insertarse en la membrana, la MccE482 debe cruzar la membrana
externa de las células sensibles, y como ya se menciond, esta traslocacion al
espacio periplasmético ocurre por medio de los receptores de siderdforos tipo
catecol FepA, Fiu y Cir (Figura 3; Strahsburger y cols., 2005). Estos receptores
reconacen al derivado de salmogquelina con el que la microcina esta modificads
(Figura 2) permitiendo la interaccion entre ambos, emulando una estrategia de
“cabalio de Troya" (Fischbach y cols., 2006),

L.a translocacion de la MccE492 al periplasma de la célula sensible necesita
el sistema transductor de energia TonB/ExbBD (Figura 3; Pugsley y cols., 1986;
Lagos y cols., 2001). TonB es una proteina de 239 amincdcidos cuya funcion es
transducir la energia de la membrana interna a la membrana externa de la célula, y
que participa en el transporte activo de diversos sideréforos, metales y otros
nutrientes (Postle y Kadner, 2003).

Para la transduccidn de la energia, TonB necesita de las proteinas ExbB y
ExbD, que se localizan en la membrana interna de las células (Larsen y cols.,
1989). Este complejo es el encargado de enfregar energia a los transportadores
presentes en la membrana externa para movilizar ios sustratos hasta el periplasma

(Postle y Kadner, 2003).




1.2.4 Cluster genético de [a microcina E492

Los determinantes genéticos necesarios para la produccién, el procesamiento, la
exportacion y la inmunidad de la MccE492 se encuentran en un segmento de 13
kilobases (kb) del cromosoma de K. pneumoniae. Este segmento fue clonado y
expresado en E. cofi, obteniéndose MccE492 con propiedades idénticas a la
producida por K. pneumoniae RYC492 (Wilkens y cols., 1997). Al analizar este
segmento se identificarcn 15 marcos de lectura abiertos denominados mceA, B, C,
D,FEJI,H GyorfKLS2,83y X (Lagos y cols., 2009).

Los genes mce se ordenan en seis unidades transcripcionales (Figura 5)
(Lagos y cols., 2001). La primera unidad corresponde a los genes mceA y mceB.,
El gen mceA corresponde al gen estructural de la MccE492 y codifica para una pre-
proteina que es procesada al mormento de su exportacién en su extremo N-terminal
produciéndose una proteina madura de 84 amincécidos {Lagos y cols., 2001), El
gen meceB codifica para una proteina integral de membrana de 95 aminoacidos que
confiere inmunidad ante su propia actividad bactericida (Lagos y cols., 1999), y se
sobrepone con la regién que cedifica para el péptido lider de la MccE492. Los
genes mceC, mced, mcel y mcaD estan involucrados en el proceso de maduracion
(Lagos y cols., 2001). Cepas con mutaciones en los genes de la maduracién
producen microcina inactiva {Lagos y cols., 2001) y no maodificada (Mercado y
cols., 2008). Ei gen mceC es homdloge a una glicosil transferasa que participa en
la sintesis del sideréforo salmoquelina, mceD es homdlogo a una enteroquelina
esterasa (iroD), mcel a una acil transferasa, en tanto que meedJ no tiene homdlogo
conocido pero es necesario para el proceso de maduracidn. Se ha demostrado in
vitro que las cuatro proteinas codificadas en esios genes son responsables del
proceso de modificacion post-traduccional, tanto en la MccE482 silvestre como en

un decapéptido sintético que contiene los 10 dltimos aminoacidos del C-terminal
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MceB
MceA MceC MceD MceE MceJ Mcel MceH MceG

|

meeJ: proteina sin homoélogo conocido

mceA: Gen estructural de la MccE492

meeB: inmunidad a MccE492 mcel: homélogo a aciltransferasa

mceC: homologo a glicosiltransferasa meeH: proteina accesoria al transportador

mceD: homologo a enteroguelina esterasa mceG: transportador ABC

BEOCONN

mceE: proteina sin homologo conocido meeF: proteina con identidad a prenil proteasa

Figura 5. Esquema de la organizacion de los determinantes genéticos del
sistema productor de la microcina E492.

Las flechas representan la orientacion de los distintos marcos abiertos de lectura
que se encuentran en el fragmento de 13 kb que contiene al sistema productor de la
microcina E492. Se indican ademés sus funciones o las homologias. En amarillo se
muestran los genes involucrados en la exportacion, mientras que en rojo y rosado
se muestran los relacionados con la maduracién de esta microcina. En azul esta el
gen estructural y en celeste el gen de la inmunidad. En verde estén los genes cuya
funcién definitiva aiin no ha sido asignada.
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de la MccE492 (Nolan y cols., 2007). El gen mceE codifica para una proteina de
114 aminoacidos sin homélogo conocido. El gen mesF codifica para una proteina
homologa a una prenil proteasa, pero se desconoce su funcidon exacta en el
sistema. Los productos de los genes mceH y mceG estan involucrados en la
exportacion de la mecE492 (figura 1). El gen mce@G tiene una alta identidad con los
transportadores ABC del sistema de exportacion tipo I, en tanto que moeH
corresponde a la proteina accesoria del sistema de exportacién (Lagos y cols.,

2001).

1.3. Exportacién de proteinas por sistemas ABC

En bacterias Gram negativas existen cinco sistemas de secrecion de proteinas
(sistemas tipo |, II, lll, IV y auto-transporte). El sistema de secrecidn de tipo |,
también conocido como sistema ABC dedicado, permite la exportacion especifica
de proteinas desde el citoplasma al espacio extracelular sin pasar por un
intermediario periplasmatico (Delepelaire, 2004). Para esto, el sistema de
fransporte ABC necesita de una proteina accesoria periplasmatica anclada a la
membrana interna y una proteina de membrana externa perteneciente a [a familia
de TolC. El sistema tipo | es utilizado por la mayoria de las microcinas descritas
hasta el momento (L, M, 24, H47, E492 y colicina V) (Braun y cols., 2002; Pons y
cols., 2002; Lagos y cols., 2001). En el caso particular de la MccE492 el
transportador ABC es la proteina MceG y la proteina accesoria es MceH (Figura 1).
Para el reconoccimiento de |a proteina exportada se han descrito dos mecanismos;
uno en el cual la sefial de exportacién se encuentra en el extremo carboxilo, y otro
donde la sefial de exportacion se encuentra en el extremo amino de la proteina. La
proteinas HylA (hemolisina) de E. coli Has (heméforo) de Serratia marcescens,
algunas metaloproteasas de Erwinia chrysanthemi y Pseudomonas aeruginosa son

exportadas mediante una secuencia sefial ubicada en el extremo carboxilo. Esta
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secuencia es una region rica en glicina, poco conservada que permanece junto con
ia proteina después de la exportacion. Experimentos realizados intercambiando
esta sefial de exportacion han permitido establecer que esta region determina la
especificidad de la proteina por su exportador (Holland y cols., 2005). El segundo
mecanismo es utilizado principalmente por los sistemas de exportacion de
microcinas y es similar al mecanismo descrito en los sistemas de exportacion de
bacteriocinas en bacterias Gram positivas. En ambos sistemas, las proteinas son
sintetizadas como pre proteinas con una sefial de exportacién o péptido lider de
aproximadamente 20 aminoacidos que presenta un motivo de doble glicina que
sirve como sitio de procesamiento para una actividad peptidasa ubicada en el
dominio N-terminal del transportador ABC (Michiels y cols., 2001; van Belkun y
cols., 1997). El motivo de doble glicina esta conservado en todos los péptidos lider
de las proteinas exportadas por este tipo de transportador (Michiels y cols., 2001).
El procesamiento es realizado por el propio transportador, el cual posee en el
extremo amino un dominio de aproximadamente 160 aminoacidos que corresponde

a una peptidasa (Biemans-Oldehinkel y cols., 2005; Wu y Tai., 2004),

1.4 Siderdéforos de tipo catecol

Las bacterias elaboran y secretan quelantes de hierro de alta afinidad denominados
siderdforos para solubilizar el hierro antes de transportarlo a su citoplasma. Los
sideroféros suelen ocupar los grupos hidroxamato, a-hidroxilato y catecol como
guelantes de hierro extremadamente efectivos (Neilands, 1995).

Dentro de los siderdforos de tipo catecol, la enteroquelina (figura 2A} es la
mas estudiada. Este sideréforo, aislado por primera vez desde E. coli y Salmonelfa
enterica (Pollack y Neilands, 1970; O'Brien y Gibson, 1970), une hierro con una
constante de afinidad extraordinariamente alta de 102 M (Crossa y Walsh, 2002).

La enteroquelina consiste en un trimero ciclico de 2,3-dihidroxibenzoilserina
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(DHBS), cuya biosintesis requiere en primera instancia de la via del chiguimato
(sintesis de aminoacidos aromaticos) para generar el corismato {Bentley, 1990).
Posteriormente, a partir del corismato, una serie de reacciones gobernadas por la
maquinaria codificada en el operon entABCDEF producen ia enteroquelina
(Crossa, 1989; Gehring y cols., 1997; Gehring y cols., 1998).

Una vez exportada la apo-enteroguelina (forma no unida a hierro), ésta
captura hierro, pasa a su forma holo (unida a hierro) y es importada al medio
intracelular principaimente por el receptor de sideréforos tipo catecol FepA o en
menor medida por los receptores Fiu y Cir (Pugsley y Reeves, 1977). Una vez
dentro de la célula es hidrolizada para liberar el hierro unido (Q'Brien y cols.,
1971).

Se ha descrito en S. enterica la presencia del locus iroA, conformado por
dos operones convergentes iroN e jroBCDE, el cual codifica para proteinas que
permiten la glicosilacion de los bloques de DHBS que son las unidades que forman
la salmoquelina, utilizando como sustrato la enteroquelina y UDP-glucosa como
dador del grupo glicosil (Fischbach y cols., 2005); formando enteroguelina
monoglucosilada (MGE), enteroguelina diglucosilada (DGE) e incluso enteroquelina
triglucosilada (TGE), en reacciones sucesivas (figura 2B). Estas moléculas de
enteroquelina glucosiladas han sido llamadas genéricamente salmoquelinas y se
caracterizan por ser siderdéforos de tipo catecol mas hidrofilicos (Hantke y cols.,
2003). La glicosilacidon de la enteroquelina cambiaria sus propiedades fisicas y
estéricas sin comprometer su actividad bioldgica (Fischbach y cols., 2006) por lo
gque a diferencia de la enteroguelina, la saimoquelina no seria secuestrada por la
siderocalina, una proteina del sistema inmune innato de los mamiferos (Fischbach
y cols.,, 2006). La proteina IroN, homdloga a FepA, es el receptor para la
salmoquelina férrica y al igual que FepA y Cir es capaz de reconocer otros

sideroforos (Hantke y cols., 2003).
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1.5 Division celular en bacterias

1.5.1 Fision binaria

La mayoria de las bacterias se dividen por un proceso denominado fision binaria; en
el cual las celulas aumentan de tamario y se separan en dos células hijas casi
identicas. El crecimiento es acompariado de la replicacion y segregacion de los
cromosomas, recibiendo uno cada célula hija. Estudios genéticos y de biologia
celular determinaron la existencia de 10 proteinas esenciales para la division en
Escherichia coli, cuya localizacion en el septum es crucial para la formacién del
complejo de divisidn ya que sin alguna de ellas las células crecen como filamentos
incapaces de dividirse (Vicente y cols., 2002).

En bacilos como E. cofi ia division involucra la invaginacion de la membrana
celular, seguido por la septacion, en que la sintesis de la pared celular separa las
celulas hijas. La septacion involucra un cambio en la direccién de sintesis de
peptidoglicanos sin afectar su funcionalidad (Buddelmeijer y cols., 2002).
Actualmente se acepta un modelo secuencial de dependencia para la union de
estas proteinas donde primero llegan las proteinas de division tempranas que son
principalmente citoplasméaticas (Figura 6). FisZ es la primera proteina en llegar y al
polimerizar forma la estructura denominada anille Z, actuando como el punto de
partida para ia unién de FisA y ZipA que lo conectan con el resto de las proteinas en
la membrana. Las proteinas gue siguen en la secuencia se denominan “proteinas
de divisidn tardia” siendo proteinas fransmembrana principalmente periplasmaticas
gue poseen pequefios dominios citoplasmaticos dispensables, con [a excepcidn de
FtsL {Goehring y cols., 2005). El orden secuencial de las proteinas de division es:
FtsZ > [FtsA, ZapA, ZipA] > (FtsE, FtsX) > FisK > FtsQ > (FtsB, FisL) > FtsW > Ftsl
> FisN > amiC > EnvC, donde las proteinas en corchetes son independientes entre

ellas pero dependientes de FisZ y las entre paréntesis se ensamblan

simultaneamente (Figura 7; Vicente y cols., 2002).




Figura 6. Esquema de la organizacion del divisoma bacteriano.

Proteinas de division temprana. Z, FtsZ; A, FisA; Zip, ZipA; Zap; MI, membrana
interna. El ensamblaje del anillo de FtsZ depende de FisA y/o ZipA. La manutencion
del anillo Z es dependiente de energia ya que la polimerizacién de FtsZ requiere
GTP. Figura adaptada de Vicente y cols., 2002.
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Figura 7. Proteinas implicadas en etapas tempranas y tardias de la divisién
bacteriana.

Las proteinas se ordenan de izquierda a derecha. MI: membrana intema, ME;
membrana extema. Figura adaptada de Vicente y cols. (2002).
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1.5.2 Complejo FtsQ/FtsB/FtsL

Dentro de este complejo las proteinas transmembrana FisQ/FtsB/FtsL son
proteinas de membrana bitdpicas con un pequefic dominio N-terminal
citoplasmatico y un gran dominic C-terminal periplasmatico. Estas se encuentran en
baja concentracién dentro de la célula y son esenciales para la viabilidad celular
(Gonzélez y col., 2009). El complejo FtsQ/FtsB/FisL actiian como conector entre
las proteinas de division temprana (predominantemente citoplasmaticas, forman el
anillo Z) y las proteinas de division tardias (predominantemente periplasmaticas,
interactian con la maquinaria de sintesis del péptidoglicano) {Gonzalez y cols.,
2009, Goehring y cols., 2005).

FtsL y FtsB son proteinas pequefias (121 y 103 aa, respectivamente) con
una zona periplasmica que contiene residuos de leucina separados por 7
aminoacidos, gue forman un “cierre de leucina" formando estruciuras “coiled-coil” a
través de la cual interactan. FtsB y FisL son co-dependientes para su localizacion
en la zona media de la célula y la deplecidn de FtsB resulta en la desaparicién de
FtsL indicando que FisL requiere de FtsB para su estabilizacion {(Buddelmeijer y
cols., 2004). Las proteinas FisL y FisB interaccionan en ausencia de FtsQ y son
capaces de reclutar las proteinas de division temprana. Para reclutar a las proteinas
de division tardia, el complejo FitsB/Ftsl. necesita interaccionar con FtsQ formando
el complejo FtsQ/FtsB/FtsL (Figura 7; Villanels y cols., 2011).

Debido a la interaccién especifica entre FtsB y FisL, con su “cierre de
leucing” que se forma entre sus dominios periplasmaticos, se plantea que es
posible afectar su interaccion agregando de forma exégena copias del dominio
periplasmatico de FtsB y asi bloguear el reclutamiento de las proteinas de division
tardia. Ademas debido a que los niveles de FisB, FtsL y FisQ en la célula estan
interrelacionados, ya que estas proteinas al interaccionar entre si se estabilizan

protegiéndose de la degradacién (Gonzalez y col., 2009), se presume que un
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deshalance en las concentraciones de cuaiquiera de estas proteinas tendra un
efecto global sobre la concentraciéon de las demés. Debido a {a importancia del
complejo FtsQ/FtsB/FtsL la disrupcion de cualquiera de sus componentes debe

tener un efecio nocivo sobre la célula.
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Hipotesis

La MccE492 presenta, hacia el N-terminal, un péptido lider que actGa como un
modulo; por lo que su presencia en una proteina quimérica le podria conferiria la
capacidad de exportacién en presencia del sistema de exportacién apropiado.
Hacia el C-terminal la MccE492 presenta un mdédulo que permitiria la medificacion
postraduccional con una molécula tipo salmoquelina, y por ende una quimera que
contenga este moédulo seria susceptible de ser reconocida por células que expresan
los receptores de siderdforo del tipo catecol.

El complejo periplasmatico FtsQ/FisB/Ftsl, esencial para la divisién celular,
es altamente regulado y un desbalance por la presencia exdgena de alguno de sus
componentes puede tener efectos nocivos sobre la bacteria blanco. Dentro de estas
proteinas la pareja FtsB y FtsL parece ser especialmente importante debido a que
su interaccién precede a la formacion del complejo FtsQ/FtsB/FtsL, por lo que se
presume que su desbalance tendra el mayor efecto nocivo. Esto las hace blancos

ideales como antibidticos si se logra su ingreso al periplasma.
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Objetivo general
Determinar la modularidad de los extremos N- y C- terminal de la MccE492 e
investigar el efecto antibidtico de una proteina quimérica entre MccE492 y FtsB

sobre células sensibles.

Objetivo Especificos
1. Construccién de una proteina guimérica entre los dominios N- y C- terminal
de la microcina E492 y el dominio periplasmatico de FisB.
2. Evaluar la funcionalidad de los modulos N- y C- terminal en la proteina
quimérica.

3. Evaluar la toxicidad de la proteina quimérica.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales.
2.1.1. Reactivos.
Los reactivos bis-acrilamida, SDS, fosfato di-acido de sodio, estandar de bajo peso
molecular para péptidos, glucosa, Tween 20, tricina, L-aminoacidos, tiamina, acido
p-cumarico se compraron en Sigma Chemical Co., St. Louis, M.O., USA.
Las membranas de nitrocelulosa VSWP02500 para remover las sales de los acidos
nucleicos pre-electroporacion se obtuvieron en Millipore, USA.
Las membranas de nitrocelulosa para western blot, acrilamida, persulfato de
amonio, TEMED y cubetas de electroporacién se compraron en BioRad
Laboratories Inc., Hercules, C.A., USA.
El azul de bromofencl, cloroformo, azul de coomassie, alcohol isoamilico,
isopropanol, etanol, metanol, acetonitrilo, cloruro de calcio y sacarosa se compraron
en Merck, Darmstadt, Alemania.
El cloruro de sodio, agar, tris, glicing, glicerol, EDTA, fenol, fosfato acido de sodio,
B-MeOH, citrato de sodio, agarosa, acetato de amonio, marcadores de peso
molecular para fragmentos de DNA escala 1 kb y escala 100 pb, se compraron en
Winkler, Santiago, Chile,
El cloruro de potasio, sulfato de magnesio y cloruro de calcio se obtuvieron de Fluka
Chemie AG, Messershmittstr, Suiza.
Los reactivos de grado técnico: acido acétice, etancl, metanol, acido clorhidrico se
adquiriercn en TCL, Santiago, Chile.
La triptona, la bactotriptona, los casaminoacidos y el extracto de levadura se
compraron en DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA.
El hidréxido de sodio se obtuvo en J. T. Baker, Estado de México, México.
La kanamicina, y el cloranfenicol se compraren en el Laboratorio Bestpharma S.A.

La ampicilina se compré en US Biological, Swampscott, MA, USA.
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El anticuerpo secundario 1gG-HRP anti-conejo preparado en cabra se obtuvo en
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA.

La membrana de dialis MWCO: 6-8,000 se compro en Sigma Chemical Co., St.
Louis, M.O., USA.

El marcador de peso molecular, Thermo Scientific PageRuler Prestained Protein
Ladder, se comprd a

El reactivo de Bradford, se compré a Gene-X-press. Santiago, Chile.

El inhibidor de proteasas se compré a ROCHE Chile, Santiago, Chile.

Los partidores disefiados se comprarcn a GrupoBios S.A., Santiago, Chile.

2.1.2. Medios de Cultivo.

Caldo Luria {LB). Bactotriptona 10 g/L, extractc de levadura 5 g/L, NaCl 10 giL,
NaOH 3,5 mM,

Medio minimo M9. Na;HPO. 6 g/L, KH:PO, 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NHsCi 1 g/L_.

M9 suplementado (M9-S). El medio M9 se suplementd con CaCl: 0,1 mM,
MgS04x7H20 2 mM, citrato de sodio 0,2% p/v, tlamina 1 mg/mlL, casaminoacidos 1
mg/mL, como fuente de carbono glucosa 0,2% p/v.

Agar blando. Se prepararon tubos con medio minimo M9 y 0,7% p/v de agar agar.

Agar solido. Se prepararon las placas con medio LB y 1,5% p/v de agar agar.

2.1.3. Amortiguadores.

Amortiguador TEN. 10 mM Tris, 10 yM EDTA ¥ 100 mM NaCl. pH 8.

2.1.4. Cepas bacterianas.

En la Tabla 1 se describen las cepas de E. cofi utilizadas en este trabajo.
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2.1.5, Plasmidios y vectores.

En la Tabla 2 se describen los plasmidios y vectores utilizados en este frabajo

2.1.6. Partidores.

En la Tabla 3 se muestran los partidores utilizados en este trabajo.
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Tabla 1. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Fuente
BWW25113 | B DEIacZ4787 HsdR514 DE(araBAD)567 DE(rhaBAD)568 mph-1 | Coreocion
F- ompT gal [dem] [lon] AsdSB (rB- mB-) A(DE3 [lac] lacUV5-T7 gene
BL21(DE3) 1ind1 sam7 nins]) Novagen
Top10 F- merA A(mrr-hsdRMS-merBC) @80lacZAMA5 AlacX74 nupG recAT | Invitrogen
araD139 Aara-leu)7697 galE15 galk16 rpsl(St®) endAt -
Tabla 2. Plasmidos y vectores utilizados en este trabajo.
Plasmidos Caracteristicas relevantes Fuente o
referencia
- . . Chang y
pACYC184 Plasmidio de propdsito general Cm'Tet Cohen, 1978
Derivado de pJ que fue construido en el cosmidic pHC79 empleando el DNA
JAM434 cramosomal de K. pneumoniae RYC492 digerido con Sau3A4, posee un Wilkens y cals.,
P fragmento interno Xhol invertido con respecto a pJAM229. Es un pobre 1997
productor de MccE492 activa. Amp’
Derivado de pJ que fue construido en el cosmidio pHC79 empleando el DNA Wilkens v cols
pJAM229 cromosomal de K. preumoniae RYC492 digerido con Sau3A4, contiene los 1993;. .
genes para la produccion de la MccE492 activa, Amp®
JEM15 Derivado de pJAM229, posee la duplicacion de un fragmento interno de 2,5 | Wilkens y caols.,
P Kb Sall (meeF). Es un sobreproductor de MccE492 activa. Amp* 1997
np220 pJAM434 mceA:: Tnb. Amp” Kan' Lag?oiéf ols.,
157 Derivado de pT7-7 que lleva el gen meceB en un fragmento Ndef-EcoR! de 0,3 | Lagos y cols.,
p Kb. Amp 1999
BAML Derivado de pACYC184. Contiene los genes mceBA bajo el mando del Coleccion
P promotor natural de la MccE492, clenado en el sitio BamHl. Cm* Laboratorio
CA24N::fisB Derivado de pCA24N. Contiene el gen ftsB bajo el mando del promotor Coleccién
P ~is indugible por IPTG PT5-fac, clonado en el sitio Stul. Cm ASKA
BAD33 Derivado de pACYC184. Permite modular la expresion trasncripcional de Guzman y
P genes bajo el promotor inducible por Arabinosa pBAD. Cmf cols., 1995
Derivado de pBAD33. Contiene los genes mceB y la secuencia quimérica
pEDU MccE492-FtsB bajo el mando del promotor pBAD, clonados entre los sitios Este trabajo
Sacl y Hindlil. Cm*
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Tabla 3. Partidores utilizados en este trabajo

Partidor Secuencia (5’ -> 3%}

P1 CCTTTGCACAGAGCTCTCAATGCGCTTCAGTTAACGGATAAAACTTATGAC
P2 CATCATCATTGACGCGGGTATAGTCATGTATATACCTGGATCGGTCTCTCCTGCACCAAAAG
P3 CTTTTGGTGCAGGAGAGACCGATCCAGGTATACATGACTATACCCGCGTCAATGATGATG
P4 GATGTTGCGCTGTTATAACCACTACCGCTACCTCGATTGTTTTGCCCCGCAGACTGT
P5 AGCTAACAAAACGGGGCGTCTGACAGGTAGCGGTAGTGGTTATAACAGCGCAACATC
PG CGACAAGCTAAAGCTTTGACTTTAGGCATAAGGATCTCGCACCACC

PB1p CGGAGAAGGATTTTCTTGTGCG

PB2 ATTCATTGTGGAGCTCCTCCTGTTTTCTTTTCAGTCATGGC
PmcfF ATCGATAACGTAGTGATACTTACAATAAATGGAGCTAAGAATG
PmciR ATTCGCTAGCCCAAAAAAACGG
Mce-Fus-F ACAGGAGAAATCTAGAGGCCGGUCCGGCCAATAAAGAGAATACGC
LacZ-Pelic-R CGGTACTTCAGGCGCGCCACCTTATTTTITGACACCAGACCA

Se indica en negrita los sitios Sacl, subrayados los sitios Hindlif y en negrita con cursiva los

sitios Cial.
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2.2. Métodos.

2.2.1, Técnicas moleculares.

L.os procedimientos de biologia molecular no detallados, como aislamiento del DNA
plasmidial, preparacién de las células electrocompetentes, transformacion mediante
electroporacion, digestion con las enzimas de restriccion, etc., se realizaron

utilizando metodos estandarizados (Sambrook y cols. 1989; Ausubel y cols., 1992),

2.2.2. Precipitacién de proteinas con TCA

Se crecid la cepa Top10 np220 de E.coli con el vector pBAD33 o con pEDU en
medio LB a 37 °C, 220 rpm por 22 h hasta una DOgw de 1,5. Se obtuvo el
sobrenadante por medio de centrifugacion y se traté con TCA en hielo a una
concentracion final de 10% p/v. Se incubd 30 minutos en hielo antes de centrifugar
a 15.000 g por 30 minutos. El sobrenadante se descarté y el precipitado se lavé en
acetona dos veces para neutralizar la muestra. El precipitado se resuspendio en

amortiguador de carga 4x y se analizd en un SDS-PAGE.

2.2.3. Purificacion de la MccE492.

Se crecid la cepa top10 pBam! np220 de E.cofi en medio minimo M9-S a 37° C, 220
rpm por 22 h hasta una DOsoo de 1,0. Un litro de sobrenadante de cultivo se filtrd a
través de un cartucho de fase reversa Sep-Pack C-18 (Waters). El cartucho se lavd
con 3 mL de metanol 80% y 3 mL de acetonitrilo 25%. La microcina se eluyd con 3

mL de acetonitrilo 50%.

2.2.4, Purificacién de la Proteina Quimérica intracelular.

Se creci6 la cepa top10 pEDU np220 de E.cofi en medio LB a 37° C, 220 rpm hasta
una DOgoo de 0,8 y luego se indujo el promotor pBAD con arabinosa 0,2% final.
Después de 6 h de induccion se sedimentaron las células centrifugando a 15.000 g

por 30 minutos, suspendiéndolas en amortiguador TEN y congelando a -80 °C.
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Posteriormente las células se lisaron por calor a 95 °C por 30 min en un bafic Maria
y se centrifugd a 15000 g por 30 min para eliminar los restos insolubles,
recuperando el sobrenadante. Este se precipité con porcentajes crecientes de
sulfato de amonio, usando pasos de 5%, en el rango de 25% a 90%. Se recuperd la
mayor cantidad de proteina quimérica en la fraccién 35-40%. Por dltimo se dializd

contra Amortiguador TEN para eliminar el sulfato de amanio.

2.2.5. Fraccionamiento subcelular.

Se crecio la cepa Top10 np220 de E.cofi, con el vector pBAD33 o con pEDU en
medio LB a 37° C, 220 rpm hasta una DOgye de 0,8 y luego se indujo el promator
pBAD con arabinosa 0,2% final. Después de 6 horas de induccion se sedimentaron
las celulas centrifugando a 15.000 g por 30 minutos, suspendiéndolas en
amortiguador de lisis con bisulfitc sédico 100 mM, DTT 1 mM e inhibidor de
proteasa ROCHE segin sus especificaciones (una pastilla cada 50 mi). Las
bacterias se lisaron por sonicacidn por 5 min a 45 Wats y posteriormente se
ultracentrifugaron a 100.000 g por 1 h para separar la fraccidn de proteinas
citoplasmaticas (sobrenadante) de la fraccidn de membrana y los cuerpos de
inclusion (sedimento). El sedimento se solubilizé en amortiguador de lisis con 0,3%
de Tritdn X-100 y 0,5% de acido desoxicdlico, agitando a 4 °C por una hora.
Posteriormente se ultracentrifugd a 100.000 g por 30 min separando el
sobrenadante con la fraccidn de proteinas de membrana, del sedimento con la

fraccién de cuerpos de inclusion. Esta Ultima se solubilizdé en urea 8M con agitacion

toda la noche.
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2,2.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) y tincion.
Los geles se prepararon con tres fases: separadora, espaciadora y concentradora.
E! gel separador consistio en 16,5% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-
HCI 1 M pH 8,5, SDS 0,1% v gliceral al 10%. El gel espaciador consistio en 10% de
acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCl 1 M pH 8,5, SDS 0,1%. El gel
concentrador contenia 3% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HC! 1 M pH
8,5; SDS 0,1%. A cada una de estas soluciones se les agrego 0,033% de APS y 2,2
mM de TEMED. La solucidn de corrida para el catodo fue Tris-HCI 0,1 M pH 8,5,
Tricina 0,1 M y SDS 0,1% y para el anodo Tris-HCI 0,2 M pH 8,9. A cada muestra de
10 yL se le agregd 5 pL de amortiguador de carga 4X (glicerol 40%; Tris-HCI 50 mM
pH 7,6; SDS 10%; B-MeOH 20%; azul de bromofenol 0,04% piv). La mezcla se
incubd a 95° C durante 10 min. Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE.
Como marcador de peso molecular se ulilizé “Thermo Scientific PageRuler
Prestained Protein Ladder” {10-170 KDa), que contiene proteinas con las siguientes
masas: 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15y 10 kDa. Las bandas de las proteinas
vienen pre tefiidas.

Los geles se tifieron con plata de acuerdo al método de Blum y cols {1987)
o con azul de Coomassie R-250 0.1% en una solucién metanol 50%, acido acético

glacial 10%.

2.2.7. Western blot.

2.2.7.1. Electrotransferencia y exposicién a anticuerpos.

Las proteinas del gel de la SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa durante 90 min a 100 V, 500 mA y —20° C empleando amortiguador de
transferencia (Tris-HCI! 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20%) previamente enfriado.
La membrana se bloqued con leche descremada Svelly al 5% en TBS-Tween (Tris-

HCI 50 mM pH 7,5; NaCt 150 mM, Tween 0,1%) durante toda la noche a 4° C.
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Luego se incubd con el anticuerpo primario policlonal de conejo contra el fragmento
C-terminal de la MccE492 [SGSGYNSATSSSGSGS) (Mercado y cols., 2008)
(dilucién 1:1.000) durante 1 h, seguido de 3 lavados con amortiguador TBS-Tween.,
A continuacién se incubd durante 1 h con el anticuerpo secundario anticonejo
preparado en cabra y conjugado con peroxidasa (dilucién 1:20.000). La membrana
se reveld mediante electroguimioluminiscencia.

Como marcador de peso molecular se empled “Thermo Scientific PageRuler
Prestained Protein Ladder” (10-170 KDa), que contiene proteinas con los siguientes

pesos: 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15y 10 kDa.

2.2.7.2. Reaccion colorimétrica fosfatasa alcalina.

La membrana se revelé en 10 mL de Tris-HCI 100 mM pH 9.5, NaCl 100 mM y
MgClz5 mM con 66 UL de NBT {en DMF 70%) y 32 pL de BCIP 1% (en DMF 100%).
La membrana se dejo reaccionar entre 5 y 10 min, dependiendo de la intensidad de

la sefial obtenida, Posteriormente la reaccién se detuvo con H2O nano pura.

2.2.8. Especfrometria de masas MALDI-TOF.

Las muestras purificadas se analizaron mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF (CEPEDEQ, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile). La maltriz acido sinapinicc (SA} se prepard a una conceniracion de 10
mg/mlL en acetonitrilo/acido férmico 0,1% viv 1:2. Se prepararon diluciones 1:2 de
las muestras con la matriz y se depositaron 2 ylL de cada una de las dilucicnes en
una placa porta muestra micro scout. Los espectros se obtuvieron en un equipo
Microfiex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Inc., MA-USA). Previo a la obtencion de
los espectros se realizé una calibracion del equipo con un estandar externo
correspondiente a una mezcla de péptidos de masas 5.000-17.000 Da. Para la

obtencién de los espectros se trabajé en modo ién positivo y deteccidn lineal. Los

30




espectros finales corresponden a espectros sumados correspondientes a 10
barridos de 40 disparos de laser aplicados en diferentes puntos tomados al azar de

las muestras previamente preparadas en placa.

2.2.9. Deteccidn y cuantificacién de la actividad bactericida.

2.2.9.1. Preparacion de placas de césped.

Sobre placas de agar M9-S se esparcieron 4 mL de agar blando fundido en el que
se incluyd 150 pL de un cultivo bacteriano crecido hasta fase exponencial (DOesao
~0,6-0,7). Las cepas bacterianas que portan los plasmidios recombinantes se
crecieron en medio liquido o en placas suplementadas con los antibidticos
correspondientes, a las siguientes concentraciones finales: ampicilina 100 pg/mL,
cloranfenicol 50 pg/mL, y kanamicina 50 pg/mL. Estos fueron preparados segtn lo

descrito por Sambroock y cols. (1989).

2,2,9.2. Cuantificacion de la actividad bactericida mediante el método de la
dilucioén critica.

Para la cuantificacién de la actividad bactericida de las muestras se realizaron
diluciones seriadas en base 2 en agua nanopura estéril. Se tomaron alicuotas de 3
uL de cada una de las diluciones y se depositaron sobre placas agar-M8-8 con un
césped de la cepa de interés, que se formé con 4 mL de agar blando fundido y 150
pL de un cultivo en medio LB crecido hasta fase exponencial con los antibidticos
correspondientes segln la cepa. Las placas se incubaron a 37° C durante 14-16 h,
y el titulo de la muestra se expresd como la Ultima dilucion en base 2 que presentd

un halo de inhibicién del crecimiento sobre el césped indicador.
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2.2.9.3. Preparacion de esferoplastos.

Los esferoplastos se prepararon de acuerdo a lo descritc por Weiss (1976). La
cepa sensible se crecié en 100 mL de medio M9 suplementado con glicerol al 0,5%
p/v hasta una ODsgo de 0,5. Las células se colectaron por centrifugacion, se lavaron
2 veces con 20 mL de 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, y se resuspendieron en 20 mL de
100 mM Tris-HCl, 20% sacarosa, pH 8,0. Mientras se mantenia una agitacion
constante, se adicionaron lentamente 2 ml de una solucién de 0,1 M EDTA, pH 8,0,
y se incubd por 15 min. Posteriormente, lentamente se adicioné 1 mL de una
solucidn 2 mg/mL de lisozima y se incubd por 15 min. En forma rutinaria la cantidad
de esferoplasios se determind por la disminucién del titulo celular después de
diluciones seriadas en agua (solucion hipoténica) versus la oblenida en presencia

de sacarosa,

2.2.9.4. Ensayos de sensibilidad a MccE492 sobre esferoplastos.
Se incubaron durante 20 min alicuotas de 100 L de esferoplastos con 100 pl de
muestra de MccE492 en la concentracion deseada y resuspendida en el
amortiguador Tris-HCI, 100 mM, 20% sacarosa, pH 8,0. Se sembraron diluciones
seriadas en el mismo amortiguador sobre placas agar-LB y el titulo celular se
determiné mediante el conteo de UFC (unidades formadores de colonias). El
porcentaje de viabilidad de los esferoplastos se estimod respecto del control sin
tratamiento con MccE492.

Para calcular el 1C50 los datos de viabilidad obtenidos a distintas
concentraciones de la proteina quimérica se ajustaron usando el programa

Sigmaplot 11 con la ecuacion inh = min inf -+ max mf—rz{xn:gzizl donde inh es el
1+[Q]° /10°%s

porcentaje de inhibicion, b un factor de correccién y [Q] es la concentracién de la

proteina quimérica en pMolar.
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3. RESULTADOS

3.1. Generacion de la proteina quimérica MccE492-FtsB por medio de
megapartidores.

Para la construccion del plasmido de la proteina quimérica por PCR se utilizo el
plasmido pCA24N::fisB (ASKA) como templado para la regidn periplasmatica de
ftsB la cual se amplificd con los partidores P3 y P4. El plasmido pBAML se utilizé
como templado de la zona N- y C-terminal del gen mceA usando los partidores P1-
P2 y P5-P6 respectivamente.

La estrategia que se ulilizd para generar la secuencia quimérica fue diseiiar
partidores capaces de hibridar tanto con la secuencia codificante que corresponde
al N- o C- terminal de la MccE492 y simultaneamente con la zona periplasmatica de
FtsB. De este modo el partidor P2, que fue disefiado para la secuencia N-terminal
del gen mceA, cuenta con una cola capaz de hibridar con la primera zona
codificante de la regién periplasmatica de fisB; y el partidor P3, disefiado para la
primera zona de la regidon periplasmatica de fsB, cuenta con una cola capaz de
hibridar con la secuencia 3" de la secuencia N- terminal del gen mceA. Los
productos generados por P1-P2, P3-P4 y P5-P6 cuentan cada uno con distintas
zonas de hibridacién de 40 pb donde sus secuencias son complementarias. Debido
a estas zonas, los productos de las amplificaciones hibridan y con un nuevo paso
de elongacién se genera una Unica secuencia quimeérica dencminada P1-P6
(Figura 8A y 8B).

Posteriormente, el segmento P1-P6 se clond en el vector pBAD33 usando los
sitios de cortes agregados a la secuencia de los partidores P1 y P8 (Sac! e Hindill,

respectivamente) generando el plasmido denominado pEDU (Figura 9A y 8B).
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P3:P4

P1+P2 P5:P6

Figura 8. Estrategia para la generacién de la secuencia quimérica mceA:: ftsB.

(A) Diagrama de los pasos de hibridacion y amplificacion, en azul las secuencias
provenientes del sistema de la MccE492 y en rojo el gen ftsB. Los partidores
usados se numeran desde P1 a P6 y las zonas de estos que hibridan con el
producto de la amplificacién del otro gen se sefialan como lineas perpendiculares
conectadas con lineas punteadas a la zona donde hibridan. (B) Gel de agarosa
2,5% con los productos de PCR obtenidos con los partidores P1-P2 (P12, tamafio
esperado 364 pb), P3-P4 (P34, tamarfio esperado 305 pb) y P5-P6 (P56, tamario
esperado 140 pb). (C) Gel de agarosa 2,5% con el producto de la elongacién de la
hibridacion de los fragmentos P12, P34 y P56 generando el fragmento P16 (tamafio
esperado 774 pb). PM: marcadores de peso molecular escala 100 pb a 1 kb.
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RF frame 3 ) Sacl

a
dac

ceB
«g= — —ARA_promoter
pBAD33 36 Sacl e
5352 bp = Hindin mceA::ftsB
v Hindill

p15A_origi ORF frame 3
e=—ARA_promoter
—Sacl
CAT/Cam | ——mceB

mceA::ftsB

Figura 9. Clonamiento de la secuencia quimeérica entre mceA y ftsB en el
vector pBAD33 entre los sitios Sac/ y Hindlll.

(A) Estrategia para el clonamiento de la secuencia quimérica. Se cort6 el fragmento
P16 y el vector pBAD33 usando los sitios de corte Sacl e Hindlll. Posteriormente se
ligaron ambos fragmentos generando el vector pEDU.

(B) Gel de agarosa 1% con los plasmidos PBAD33 (5352 pb) y su derivado pEDU
(6054 pb), ambos linerizados con la Sac/.

PM: marcadores de peso molecular escala 100 pb a 1 kb.
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3.2. Produccidn de la proteina quimérica.
Para comprobar que la proteina quimérica se expresa, se hicieron extractos totales
de la cepa de E.coli Top70 np220 que porta el plasmido pEDU o PBAD33, inducido
con arabinosa. E! plasmido np220 cuenta con todo el sistema genético de la
MccE492 pero posee una mutacion en el gen estructural mceA por o que no
produce MccE492. De este modo la proteina quimérica es el (nico sustrato del
sistema de modificacion y exportacion de np220.

Los extractos totales de E.coff Top10 portando los plasmidios np220/pEDU,
y np220/pBAD33 se sometieron directamente a electroforesis en SDS-PAGE
(Figura 10 A, proteinas fotales) o westernblot usando el anticuerpo contra el C-
terminal de la MccE492 (Figura 10 B, proteina quimérica). Se observd que en la
cepa con el plasmido pEDU después de 6h de induccion, se produce una proteina
con una masa molecular compatible con la proteina quimérica (Figura 10 A Ede) ¥
que esta banda desaparece a las 8 horas (Figura 10 A Edg). Esta misma banda de
proteina da seial positiva en un westernblot contra el C-terminal de la proteina
(Figura 10 B Edg,) vy en el control negativo con el vector pBAD33 ne da sefial
{Figura 10 B 334). Debido a que el anticuerpo es policlonal se observa una banda
inespecifica en el westernbiot (Figura 10 B, flecha roja) tanto en la cepa con el
plasmido pEDU como con pBAD33,

Se concluye que la proteina quimérica se sintetiza, pero que esta expresién

cesa entre las 6 y 8 horas de induccion.

3.3. Precitacion de la proteina quimérica desde el scbrenadante.

Para comprobar la exportacion de ia proteina quimérica, se estudio la presencia de
la proteina en el medio de cultivo por medio de una precipitacién de proteinas
totales con TCA. Las bacterias se sedimentaron, separandolas del sobrenadante al

cual se afiadid TCA 10% final. No se identificod ninguna banda del peso esperado
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-=170
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Figura 10. SDS-Page y westernblot de proteinas totales y extracelulares.

La cepa Top710 np220 de E.coli, con el vector PBAD33 (33) o con pEDU (Ed), se
indujo con arabinosa 0,2% entre 6 (336ny Eden) y 8 horas (335, y Edss). Las proteinas
totales del sobrenadante del cultivo se precipitaron con TCA 10% y se solubilizaron
en amortiguador TEN (33. y Ed.). Se identificaron la proteina con tincion de plata (A)
0 westemnblot con un anticuerpo anti C-terminal de la MccE492 (B).

Se indica la proteina quimérica con una flecha celeste y una banda inespecifica del
anticuerpo con una flecha roja.

L: marcadores de peso molecular escala 15 a 170 kDa.

37




para la proteina quimérica (Figura 10A, Ede) o sefial en el westernblot (Figura 108,
Ede). Se observa que el tratamiento con TCA 10% precipité proteinas de la muestra
(Figura 10A, Ede y 33.) demostrando que la precipitacién de proteinas totales

ocurre. Se concluye que la proteina quimérica no se exporta.

3.4. Determinacion de la localizacion intracelular de la proteina quimérica.
Una explicacion para la incapacidad de la proteina quimérica para exportarse es su
que no estaria disponible para la exportacion, por agregacién en cuerpos de
inclusion o asociacién a membrana. Para descartar esta posibilidad se determiné la
localizacion intracelular de la proteina por fraccionamiento celular (Figura 11). La
proteina quimérica se detectd en la fraccion citoplasmatica pero no en la fraccion de
membrana o en cuerpos de inclusion (Figura 11, Ed). Nuevamente se observan
bandas inespecificas como en la figura 10.

Se concluye que la falla de exportacion no es debido a que la proteina
quimérica esta formando cuerpos de inclusion o asociada a membrana, sino porgue
el péptido serial en el extremo N-terminal de la proteina quimérica parece no ser

suficiente para la exportacion.
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Figura 11. SDS-Page y westernblot de las proteinas separadas por
localizacion subcelular.

La cepa de E.coli top10 np220 con el vector pBAD33 (33) o con pEDU (Ed) se
indujo con arabinosa 0,2% por 6 h. Las proteinas totales (Ed: y 33;) se separaron en
proteinas citoplasmaticas (Ed. y 33c), proteinas de membrana (Edm y 33m) y
cuerpos de inclusion (Edi» y 33cin). Se identificaron las proteinas con azul de
Coomassie (A) o westernblot con un anticuerpo anti C-terminal de la MccE492 (B).
Se indica la proteina quimérica con una flecha celeste y las bandas inespecificas
del anticuerpo con una flecha roja.

L: marcadores de peso molecular escala 15 a 170 kDa.
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3.5: Purificacién de la proteina quimérica intracelular.

A partir de cultivos de la cepa E.coli Top10 np220 complementada con pEDU o
PBAD33 (control negativo), se purificd la proteina expresada intracelularmente
(Figura 12).

En el primer paso de purificacién se elimind gran parte de las proteinas
intracelulares mediante una denaturacién térmica. Posteriormente se concentrd la
muestra precipitando las proteinas con 10 voliimenes de acetona y solubilizando en
amortiguador TEN (Figura 12, Edj). En el segundo paso de purificacion, se
fracciond la muestra del paso 1 usando distintos porcentajes de sulfato de amonio,
La proteina quimérica precipitdé a una saturacion del 47% de sulfato de amonio

{Figura 12, Edy).

3.6. Espectrometria de masa de la proteina quimérica.

En el espectro de masa MALDI-TOF analizado (Figura 13A) se observan varias
sefiales, dentro de las cuales hay un pico con una masa de 12428 compatible con
la proteina quimerica, cuyo peso esperado de 12423.47. Se hizo una aproximacion
de este pico para analizarlo en mas detalle y buscar otros picos cercanos con una
masa compatibie con las formas modificadas de la proteina (Figura 13B). No se
observd ninguna sefial para los valores de las formas modificadas de la proteina
quirnérica (Figura 13B, lineas rojas). Se observan otros picos a la derecha del pico
de masa 12428 (Figura 13B, flechas verdes). Estos tienen masa de 12452 (12428
+24), 12492 (12428 +64) y 12523 (12428 +95). Lo mas probable es que sean
aductos de la protefna quimérica con iones de sales presentes en la muestra

{Zhang y cols., 2002).
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Figura 12. SDS-Page y westernblot de la purificacién de la proteina quimérica.

La cepa de E.coli Top10 np220 con el vector pBAD33 (33) o con pEDU (Ed) se
indujo con arabinosa 0,2% por 6 h. Se purificé la proteina quimérica mediante
denaturacion térmica seguido de precipitacion con sulfato de amonio 35-40% (Ed y
334). Se identificaron las proteinas con azul de Coomassie (A) o westemblot con un
anticuerpo anti C-terminal de la MccE492 (B). Se indica la proteina quimérica con
una flecha celeste.
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Figura 13. Espectrometria de masa MALDI TOFF de la proteina quimérica
purificada.

Se muestra el espectro de la muestra analizada sobre la matriz de acido sinapinico
(SA) (A). Se muestra un acercamiento al pico de la proteina quimérica (B). La linea
azul muestra la masa del pico de 12428 Da (la masa tedrica de la proteina
quimérica es 12423.47 Da) y las lineas rojas las masas que se esperan de las
formas modificadas de la proteina quimérica (12614 Da, 13037 Da y 13260 Da). Se
indica la proteina quimérica con un tridngulo rojo y los posibles aductos con iones
con flechas verdes.
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Se concluye que el C-terminal de la MccE492 en la proteina quimérica no es
modificado postraduccionalmente, porque posiblemente el contexto de la proteina
es importante para su reconocimiento por el complejo de modificacion

postraduccional.

3.7. Determinacidn del titulo de actividad antibacteriana.

Para determinar la actividad bactericida de la proteina quimérica se empled un
césped de la cepa sensible £ cofi BL21(DE3), usando el método de la dilucién
critica. Se inicid la dilucién con la proteina quimera purificada a 1 mg/ml y la
MccE492 a 48 ug/ml (control positivo). Con la MccE492 se observaron halos de
inhibicion hasta la dilucién 8 (187,5 ng/ml), en cambio con la proteina quimérica no
se observaron en ninguna dilucion. Para determinar si la falta de aclividad es
debido a que la proteina guimérica es incapaz de franslocarse al periplasma, se
hizo el ensayo de actividad bactericida sobre esferoplastos de la misma cepa
sensible (Figura 14) Se calculd el IC50 de la actividad bactericida en 1,81 pM. Se
concluye que la falta de modificacion post-traduccional de Ia proteina quimérica es
la causa de su falta de actividad bactericida. Asl, se demuestra la capacidad
bactericida de las proteinas de la division bacteriana y su potencial para el

desarrollo de nuevos antibidticos.
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Figura 14. Ensayo de actividad bactericida sobre esferoplastos de E. coli BL21
(DE3).

Se incubaron 100 pL de células por 20 min con 100 pL de proteina quimérica
suspendidas en amortiguador Tris-HCI 100 mM, 20% sacarosa, pH 8,0
(amortiguador sacarosa) y a continuacién se determinaron las UFC.
Las muestras ocupadas fueron: solo amortiguador sacarosa (A Sac), agua
nanopura (H20), muestra purificada a partir de la cepa productora reprimida con
glucosa (Q Glc) y la proteina quimérica a una concentracion final de 77 pM (1
mg/mL), 7.7 uM (100 pg/mL), 770 nM (10 pg/mL) y 77 nM (1 pg/mL). Se Calculé el
IC50 de la proteina quimérica en 1,81 uM.

Se consider6 como 100 % el niumero de UFC obtenidas en la condicién
control con amortiguador sacarosa. Las barras indican la desviacién estandar de 3
ensayos en triplicado representativos de 3 experimentos independientes.
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4. DISCUSION

La MccE492 es exportada y procesada por un sistema exportador ABC compuesto
por los genes meeGH. Este sistema reconoce el péptido lider de la MccE492 que se
caracteriza por una sectencia en el extremo N-terminal con un motivo de doble
glicina, especificamente una glicina alanina (Lagos y cols., 2001). En esta
investigacion se demostréd que el péptido lider de la MccE492 no seria el tnico
factor implicado en la exportacién de la proteina, pues la proteina quimérica no es
exporfable. Se determiné que la proteina quimérica no se agrega en cuerpos de
inclusién ni se asocia a la membrana (Figura 12), estando disponible en el
citoplasma para el sistema de exportacién MceGH. Esto indica que el péptido lider
no es suficiente y que su contexto es importante para el reconocimiento y/o
exportacion por parte MceGH. Esic no es un caso particular ya que se han
caracterizado otros sistemas donde el péptido lider no es suficiente para el proceso
de exportacion y donde, ademas, son necesarias sefiales intemas en la proteina
(Guilvout y coels., 1995; Campion y cols; 1997). También es posible que Ia
proteina quimérica se pliegue antes de poder exportarse, ya que se sabe que los
sistemas de exportacion ABC, como el de la MccE492, necesitan como sustrato una
proteina desplegada (Delepelaire, 2004).

En el afio 2007, Azpiroz y Lavifia demostraron que la microcina H47 y ia
colicina V poseen un médulo de captacion en el C-terminal y un moédulo tdxico
localizado en el N-terminal de las proteinas maduras. Al fusionar cruzadamente los
madulos de estas dos microcings, se demostrd que el reconocimiento por
receptores especificos y su actividad toxica resultaron ser intercambiables. El
dominio de captacién de la microcina H47 estarfa ubicado especificamente en los
tltimos 10 aminoacidos del C-terminal. Alineamientos de esta regién muestran una
gran identidad entre las microcinas H47, 147, M y E492 (Figura 4), lo que sugiere

que este dominio seria reconocido por los receptores de sideréforos de la misma
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forma para las microcinas H47, 147, M y E492, y esto ocurriria gracias a que se
encuentran modificadas post-traduccionalmente mediante la unién covalente de una
molecula del tipo salmoquelina, demostrandose que estos Ultimos 15 aminoacidos
son necesarios para modificarse postraduccionalmente in vifro (Nolan y cols.,
2007). Por estas razones se esperaba que el motivo de captacion fuera modular in
vivo. Extrafiamente en la proteina quimérica no se detectd la forma modificada, lo
que parece indicar que en este caso, el modulo C-terminal se ve afectado por otros
factores y por si mismo no es suficiente para la modificacion postraduccional in
vivo. De nuevo existe la posibilidad de que el complejo de modificacion
postraduccional necesite el C-terminal desplegado y que en la proteina quimérica
éste esté inaccesible.

En nuestro laboratorio se ha generado una proteina quimeérica con el N-y C-
terminal de la MccE492 pero con el dominio periplasmatico de FisL. Esfa proteina
quimérica tampoco es capaz de exportarse, pero muestra actividad bactericida
dependiente de los receptores catecolicos al igual que [a MccE492, [o indica que se
modifica postraduccicnalmente (Poch, Tesis de Doctorado). Esto apoya la
posibilidad de que la proteina quimérica estudiada en este seminario de Titulo
bloguee de algin moedo la interaccién de su C-terminal con la maquinaria de
modificacion postraduccional MceJl.

Para analizar esta hipdtesis, se hizo un analisis bioinformatico sobre el nivel
de desorden intrinseco (Xue, 2010, Figura 15) y la estructura secundaria (Cole,
2008, Figura 16) de las proteinas quiméricas (FisB y FislL) y la MccE492. El tnico
punto del anélisis donde difiere la proteina quimérica de FtsB, es cerca del extremo
C-terminal (Figura 16A, flecha roja) donde tiene una zona con alta probabilidad de
sabana beta y valores tedricos de exposicion al solvente muy bajos. La proteina
quimérica de FtsL también cuenta con una zona con aita probabilidad de sébana

beta cerca del C-terminal, pero con valores levemente mas altos de exposicion al
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solvente. Esto estaria conforme con la proposicion de que esta zona esta
inaccesible y bloqueé el acceso al médulo C-terminal. Recientemente se demostrd
que FtsB genera homodimeros, a través, de toda su region periplasmatica
(Lapointe 2013) lo que apoya la hipdtesis de que el C-terminal esta inaccesible
para su modificacion postraduccional.

Otra posibilidad es que alguno de los multiples residuos cargados de la
proteina quimérica esté generando una repulsion electroestatica con el sistema de
exportacién MceGH y/o con el complejo de modificacion postraduccional Mcedl,
pero al comparar la profeina quimérica de este trabajo con la quimera de FisL, la
cual muestra actividad dependiente de los receptores catecdlicos (Poch, Tesis de
doctorado), se observa gque ambas cuenta con mlltiples residuos cargados
incluyendo uno antes del C-terminal (Figura 16, flecha azul), por lo que es poco
probable que sea un efecto electroestatico.

Las bacterias gram negativas son mas resistentes a antibidticos que las
bacterias gram positivas debido a que cuentan con una membrana externa
impermeable siendo uno de los principales problema para el desarrollo de nuevos
antibidticos lograr que pasen esta barrera (Page. 2012). Para este problema el
dominio C-terminal de la mccE492 muestra gran potencial ya que permite el paso
del antibidtico al periplasma imitando un nutriente esencial, usando una estrategia
de “caballo de froya" por lo que el desarrollo de resistencia a este medio de ingreso
se dificulta por la necesidad de la bacteria de obtener Hierro, el*cual es un nutriente
limitante para organismos patdgenos (Fischbach y cols., 2006). Para futuro trabajo
se buscara discernir los factores que impiden que el extremo C-terminal se
modifique en esta proteina quimérica, partiendo por eliminar la zona de baja
exposicion al solvente (Figura 16A, flecha roja) o agregando una secuencia “linker”

entre el dominio periplasmatico de ftsB y el C-terminal de la MccE492 que permita

la modificacion.
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Figura 15. Estudio bioinformatico del nivel de desorden intrinseco.

Se analizo el nivel de desorden intrinseco con el programa DisProt (Xue y cols.,
2010) de las secuencias de la quimera de FtsB, la MccE492 y la quimera de FtsL.
Valores sobre 0.5 indican que la zona es intrinsecamente desordenada.

Se enmarca con un rectangulo verde la zona N-terminal del péptido lider y
en un rectangulo rojo la zona C-terminal del dominio de captacion.
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Figura 16. Estudio bioinformatico de la estructura secundaria.

Se analiz6 la estructura secundaria con el programa Jpred (Cole y cols., 2008) de
las secuencias de la quimera de FtsB, la MccE492 y la quimera de FtsL. Se
muestra la secuencia de aminoacidos (Sec), la estructura secundaria (Est), la
certeza en la prediccion de estructura secundaria (PEst) y la exposicion a solvente
(Esol). Las estructuras predicha son hélice alfa (H), estructura beta (S) y hélice
superenrollada (C). La certeza de la prediccion de estructura va de 0 (baja certeza)
a 9 (alta certeza). La exposicion al solvente va de 0 (minima exposicion) a 9
(maxima exposicion).

Subrayadas y en color azul se encuentra la zona N-terminal del péptido
lider, subrayada y en color rojo la zona C-terminal del dominio de captacion.
Encerrada en linea punteada roja se encuentra la zona con alta probabilidad de
sabana beta y baja exposicion al solvente. En verde se resaltan los residuos con
carga negativa (acido aspartico y acido glutamico) y en amarillo los con carga
positiva (lisina, arginina e histidina). La flecha azul indica un grupo cargado
positivamente cerca del C-terminal en las quimeras.
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5. CONCLUSIONES
« la proteina quimérica no se exporta al medio extracelular lo cual indica que
el péptido lider no es suficiente para la exportacion, y que el contexto tiene

importancia.

s« Esta protelna quimérica no se modifica postraduccionalmente, lo cual
sugiere que el contexto de la proteina puede tener importancia en este

proceso.

s Existe un efecto bactericida de la proteina quimérica sobre esferoplastos,
demostrando que la aplicacion exdgena de una proteina reguladora de la

division bacteriana tiene efectos antibidticos.
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