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AUTOBIOGRAFIA

-

Naci durante la lluviosa tarde-noche del primero de julio del afio 1985, y me transformé
de esta forma en la primogénita del matrimonio compuesto por Ménica Mufioz y Alejandro
Gonzalez. Debido a un pequefio defecto de fabrica que hasta el dia de hoy nadie puede
explicar, a los 6 meses mi madre consideré necesario que yo entrara a la Teleton. Buena
decision de su parte, ya que ahi no s6lo aprendi a relacionarme con otros nifios y a valerme por
mi misma, sino que me inculcaron mi filosofia de vida: “Si a la primera no te resulta, sigue
tratando hasta que lo logres”. Nacieron luego mis hermanos, y se activd con esto mi chip de
“hermana mayor con loqueos de madre”. Desde los 6 meses que paso mis veranos en la
séptima regién, en Curico a la costa, en el fundo familiar. Aca todos los veranos me desestreso,
paso de mi color blanco pantruca a uno un poquito mas tostado y leo en cantidades industriales.

Por sugerencia de la Teletén, mis papas me metieron al sistema escolar a los 3 afios, y
yo de verdad creo que ahi comencé a vivir el fiofieo maximo. O sea, tenia tres afios y yo iba al
jardin con uniforme y corbata... Pasaron los afios, llegd marzo y yo ingresé al Colegio Filipense,
en donde estuve desde Kinder hasta Cuarto Medio. Lejos, la mejor “experiencia colegio” que
pude haber tenido. Me encanto el pasar 13 afios con puras nifias, en colegio de monjas y con
profesores que no so6lo nos ensefiaban, sino que también se preocupaban por nosotras. Aca mi
fiofieo ya estaba en niveles altos, lo cual queda totalmente demostrado con estos datos: terminé
todos los cursos como la mejor alumna, y sali como la mejor de la promocion (e incluso un afio
sali escogida como mejor compafiera, pero este es un hecho que hasta el dia de hoy no se
puede explicar).

En el verano del 2002, mientras alun era una chiquilla escolar inocente, me meti a la
Escuela de Verano de la Chile para tomar el curso de Biotecnologia, ya que esta era una
carrera que acababa de descubrir y queria entender... Best.Decision.Ever... No sélo se me
olvidé el no ir a la Gira de estudios con el resto de mi curso, sino que también descubri mi
vocacion, juro que tuve como un llamado hacia la ciencia y decidi que a esto yo me queria
dedicar, que con esto yo iba a llegar al Nobel.

En el 2004 comenzo mi vida universitaria y no solo tuve suerte en lo que se refiere a mi
entrada a la carrera, sino que también por la gente con la que pude relacionarme. Encontré un
grupo realmente bueno de amigos, con quienes ademas podia estudiar y que estaban igual de
motivados que yo con esta carrera. Es dificil, no lo voy a negar, pero al mismo tiempo estoy
segura de haber tomado una muy buena decision.

En estos momentos y como toda mi vida, vivo con mis papas, mis hermanos y la
mascota familiar, una erizo de tierra que nos tiene como verdaderos esclavos. En marzo
comenzaré con mi proyecto de Magister y seguiré juntando plata para viajar por el mundo en un
futuro no muy lejano... o para ir a conciertos.




Dedico esta tesis a mis papas, Monica y Alefandro
Y a mis hermanos, Javier y Lorena.

Best,
You've got to be the best:
You've got fo change the world
And you use this chance to be heard
Your time is now.
(Muse, “Butterflies and Hurricanes”)
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RESUMEN

La microcina E492 es una bacteriocina que actia sobre cepas de la familia
Enterobacteriacea a través de la formacidn de canales idnicos en la membrana de la
célula, lo que lleva a su despolarizacion. La proteina MceB es una proteina integral de
membrana que confiere inmunidad a esta microcina. No se ha determinado
experimentalmente su topologia en la membrana citoplasmatica pero perfiles de
hidropatia indican que tendria tres regiones transmembrana, con el extremo N-terminal
en el periplasma y su C-terminal en el citoplasma. Tampoco se conoce su mecanismo
de accién, pero se cree que cada una de [as hélices transmembrana tienen distinta

importancia en la funcidn protectora.

Para determinar experimentalmente la topologia de esta proteina, se realizaron
fusiones entre cada una de las hélices fransmembrana y la proteina LacZ, 1a cual seria
activa sélo cuando la porcién de B-galactosidasa se localiza en el citoplasma. Se
estudi6 ademas la confribucion de cada hélice en la actividad protectora. Los
resultados obtenidos permiten afirmar que el extremo carboxilo terminal de esta
proteina se encuentra hacia el citoplasma de la célula, de igual forma que el primer
“loop” hidrofilico. Este resultado concuerda con los modelos obtenidos a partir de
perfiles de hidropatia. En lo que se refiere a la proteccion entregada por las distintas
hélices frente a la microcina E492, se observo que la fusidon de la protefna completa
con B—galactosidasa es resistente, en tanto que la fusion de la primera hélice con B—
galactosidasa es muy sensible a su accién, por lo que se concluye que la primera
hélice transmembrana no es suficienie para eniregar proteccion frente a esta
bacteriocina.
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ABSTRACT

Microcin E492 is a bacteriocin that acts against strains of the Enferobacteriacea
family through the formation of ion channels in the inner membrane of the cells,
producing its despolarization. MceB is an integral membrane protein that confers
immunity to this microcin. The topology of this protein in the cyloplasmic membrane has
not been experimentally determined, but hydropathy profiles predict that this protein has
three transmembrana regions with the amino terminal to the periplasma and the
carboxy terminal to the cytoplasm. The MceB mechanism of action is also unknown, but
it has beeQ proposed that each transmembrane helixes has a different importance in
the protective function.

To experimentally determine the topology of this protein, fusions between MceB
transmembrane helixes and LacZ were performed. These constructions would be active
if the B-galactosidase portion is located to the cytoplasm. The contribution of each helix
in the protective activity was also studied. The carboxy terminal and the first hydrophilic
loop of MceB were found to be located to the cytoplasm of the cell. These results agree
with the models obtained by hydrophaty profiles. The protection given by each helix
against microcin E492 was also tested. The fusion between the complete MceB protein
and B-galactosidase protects against mccE492, but the fusion between the first helix
and B-galactosidase is very sensitive tq its action, indicating that the first

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

1.1. Bacteriocinas

En el medio ambiente los microorganismos deben competir por los nutrientes y
por un nicho ecolégico. Para eliminar a sus competidores y de esta forma aumentar
sus probabilidades de supervivencia, algunos microorganismos producen una amplia
gama de sustancias quimicas, entre las que se encueniran los antibioticos clasicos,
productos metabdlicos, agentes liticos, exotoxinas y bacteriocinas (Riley y Chavan,

2007).

Las bacteriocinas son proteinas con actividad antibacteriana producidas por
bacterias Gram positivas y Gram negativas que son secretadas al medio extracelular,
en donde cumplen con su accion antibacteriana al interactuar con la célula blanco.
Estos antibioticos sélo afectan a microorganismos de la misma especie o de especies
relacionadas (Reeves, 1965; Riley y Wertz, 2002). Las bacteriocinas actan a través de
diversos mecanismos, como son la inhibicion de la transcripcién (Bellomio y cols.,
2007), la degradacion de ADN (Toba y cols., 1988) o formando poros en la membrana
citoplasmatica (Lagos y cols., 1993; Braun y cols., 2002; Cascales y cols., 2007).

Las hacieriocinas producidas por bacterias Gram negativas se clasifican de
acuerdo a su masa molecular, y es posible distinguir dos grupos: las colicinas, que
poseen una masa mayor a 10 kDa, y las microcinas, cuya masa es inferior a 10 kDa
(Baquero y Moreno, 1984). Las colicinas presentan las siguientes caracteristicas: son
producidas por cepas de Escherichia coli, los genes necesarios para su produccion

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




SOS (Riley y Wertz, 2002). Las microcinas, por su parte, son antibiéticos de bajo peso
molecular producidas por miembros de la familia Enferobacteriaceae (Baquero y
Moreno, 1984) que son resistentes a condiciones exiremas de pH o temperatura y a
algunas proteasas, son solubles en metanol, y no son inducibles por el sistema SOS
(Kolier y Moreno, 1992). Las microcinas son excretadas al medio extracelular, a
diferencia de las colicinas que se liberan mediante lisis de la célula productora (Braun y
cols., 2002). Los genes implicados en la expresion de las microcinas se organizan en
operones, que estan constituidos al menos por tres tipos de genes: el gen estructural
de la microcina, el gen de la inmunidad a la microcina y el gen o los genes
responsables de la salida de la microcina al medio extracelular {Kolter y Moreno, 1892).
Las microcinas se sintetizan como precursores y la mayoria son modificadas post
traduccionalmente, por lo que ademas existen los llamados genes de la maduracion

(Kolter y Moreno, 1992).

1.2. La microcina E492

1.2.1. Propiedades de la microcina E492

La microcina E492 (mccE492) es una bacteriocina producida y excretada de
forma natural por Klebsiella pneumoniae RYC492 que actta sobre cepas de la familia
Enterobacteriaceae (de Lorenzo, 1984). Su mecanismo de accion es a través de la
despolarizacién de la membrana citoplasmatica de la célula blanco {de Lorenzo y
Pugsley, 1985), debido a que la mccE492 es capaz de formar canales ionicos
selectivos para cationes en bicapas lipidicas (Lagos y cols., 1993).

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

crecimiento bacteriano (Orellana y Lagos, 1996; Corsini y cols., 2002), a diferencia de
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otras microcinas que son producidas durante la fase estacionaria principalmente (Kolter
y Moreno, 1992). La forma no modificada de la mccE492 posee una masa molecular de
7886 Da, un pl de 3.8 (Lagos y cols., 1999), es resistente al tratamiento con tripsina, al
pH acido y a temperaturas sobre los 90°C (de Lorenzo, 1984). Otras caracteristicas
destacables de la mccE492 son la capacidad de inducir la apoptosis en [ineas celulares
humanas (Hetz y cols., 2002) y la de formar de fibras tipo amiloide tanto in vivo como in

vitro (Bieler y cols., 2006; Marin 2006).
1.2.2. Determinantes genéticos del sistema productor de la microcina E492

Los determinantes gene:ticos necesarios para la produccion, el procesamiento,
la exportacién y la inmunidad de la mccE492 se encuentran en un segmento de 13
kilobases (kb) del cromosoma de K. pneurmnoniae. Este segmento fue clonado y
expresado en E. coli, obteniéndose microcina con propiedades idénticas a la producida
por K. pneumoniae RYC492 (Wilkens y cols., 1997). Al analizar este segmento a fravés
de un mapa de restriccion, mutagénesis al azar usando el transposon Tn5, andlisis
bioinformatico y secuenciacién, fue posible identificar al menos 14 marcos de lectura
abiertos denominados mceA,B,C,D,E,J,|,H,G,F y orfK,L,52,53,X (Lagos y cols., 2009).
Los geness mce se ordenan en seis unidades transcripcionales (Figura 1) (Lagos y
cols., 2001).

La primera unidad corresponde a los genes mceA y mceB. El gen mceA
corresponde al gen estructural de la mccE492, y codifica para una pre-proieina que es
procesada al momento de su exportacién en el amino terminal, produciéndose una
proteina de 84 aminoacidos (Lagos y cols., 2001). Existen dos aminoacidos que
potencialmente podrian funcionar como inicio de la traduccién: las metioninas en

posicion 1 y 5. Experimentos realizados en este laboratorio indican que cuando
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mceB mced

mceG mceF

mceA: Gen estructural de la MccE492 mceF: proteina con identidad a Mcm M

mceB: Inmunidad a MccE492 mceG: transportador ABC
mceC: homologo a glicosiltransferasa

mceH: proteina accesoria al transportador

mceD: homoblogo a enteroquelina esterasa mcel: homoélogo a aciltransfersa

BEEENN
ERCCN

mceE: proteina con identidad a MchS4 mceJ: proteina sin homélogo conocido

Figura 1. Esquema 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 ademas sus funciones o las homologias que presentan. En amarillo se muestran los
genes involucrados en la exportaciéon, mientras que en rojo y rosado se muestran los
relacionados con la maduracion de esta microcina. En azul esta el gen estructural y el gen de la
inmunidad. En verde estan los genes cuya funciéon definitiva aun no ha sido asignada. Para
simplificar la figura no se incluyd los ORFs mencionados en el texto.




se reemplaza la metionina 5 por otro aminoacido no se observa produccion de
microcina, lo que sugiere fuertemente que esta metionina corresponde al inicio de la
traduccidn (Leiva, 2008). El gen mceB, por su parte, codifica para una proteina integral
de membrana (MceB) de 95 aminoacidos que confiere inmunidad ante la mccE492
(Lagos y cols., 1999).

Los genes mceC, mcel y mceJ estan involucrados en la maduracion de la
mccE492 (Lagos y cols., 2(_)01). El gen mceC codifica para una proieina de 370
aminoacidos que es homdloga a una glicosiliransferasa , el gen mcef para una proteina
de 163 aminoacidos que tiene homologia con una aciltransferasa, y el gen mceJ
codifica para una proteina de 524 aminoacidos que no tiene homologo conocido {Lagos
y cols., 2001). La proteina MceC transfiere una molécula de glucosa a la enteroquelina
para dar origen a la molécula de salmoquelina, y las proteinas McelJ unen
covalentemente la salmoquelina al dltimo aminoacido de la mccE492, la serina 84
(revisado en Lagos y cols., 2009). La unidad mcelJ se transcribe en la fase exponencial
de crecimiento bacteriano, mieniras que el gen mceC lo hace durante la fase
exponencial y la fase estacionaria (Corsini y cols., 2002).

El gen mceD codifica para una proteina de 414 amineacidos que es homéloga a
una enteroquelina esterasa (Lagos y cols., 2001}, mientras que el gen mceE codifica
para una proteina de 114 aminodacidos sin funcidn asignada, pero que presenta
identidad con MchS4, una proteina del sistema de MccH47 que promueve la
produccion de enteroquelina (Lagos y cols., 2009).

Los genes mceG y mceH constituyen una unidad transcripcional y se
encuentran involucrados en la exportacion de la mccE492. El gen mceG codifica para

una proteina de 698 aminoacidos que tiene alta identidad con los transportadores ABC




del sistema exportador de tipo |. El gen mceH codifica para una proteina de 413
aminoacidos que corresponderia a la proteina accesoria del sistema de exportacion
(Lagos y cols., 2001).

El gen mceF es el ultimo gen del sistema productor de la microcina y codifica
para una proteina que posee un 75% de identidad con la proteina McmM de los
sistemas de las microcinas H47 y M (Lagos y cols., 2009). No se ha determinado aln
experimentalmente una funcién para esta familia de proteinas debido a que no existe
un fenotipo claro asociado a [a falta de esta proteina. Sin embargo, se ha encontrado

similitud de esta proteina con la familia de las prenil proteasas (Lagos y cols., 2009).
1.2.3. Mecanismo de accion de la microcina E492.

Para ejercer su accion, la microcina debe cruzar la membrana externa de las
células sensibles y traslocarse al espacio periplasmatico a través de los receptores de
sideroforos tipo catecol FepA, Fiu y Cir (Strahsburger y cols., 2005). Estos receptores
reconocen a la mccE492 modificada, proceso que se lleva a cabo gracias a los
productos de los genes de la maduracion mceCl (Figura 2) {Thomas y cols., 2004,
revisado en Lagos y cols., 2009).

Una vez dentro del periplasma de la célula sensible, la mccE492 necesita de la
proteina TonB para ejer;:er su accion bactericida en la membrana interna (Pugsley y
cols., 1986; Lagos y cols., 2001). TonB es una proteina de 239 aminoacidos cuya
funcion es transducir la energia de la membrana interna a la membrana externa de la
célula, que participa en el fransporte activo de diversos sidercforos, metales y ofros
nutrientes (Postle y Kadner, 2003). Esta transduccion de energia involucraria el

acoplamiento de TonB al gradiente de protones en la membrana interna de la célula, y

el posterior cambio conformacional que se produciria en la proteina TonB y que haria
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MccE492 modificada MccE492 no modificada

Figura 2. Mecanismo de accion de la microcina E492.

La microcina modificada post-traduccionalmente puede entrar a la célula blanco a través de los
receptores de siderdforos FepA, Fiu y Cir, mientras que la microcina no modificada no puede
hacerlo debido a que no es reconocida por estos receptores. La microcina se trasloca al
periplasma con ayuda del complejo TonB/ExbBD, y luego se inserta en la membrana interna,
formando el poro que produce la despolarizacion de la membrana interna. El complejo proteico
ManYZ es esencial para la actividad bactericida de la mccE492, ya que se cree que actia como
una chaperona para las bacteriocinas en la membrana interna de la célula blanco. La presencia
de la proteina de la inmunidad (MceB) impide que la microcina lleve a cabo su actividad
bactericida a través de un mecanismo que aln no se encuentra dilucidado. ME: Membrana
Externa; P: Periplasma; MI: Membrana Interna.




posible la interaccion de esta proteina con los receptores presentes en la membrana
externa (Postle y Held, 2002).

Esta proteina tiene tres dominios: el dominio amino terminal (aminoacidos 1-
65), que ancla la proteina a la membrana interna de la célula; un dominio rico en
residuos de prolina (aminoacidos 66-102), que se encuentra en el periplasma; y el
dominio carboxilo terminal (103-239), que interactuaria con los receptores presentes en
la membrana externa (Larsen y cols., 2003; Postle y Kadner, 2003).

Para la transduccion de la energla, TonB necesita de las proteinas ExbB y
ExbD, que se localizan en la membrana inierna de las células (Larsen y cols., 1999).
Este complejo entregaria energia a los transportadores presenies en la membrana
externa, para que de esta forma puedan movilizar los sustratos hasta el periplasma
(Postle y Kadner, 2003). No esta claro el mecanismo por el cual ocurre la transferencia
de energfa, ni tampoco las interacciones de las proteinas o su estequiometria en el
complejo. Lo cierto es que ExbB y ExbD son necesarjas para que ocurra el transporte y
que contribuyen a la estabilidad de TonB (Ahmer y cols., 1995).

Ofra proteina esencial para la accién bactericida de la mecE492 es ManYZ, que
corresponde a un complejo proteico que forma parte del sistema de la manosa
permeasa. Mutantes en ManYZ son resistentes a la accion bactericida de la mccE492
(Bieler y cols., 2006). Se cree que este transportador estaria actuando como una
especie de chaperona para las bacteriocinas en la membrana citoplasmatica (Lagos y
cols., 2009).

Cuando la mccE492 se inseria en la membrana ciloplasmatica 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 reduccion drastica de los niveles de ATP




(de Lorenzo y Pugsley, 1985; Lagos y cols., 1993; Baeza, 2003; Destomieux-Garzon y

cols., 2003).
1.2.4. Proteina de inmunidad a la microcina E492.

La inmunidad a la mccE492 es conferida por la proteina MceB, que se expresa
de forma coordinada con el gen estructural de la microcina. Esta proteina tiene 95
residuos aminoacidicos y una masa teérica de 11,5 kDa (Lagos y cols., 1999).

Existen dos mecanismos de accién reportados para proteinas de inmunidad de
sistemas de colicinas formadoras de poro: una interaccion directa con la colicina, lo
que inactiva la funcion formadora de poro de la colicina, y/o interaccién con el aparato
de traslocacion de la colicina, bloqueando su importacion o insercién (Gell y Lazdunski,
1992; Cramer y cols., 1995). El mecanismo de accién mas probable de MceB implicaria
una interaccién con el complejo TonB-ExbBD, para de esta forma impedir la insercién
correcta de la mccE492 en la membrana interna. Esto explicaria mejor por qué bajos
niveles de expresion de MceB confieren protecciéon a la mccﬁ492, ya que la
probabilidad de encuentro y asociacion con el aparato de traslocacion seria mayor
(Baeza, 2003).

De acuerdo a perfiles de hidropatia la proteina de inmunidad corresponderia a
una proteina integral de membrana con tres regiones fransmembrana, que
comprenden los aminoacidos 1 a 21, 35 a 55 y 66 a 90 (Baeza, 2003). Programas de
prediccion de topologia de proteinas de membrana sugieren que su exiremo amino
terminal se encontraria ubicado hacia el periplasma, mientras que su extremo carboxilo
terminal estaria en el citoplasma de la célula (Figura 3) (Baeza, 2003).

Experimentos previos realizados en este laboratorio de mutagénesis al azar con

hidroxilamina de! gen mceB permitieron aislar dos mutantes con fenotipo sensible a la
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Figura 3. Secuencia aminoacidica de la proteina MceB y prediccion de su topologia en la
membrana citoplasmatica.

Citoplasma

A) Secuencia aminoacidica de la proteina MceB. En rojo se muestra la regién correspondiente
al loop citoplasmatico, en azul el loop periplasmatico y en negrita las hélices transmembrana. B)
Este modelo fue creado a partir de los datos que se encuentran en Baeza, 2003. Las mutantes
puntuales que producen un fenotipo sensible a la microcina se encuentran indicadas. Se usaron
también los programas TmPred (Hoffman y Stoffel, 1993), TopPred (Claros y von Heijne, 1994)
y SOSUI (Hirokawa y col, 1998).
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microcina: una mutante con un cambio puntual de un residuo de alanina por valina en
la posicién 17 (MceB A17V), y ofra en la posicion 77 (IylceB A77V). La mutacién en
ambos casos es conservada, pues tanto alanina como valina son aminoacidos
hidrofdbicos, pero difieren en el tamafio de la cadena lateral. De acuerdo a los perfiles
de hidrofobicidad, los cambios estarian ubicados en las regiones fransmembrana de la
proteina. La prediccién topolégica de estas mutantes indican gue no se producirian
cambios en la estructura de la proteina, por lo que las mutaciones estarian.afectando la
interaccion con ofras proteinas en la membrana, la cuai seria necesaria para que MceB
cumpla su funcién. Aln cuando las mutaciones son conservadas, al realizar -ensayos
para determinar la sensibilidad a la mccE492, MceB A1 7VJ presentd mayor sensibilidad
a la mccE492 que la mutante MceB A77V. Este resultado indica que la mutacion en la
hélice amino terminal de la proteina de inmunidad presenta un efecto mayor (100

veces) sobre la accidn protectora que la mutante puntual en la hélice carboxilo terminal

(Baeza, 2003). )

Para determinar si esta pérdida de actividad protectora en las mutantes de
MceB se debfa a la interaccion con TonB, se buscaron mutantes en TonB capaces de
compensar el fenolipo sensible a la mccE492 de MceB A17V y MceB A77V. Se
obtuvieron tres mutantes compensatorias en TonB. Dos mutantes presentaban
codones de férmino que llevarian a la produccién de una proteina TonB trunca,
correspondientes a los primeros 42 aminoacidos (TonB A43-239), y 108 aminoacidos
(TonB A108-239), y por lo tanto presentarian las regiones citoplasmatica,
transmembrana y una pequefia fraccion rica en residuos de prolina, La tercera mutante
presenté un cambio puntual de una serina por una leucina en la posicion 16 (TonB

S16L), que estaria en la regién transmembrana de la proteina TonB. Estos resultados
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apoyan la hipotesis de una interaccion entre las proteinas MceB y TonB en el
mecanismo de accion de la inmunidad ante la mccE492, y también sugiere que sélo la

region amino terminal de TonB estaria implicada en esta interaccién (Baeza, 2003).

Si el mecanismo de accién de [a proteina de inmunidad a la mccE492 involucra
una interaccion con TonB, esto pedria ocurrir de dos formas. La primera implica que la
interaccion de estas dos proteinas inhibiria la interaccion de TonB con la mE492, por lo
que ésta no podria insertarse en la membrana citoplasmatica. Alternativamente, la
unién de MceB con TonB podria ayudar a que la proteina de inmunidad se ubique de
forma tal que pueda interactuar con la mccE492, y de esta forma impedir su accién
bactericida. Es posible que también exista una mezcla de ambos mecanismos. Esta
mezcla podria explicar las diferentes sensibilidades de las mutantes MceB A17V y
MceB A77V, ya que implicaria que estas mutaciones podrian afectar distintas
interacciones de MceB: por un lado la interaccién con TonB y por otro la interaccion
con la mccE492. De ser asi, MceB interactuaria con la mccE492 una vez que ésta ya
se ha insertado en ]a membrana interna (Baeza, 2003). Este mecanismo fue descrito
para la inmunidad a la colicina E1 (Cramer y Song, 1991; !_indeberg y Cramer, 2001) y

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

1.3. Estudio de la topologia de proteinas de membrana.

Existen pocos métodos para generar cristales tridimensionales de proteinas de
membrana y estos son complejos, por lo que se han producido considerablemente
menos esfructuras cristalograficas de proteinas de membrana que de proteinas
citoplasmaticas. Por lo fanto, se emplean métodos alternativos bioguimicos y de

prediccién para obtener informacion acerca de la estructura de proteinas de membrana
12




(Van Geest y Lolkema, 2000). Adn cuando las proteinas de membrana tienen distintos
tamafios y formas, todas se rigen por principios comunes debido al ambiente lipidico en
el que se encuentran sumergidas. Un aspecto muy importante en el estudio de las
proteinas de membrana es su fopologia, es decir, el nlimero de segmentos
transmembrana que tiene y su orientacion en la membrana (Daley y cols., 2005). Las
restricciones fisicoquimicas impuesias por el ambiente lipidico entregan un método
simple para predecir la topologla, porque las predicciones se basan en dos
observaciones principales: las a hélices transmembrana son muy hidrofobicas, y la
distribucién de cargas de los “loops” hidrofilicos que conectan los segmentos
transmembrana siguen la regla de “positivos adentro”, que afirma que los “loops” no
traslocados. tienen mayor cantidad de residucs cargados positivamente en relacién a
los “loops” traslocados (von Heijne, 1992). La primera observacion se usa para
identificar los segmentos fransmembrana en una secuencia aminoacidica a través del
analisis de la hidrofobicidad de los residuos, y la segunda se usa para predecir la
orientacion total de la proteina en la membrana (Van Geest y Lolkema, 2000).

Para verificar modelos predichos de la topologfa de proteinas de membrana, es
necesario comprobar la existencia de los segmentos fransmembrana y la localizacion
de los ‘:Ioops" hidrofilicos en los distintos compartimentos celulares. La naturaleza de Ia
membrana lipidica, la estructura de las proteinas y la capacidad de modificarias
genéticamente ha permitido el desarrollo de técnicas bioquimicas y moleculares que se
usan para establecer |a topologia de las proteinas de membrana.

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

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

zonas, blancos especificos como sitios de N — glicosilacion, residuos cisteina o sitios
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proteoliticos. Debido a la impermeabilidad de la membrana a moléculas hidrofilicas, la
accesibilidad de distintos reactivos a estos blancos especific':os entrega una idea de su
ubicacién en distintos lados de la membrana. Otra técnica consisie en usar fusiones
traduccionales, en las cuales una molécula reportera se fusiona a una de las regiones
hidrofilicas de la proteina de membrana. Los reporteros que se utilizan son moléculas
cuyas propiedades dependen de su ubicacion subcelular. El gen que codifica para la
molécula reportera se fusiona en distintas zonas dé] gen que codifica para la proteina
de membrana, y las propiedades de |a proteina de fusion resultante muestra hacia qué
lado de la membrana citoplasmatica se localiza el reportero (Van Gees‘t y Lolkema,
2000).

Existen tres reporteros que se usan comidnmente para hacer fusiones en
proteinas de células procariontes: la fosfatasa alcalina, la B-lactamasa y la B-
galactosidasa. La fosfatasa alcalina (PhoA) es codificada por el gen phoA, y so6lo puede
plegarse en su conformacién enzimaticamente activa cuando se encuentra en el
periplasma (Rapp y cois., 2004). En el periplasma de la célula, la parie madura de
PhoA se oxida, lo que permite que las cisteinas formen puentes disulfuro, gatillando el
plegamiento correcto de la proteina. Este proceso se completa con la formacién del
dimero, generando el complejo proteico activo (L.ehane y cols., 2005; Van Geest y
Lolkema, 2000).

La B-lactamasa es ur;a proteina codificada por el gen bla (Van Geest y
Lolkema, 2000} que cafaliza la hidrélisis de anillos B-lactamicos, que es una clase de
antibidticos que tiene como blanco las enzimas encargadas de la biosintesis de la

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

exportarse al periplasma para proteger a la bacteria del antibidtico. Esto significa que
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cuando se encuentra fusionada a ofra proteina, la resistencia a B-lactamicos se usa
como indicador de exportacién al periplasma (McCann y cols., 2007).

La B—galactosidasa (LacZ) es una enzima tetramérica que se usa generalmente
de forma complementaria a la fosfatasa alcalina. Esta proteina presenta actividad
enzimatica cuando se localiza en e] citoplasma de las células. Se ha descrit‘o que
cuando se encuentra bajo el conirol de una sefial de exportacién queda atrapada en la
membrana, y no se pliega correctamente. Por lo tanto, fusiones de esta proteina a
regiones periplasmaticas de proteinas de membrana son inactivas, mientras que
fusiones a dominios citoplasmaticos son activos (Van Geest y Lolkema, 2000). Para
determinar [a actividad de la B—galactosidasa, se utilizan sustratos cromogénicos como
X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-galactopirandsido) o ensayos espectroscdpicos.

Experimentos previos de mutagénesis por transposicion con un transposon
derivado de Tnb que contiene el gen phoA sin su promotor (TnphoA) realizados en este
laboratorio indican que mutantes por insercion en los cuales la insercién de PhoA
ocurrid en la region de la proteina de inmunidad que se encontraria en el periplasma
tienen actividad fosfatasa alcalina tanto en ensayos sobre placas como en medio
liquido (Baeza, 2003). Esto concuerda con el modelo predicho de la topologia de la
proteina MceB en la membrana citoplasmética. Sin embargo, las secuencias de DNA
obtenidas a partir de estas fusiones muestran que la insercion del gen de la fosfatasa
alcalina no ocurrié en el marco de lectura apropiado, lo que significa que al traducirse
quedaria fuera de fase. Por [o tanto, Ia existencia de la actividad fosfatasa alcalina no
pudo ser atribuida a [a fusidn, sino mas bien a un artefacto experimental.

En esta memaoria de tftulo se estudid la topologia que presenta la proteina de la

inmunidad MceB en [a membrana citoplasmatica de las células, a través de fusiones de
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esta proteina con B—galactosidasa. Las fusiones no se realizaron por transposicién al
azar, sino mediante PCR se hizo la construccion dirigida en las distintas regiones
hidrofilicas de la proteina de inmunidad. Es decir, se construyeron mutantes en donde
MceB se encontraba fusionada a B-galactosidasa en el término de la primera, la
segunda, y la tercera hélice transmembrana predichas. De esta forma, se identifico la
orientacion del extremo carboxilo terminal de la proteina de inmunidad y del primer
“loop” hidrofilico, y con esto la topologia de la proteina completa en la membrana
interna. Ademas, se probd la efectividad de estas fusiones como proteinas de

inmunidad de la mccE492.
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HIPOTESIS

A partir de estos antecedentes bibliograficos, se puede postular que /a proteina
MceB es una proteina integral de membrana que posee fres regiones transmembrana,
con su extremo amino terminal ubicado hacia el periplasma y su extremo carboxilo
terminal en el citoplasma de la célula. Ademas, esta proteina cumple su labor
protectora a través de sus hélices transmembrana, que interactuarian con TonB y/o la
mecE492 vy tendrian un distinfo nivel de imporiancia en estas interacciones. Esto se
puede afirmar a que una mutacién puntual conservada de un residuo en la hélice
amino ferminal de la proteina presenta un mayor efecto sobre la accion protectora que

la mutante puntual en la hélice carboxilo terminal.

Si las afirmaciones antes mencionadas son correcias, se espera que la fusién
de MceB con LacZ tanto en el primer “loop” de MceB como en el extremo C-terminal
presenten actividad B-galactosidasa. Adicionalmente se espera que estas fusiones

tengan diferentes grados de proteccion a la mccE492.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar experimentalmente la fopologia de MceB, la proteina de inmunidad
a la mccE492 en la membrana citoplasmatica de las células productoras y estudiar la

importancia de cada una de sus hélices en su funcién protectora.

Objetivos Especificos

1. Creacion de una proteina MceB fusionada con B-galactosidasa en su exiremo

carboxilo terminal.

2. Creacién de una proteina MceB con una delecion de los dltimos 40 aminoacidos

fusionada con B8~galactosidasa.

3. Creacion de una proteina MceB con una deleciéon de los Ultimos 74 aminoacidos,

fusionada con B—galactosidasa.

4, Caracterizacién de las fusiones obtenidas, a través de ensayos de sensibilidad a la
mccE492 y secuenciacion.

5. Caracterizacién de las fusiones obtenidas, a través de la actividad de la B-

galaciosidasa en placa.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos

Las enzimas de restriccion Nofl y Fsel, los marcadores de peso molecular para
fragmentos de ADN de escala 100 pb y 1kb, y' la enzima DNA Ligasa T4 fueron
compradas en New England Biolabs (Ipswich, MA, Estados Unidos).

La enzima polimerasa de ADN Tag y los partidores disefiados en este trabajo
fueron comprados en Invitrogen (Carlsbad, California, Estados Unidos).

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

Los desoxirribonucledtidos trifosfaio fueron comprados en Omega Bio-Tek
(Estados Unidos).

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

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

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

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

El cloruro de sodio, hidroxido de sodio, azul de bromofenol, cloroformo, alcohol
isoamflico, etanol, metanol, isopropanol, acetonitrilo y perdxido de hidrogeno fueron

comprados en Merck ( Darmstadt, Alemania).
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La tiamina, acido p-cumarico, TEMED, glucosa y tricina fueron comprados en
Sigma Chemical Co (St.Louis, Missouri, Estados Unidos).

Los reactivos de grado técnico: el acido acético, el etanol, el metanol y el 4cido
clorhidrico se compraron en TCL (Santiago, Chile).

Los casaminoacidos y el agar se compraron en Becton (Sparks, Maryland,
Estados Unidos).

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

Los reactivos EDTA, Tween 20, glicerina, glicerol, X-Gal y fenol fueron
comprados en Winkler Lida. (Santiago, Chile).

Las cubetas para la electroporacion se compraron en BioRad Laboratories Inc.
{Hercules, California, Estados Unidos).

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

El kit para la cuantificacién de proteinas Micro BCA™ Protein Assay Reagent
Kit fue comprado en Pierce Chemical Company (Rockford, IL, Estados Unidos).

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

Unidos).

2.1.2. Cepas bacterianas

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

trabajo.
2.1.3. Plasmidos y vectores

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

trabajo.
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Tabla 1. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Fuente
rrnB DElacZ4787 HsdR514 DE(araBAD}567 . .
BW25113 DE{(rhaBAD)568 rph-1 Coleccion Keio
BL21 F" ompT gal [decm] [lon] hsdSB (fB" mB) Novagen
DH5a supEdd AlacU169 ($80facZAM15) hsdR17 Hanahan, 1983.

recAl endA1l gyrA96 thi-1 relA1

Tabla 2. Plasmidos y vectores utilizados en este trabajo.

Plasmidos

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

pACYC184

Plasmido de proposito general cmt y Tet®

Chang y Cohen, 1978.

pJEM15

Derivado de pJAMZ229, portador de los
determinantes genéticos de la microcina E492,
Sobreproductor de mccE482 activa. Duplicacién de
un fragmento Sal | de 2,5 kb {gen mcsF). Amp"

Wilkens y col., 1997.

pBA-LacZ

Derivado de pACYC 184, poriador de un segmento
de 1 kb Fsel-Notl del sistema de la mccE492 (genes
mceBA y promotor natural), y un fragmento de 3 kb

Notl- Ascl del gen facZ. Cm®

Coleccion laboratorio,
Gutiérrez y Tello, 2009
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2.1.4. Partidores

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

2.2. Métodos

2.2.1. Medios de cultivo

Caldo Luria (LB): Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/l.,, NaCl 10 g/L, NaOH
3,5 mM.

Medio Minimo M9: Na2HPO4 6 g/L, KH2PO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4Cl 1 g/L.

Medio M9 suplementado: El medio M9 se suplementé con CaCl: 0,1 mM,
MgS04x7H20 2 mM, citrato de sodio 0,2% pfv, tiamina 1 g/ml, casaminoacidos 1 mg/ml
y glucosa 0,2% pfv.

Placas de agar: Se prepararon las placas con medio LB y 1,5% p/v de agar agar.
Agar Blando: Se preparé con medio minimo M9 y 0,7% p/v de agar agar. .

Placas de césped: Sobre placas de agar se esparcieron 4 ml. de agar blando fundido
en el que se incluyé 100 pL de un cultivo bacteriano crecido hasta fase estacionaria.
Las cepas bacterianas que portan plasmidos recombinantes y/o transposones con
resistencia a antibidticos se crecieron en medio liquido o en placas suplementadas con
los antibidticos correspondientes, que se utilizaron a las siguientes concentraciones
finales: ampicilina 100 pg/mL, cloranfenicol 50 pg/mL, tetraciclina 10 ug/mL,
kanamicina 50 pug/ml., estreptomicina 10 pg/mL y el acido nalidixico a 10 pg /mL. Estos

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

Partidor

Secuencia (5' -> 3’)

MceBcomp-Fus

CGGATTAATGGCGGCCGCTACCATTTCTCTCATTCTTAGCTCC

MceBper-Fus CTTAGCGTTTGCGGCCGCTACCATACACTTTTGTTAATGGAT
MceBcit-Fus GACTACAGTAGCGGCCGCTACCAATGATACAGAACGCCATGA
Mec_Fus_F ACAGGAGAAATCTAGAGGCCGGCCGGCCAATAAAGAGAATACGC
RL1 CGGATAAAACATATGACATTACTITCATTTGG

RL2 AAAGCAAGAATTCAGTCCTTTTGACTAATTCT

LacZ Pelican R

CGGTACTTCAGGCGCGCCACCTTATTTTTGACACCAGACCA

Bma30

AGTAAATTCTATCCGTAGAGAACGCGAAAC

Bmaz20

TGCCCAATTAAGGTAGTTGACG

Subrayados se encuentran los sitios de resfriccién para Notl, y en negrita el sitio Fsel.

23




2.2.2. Técnicas moleculares

Los procedimientos de biologia molecular no detallados, como el aislamiento de
ADN gendémico y plasmidial, la preparacidbn de células electrocompetentes,
transformacion mediante electroporacién, digestion con enzimas de restriccion, PCR,
efc., se realizaron utilizando métodos estandarizados (Sambrook y col., 1989; Ausubel

y col., 1992).
2.2.3. Purificacion de microcina E492

La mccE492 utilizada en este trabajo fue cedida por Daniela Mufioz, y el
protocolo de purificacion que siguid fue el que se utiliza en este laboratorio para altas
cantidades de mccE492. Se activaron 50 g de Silica Gel 100-C18 con 300 mL de
acetronitrilo 100% y se mantuvo con agitacion a 4°C durante toda una noche. La resina
se dejé decantar por 30 minutos y se retird el acetonitrilo, agregando en su jugar 300
mL de agua nanopura. Se centrifugaron a 8000 g durante 30 minutos 4 litros de cultivo
de la cepa productora crecida en medio M9 suplementado con citrato y glucosa a 37°C
y en agitacién de 220 rpm, y el sobrenadante fue filirado a través de un filtro de
polietersulfona a la temperatura de 4°C. Posteriormente, se agrego la resina activada y
se agité por 20 minutos a 4°C. El contenido se filtré en un embudo Bilichner que tenia
un papel filtro y que se encontraba acoplado a un matraz kitasato, utilizando presion
negativa. .La resina fue lavada con 100 mL de metanol y luego con 100 mL de
acelonitrilo 25%. La mccE492 fue eluida con lavados sucesivos de acetonitrilo 30%,

40%, 50%, 60%, 70% y 100%.
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2.2.4. Cuantificacion de microcina E492

La concentracién de la mccE492 utilizada en este trabajo se determind
ufilizando el kit Micro BCA Protein Assay Reagent (Pierce) siguiendo las indicaciones

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

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

la microcina (MceB) y la proteina B—galactosidasa (LacZ)

La proteina MceB fusionada con B—galactosidasa en su extremo carboxilo
terminal se obtuvo realizando un PCR con el plasmido pBA-LacZ como templado y los
partidores MceBcomp-Fus y Mcc_Fus F; la proteina trunca MceB A55-95 utilizando los
partidores MceBper-Fus y Mcc_FusF; y la proteina trunca MceB A21-95 se obfuvo
utilizando los partidores MceBcit-Fus y Mcc_Fus F (Tabla 3). Las condiciones de estas
reacciones de PCR fueron: 15 minutos de denaturacion a 95°C, seguidos por 25 ciclos
de 60 segundos de denaturacion a 95°C, 60 segundos de apareamiento a 38°C y 4
minutos de elongacién a 70°C, seguidos por una elongacién final de 70°C por 10
minutos. Los productos de PCR presentan sitios de restriccion para F;el y Noll, y
fueron digeridos con estas enzimas usando protocolos indicados por los fabricantes. El
plasmido pBA-LacZ, que presenta estos sitios de restriccion, fue digerido con estas
enzimas para luego ser ligado con los productos de PCR. Estos productos de ligacion
se uiilizaron para la elecirotransformacion en E.coli BW25113 (lacZ), y la seleccién de
las células que expresaban esta construccion se realizé en placas de medio LB

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

Se aislo ADN plasmidial de clones seleccionados para ambas construcciones y
se realizaron reacciones de PCR en las que se usaron ias parejas de partidores RL1-
RL2 y RL1-LacZ Pelican R (Tabla 3). Los productos de [a reacciéon RL1- LacZ Pelican
R fueron resueltos en geles 1% de agarosa, en tanto que para los productos obtenidos

con RL1-RL2 se utilizé 2,5% de agarosa.

2.2,7. Ensayos de actividad bactericida sobre [as fusiones traduccionales

obtenidas
2.2.7.1. Ensayo de formacion de halo de inhibicion de crecimiento

Para determinar si las cepas obtenidas presentan sensibilidad a la mccE492, se
hicieron céspedes de bacterias sobre placas de agar LB con 3 mL de agar blando,
inoculando con alicuotas de 100 pL de cultivos celulares de E.cofi liquidos en fase
exponencial crecidos en LB suplementado con el antibidiico correspondiente. Sobre
estos céspedes se ensayd la actividad bactericida de 3 pL de una dilucion seriada en
base 2 de mccE494 con una concentracion inicial de 100 pg/mL, Después de incubar a
37°C por 20 horas, la actividad bactericida fue visualizada como un halo de inhibicién

de crecimiento
2.2.7.2, Ensayo de sensibilidad a la microcina E492 en cultivos liquidos

Para realizar este ensayo de sobrevida, se centrifugd 1 mL de cultivo liquido de
las cepas de interés (DOgpp= 0,3 - 0,4) a 13.000g durante 3 minutos. El precipitado
obtenido fue lavado 2 veces con 1 mL de medio LB liquido fresco, y posteriormente fue
resuspendido en 1 mL de medio liquido LB, Alicuolas de 100 uL de esta

homogeneizacion fueron mezcladas con 100 pl de mccE492 purificada con una
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concentracidn final de 100 pg/mL, y fueron incubadas por 20 minutos a 37°C. Se
sembraron en placas de agar LB alicuotas de 3 yL de estas mezclas diluidas en base
10 hasta 6 veces, y se incubaron por 20 horas a 37°C. La sobrevida de las células se

determind mediante el conteo de células viables.
2.2.8. Secuenciacion de las fusiones traduccionales

Una vez que se identificaron clones representativos de cada construccion, el
ADN fue secuenciado utilizando los partidores Bma30 y Bma20 para la proteina

MceB::LacZ y para MceBA21-95:.LacZ, respectivamente.
2.2.9. Medicion de la actividad de B—galactosidasa

Las colonias transformantes se sembraron en placas de agar LB
suplementadas con cloramfenicol y el sustrato cromogénico X-Gal, para de esta forma
poder observar diferencias entre las fusiones que expresan a la B—galactosidasa de
forma activa (colonias de color azul} y las colonias que no expresan esta actividad

(colonias de color blanco).
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RESULTADOS

3.1. Construccion de las fusiones traduccionales MceB::LacZ

Para la construccion por PCR de las fusiones se utiliz6 el plasmido pBA-LacZ
como templado y los partidores MceBcomp-Fus y Mcc_Fus F para la proteina MceB
completa, MceBper-Fus y Mcc_Fus F para la proteina trunca MceB A55-95, y MceBcit-
Fus y Mcc_Fus F para la proteina trunca MceB A21-95. Luego de la optimizacién de la
reaccion, se obfuvieron productos de PCR del tamafio esperado (780 pb, 670pb y 560
pb, respectivamente, figura 4).

Estos productos de PCR fueron digeridos de forma sucesiva con las enzimas de
restriccion Notl y Fsel, y los productos de digestién fueron observados en un gel 2,5%
de agarosa (figura 5A). El plasmido pBA-LacZ también fue digerido con estas mismas
enzimas, para de esta manera eliminar el fragmenio de 1kb entre los sitios Fsel y Noifl,
que contiene la region promotora natural de los genes mceBA y a los genes mceB y
mceA (figura 5B).

Se realizd6 una reaccidén de ligacion entre el plasmido pBA-LacZ digerido con
Fsel y Nofl y las distintas versiones de la proteina MceB, a fin de obtener la B-
galactosidasa fusionada a la proteina MceB completa, a MceB A55-95 y s;l MceB A21-
95 (Figura 6). El disefio de las fusiones, tanto con la proteina MceB completa como las
proteinas MceB truncas, se realizé6 utilizando la informacion obtenida con los
programas de prediccion de hélices transmembrana. Asi, LacZ quedaria fusionado al
Ultimo aminoacido del exiremo carboxilo terminal de la proteina de inmunidad, lo que

dejaria a la B-galactosidasa en el citoplasma de la célula; en tanto que con la fusion
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Figura 4. Productos de PCR obtenidos para las distintas fusiones MceB-LacZ.

Los distintos productos de PCR obtenidos fueron separados mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 2.5%. Carril 1: Partidores MceBcomp-Fus y Mcc_Fus F (tamafio esperado: 780
pb aproximadamente). Carril 2: Partidores MceBper-Fus y Mcc_Fus F (tamafio esperado 670 pb
aproximadamente). Carril 3: Partidores MceBcit-Fus y Mcc_Fus F (tamafio del fragmento
esperado: 560 pb aproximadamente). Carril MP: Marcador de peso molecular, escalera de 100
pb.
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Figura 5. Patrones de digestion de las diferentes fusiones MceB-LacZ.

A) Patrén de digestion obtenido al tratar los productos de PCR con las enzimas Fsel y Notl y
posterior electroforesis en del de agarosa al 2.5%. Carril 1: MceB completo sin digerir. Carril 2:
MceB completo digerido con Fsel. Carril 3: MceB completo digerido con Fsel y Notl. Carril 4:
MceB A55-95 sin digerir. Carril 5: MceB A55-95 digerido con Fsel. Carril 6: MceB A55-95
digerido con Fsel y Nofl. Carril 7: MceB A21-95 sin digerir. Carril 8: MceB A21-95 digerido con
Fsel. Carril 9: PCR de MceB A21-95 digerido con Fsel y Nofl. Carril MP: Marcador de peso
molecular, escalera de 100 pb. B) Patron de digestion obtenido al digerir el plasmido pBA-LacZ
con las enzimas Fsel y Nofl, resuelto con un gel de agarosa al 1%. Carril 1: pBA-LacZ sin
digerir. Carril 2: pBA-LacZ digerido con Nofl. Carril 3: pBA-LacZ digerido con Notl y Fsel. Carril
MP: Marcador de peso molecular escalera de 1 kb.
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Figura 6. Disefio de los plasmidios de este trabajo.

Las construcciones se disefiaron a partir de pBA-LacZ, y representan las distintas versiones de
la proteina de inmunidad a la mccE492 fusionada al reportero B-galactosidasa.
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MceB A55-95 estaria fusionada al dltimo amincacido de [a segunda hélice
transmembrana de esta proteina, lo que significa que’estaria en el periplasma de Ia
célula; y en MceB A21-95 LacZ estaria fusionada al dltimo residuo aminoacidico de la
primera hélice fransmembrana de MceB, lo cual ubicarla a la B-galactosidasa en el

citoplasma de la célula.

Los productos de ligacion fueron concentrados antes de ser utilizados para
transformar la cepa de E.coli BW25113. Esta cepa presenta un genotipo lacZ’, es decir,
no produce la proteina B-galactosidasa. Las transformantes fueron incubadas en
placas de agar LB suplementadas con cloramfenicol, para seleccionar a las que habian
incorporado el plasmido. Se observd un numero significativamente mas alto de
colonias transformadas con las consfrucciones MceB:;LacZ y MceB A21-95::LacZ
respecto de MceB A55-75::LacZ, a pesar de que la concentracién de ADN usada en las
transformaciones era la misma que para las otras construcciones. Todas las
transformantes obtenidas se sembraron a continuacién en placas de agar LB con

cloramfenicol y el reactivo cromogénico X-Gal.

3.2, Caracterizacién fenotipica de las fusiones MceB::LacZ, MceBA55-

95::LacZ y MceB A21-95::LacZ

Los transformantes obtenidos fueron sembrados en placas LB suplementadas
con cloramfenicol y X-Gal. El reactivo X-Gal es sustrato de la enzima B-galactosidasa,
y es degradado a 5,5-dibromo-4,4'-dicloro-indigo, que es un producto insoluble de
color azul. Por lo tanto, si las células expresan una enzima P-galactosidasa funcional,

las colonias tendran color azul al ser sembradas en estas placas.
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Luego de 18 horas de incubacién se observd que todas las colonias obtenidas a
partir de las construcciones MceB::LacZ, MceB A55-95::LacZ y MceB A21-95::LacZ
presentaban coloracion azul, es decir, la proteina B-galactosidasa era capaz de
reaccionar con el X-Gal (Figura 7). Esto indicaria que en todas estas construcciones la
B-galactosidasa esté en el citoplasma de la célula, incluso para la construccién MceB
AB5-95::LacZ, en la cual el reportero fue fusionado al “loop” periplasmatico de la
proteina de inmunidad. Se procedié entonces a verificar la correcta construccion y

expresion de esias fusiones mediante los pasos que se describen a continuacion.

3.3. Comprobacion de las fusiones MceB::LacZ, MceB A55-75::LacZ y

NMceB A21-95::LacZ

Se escogieron 9 clones al azar de cada una de las construcciones y se les
extrajo ADN plasmidial para comprobar el tamafio de los plasmidos presentes respecto
al plasmidio pBA-LacZ parental. Al resolver estos plasmidos en un gel de electroforesis
al 1% de agarosa se observd que putativos clones para MceB::LacZ y MceB A21-
95::LacZ presentaron bandas con una migracion menor a la del parental, que es
compatible con lo esperado (Figuras 8A y 8C, respectivamente), pero las migraciones
encontradas para todos los clones examinados en la consiruccién MceB A55-75::L.acZ
fue igual a la del plasmidio pBA-LacZ parental (Figura 8B). Por esta razén, no se
prosiguid con la caracterizacion de la construccion MceB A55-75::LacZ.

Los clones con las construcciones MceB::LacZ (clon 4) y MceB A21-95::LacZ
(clones 3 y 4) que presentaron plasmidios con una migracién compatible a la esperada
fueron analizados mediante digestidn con la enzima Fsel, para linealizarios y de esta
manera conocer su tamafio. Al compararlos con la banda correspondiente al plasmido
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Figura 7. Caracterizacion fenotipica de las distintas fusiones MceB-LacZ.

Las colonias fueron sembradas en placas de agar LB suplementadas con cloramfenicol y X-Gal.
Celulas transformadas con las fusiones transcripcionales MceB::LacZ (A), MceB A55-95::LacZ
(B) y MceB A21-95::LacZ (C).
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Figura 8. Extraccion de ADN plasmidial de clones al azar que contienen las distintas
construcciones, visualizadas en 1% agarosa.

En cuadros de color rojo se encuentran los clones que presentan plasmidos con una migracién
compatible al esperado. A) Clones obtenidos a partir de transformacion con la construccion
MceB::LacZ. Carril 1-9: ADN plasmidial de clones escogidos al azar. B) Clones obtenidos a
partir de transformacion con la construccion MceB A55-95::LacZ. Carril 1-9: ADN plasmidial de
clones escogidos al azar. C) Clones obtenidos a partir de transformacion con la construccion
MceB A 21-95::LacZ. Carril 1-9: ADN plasmidial de clones escogidos al azar. En todos los casos
Carril MP: marcador de peso molecular, escalera de 1 kb, y Carril P: pBA-LacZ parental.
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pBA-LacZ parental, se observa que presentan tamafios esperados para las distintas
construcciones (7100 pb y 6870 pb, respectivamente). Por lo tanto, estos clones eran
buenos candidatos para contener las consirucciones esperadas. Estos plasmidios
ademas se usaron como templado en reacciones de PCR que permitieron conocer el
tamafno de las fusiones y la ausencia del gen estructural de la microcina (Figura SA y
9B, respectivamente). Se descarté el clon 3 MceB::LacZ porque tanto en el anélisis del
tamafio como en la amplificacion del gen mceA los resuliados indicaron que se frataba
del plasmido parental, y también se descarté el clon 4 MceB A21-95::LacZ debido a la
presencia de una banda que no se pudo identificar al analizar su tamafio (Figura 9A).
Se escogid un clon MceB::LacZ {(clon 4) y un clon MceB A21-95::LacZ (clon 3)
como fuertes candidalos a presentar las fusiones franscripcionales deseadas, El. ADN
plasmidial de estos clones fue enviado a secuenciar, y se confirmé la presencia de las
fusiones correctas después de analizar la secuencia mediante el programa Vector NTI

Advance (Figura 10).

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

microcina E492

Se prepararon céspedes bacterianos a partir de los clones que expresaban las
fusiones transcripcionales MceB::LacZ y MceB A21-95::LacZ, los cuales se inocularon
con diluciones de mccE492 a una concentracion inicial de 100 pg/ml. Se estudié asf si
la fusién con B-galactosidasa afecta la accion protectora de MceB, y la contribucién en
la proteccidn a la mccE492 de cada una de las hélices. Los resultados obtenidos se
compararon con los de la cepa BW25113 silvestre y con esta cepa transformada con el
plasmido pBA-LacZ parental.
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Figura 9. Reacciones de PCR para comprobar las fusiones MceB::LacZ y MceB A21-
95::LacZ.

A) Se analizaron los productos de PCR utilizando los partidores RL1 y LacZ Pelican R y se
determiné el tamafo en geles de agarosa al 1%. Carrii MP: marcador de peso molecular,
escalera de 1 kb. Carril 1: pBA-LacZ parental. Carril 2: Clon 3 MceB A21-95::LacZ. Carril 3: Clon
4 MceB A21-95::LacZ. Carril 4: Clon 3 MceB::LacZ. Carril 5: Clon 4 MceB::LacZ. B) Analisis de
los productos de PCR usando los partidores RL1 y RL2, para comprobar la ausencia del gen
estructural de la microcina mediante geles al 2.5% de agarosa. Carril MP: marcador de peso
molecular, escalera de 100 pb. Carril 1: pBA-LacZ parental. Carril 2: Clon 3 MceB A21-95::LacZ.
Carril 3: Clon 4 MceB A21-95::LacZ. Carril 4: Clon 3 MceB::LacZ. Carril 5: Clon 4 MceB::LacZ.
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A) pBA-LacZ ATGACATTACTTTCATTTGGATTTICTCCTGTTTTCTTITCAGTCATGGC GTTCTGTATCATTTCACGTAGTAAATTCTATCCGGACAGAACGCGAAACAAAGTTATT
B) MceB:LacZ ATGACATTACTTTCATTTGGATTTICTCCTGTTTTCTTTTCAGTCATGGL GTTCTGTATCATTTCACGTAGTAAATTCTATCCGGACAGAACGCGAAACAAAGTTATT
C) MceBA 21-95::LacZ  ATGACATTACTTTCATITGGATTTTCTCCTGTTTTCTTTTCAGTCATGGCGTTCTGTATCATT:

A) pBA-LacZ GTTCTGATTTTACTAACTTTTTTTATTTGTTTITTATATCCATTAACAAAAGTGTATCTGGTGG GAAGTTACGG TATATITGACAAATTCTACCTCTTTTGCCTTTATTTC
B) MceB::LacZ GTTCTGATTTTACTAACTTTTTTTATTTGTTTTTTATATCCATTAACAAAAGTGTATCTGGTGG GAAGTTACGG TATATIT GACAAATTCTACCTCTTTTGCCTTTATTTC
C) MceBA 21.95::Lac

A) pBA-LacZ TAGGTTATTTGCAATAGCAATTAACGTAGTGATACTTACAATAAATGGAGCTAAGAATGAGAGAAATTAGTCAAAAGGACTTAAATCTTGCTTTTGGTGCAGGAG
B) MceB::LacZ TAGGTTATTTGCAATAGCAATTAACGTAGTGATACTTACAATAAATGGAGCTAAGAATGAGAGAAAT

C) MceB A 21.95:LacZ

A) pBA-LacZ AGACCGATCCAAATACTCAACTTCTAAACGACCTTGGAAATAATATGGCATGGGGTGCTGCTCTIGGCGCTCCTGGL GGATTAGGATCAGCAGCTTTG GGG GECG
Bl MceB::LacZ

C) MceBA 21.95::Lacl

A) pBA-LacZ CGGGAGGTGCATTACAAACTGTAGGGCAAGGATTAATIGACCATGGTCCTGTAAATGTCCCCATCCCTGTACTCATCGGGCCAGCTGGAATGGTAGCGGTAGTG
B) MceB:LacZ

C) MceB A 21.95::LacZ

A) pBA-LacZ GTTATAACAGCGCAACATCCAGTTCCGGTA
B) MceB::LacZ
C) MceBA 21.93::Lac

Figura 10. Alineamiento de la secuencia del plasmido pBA-LacZ (A) con las secuencias
de las fusiones MceB::LacZ (B) y MceB A21-95::LacZ (C).

En amarillo se muestra la secuencia del gen de la inmunidad MceB, en gris el gen estructural de
la microcina y en azul una parte del gen de la B—galactosidasa. En cuadro amarillo se muestra
el sitio de corte para la enzima Notl, y en un cuadro negro, los codones de 2 aminoacidos que
funcionan como adaptador entre la proteina MceB y el reportero B—galactosidasa.
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Después de 18 horas de incubacion, se observé que la cepa BW25113 silvestre
y la cepa con la construccion MceB A21-95::LacZ presentan halos de inhibicion de
crecimiento hasta la dilucién 128 veces (781 ng/mL), en tanto que las cepas con el
plasmido parental y con la construccion MceB::LacZ no mostraron halos de inhibicion
para ninguna de las diluciones estudiadas (Tabla 4).

La cepa que sdlo posee la primera hélice transmembrana de la proteina de
inmunidad es tan sensible a la mecE492 como la cepa silvestre que no presenta esta
proteina de inmunidad, lo cual sugiere que la primera hélice transmembrana de la
proteina de inmunidad no es suficiente para entregar proteccion a la mccE492. Por otro
lado, la cepa con la fusion MceB::LacZ presenta la misma sensibilidad a la mccE492
que la cepa que contiene al plasmido parental, lo cual indica que la fusion del reportero
al exiremo carboxilo terminal de la proteina de inmunidad no afecta su accion
protectora.

La sensibilidad a la mccE492 se cuantificé también a través de ensayos de
sobrevida. Para esto, una alicuota de cultivo liquido de cada cepa estudiada se incubo
en presencia y ausencia de mccE492 (100 pg/mL), y se evalud el nimero de células
viables en placas de agar LB para cada caso. El titulo obtenido para la condicion
control (ausencia de microcina) correspondié al 100% de sobrevida, y el porcentaje
para el tratamiento con mccE492 se calculd a partir de esto (Tabla 5). La sobrevida de
las células BW25113 tratadas con mccE492 es un poco inferior a la de las células
BW25113 MceB A21-95:LacZ. Este resultado es consistente con la observacion
obtenida a partir de los ensayos de dilucion critica, es decir, que la sola presencia de la
primera hélice transmembrana de la proteina de inmunidad no entrega una proteccién

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

Cepa de E.coli Actividad de la mccE492 (U.A.)*
BW25113 silvestre 128
BW25113 pBA-LacZ 0
BW25113 MceB::LacZ 0
BW25113 MceB A21-85::LacZ 128

* Estos numeros corresponden al reciproco de {a potencia en base dos de la dltima
dilucién que presenta un halo de inhibicion de crecimiento sobre los céspedes de las
cepas astudiadas.

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

Cepa de E.coli Porcentaje de sobrevida®
BW25113 silvestre 1,48 +0,49
BW25113 pBA-LacZ 53,69 + 2,95

BW25113 MceB::LacZ 99,00 + 2,19

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

*Eslos resultados se obtuvieron a partir de tres experimentos realizados por triplicados.
Se utilizé como 100% de sobrevida el nimero de colonias obtenido al incubar con agua.
La microcina utilizada tenia una concentracion de 100 pg/mL.
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cepas BW25113 pBA-LacZ y BW25113 MceB::LacZ son similares y estan dentro del
rango de error del metodo, lo cual concuerda con lo observado en los ensayos de
dilucion critica. La diferencia observada podria deberse a que las células que
presentan el plasmido pBA-LacZ tienen el gen estructural de la microcina, y por lo tanto
son capaces de sintetizarla. Esta microcina sintetizada no puede ser exportada al
medio extracelular porque estas células no cuentan con los exportadores, pero se ha

reportado que esta microcina también tiene capacidad bactericida (Bieler y cols., 20086).
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DISCUSION

Las bacterias han desarrollado distintas estrategias para poder competir por
nutrientes y por un nicho ecolégico. Una de las mas importantes corresponde a la
produccién de bacteriocinas, que son antibidticos proteicos producidos que sdlo
pueden afectar a microorganismos de especies relacionadas, es decir, cepas que
tienen requerimientos nutricionales similares dentro de un mismeo nicho.

Todas las células que producen colicinas tienen plasmidios en los que se
encuentra el gen estructural, junto con al menos dos genes mas: el gen de la
inmunidad y el gen de [a lisis (Alonso y col., 2000). La proteina de inmunidad le permite
a la célula resistir la accién de su propia bacteriocina, por lo que se expresa de forma
coordinada con el gen estructural. En el caso de la mccE492, la inmunidad es conferida
por la proteina MceB y su mecanismo de accidon mas probable es a través de una
interaccion con el complejo' TonB-ExbBD, impidiendo de esta manera la insercién

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

Tanto los perfiles de hidropatia de la proteina de inmunidad como resultados
experimentales indican que corresponderia a una proteina integral de membrana con
tres regiones transmembrana (Lagos y cols., 1999). Mediante programas de prediccion
de topologia de proteinas de membrana se postulé que el extremo amino terminal de
esta proleina se enconfraria ubicado en el periplasm:el, mientras que el extremo
carboxilo terminal estarfa en el citoplasma de la célula (Baeza, 2003). Estas
predicciones se comprueban utilizando fusiones de las proteinas de interés con genes
reporteros como la fosfatasa alcalina, GFP o B—galactosidasa (Van Geest y Lolkema,

2000, von Heijne, 2002).
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Al comparar los tamafios de la proteina MceB (95 amino&cidos) con la B—
galactosidasa (1024 residuos aminoacidicos), se puede pensar que la proteina
reportera podria interferir con la insercién natural de la proteina MceB en la membrana,
y por lo tanto dar falsos positivos como resultado. Sin embargo, la topologia de
proteinas de inmunidad a ofras colicinas se ha estudiado sin mayores dificultades a

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

En este trabajo se quiso comprobar experimentalmente la prediccion de [a
topologia de la proteina MceB a través de la fusién del reportero B—galactosidasa con
el exiremo carboxilo terminal de la protefna de la inmunidad (residuo aminoacidico 95),
y con el aminodcido 21 de [a misma, que corresponde al primer residuo del “loop”

citoplasmatico de [a proteina de inmunidad.

Se intentd sin éxito consiruir la fusion entre B-—galactosidasa y el “loop”
periplasmatico de la proteina de inmunidad MceB. Una explicacién para esto es debido
a que la B—galactosidasa no seria capaz de ser translocada a través de la membrana
citoplasmatica, quedando atascada en la ‘misma, lo cual genera una baja viabilidad
celular. Se ha demostrado incluso que una pequefia region de esta proteina puede
transferirse al espacio periplasmatico, pero la mayor parte de la proteina queda
sumergida en la membrana interna de la célula. Se postula que existen secuencias
dentro de la proteina que impiden su translocacion o a que la conformacion que adapta
la proteina interfiere con el paso a través de la membrana (Lee y cols., 1989). La
explicacion antes mencionada concuerda con el bajo numero de transformantes
obtenidos para este caso, comparada con los obtenidos en las otras dos

construcciones. La insercién de esta gran proteina podria afectar la membrana de las
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células, y por lo tanto llevar a un cambio en sus caracteristicas, lo cual redundaria en la
muerte de las células que presentaron esta fusién. Esto no ocurrié para las fusiones
MceB::LacZ y MceB A21-95::LacZ porque en estos casos la B-galactosidasa siempre

se mantuvo en el citoplasma de las células.

Los resultados positivos obtenidos para las construcciones MceB::LacZ y MceB
A21-95::LacZ permiten afirmar que la topologia de la proteina MceB es tal como se
habia predicho: el carboxilo terminal de la proteina se encuentra hacia el citoplasma de
la célula, al igual que e primer “loop” hidrofilico (Figura 3). Este estudio podria
complementarse construyendo la fusién entre el segundo “loop” hidrofilico (que seria
periplasmatico) y la fosfatasa alcalina, pues en este caso deberid obtenerse una
proteina activa. Daley y cgls. (2005) afirman que el conocer la ubicacién del carboxilo
terminal de una proteina y usar esta informacion como una restricciéon al momento de
utilizar los programas de prediccién, permiten conocer con cerleza su topologia en la

membrana interna de las células.

Como ya se menciond, en este [aboratorio se realizaron previamente
experimentos en los cuales se mutaron los aminoécidt-ns 17 y 77 de MceB, localizados
en la primera y la ditima hélice fransmembrana, respectivamente. Estos cambios son
conservados y no dan cuenta de un cambio en la estructura de la proteina que ha
perdido su actividad protectora. Se postula que estos cambios afectarian la interaccién
de MceB con ofras proteinas de membrana necesarias para esta actividad protectora.
Se observd también que la hélice amino terminal de MceB tiene un mayor efecto sobre

la accion protectora que la hélice carboxilo terminal (Baeza, 2003).
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Otro aspecto importante era dilucidar si se reé;ueria de toda la proteina de
inmunidad para cumplir su funcién protectora o si esta proteina puede funcionar de
manera modular. Para estlo, se probé la sensibilidad a la mccE492 de la construccion
MceB::LacZ y de MceB A21-95::LacZ. En la primera construccion se tiene a la proteina
completa, mientras que en la segunda sdlo se cuenta con la primera hélice
fransmembrana, que de acuerdo a los antecedentes mencionados en la introduccion
seria de importancia en la accién protectora de MceB. Se observd que la presencia de
sblo la primera hélice transmembrana no entrega proteccién significativa frente a la
mccE492. Esto permite afirmar que si bien [a primera hélice transmembrana es
importante para la accién protectora de ia proteina de inmunidad frente a la mccE492,

no es suficiente por si misma para otorgar esta proteccién.

La fusién MceB::LacZ entregd la misma proteccion frente a la mccE492 que la
dada por el plasmido parental pBA-LacZ, en el cual la proteina MceB no se encuentra
fusionada a la B—galactosidasa. Esto quiere decir que la fusion de B—-galactosidasa a la
proteina de inmunidad no interfiere ni con su insercién en la membrana de la célula ni

con la aclividad protectora.

Los resulitados de esta memoria indican que se requiere mas de una hélice
transmembrana para la inmunidad a la mccE492. Para discernir la contribucién de las
dos primeras hélices en esta proteccién sera necesario consfruir una proteina que
presente las dos primeras hélices de la mccE492, como lo es MceB A55-95, y
complementar este estudio con una proteina en donde sélo esté la tercera hélice

transmembrana. De esta manera se podra dilucidar si existen modulos suficientes para
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la accion protectora de MceB, o si esta proteina debe funcionar como un todo para

cumplir su accién.
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CONCLUSIONES

e La proteina de inmunidad MceB, proteina integral con tres segmentos
transmembrana, presenta su extremo amino terminal hacia el periplasma y con

el carboxilo terminal en el citoplasma de la céluia.

« La fusion de |a proteina reportera f—galactosidasa al extremo carboxilo terminal

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

e .La primera hélice transmembrana de la proteina MceB es importante para la
inmunidad, pero por si sola no es capaz de entregar proteccion frente a la

mccE492,
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