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ABSTRACT

Bacterial antagonism mediated by ribosomally synthesised peptides has gained
considerable attention in recent years because of its potential applications in the control
of undesirable microbiota. These peptides, generally referred to as bacteriocins, are
defined as a heterogeneous group of ribosomally synthesised, proteinaceous substances
(with or without further modifications) extracellularly secreted by many Gram-positive
and some Gram-negative bacteria. Their mode of activity is primarily bactericidal and
directed against closely related strains and species (Tagg, 1976; Tagg et al., 1992; Jack
et al., 1995; Diep and Nes, 2002). These peptides are nearly all cationic and very often
amphyphilic, which is reflected in the fact that many of these peptides kill their target
cells by accumulation in the membrane causing increasing permeability and loss of
barrier functions (Nissen-Meyer and Nes, 1997).

AS-48 is a 70-residue a-helical bacteriocin produced by Enterococcus faecalis
subsp. liquefaciens S-48 and encoded by the 68-kb pheromone-responsive plasmid
pMB2. AS-48 is a cyclic, hydrophobic, cationic peptide containing no lanthionine
residues and is ribosomally synthesized and post-translationally modified by a head-to-
tail peptide bond (Galvez et al., 1989a; Samyn et al., 1994). The coordinated expression
of the as-48 biosynthetic gene cluster, as-48ABCC,DD;EFGH, is involved in AS-48
production and immunity (Martinez-Bueno et al, 1998; Diaz et al, 2003). AS-48 exerts
a bactericidal action on the cytoplasmic membrane of most Gram-positive and some
Gram-negative bacteria (Abriouel et al., 1998; Ananou et al., 2004, 2005a; Galvez et
al., 1989b; Mendoza et al., 1999), in which inserts in a voltage-independent manner and
open pores, leading to the dissipation of the proton motive force and cell death. Features
of AS-48, such as its broad-spectrum antimicrobial activity, stability at a wide range of
temperatures and pH values, and sensitivity to digestive proteases, point to this
enterocin as a promising alternative to chemical preservatives in foodstuffs (Gélvez et
al., 1986; Abriouel et al., 1998; Ananou et al., 2004, 20053, b; Mufioz et al., 2004).

The three-dimensional structure of bacteriocin AS-48 established by NMR
(Gonzalez et al., 2000) and X-ray (Sanchez-Barrena et al., 2003) shows that the
molecule folds in an all-a-helix manner and the global structure is fairly compact, with
the hydrophobic side chains of the a-helices forming the core of the protein. The

hydrophobic surface is mainly located on the outer part of helices 1, 2, and 3. The head-



to-tail union between Trp™® and Met" lies in the middle of helix 5 and has a marked
effect on the stability of the 3D structure. AS-48 has 14 charged residues (8 Lys, 2 Arg,
and 4 Glu), which make it strongly positive charged (pl of 10.5). This exceptionally
high net positive charge becomes enhanced at pH 3, where all 4 Glu side chains are
presumably protonated.

In this work, we have established a strategy for site-directed mutagenesis in as-
48A structural gene using the JH2-2 strain harbouring a pAM401-81x plasmid (25-kb)
carrying the as-48 gene cluster. In addition, we have established that the intergenic
region between the as-48A-B genes is decisive for the AS-48 expression, since a 3-base-
pair substitution, to create a Xhol restriction site, resulted in a hypo-producer phenotype.
Transcriptional analysis of the E. faecalis wild-type and mutant by primer extension,
northern blot and RT-PCR supported that the as-48ABC are constitutively transcribed
from the P5 promoter located upstream of as-48A. Moreover, translation of the AS-48
peptide is uncoupled and controlled at the post-transcriptional level by processing of the
unstable as-48ABC mRNA at the secondary structure located between as-48A and as-
48B, generating two RNA species with different half-lives.

In an attempt to determine the mode of action of this bacteriocin, this study has
been focused in the role of seven residues that have been drastically changed (E4A,
E20A, E58A, A53S, W24A, G13K and L40K) that could be involved in the membrane
insertion or implicated in the hydrophobic nature of AS-48. The results demonstrate that
E20A, A53S, G13K and L40K remained almost fully active, but those mutated peptides
in which the net negative charge was reduced by one, by replacing each charged residue
with Ala (E4A, E58A), exhibited a 10-35-fold reduction in antimicrobial activities
against the majority of the Gram-positive bacteria tested. The unquestionable residue
involved in the activity was W24, since its replacement with Ala caused a decrease in
activity of at least 40%.

Secondary structure content of mutants has been monitored using CD
spectroscopy. In addition, we have study the stability of AS-48 mutants, using heat and
guanidinium hydrochloride (GdnHCI) as denaturant reagents for the estimation of the
thermodynamic parameters of unfolding. All mutants showed less stability than the
wild-type molecule. Furthermore, the GdnHCI data analysis showed that an excellent fit
of experimental data is obtained when using a three-state model, indicating that
unfolding mechanism of mutants and wild-type molecules involves and intermediate

state.
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1. PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS CATIONICOS

Los trabajos cientificos sobre antagonismo bacteriano mediado por moléculas de
naturaleza proteica que se iniciaron durante la década de los afios ochenta constituyen hoy un
area de investigacion relevante, cuyos resultados se han plasmado en la descripcion de una
amplia familia de sustancias antimicrobianas, conocidas como péptidos antimicrobianos
(PAMs), que son producidas por muchos tipos celulares en una gran variedad de formas de
vida, encontrandose en protozoos, procariotas, animales y plantas (Boman, 1995; Brogden,
2005; Bulet et al., 2004; Cammue et al., 1994; Charlet et al., 1996, Epand y Vogel, 1999;
Ganz, 2003; Leippe, 1999; Nes et al., 2002; Nissen-Meyer y Nes, 1997; Garcia-Olmedo et al.,
1998; Pag et al., 2002; Papaggiani, 2003; Sahl,1994; Zasloff, 2002). Algunos se producen de
forma constitutiva y otros se sintetizan en respuesta a un ataque microbiano (Gallo et al.,
2002; Dennison et al., 2005a). Probablemente, uno de sus atractivos ha sido considerar que
este tipo de moléculas representan un mecanismo de defensa ancestral no explorado (Maxwell
et al., 2003), y que constituyen una alternativa a la dificil situacion planteada hoy por la
aparicion de resistencias a los antibidticos (Bachere, 2003; Thomma et al., 2003; Dennison et

al., 2005a).

Entre las proteinas y péptidos identificados hay una gran diversidad de estructuras
primarias (Epand y Vogel, 1999), pero en la mayoria de los casos son moléculas cationicas de
sintesis ribosomica y frecuentemente anfifilicas (Hancock y Diamon, 2000), lo que dirige su
accion hacia la membrana, en la que interaccionan con las estructuras cargadas negativamente
conduciendo a su permeabilizacion (Kamysz et al., 2003; Nissen-Meyer y Nes, 1997). Hoy se
sabe que los péptidos antimicrobianos no soélo producen la permeabilizacion de las
membranas bacterianas, sino que poseen otras funciones como son la inhibicién de la sintesis
de proteinas o el ADN, la actividad antitumoral, la estimulacién de la proliferacion celular o

la angiogénesis (Kamysz et al., 2003).
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1.1. Clasificacion de los Péptidos Antimicrobianos Cationicos

Los organismos diana de los péptidos antimicrobianos son muy diversos (virus
envueltos, bacterias, hongos, tripanosomas, plasmodios y células cancerosas) pero todos ellos
tienen en comun la posesion de una membrana con la superficie cargada negativamente y con
bajo contenido en colesterol, asi como un gran potencial eléctrico transmembrana (Hancock,

1997; Hancock y Chapple, 1999).

Los péptidos antimicrobianos se han clasificado de acuerdo con su estructura
secundaria y también segin sus estructuras antipaticas. De acuerdo con su estructura
secundaria, los péptidos antimicrobianos catidonicos se clasifican en varios grupos (Epand y
Vogel, 1999; Toke 2005; Bulet et al., 2004; Kamysz et al., 2003; Leher y Ganz, 1999;
Hancock y Diamon, 2000):

a. Péptidos lineales que forman hélices anfipaticas o hidréfobas. Son péptidos
desestructurados que forman hélices o anfipaticas al entrar en contacto con las
membranas. Un ejemplo son las magaininas de Xenopus laevis (Zasloff, 1987) o las

cecropinas de insectos (Steiner, 1982).

b. Péptidos ciclicos y pequefias proteinas que forman estructuras en ldmina beta. Se
trata de péptidos que presentan una estructura en lamina [ antiparalela. Este tipo de
estructuras se ven favorecidas en muchos casos porque los péptidos son ciclicos. La
ciclacion puede ocurrir por la formacién de un puente disulfuro (protegrinas,
Kokryakov et al., 1993), de tres o cuatro puentes disulfuro (a- y B-defensinas, Ganz y
Lehrer, 1998) o por la circularizacion de la cadena peptidica (gramicidina S,

polimixina B, tirocidinas, 6-defensinas).

c. Péptidos con composicion aminoacidica unica o irregular. Son péptidos que poseen
una secuencia rica en algun aminoacido. Como ejemplos aparecen las histatinas, ricas
en His (Brewer et al., 1998; Helmerhorst et al., 1999; Tsai et al., 1998), las
profeninas, ricas en Pro (Harwig et al., 1995) y las indolicinas, ricas en Trp (Selsted et
al., 1992; Falla et al., 1996). E1 Trp no suele ser muy abundante en las proteinas, pero
es importante para la insercion de péptidos antimicrobianos en la membrana porque
tiende a situarse en la interfase hidrofila/hidrofoba de la bicapa lipidica y favorecen el
anclaje de la cadena peptidica a las cabezas fosfolipidicas (Yau et al., 1998; Persson et

al., 1998; Ladokhin et al., 1997; Schibli et al., 2002)
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d. Lipopéptidos con un grupo amino-alcohol terminal (““Peptaibols™). Poseen una gran

proporcion de 4cido a-amino-isobutirico (Aib), que favorece la formacion de hélices
310. (Monaco et al., 1998) Poseen ademas un 1,2-aminoalcohol en el extremo C-
terminal y estan acilados en el extremo N-terminal. Un ejemplo es la alameticina

(Hancock y Lehrer, 1998).

Péptidos macrociclicos “anudados”: Cicldtidos. Son péptidos ciclicos de unos 30
aminoacidos producidos por la familia de las Rubiaceae que poseen un motivo
caracteristico llamado “nudo de cistina”, consistente en que un puente disulfuro se
abre paso a través de otros dos puentes disulfuro formados en la molécula. Este
motivo aparece también en inhibidores de proteasas y en toxinas, y confiere una gran
estabilidad a la molécula. Los ciclotidos se trataran con més profundidad en el capitulo

2.1.2.

Péptidos originados por digestion proteolitica de grandes proteinas catidnicas. El

ejemplo mas significativo es la lactoferrina (Ellison y Giehl, 1991).

De acuerdo con sus estructuras anfipaticas (Dennison et al., 2005a) se establecen los

siguientes grupos:

1.

Anfipatia primaria. Poseen un segmento central hidrofobo flanqueado por residuos
cationicos (ej: indolicina y tripticina).
Anfipatia secundaria. La presentan algunos péptidos antimicrobianos con estructura

secundaria en hélice a. Consiste en la segregacion de los residuos hidrofilos e

hidrofobos a lo largo del eje de la hélice. Ej: magainina 1.

Anfipatia terciaria. Los residuos que quedan lejanos en la estructura primaria del
péptido, se agrupan en la estructura terciaria para formar superficies polares y

apolares. Ej: defensinas.

No existe una correlacion entre la actividad de los PAMs y su pl, peso molecular o

longitud. Sin embargo, se ha visto que la posesion de residuos de Lys y Arg ayuda a los

péptidos a alcanzar las membranas bacterianas, aunque también participan en el mecanismo

de permeabilizacion. La anfipatia y la hidrofobicidad si son factores determinantes para la

actividad permeabilizadora de los PAMs (Dennison et al., 2005a) Recientemente se ha visto
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que algunos PAMs insertan sus hélices de manera oblicua para favorecer la permeabilizacion

de la membrana (Dennison et al., 2005b).

1.2. Mecanismo de accion de los Péptidos Antimicrobianos Cationicos

La muerte celular mediada por péptidos antimicrobianos catidnicos ocurre en una serie

de pasos, con independencia del tiempo requerido o la especificidad del mecanismo

antimicrobiano (Brogden, 2005):

1.

Atraccion: el péptido cationico se une mediante interacciones electrostaticas a la
superficie de la membrana cargada negativamente (LPS en Gram- y acidos teicoicos

en Gram+)

Adhesion: A baja relacion péptido/lipido, los péptidos en hélice o, en 1amina f3 y las 6-
defensinas se adhieren y penetran entre las cabezas fosfolipidicas en un estado

inactivo que compacta la membrana.

Insercion del péptido y permeabilizacion de la membrana: a bajas proporciones
péptido/lipido, los péptidos se disponen paralelos a la membrana. Segiin aumenta la
proporcion, las moléculas se orientan perpendicularmente y se insertan en la

membrana, formando poros.

La formacion de estos poros se ha explicado mediante 3 mecanismos (Figura 1) que

dependen de las caracteristicas quimico-fisicas del péptido antimicrobiano y de la

composicion de la membrana (Ganz y Lehrer, 1999; Chmiel, 2001; Brogden, 2005; Toke,
2005; Kamysz et al., 2003):

a) Modelo en barril:

Cuando dominan las interacciones hidrofobas, el péptido se inserta en la membrana
perpendicularmente, formando un haz en la membrana a modo de barril con un lumen
central, en el que la parte hidrofoba interacciona con las cadenas de los fosfolipidos y
la parte hidrofila delimita el interior del poro (Yang et al., 2001; Ehrenstein y Lecar,
1977).
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Figura 1. Esquema de los diferentes mecanismos de accion propuestos para los péptidos
antimicrobianos (A) Modelo en barril, (B) Modelo en alfombra, (C) Modelo toroidal. Las
regiones hidrofilas del péptido se muestran en rojo y las hidrofobas en azul. (Tomado de
Brogden, 2005).

b) Modelo en alfombra:

Los péptidos se acumulan en la superficie de la bicapa mediante interacciones
electrostaticas de los aminoacidos cargados positivamente con las cabezas anionicas de
los fosfolipidos. A altas concentraciones de péptido, se crea una tensioén en la bicapa
lipidica que lleva a su disgregacion o ruptura, formandose micelas (Shai, 1999;

Ladokhin y White, 2001).
Modelo toroidal o en ““agujero de gusano™:

Las hélices del péptido antimicrobiano se insertan en la membrana y para disminuir la
curvatura causada por esta union, los fosfolipidos se mueven continuamente desde una

mitad de la membrana hacia la otra. Las cadenas peptidicas situadas en la membrana
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son empujadas junto a los lipidos, de modo que se forma un poro en cuya luz aparecen

las cabezas de los fosfolipidos y las cadenas peptidicas.

1.3. Péptidos Antimicrobianos producidos por Bacterias: Bacteriocinas

Los péptidos antimicrobianos producidos por bacterias se denominan bacteriocinas, y
se definen como un “grupo heterogéneo de péptidos de sintesis ribosémica- con o sin
modificaciones posteriores-, que son secretados extracelularmente y poseen un mecanismo de
accion bactericida frente a cepas relacionadas™ (Diep y Nes, 2002; Jack et al., 1995; Tagg et
al., 1976; Tagg, 1992). Las bacteriocinas difieren de los péptidos antimicrobianos eucariotas
en la alta auto-toxicidad que muestran los segundos, tal es el caso de las defensinas
producidas por los neutréfilos humanos que son citotdxicas a altas concentraciones para la

propia célula productora (Higazi et al., 1996).

Las bacteriocinas se diferencian de los clasicos antibidticos en su estructura molecular,
su naturaleza, el modo y espectro de accion, asi como en la ausencia de toxicidad y los
mecanismos de resistencia inducidos (Cleveland et al., 2001). Su importancia reside en el
hecho de que este tipo de inhibidores han sido descritos en practicamente en todos los linajes
del Dominio Bacteria, siendo frecuente la produccion de diversos tipos de bacteriocinas entre
las cepas de una misma especie (Tagg, 1992; Maqueda et al., 1998; Galvez, 1987; Riley y
Gordon, 1992).

Las bacteriocinas se caracterizaron en primer lugar en bacterias Gram-negativas, en las
que se describieron las colicinas producidas por Escherichia coli (Gratia, 1925; Asensio et al.,
1976; Konisky, 1982), y posteriormente las microcinas producidas por miembros del grupo

Enterobacteriaceae (Fath et al., 1994; Baquero y Moreno, 1984)

En las bacterias Gram-positivas la produccion de este tipo de antagonistas esta muy
extendida (Jack et al., 1995), si bien en los ultimos quince afios las investigaciones se han
centrado de forma prioritaria en el estudio de las bacteriocinas producidas por bacterias del
acido lactico (BAL) por la posibilidad de emplearlas como conservantes naturales de

alimentos, con el fin de aumentar la vida util y mejorar la calidad higiénica de los mismos.
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De acuerdo con las caracteristicas estructurales y biologicas del las bacteriocinas de
las BAL, Klaenhammer (1993) establecid cuatro clases de bacteriocinas, de las cuales las tres

primeras siguen siendo reconocidas hoy en dia:
a. Clase I: Lantibioticos
b. Clase II: Pequefios péptidos termoestables
c. Clase III: Grandes proteinas termolabiles

d. Clase IV: Bacteriocinas complejas que contienen motivos lipidicos o carbohidratos.

El descubrimiento y caracterizacion de nuevas bacteriocinas ha hecho necesario
modificar esta clasificacion, especialmente para la clase II (Cleveland et al., 2001; Nes et al.,
1996; Franz et al., 1999; Van Belkum y Stiles, 2000; Ross et al., 2002; Cotter et al., 2005). La
Tabla 1 muestra la clasificaciéon de bacteriocinas basada en las propuestas por Diep y Nes,

(2002) y Cotter et al., (2005).
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SUBCLASE

EJEMPLOS

REFERENCIA

Ta: Péptidos Nisina Rogers, 1928; Mattick y Hurst,
: 1944
lineales
cationicos Epidermina Schnell et al., 1988
Clase I: —
T Ib: Péptidos
Lantibioticos lobul . R tal. 1999
globulares sin Lacticina 3147 yan et al.,
carga o con
carga.neta Mersacidina Sahl et al., 1995
negativa.
IIa:
Bacteriocinas Pediocina PA-1 Henderson et al., 1992.
anti-Listeria,
similares a Enterocina A Aymerich et al., 1996
pediocina
Tb: Lactacina F Allison et al., 1994
Bacteriocinas Lactococcina G
heterodiméricas Nissen-Meyer et al., 1992
IIc: Bacteriocina 31 Tomita, et al., 1996
Clase II: Bacteriocinas
.. sec-dependientes | Enterocina P Cintas et al., 1997
Bacteriocinas Sanchez-Hidaleo et al. 2003
termoestables, no | IId: EJ97 anchez-Hidalgo " :
modificadas Bacteriocinas sin . .
(<10 kDa) péptido lider | Enterocina L50 Clntas ot al., 1998; Floriano et
Galvez et al., 1986; Maqueda
Tle: AS-48 et al., 2004.
Bacteriocinas Circularina A
ciclicas Kemperman et al., 2003b
(Propuesta como ..
clase V) Gassericina A Kawai et al., 1998
[If Bacteriocinas Lactococcina A Holo et al., 1991
no agrupables Enterocina B Casaus et al., 1997
Clase III:
Granfles Helveticina J Joerger y Klaenhemmer, 1990.
proteinas
termolabiles Enterolisina A Nilsen et al., 2003.
(Bacteriolisinas)*

Tabla 1. Clasificacion de bacteriocinas basada en las clasificaciones propuestas por Diep y Nes,
(2002) y Cotter et al., (2005). La clase IV (bacteriocinas con motivos no proteicos) no se incluye ya
que no se ha demostrado la existencia de miembros de esta clase. *Se sugiere que esta clase no sea
considerada como bacteriocinas.
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En el género Enterococcus, son muy numerosos los trabajos que describen la
produccion de bacteriocinas, referidas en este grupo como enterocinas. La mayoria de los
trabajos han sido realizados en las especies E. faecalis y E. faecium (Park et al., 2003; De
Vuyst et al., 2003; Foulquié et al., 2006) y de las mas de las 30 enterocinas descritas en la
actualidad, la mejor caracterizada desde el punto de vista genético y bioquimico es, sin duda,
la enterocina AS-48, la cual presenta la caracteristica nada usual de ser una proteina circular y
poseer un amplio espectro de accion. Por ello, Maqueda et al., (2004), como ya hicieran
Kemperman et al. (2003b) propusieron incluir a la enterocina AS-48 en una nueva clase (clase

V): las bacteriocinas circulares.

2. PROTEINAS CIRCULARES

Las proteinas se han definido clasicamente como moléculas formadas por una cadena
lineal de aminodcidos que se pliega en el espacio, adoptando una configuracion
tridimensional determinada que define su funcion bioldgica. Sin embargo, el caracter lineal de
las proteinas ‘“convencionales” resta estabilidad a la molécula, ya que sus extremos,
frecuentemente flexibles, sirven de dianas para numerosos enzimas proteoliticos. Para
contrarrestar esta situacion, algunas proteinas presentan modificaciones postraduccionales
tales como acetilaciones, hidroxilaciones y/o glicosilaciones, que las hacen mas resistentes a

las exoproteasas.

En hongos y bacterias se ha descrito la produccion de otro tipo de moléculas
denominadas péptidos ciclicos. Se trata de pequenos péptidos (menos de 12 aminodcidos) de
sintesis no ribosdmica, es decir, no de origen génico directo, que son sintetizados gracias a la
existencia de enzimas con actividad péptido-sintasa (Kohli y Walsh, 2003). Estos péptidos
resultan menos sensibles a las proteasas ya que presentan aminodcidos modificados mediante
metilaciones, cambios en la quiralidad (formas D en lugar de L) y enlaces no peptidicos.
Ademas, algunos de ellos han desarrollado estrategias que aumentan su estabilidad, como el
establecimiento de conexiones intramoleculares mediante puentes disulfuro, que hacen que, al
menos parte de la molécula, adopte una estructura ciclica (Figura 2). Tal es el caso de la
micosubtilina (Duitman et al., 1999), la tirocidina A (Mootz y Marahiel, 1997), la ciclosporina
A, la polimixina B1 (Suzuki et al., 1963) o la gramicidina S (Danders et al., 1982).

11
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Figura 2. Estructura de diversos péptidos ciclicos de sintesis no ribosémica

Tedricamente, no hay razones que justifiquen que los extremos de las proteinas no puedan
estar unidas por enlaces peptidicos al igual que el resto de la cadena, tal vez por ello no ha sido
dificil admitir la existencia de proteinas circulares de sintesis ribosomica descritas en un amplio
rango de seres vivos, incluidos microorganismos (procariotas y eucariotas), plantas y animales
(vertebrados e invertebrados). Se trata de moléculas constituidas por ciclos continuos de uniones
peptidicas, y por tanto, carentes de extremos amino o carboxilo, aunque con una estructura
tridimensional bien definida. Son por tanto moléculas sin comienzo ni fin, bien diferenciadas de
los péptidos ciclicos de sintesis no ribosémica antes comentados. Y cuando se ha podido
comprobar las ventajas y el interés biotecnologico que estas moléculas presentan, la sintesis de
proteinas circulares ha adquirido una gran importancia y se ha convertido en un 4rea de

investigacion de primera linea (Trabi y Craik, 2002; Craik et al., 2003; Rivas y Andreu, 2003).

2.1. Proteinas Circulares Naturales

La primera molécula descrita con estas caracteristicas y una de las mejores conocidas es
la bacteriocina AS-48, cuya secuencia y estructura circular fue resuelta en 1994 por Samyn et al.
Las caracteristicas bioquimicas, estructurales y genéticas de AS-48 serdn expuestas
extensamente en el apartado 3 por tratarse de la molécula central de este trabajo. En realidad, a
principios de la década de los aflos setenta, se habian descrito las propiedades uterotonicas de un
extracto procedente de la planta africana Oldenlandia affinis, asociadas a la presencia de Kalata

B1, un péptido de 29 aminoacidos (Gran, 1970; Gran, 1973; Sletten y Gran, 1973). Sin embargo,

12
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tuvieron que pasar 20 afios antes de que se descubriera que el péptido, cuya secuencia estaba
codificada genéticamente, era circular y tenia una estructura tridimensional bien definida

(Sacther et al., 1995; Jennings et al., 2001).

La diversidad de estructuras de las proteinas circulares de origen natural descritas en la
ultima década, se resume en la Tabla 2. En todo caso se trata de moléculas con una estructura
tridimensional bien definida y un tamano comprendido entre 14 y 78 aminodcidos. Es interesante
sefialar que la mayoria de estas moléculas presentan actividad biologica (antibacteriana,
antivirica y/o farmacoldgica) y por ende estan implicadas en mecanismos de defensa (Trabi y
Craik, 2002). Tanto en el caso de las proteinas circulares de bacterias como en el de las del resto
de los organismos, los datos estructurales disponibles derivan casi exclusivamente de los
estudios de resonancia magnética nuclear (RMN) y en algunos casos de los cristalograficos, y
muestran que se trata de moléculas con una estructura tridimensional bien definida y con motivos
que se repiten regularmente en su estructura secundaria, sin diferencias notables con los que

aparecen en las proteinas lineales.

13
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POLIPEPTIDOS

CIRCULARES

TAMANO
(RESIDUOS)

COMENTARIOS

REFERENCIA

hospedador

celular

Helianthus Potente inhibidor de
SFTI-1 14 o Luckett et al., 1999
annuus tripsina
Defensina de
RTD-1 Macaca mulatta 18 leucocitos de Tang et al., 1999
primates
Wilson et al., 2003;
o . Péptido Bayro et al., 2003;
Microcina J25 Escherichia coli | 21
antibacteriano Rosengren et al.,
2003
) Craik et al., 1999;
Fam. Rubiaceae
Ciclotidos ) 28-37 Bioactividad Craik, 2001; Craik
y Violaceae
etal., 2006
Momordica Inhibidores de Hernandez et al.,
MCoTI-1yII o . 34 o
cochinchinensis tripsina 2000
Lactobacillus o
. Proteina cationica .
gasseriy ) ) Kawai et al., 1994;
Gassericina A ) 58 antibacteriana
Lactobacillus o Tobaetal., 1991
) (bacteriocina)
reuteri
o Proteina cationica
Clostridium Kemperman et al.,
Circularina A L 68 antibacteriana
beijerinckii o 2003b
(bacteriocina)
Gonzalez et al.,
Proteina cationica
2000 ; Sanchez-
Enterococcus antibacteriana
AS-48 . 70 o Barrena et al.,
faecalis (bacteriocina).
) 2003; Maqueda et
Amplio espectro
al., 2004
Pilina T Agroba(?terlum 73 Promover contacto Kalkum et al., 2002
tumefaciens celular
TrbC Amplio rango de 78 Promover contacto Kalkum et al., 2002

Tabla 2. Origen y caracteristicas de proteinas/péptidos circulares de origen natural

14
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2.1.1. Proteinas Circulares producidas por Microorganismos

Las proteinas circulares descritas hasta el momento presentan secuencias primarias
con tamafios que oscilan entre los 21 y los 78 aminoacidos (ver Tabla 2), y todas tienen en

comun la existencia de una alta proporcion de residuos hidrofobos.

A) Microcina J25 (MccJ25)

Descrita con anterioridad por Salomoén y Farias, (1992), la microcina MccJ25
producida por Escherichia coli fue el segundo péptido antibacteriano ciclico conocido, pero
su caracterizacion en detalle fue posterior (Blond et al., 1999). La microcina madura es el
resultado de la ruptura proteolitica de un precursor de 58 residuos en un sitio especifico (Lys'
Gly'") que origina un péptido maduro de 21 aminoécidos, en su mayoria de naturaleza

hidréfoba, y en ningiin caso modificado.

Inicialmente se crey6 que esta molécula tenia una estructura macrociclica por la union
peptidica de sus extremos (Gly'- Gly*') (ver Figura 3), sin embargo resultados muy recientes
obtenidos mediante espectrometria de masas y RMN a partir de la molécula nativa y de
fragmentos peptidicos derivados de ella (Wilson et al., 2003; Rosengren et al., 2003; Bayro et
al., 2003), han permitido concluir que existe un anillo de 8 residuos, formado mediante enlace
lactamico interno entre el grupo amino de la Gly' y el grupo carboxilo del Glu®, a través del
cual se introduce la cola de los 13 residuos restantes (Tyr’-Gly*') (Figura 3). Dicha
estructura, conocida como “lazo peptidico” (lasso-peptide) habia sido descrita en algunos
inhibidores producidos por especies de Streptomyces (Katahira et al., 1995; 1996; Frechet et
al.,, 1994), y en este caso, se ha visto que encuentra estabilizada por la posicion de los
residuos arométicos Phe' y Tyr*’, que se disponen flanqueando el anillo (Wilson et al., 2003;

Rosengren et al., 2003; Bayro et al., 2003; Rebuffat et al., 2004).
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Figura 3. Posibles esquemas de ciclacion propuestos para la MccJ25. A) Se muestra la posible ciclacion
cabeza-cola (arriba) y la formaciéon de un enlace peptidico entre el E® y la G' (abajo) responsable del
plegamiento que origina la estructura “lazo peptidico” de la MccJ25 mostrado en B) (tomado de
Rosengren et al., 2003 y Rebuffat et al., 2004).

Una de las caracteristicas constantes en las moléculas circulares, y también en la
microcina McclJ25, es el presentar un importante grado de estabilidad cuando se somete a la
accion de agentes desnaturalizantes, incluyendo temperaturas superiores a los 100 °C o altas
concentraciones de agentes caotropicos (cloruro de guanidinio 10 M o urea 8 M) combinados

con temperaturas superiores a los 65 °C (Blond et al., 2002).

McclJ25 es un péptido de potente actividad bactericida cuya produccion, a diferencia
de las restantes bacteriocinas descritas, se induce ante la falta de nutrientes. MccJ25 ejerce su
accion inhibiendo la transcripcién a través de su union a la subunidad ' de la ARN
polimerasa de diversas especies sensibles de Salmonella y Escherichia. Pero también han sido
descritas otras dianas para la microcina J25, como la membrana citoplasmatica, en la cual, tras
su permeabilizacion, interrumpe el potencial eléctrico. La entrada de MccJ25 a cepas
sensibles, requiere la proteina multifuncional FhuA de la membrana externa, caracterizada

como miembro de la familia de sider6foros (Rebuffat et al., 2004).

La region genética responsable del caracter MccJ25 consta de 4 genes, mcjABCD,
localizados en el plasmido pTUC100 (50 kb) albergado por las cepas de E. coli productoras
de MccJ25 (Figura 4)
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mcjA mcjB mcjC mcjD

Figura 4. Organizacion de los genes mccj responsables del caracter Mccl25.

B) Gassericina A y Acidocina B

Entre las bacteriocinas de las bacterias del acido lactico (BAL) pertenecientes a la Clase
IT se han descrito otras dos proteinas circulares, la gassericina A, producida por dos especies
del género Lactobacillus, Lb. gasseri LA39 (Kawai et al., 1994) y Lb. reuteri LA6 (Toba et
al., 1991) y la acidocina B, producida por Lb. acidophilus M46 (Leer et al., 1995). Ambas
comparten un 98% de su secuencia (Figura 5). En realidad, la acidocina B difiere de la
gassericina A s6lo en un residuo, por lo que se puede considerar una variante natural de la
misma, a pesar de que ain no se ha descrito si posee una estructura circular (Kawai et al.,

2004).

10 20 30 40 50
GA 1'YWIADQFG IHLATGTARKLLDAMASGASLGTAFAAILGVTLPAWALAAAGALGATAA

AB I'YWIADQFG IHLATGTARKLLDAVASGASLGTAFAAILGVTLPAWALAAAGALGATAA

Figura 5. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la gassericina A y la acidocina B indicando
los residuos implicados en la ciclacion (tomado de Kawai et al., 2004)

La gassericina A fue inicialmente descrita en 1991 bajo el nombre de reutericina 6
como un péptido muy pequefio (aprox. 3 kDa), pero en realidad estd compuesto por 58

residuos que se encuentran unidos por sus extremos amino y carboxilo mediante enlace
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peptidico (Pm 5,6 kDa) (Kawai et al., 1998; 2001). Presenta un 74% de residuos hidrofobos,
probablemente expuestos en la superficie del péptido. Si bien en un principio se considerd que
la gassericina A y la reutericina 6 eran bacteriocinas diferentes, mas tarde se comprob6 que se
trataba de la misma molécula (Kawai et al., 2001) Sin embargo, existian diferencias en el
modo de accion y en los espectros de dicroismo circular (DC) de ambas moléculas, hecho que

fue explicado por el diferente contenido en D- y L-Ala de las moléculas.

Las predicciones acerca de su estructura secundaria indican que la gassericina A es
helicoidal, y que puede estar organizada en una estructura compacta muy estable que le
confiere la capacidad de mantener su actividad tras ser calentada a 100 °C durante 60 min.
Desde el punto de vista bioldgico, presenta un interesante espectro de accidon, que incluye,
ademas de especies de Lactobacillus, algunos patdgenos alimentarios como Listeria

monocytogenes, Bacillus cereus y Staphylococcus aureus.

C) Circularina A

Mas recientemente, ha sido descrita una cuarta bacteriocina circular denominada
circularina A (Kemperman et al., 2003b), producida por Clostridium beijerinckii ATCC
25752. Se trata de un péptido de 69 aminoacidos con un pl de 10,6. Su espectro de accion
incluye a cepas de Clostridium tyrobutyricum, Lactococcus, Enterococcus y Lactobacillus. La
circularina A se produce como un prepéptido de 72 aminoacidos, el cual es procesado hasta la
forma circular madura mediante hidrélisis del puente peptidico entre la Leu” y la Val™, y
formacién de un nuevo enlace peptidico entre Val' y Tyr’* (Figura 6). Cabe preguntarse si los
tres residuos separados pueden constituir realmente un péptido sefial capaz de dirigir el
proceso de secrecion y maduracion de la circularina A, siendo en tal caso el péptido senal mas
pequenio descrito. Hoy se especula con la posibilidad de que las sefales que dirigen la
modificacién de la proteina estén implicitas en su propia secuencia, como ha sido descrito
para algunas proteinas de peroxisomas (Subramani et al., 2000). Los determinantes genéticos
de la circularina A, localizados en el cromosoma bacteriano (region cir) comprenden 5 genes,
entre los que se encuentran los responsables de la inmunidad (CIrE) y aquéllos que codifican
posibles transportadores ABC (CirB y cirD) y que, al igual que ocurre con AS-48, con la que
comparte un cierto grado de homologia, confieren a la célula productora un cierto grado de

resistencia adicional (Kemperman et al., 2003a).
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Figura 6. Maduracion de la circularina A. El enlace peptidico entre Leu® y Val® se rompe,
y se forma un nuevo enlace entre Tyr’> y Val*. En la reaccion se libera el péptido MFL y
se origina la bacteriocina circular. La linea en el prepéptido es una representacion del
nuevo enlace formado (tomado de Kemperman et al., 2003a).

D) Pilinas

No todas las proteinas circulares de origen bacteriano tienen actividad antimicrobiana.
Dos moléculas circulares, las pilinas TrbC y T, comparten una funcién muy diferente:
promover ¢l contacto entre células durante la conjugacion (Kalkum et al., 2002). TrbC y T
son subunidades de los pili codificadas por los plasmidos Inc P (RP4) de Escherichia coli y Ti

de Agrobacterium tumefaciens.

RP4 es un plasmido conjugativo de 60 kb responsable de multiples resistencias a
antibioticos (ampicilina, kanamicina, tetraciclina) y también al agente toxico telurito potasico.
RP4 pertenece al grupo de incompatibilidad IncP, que se caracteriza por presentar un amplio
rango de hospedador. En dicho plasmido se han identificado 74 genes, de los cuales 20 son
necesarios para la conjugacion bacteriana (region tra). El gen trbC se ha identificado como el
responsable de la formacion de los pelos sexuales o pili, esenciales para establecer el contacto
fisico entre la célula donadora y la receptora durante el proceso de conjugacion. Kalkum et al.
(2002) demostraron que las pilinas TrbC y T son proteinas con estructura circular producida
por enlace peptidico entre sus extremos (Figura 7), a diferencia de los pelos sexuales

codificados por los plasmidos F de E. coli, que son proteinas lineales (TraA) constituidas por
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71 aminoacidos y cuyo extremo N-terminal se encuentra acetilado. Otra diferencia interesante
respecto a las células F" de E. coli, que en todo caso presentan entre 1-3 pelos sexuales, es que
solo 1 de cada 50 células que albergan el plasmido RP4 expresan estas estructuras (Kalkum et
al., 2004). Ademas, la transferencia conjugativa de RP4 se produce de manera eficiente solo

en medios solidos y no en medios liquidos, como ocurre con el plasmido F.

114 37

N
LLNGﬁQNVMSTFFGREEEGTGGSLPYESWLTNLQ
oy Pifin v
R TrbC 37-114 T

Jr N&
7i335VN13993I1ADSVAA191151v5v -

Figura 7. Estructura circular propuesta para la pilina TrbC (tomado de
Kalkum et al., 2004).

E) AS-48

La bacteriocina AS-48, por ser la molécula de estudio de este trabajo, se tratard con

mas detalle en el apartado 3.

2.1.2. Proteinas Circulares producidas por Plantas: Ciclétidos

Los ciclotidos, producidos por plantas, constituyen el grupo mdas abundante de
proteinas circulares. Hasta la fecha se han descrito mas de 80 moléculas diferentes, (Craik et
al., 2006). Curiosamente, el descubrimiento de estas proteinas macrociclicas bioactivas se
produjo en la década de los afios setenta gracias a programas de rastreo para la bisqueda de
nuevos compuestos para su aplicacion en medicina natural, pero las publicaciones que dieron
lugar al conocimiento de los mismos no se produjeron hasta 20 afios mas tarde (Gustafson et

al., 1994; Witherup et al., 1994; Saether et al., 1995).
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El término “ciclétido” fue acuniado en 1999 para reflejar la naturaleza peptidica ciclica
de estos compuestos (Craik et al., 1999), que presentan un variado e interesante rango de
actividades bioldgicas: por ejemplo, las circulinas A y B presentan actividad anti-HIV
(Gustafson et al., 1994), el ciclopsicotrido A inhibe la unidon de la neurotensina (Witherup et
al., 1994), y Kalata Bl presenta actividad uterotonica (Gran, 1970; Gran, 1973; Sletten y
Gran, 1973; Saether et al., 1995). Todas proceden de especies tropicales de las familias
Rubiaceae, Violaceae y Cucurbitaceae (Goransson et al., 2004; Craik et al., 2006). En los
cuatro ultimos anos se han descrito nuevos ciclotidos procedentes de las mismas familias
botanicas: circulinas de Chassalia parvifolia (Gustafson et al., 2000), cicloviolinas A-D de
Leonia cymosa (Hallock et al., 2000), palicoureina de Palicourea condensata (Bokesch et al.,
2001), e hypa A de Hybanthus parviflorus (Broussalis et al., 2001).

Una caracteristica comun a esta familia de proteinas, ademas de su origen vegetal, es
el presentar un tamafio en torno a los 30 aminoacidos, tamafio que no les hace ser
considerados como proteinas, aunque su plegamiento globular es mas propio de una proteina
que de un péptido. Por ello, el término mini-proteina resulta mas adecuado para describir a
este tipo de moléculas (Craik et al., 2006). Otra caracteristica comun a los ciclétidos es la
posesion de un esqueleto circular con seis residuos conservados de cisteina que forman tres
puentes disulfuro, dos de los cuales, junto a los segmentos peptidicos que los conectan (asas 1
y 4), forman un anillo que es atravesado por el tercer puente disulfuro. A este
entrecruzamiento se le conoce como motivo CCK (Cyclic Cystine Knot) (Figura 8), y fue

caracterizado por primera vez en el ciclotido Kalata B1 (Saether et al., 1995).

La existencia de una pequefia lamina 3 formada por tres cadenas es otra caracteristica
de este motivo. Esta lamina estd compuesta por una horquilla B y una cadena 3 distorsionada.
Las cadenas B de la horquilla contienen las Cys V> V¥ V! (Craik et al., 2006). El analisis de
homologias en la secuencia primaria de los ciclotidos descritos, asi como los analisis
mediante RMN, indican que el motivo CCK estd conservado en todos los miembros de esta
familia, a pesar de que podrian crearse hasta 15 tipos de puentes disulfuro diferentes debido al
fuerte empaquetamiento de las Cys (Rosengren et al., 2003). Se ha sugerido que el nudo de
cistina es mas importante que la circularizacion para la estabilizacion del plegamiento de los
ciclotidos (Daly y Craik, 2000), ya que el analisis de permutantes aciclicos de Kalata B1 que
se abrieron en un asa del motivo CCK, demostr6 que no se plegaban como la forma nativa. En

cambio, si la linearizaciébn ocurria en cualquier otra asa, el plegamiento se mantenia.
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Asimismo, se ha visto que el motivo CCK es crucial para la estabilidad frente a la

degradacion térmica, enzimatica o quimica (Colgrave y Craik., 2004).

La estructura circular de estas proteinas, junto a la existencia de tres puentes disulfuro,
hace que estas moléculas sean extremadamente estables, muy resistentes a la hidrélisis
enzimatica y a la desnaturalizacion térmica (Gran et al., 2000). Los permutantes aciclicos de
Kalata B1 que retenian el motivo CCK perdieron actividad bioldgica (Daly y Craik, 2000),
indicando que la circularizacion es necesaria para la actividad y quizé para prevenir el ataque

de exoproteasas.

(a) Loop 1 Loop 2
I I

Kalata B1 % T . . CR

Varv peplide A T . . C

Cyclopsychotride A . 5 . i

Circulin A . 5 . G

MCaTI-l WCcPrKIEKKCRREsSE: . . .[FPEa

(©) Kalata B1 o (d)

Figura 8. Caracteristicas estructurales y 3D de ciclotidos. (a) Secuencias representativas en
donde se marca la localizacion de las Cys y los puentes disulfuro (naranja). Colores de los
residuos: hidréfobos, morados; hidrofilos, verdes; basicos, azules; acidos, rojos. (b) Topologia
del motivo CCK. Se indican los residuos muy conservados (verde), moderadamente
conservados (azul) o variables (blanco). Las Cys y los puentes disulfuro aparecen en naranja.
(c) Estructura de Kalata B1l. (d) Actividad insecticida de Kalata Bl frente a larvas de
Helicoverpa punctigera (tomado de Trabi y Craik, 2002).

La existencia de residuos altamente conservados en los ciclotidos también tiene un
importante papel estructural y funcional (Craik et al., 2006). Por ejemplo, la presencia de un
residuo de Glu en el asa 1 contribuye a una gran estabilizacion estructural debido a la
formacion de puentes de hidrégeno con dos protones amida de la cadena peptidica del asa 3
adyacente. Por otra parte, la presencia de residuos con grupos hidroxilo proporciona una red
de puentes de hidrogeno que contribuye a la estabilizacion de la estructura. Por motivos

estéricos, las cadenas laterales de los residuos hidréfobos estan orientadas hacia el exterior de
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forma que se crea un parche hidréfobo expuesto, que participa en la interaccion con las
membranas bioldgicas. La posicion de las Gly en la molécula suele estar muy conservada,
sobre todo la Gly adyacente a la Cys'" del asa 3 y la Gly presente en el asa 6. Existe ademas
un residuo conservado de Asn o Asp en el asa 6 que se ha relacionado con el procesamiento
de los ciclotidos a partir de sus precursores, junto a una Gly conservada en el extremo N-

terminal.

A pesar de las restricciones impuestas por la presencia del motivo CCK, el pequefio
nimero de aminodcidos existentes en la molécula y la presencia de residuos muy
conservados, los ciclotidos muestran un interesante grado de diversidad que ha permitido su
division en 3 subfamilias (Mobius, Bracelet e Inhibidores de tripsina) de acuerdo con la

similitud en la secuencia, tamafio de las asas, estructura ¢ incluso mecanismo de accion (Craik

etal., 2004) (Figura 10).

Los miembros de la subfamilia Mobius se caracterizan por la presencia de un enlace
peptidico en cis delante de una Pro conservada del asa 5, que introduce un giro en la cadena
peptidica (cinta de Mobius, Figura 9). Estos ciclotidos poseen 29 6 30 aminodcidos,
mayoritariamente hidréfobos, de los cuales el 60% estan muy conservados (lo que limita las
posibilidades de diversidad en este grupo). Presentan una gran similitud de secuencias y
practicamente no se encuentran variaciones en el tamafio de las asas existentes. Las Cys y el
asa 1 del motivo CCK estdn muy conservados. A esta subfamilia pertenecen los cicldtidos

Kalata B1 (Rosengren et al., 2003) y Kalata B2 (Jennings et al., 2005).

En la subfamilia Bracelet se han descrito mas de 60 miembros (Craik et al., 2006).
Todos ellos carecen del enlace peptidico en Cis tipico de la subfamilia M6bius, por lo que se
representan como un brazalete (Figura 9). Estas moléculas contienen entre 28 y 31 residuos,
que son solo 10 de los 20 aminoacidos naturales. Ninguna de las asas de las moléculas esta
conservada. Tan sélo 10 residuos estan conservados: las 6 Cys responsables del motivo CCK,
la Gly en el tercer asa (necesaria para su tipico plegamiento 3D), un residuo de Pro y dos
residuos hidrofobos del asa 1. Pertenecen a esta subfamilia la Circulina A (Daly et al., 1999a)

y la Cicloviolacina O1 (Rosengren et al., 2003).
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Bracelat Mobius

Figura 9. Representacion esquematica de las topologias Bracelet y
Mobius (tomado de Craik et al., 2006).

Recientemente se ha caracterizado la estructura de un nuevo ciclotido, Kalata B8
(Daly et al., 2006), que parece ser un hibrido de las subfamilias M6bius y Bracelet. Se ha

observado que el motivo CCK de esta molécula es mas flexible.

La subfamilia de Inhibidores de Tripsina es mas dificil de definir, ya que hasta la
fecha so6lo se han descrito dos moléculas, McoTI-I y McoTI-II, (Hernandez et al., 2000)
producidas por Momordica cochinchinensis, de la familia Cucurbitaceae, que es capaz de
producir un homologo lineal de los mismos, McoTI-III, que puede coexistir con la forma
circular en la misma planta. Las caracteristicas de este pequefio grupo se han establecido en
base a sus diferencias con los inhibidores de tripsina lineales. De esta forma, se ha
comprobado que la primera asa suele contener una secuencia P(K/R)I seguida por un residuo
hidréfobo, mientras que el asa 2 contiene 2 6 3 residuos de Asp combinados con dos

aminoacidos basicos. El asa 4 s6lo contiene un aminoacido hidréfobo (Ile).

Existe un inhibidor de tripsina circular distinto a los ciclotidos, SFTI-1, que fue
aislado de semillas de girasoles. Posee 14 residuos y comparte grandes homologias con la
familia de pequefios inhibidores de serin-proteasas encontrados en semillas de legumbres y
conocidos como inhibidores Bowman-Birk (Luckett et al., 1999). A diferencia de los
ciclotidos, SFTI-1 posee dos cadenas [ antiparalelas estabilizadas por un unico puente

disulfuro.
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Figura 10. Estructuras de Kalata B1, Cycloviolacina
O1 y MCoTI-II, representantes de las familias
Mobius, Bracelet e Inhibidores de tripsina,
respectivamente. Los puentes disulfuro se indican en
amarillo. Derecha, superposicion de las 20 mejores
estructuras determinadas por RMN (tomado de Craik
etal., 2004).

Muchos ciclotidos poseen interesantes propiedades farmacologicas (Tam et al., 1999),
entre las que destacan actividades uterotonicas, anti-VIH, antibacterianas, antifingicas e
insecticidas. Por ejemplo, Kalata B1 actia como un potente inhibidor del crecimiento y
desarrollo de diferentes especies de insectos del género Helicoverpa (Jennings et al., 2001).
Se ha especulado que la funcidn natural de estas sustancias, en la mayoria de los casos, podria
estar relacionada con mecanismos de proteccion del organismo productor, bien frente a
infecciones por microorganismos u hongos o frente al ataque de insectos (Trabi y Craik,

2002).
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2.1.3. Proteinas Circulares de Mamiferos: 0-Defensinas

Las defensinas son péptidos antimicrobianos producidos por plantas, insectos, aves y
mamiferos, incluidos humanos (Lehrer y Ganz, 2002; Ganz, 2003; Brogden et al., 2003;
Hoffmann et al., 1999). El origen tan amplio de estas sustancias puede tener su explicacion en
su funcion, que es actuar como mediadores de la inmunidad natural, protegiendo al huésped
frente a los microorganismos a los que esta expuesto. Incluso ha sido demostrado que en los
vertebrados, las defensinas pueden tener un papel importante en la regulacion de las

respuestas de la inmunidad adquirida (Yang et al., 2002).

Las primeras dos familias de defensinas descubiertas en mamiferos fueron las a- y p-
defensinas (Figura 11). Se trata de péptidos cationicos de bajo Pm (29-42 aminoacidos), en
todo caso lineales, que estan estabilizadas de diferente forma por puentes disulfuro, aunque en
general todas ellas muestran un plegamiento muy similar. Més recientemente, ha sido descrita
una nueva familia, las 0-defensinas (Tang et al., 1999) que presentan la particularidad de ser
moléculas ciclicas sintetizadas en una nueva ruta a partir de precursores similares a las o-

defensinas (Figura 11) (Selsted, 2004).
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Figura 11. Estructuras de varios miembros de las familias a-, B- y 0-defensinas y esquema de los
puentes disulfuro presentes en las moléculas (lineas negras). La linea roja de la 6-defensina
representa el enlace peptidico cabeza-cola (tomado de Bulet et al., 2004).

La familia de las 6-defensinas esta representada por la defensina RTD-1 (Reshus Theta
Defensina 1), y sus homologas RTD-2 y RTD-3 (Tang, 1999), de las que difiere por el

porcentaje de carga positiva neta de las moléculas. La defensina RTD-1 es un péptido de 18
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aminoacidos, incluyendo 6 Cys y 5 Arg, (Pm 2082,7), cuyos extremos se encuentran unidos
mediante enlace peptidico (Gly'-Arg'®). La estructura de RTD-1 (Trabi et al., 2001) consiste
en dos cadenas 3 conectadas mediante estrechas regiones de giro. Al igual que ocurre en los
ciclétidos, la molécula se encuentra estabilizada por la existencia de tres puentes disulfuro,
pero, a diferencia de éstos, aqui aparecen organizados a modo de escalera (Figura 11). Sin
embargo, a pesar de la presencia de puentes disulfuro y de la estructura circular, la molécula

es relativamente flexible.

La forma circular nativa de RTD-1 tiene una actividad antimicrobiana tres veces
superior a la de los analogos lineales sintéticos (Tang et al., 1999). RTD-1 presenta actividad
microbicida frente a bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y hongos, la cual no se ve
afectada por la presencia de NaCl a concentraciones fisioldgicas, como ocurre con las a- y -
defensinas o con las formas circulares linearizadas. La diferencia de actividad entre los
diferentes tipos de defensinas no puede ser, por tanto, atribuida a los cambios estructurales
producidos durante la circularizacion, sino mds bien relacionarse con la estabilidad de la
molécula in vivo (Trabi et al., 2001). La resistencia a las exoproteasas podria ser
particularmente ventajosa durante el proceso de inflamacion, que es donde estos péptidos
actian fundamentalmente. RTD-1 también posee actividad anti-retroviral (Cole et al., 2002).
Recientemente ha sido descrito que la médula 6sea humana expresa un pseudogen que
aparentemente codifica una proteina similar a la defensina RTD-1 con actividad

antimicrobiana, que ha sido denominado retrociclina (Cole et al., 2002).

2.2. Proteinas Circulares Sintéticas

De forma paralela al descubrimiento de la proteinas circulares naturales, se ha
producido un importante avance en el campo de la sintesis quimica de proteinas ciclicas,
debido a que los ingenieros quimicos, aunando esfuerzos con los bidlogos moleculares, han
disefiado métodos de ciclacion de proteinas lineales cuyos extremos se encuentran
razonablemente préximos en su estructura nativa lineal (Karlea y Ranganathan, 2003; Scott et

al., 2001).

Los principales métodos de ciclacion han sido la ligacion quimica nativa mediante

sintesis en fase solida y los métodos basados en las inteinas (David et al., 2004) (Figura 12):

27



Introduccion

0 En el primer método (Dawson et al., 1994) hay que disenar el péptido precursor con
un residuo de Cys en el extremo N-terminal, y con un motivo a-tioéster en el extremo
C-terminal. Estos dos grupos reaccionan para formar un intermediario unido por un
enlace tioéster, que mas tarde sufre una reorganizacion intramolecular, y de forma

espontanea se origina un enlace peptidico entre ambos extremos.

0 En el segundo método (Perler y Adan, 2000), se incluye una secuencia peptidica entre
unos dominios proteicos reactivos llamados inteinas, y la circularizacion ocurre
mediante la unién autocatalitica de ambos dominios. La produccion de la proteina
circular madura implica la eliminacion de los dominios auxiliares que flanquean el

precursor lineal de la proteina.
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Figura 12. Estrategias para la sintesis de proteinas circulares en paralelo con el
procesamiento de péptidos naturales. (a) Ligacion quimica para la sintesis de péptidos en fase
s6lida (b) Mecanismo propuesto de las Inteinas. (c) Modelo genérico propuesto para el
procesamiento de proteinas circulares naturales (tomado de Trabi y Craik, 2002).

También se han aplicado con éxito otros métodos de circularizacion, que incluyen el
uso de condiciones oxidativas para la formacion de puentes disulfuro en precursores lineales,
de forma que se asegure la proximidad entre los extremos para permitir finalmente su
ciclacion (Daly et al., 1999b). Otros estudios se han centrado en aumentar la estabilidad de la
proteina lineal utilizando un esqueleto circular, por ejemplo, para mejorar la estabilidad

termodinamica de los enzimas o la estabilidad in vivo de proteinas de uso terapéutico. Este
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campo esta todavia en sus comienzos, sin embargo gracias a las nuevas tecnologias para la
sintesis de proteinas, probablemente en breve permitan obtener analogos de proteinas
circulares naturales tales como los ciclétidos, con interesantes aplicaciones en el disefio de

nuevos medicamentos (Craik, 2001; Trabi y Craik, 2002).

2.3. Mecanismos propuestos para la biosintesis de los Péptidos Circulares

Poco se conoce acerca de los mecanismos de circularizacion de las proteinas
producidas por procariotas ni de los enzimas implicados en el proceso. En las diferentes
familias de proteinas circulares investigadas, no se han encontrado homologias entre los
aminoacidos implicados en la formacion del enlace peptidico, ni tampoco entre los residuos
adyacentes. La disparidad de estructuras e incluso de funciones de estas proteinas, hace poco
probable la existencia de un mecanismo de circularizacion universal (Craik et al., 2003). Sin
embargo, todas tienen en comun el ser sintetizadas a partir de precursores mas largos (pro-
péptidos), que han de sufrir un proceso de maduracion, consistente en la escision del péptido
sefial y la union de los extremos mediante enlace peptidico. Hasta ahora, tampoco se han
encontrado formas peptidicas en el estadio intermedio de maduracion, lo que sugiere que el
proceso de circularizacion sucede de una manera muy rapida y eficiente tras la eliminacion
del péptido senal (Trabi y Craik, 2002). Profundizar en el conocimiento de los mecanismos
de ciclacion es muy interesante, no s6lo como una curiosidad biologica, sino también desde
un punto de vista aplicado para el diseno de medicamentos peptidicos ciclicos, que serian mas
estables y resistentes a la digestion proteolitica.

En procariotas, el sistema mejor conocido es el de la sintesis de la pilina TrbC. El

Pre-Pro

precursor de la pilina, el producto del gen trbC ( TrbC), presenta dos secuencias con
potencialidad para atravesar la membrana (TM), las cuales podrian favorecer una estrecha
proximidad entre los extremos C- y N-terminal de la pro-proteina dentro de la bicapa lipidica
durante el proceso de secrecion (Kalkum et al., 2004). Se ha propuesto que los precursores "™
POTrbC han de sufrir un complejo proceso de maduracion que implica un primer ataque
mediado por una proteasa (de origen desconocido) la cual retiraria 27 aminoacidos no
esenciales del extremo C-terminal y después, una peptidasa, LepB, durante su paso a través de
la membrana, eliminaria la secuencia sefial (36 residuos del extremo N-terminal), permitiendo

asi su insercion en la bicapa lipidica (Figura 13). Alli, TraF (maturasa), con actividad serin
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proteasa, eliminaria un tetrapéptido (AIEA) de la molécula (TrbC*) y dirigiria el proceso de
circularizacion, via aminolisis, gracias a la proximidad fisica existente entre los extremos de

la molécula (Figura 13).

1. Escision del Proteasa
Péptido C-terminal desconocida
C-terminal _—
L N-terminal
/ Preprop b
+
"*TrbC
TrbC*
3. Escision del 4. Ciclacién via
Tetrapéptido C-terminal aminolisis
Citoplasma . ‘ \ ‘
Periplasma
LepB I > —
+
+
2. Eliminacién del \V
Péptido Sefial ‘
5. Ensamblaje del Pilus. e . Pilina
Requiere TrbB, D, E,F, G, H, I, J, L

Figura 13. Maduracion de los precursores de la pilina para producir la molécula ciclica. Las
hélices transmembrana predichas se muestran en azul oscuro. Las secuencias parciales se indican
por colores: en rojo la secuencia C-terminal no esencial; en rosa, el péptido sefial N-terminal; en
naranja el tetrapéptido C-terminal, en azul claro la secuencia central (tomado de Kalkum et al.,
2004).

Pese a las similitudes descritas entre las pilinas TrbC (trbC) y T (virB2) en relacion a
su funcidon y tamafio (78 y 73 aminoécidos), los precursores de ambos tipos de pilina no
muestran grandes homologias en su secuencia, aunque si mantienen ciertas regiones
conservadas en cuanto al alto porcentaje de residuos hidréfobos (68% en TrbC y 70% en

pilina T), responsable de su fuerte tendencia a formar agregados.

En el caso de la sintesis de pilina T, el extremo C-terminal no sélo no es eliminado
durante la maduracion, sino que tales residuos estan implicados en la union peptidica con el
residuo Q* durante el cierre del anillo, una vez eliminado el largo péptido sefial (47
aminoacidos). También en este caso las predicciones de estructura secundaria indican la
existencia de dos posibles hélices transmembrana, necesarias para aproximar los extremos y

permitir la unidén peptidica entre ellos, aunque, sin embargo, los estudios estructurales
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llevados a cabo sugieren que hay grandes diferencias en la estructura terciaria de las proteinas
maduras (Kalkum et al., 2004). Se ha comprobado que el proceso de maduracion sélo se
produce en las células de Agrobacterium, ya que cuando los genes son clonados en E. coli,
esta bacteria no es capaz de dirigir la circularizacion de la molécula, lo que sugiere la
necesidad de enzimas propias de la especie y por tanto de origen cromosdmico (Lai et al.,

2002).

Las proteinas auxiliares implicadas en la expresion de las bacteriocinas AS-48,
MccJ25 y de la circularina A, codificadas en sendos plasmidos y en el cromosoma bacteriano,
respectivamente, se han localizado agrupadas junto a sus correspondientes genes
estructurales, pero con los datos disponibles hasta el momento, no se puede descartar la
existencia de proteinas de diferente origen que aun no hayan sido identificadas (Martinez-

Bueno et al., 1998; Kemperman et al., 2003a).

En el caso de la Microcina J25, se han identificado los genes mcjABCD en una region
de 4,8 kb del plasmido pTUC100 de E. coli, organizados en dos operones divergentes y
separados por 339 pb (Rebuffat et al., 2004) (Figura 14). El primer operdn incluye al gen
estructural mcjA, que codifica el precursor de la MccJ25 (58 residuos, de los cuales los
primeros 37 forman un tipico péptido senal y los 21 restantes daran lugar a la proteina
madura). En el segundo operon se localizan dos genes adyacentes, mcjB y mcjC, seguidos del
gen mcjD. La funcién de los genes mcjB y mcjC podria ser la eliminacion del péptido sefal y
la subsiguiente ciclacion de MccJ25. El gen mcjD, estd implicado en la secrecion de la
molécula madura y en la inmunidad y resistencia del organismo productor (Moreno et al.,
2002). La proteina McjD muestra homologia con los sistemas de transporte de tipo ABC, y
formaria un canal en la membrana interna para permitir el paso de la proteina madura a través

de la membrana.
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mcjA mcjB mcjC mcjD

pro-MccJ25

1 8 21
pre-MccJ25 MIKHFHFNKLSSGKKNNVPSPAKGVIQIKKSASQLTK AGGAGHVPEYFVGIGTPISFYG

(McjA)
:QMCJC
McjB

McjD Procesamiento
Maduracién
ab s
+—
\ Exporte \ MceJ25
Secrecion

Figura 14. Mapa genético y mecanismo de biosintesis de la MccJ25. A) Organizacion de los
genes implicados en la expresion del caracter MccJ25, localizados en el plasmido pUT100. B)
esquema de maduracion y exporte propuestos: el producto del gen mccjA (58 aminoacidos) pre-
MccJ25 es convertido en la forma madura y ciclica de 21 residuos mediante rotura proteolitica
y posterior ligacion (tomado de Rebuffat et al., 2004).

Para la produccion a nivel basal de Circularina A son necesarios 5 genes
(CirABCDE): el gen estructural CirA, CirE responsable de la proteina de la inmunidad y los
genes CirB y cirD que codifican las que parecen ser las subunidades de un tipico transportador
ABC (CirB y CirD) presumiblemente encargado de la secrecion de esta bacteriocina. Los
autores asignan, por eliminacion, al producto del gen cirC la funcion de maduracion del
prepéptido. La proteina CirC presenta un cierto grado de homologia (21%) con As-48C
(Kemperman et al., 2003a) cuya funcion hasta el momento no habia sido asignada (Martinez-

Bueno et al., 1998).

En el caso de la sintesis de Ciclétidos la situacion es mas compleja, ya que se estima
que estas sustancias son derivadas de una familia multigénica (12 genes), algunos de los
cuales codifican un precursor en el que se pueden encontrar los siguientes dominios o exones
(Jennings et al., 2001) (Figura 15): una senal para el reticulo endoplasmico (ER), una

secuencia relativamente larga y poco conservada llamada pro-region, seguida de una o varias
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unidades repetidas que incluye el ciclétido maduro y en el extremo C-terminal un niacleo muy
hidrofobo (cola: GLPSLAA / GLPSAAA / SLPLVAA). Cada una de estas unidades repetidas
contiene una region N-terminal muy conservada (ntr) de funcion desconocida precediendo a
la secuencia madura. Es posible que esta secuencia ntr esté relacionada con el plegamiento

correcto de la proteina precursora antes de sufrir la rotura y posterior ciclacion.

ER Pro-region Ciclotido Cola

Figura 15. Estructura de las proteinas precursoras de los ciclotidos

De la estructura de estos precursores se deduce que se requieren al menos dos roturas
para escindir el péptido, y que los sitios de procesamiento no pueden ser muy diversos ya que
siempre se encuentran los motivos GLP o SLP flanqueando a las secuencias maduras. Se han

descrito 5 posibilidades que conducirian a la formacién de un péptido circular (Figura 16):

- Cuando el motivo GLP aparece flanqueando la secuencia del ciclotido maduro, hay

cuatro sitios posibles de procesamiento.

- Cuando aparece el motivo SLP en la cola, s6lo existe un sitio posible de rotura. La
existencia de la secuencia SLP, que sdlo se encontro en el ciclotido Oak4, hace pensar
que en todos los ciclotidos la rotura probablemente ocurra tras un residuo de Lys
conservado en el extremo N-terminal y tras un residuo conservado Asp/Asn en el

extremo C-terminal.
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Dominio Repetido Dominio Repetido

| | Ciclétido |5 ] Ciclétido

KGLP TRXGLP KGLP TRXSLP

Figura 16. Representacion esquematica de la biosintesis de los
ciclotidos mostrando los posibles sitios de rotura del precursor,
dependiendo de la presencia del motivo GLP (4 sitios posibles) o SLP
(un Gnico sitio) (tomado de Craik et al., 2004).

Aunque se desconoce el enzima que puede romper la cola del péptido (LAA), se han
descrito unas asparragina endopeptidasas (legumainas) capaces de cortar a nivel del Asny a
las que por tanto se le podria asignar esta funcion (Scott et al., 1992). Sin embargo, en el
terreno de la hipotesis también se baraja la posibilidad de que exista un mecanismo auto-

catalitico similar al de las inteinas (Craik et al., 2004).

La situacion es aun mas novedosa en el caso de sintesis de la defensina RTD-1. En
los estudios de rastreo para la localizacion de los genes responsables de RTD-1 (Tang et al.,
1999) se aislaron dos cDNAs, que, sorprendentemente, no tenian la longitud suficiente para
codificar la molécula completa (18 aminoacidos). La comparacion de la secuencia peptidica
con la de los posibles genes identificados puso de manifiesto que la defensina RTD-1
presentaba en su composicion aminoacidos presentes en los productos derivados de ambos
genes, a los que se llam6 RTDla y RTDIb (Figura 17). Estos genes (RTD1.1 y RTD1.2)
presentan la estructura tipica de los genes de las a-defensinas mieloides (3-exones/2-intrones),
con los que muestran un 88% de identidad. De hecho, RTD-1 parece estar compuesta por dos
péptidos de 9 residuos unidos por enlace peptidico cabeza-cola, derivados de los precursores

altamente conservados RTD1a/1b.
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Figura 17. Organizacion y secuencia de los exones correspondientes a los
genes RTD1.1 y RTD1.2 y posible mecanismo de biosintesis de las
defensinas RTD-1, RTD-2 y RTD-3.

Los pasos del procesamiento postraduccional requeridos para originar la molécula

madura incluyen (Figura 17):
a) Eliminacion del péptido sefial.
b) Rotura proteolitica en los sitios que flanquean a cada uno de los nonapéptidos.
c) Formacion de dos nuevos enlaces peptidicos.

d) Finalmente, formacion de puentes disulfuro debido a la presencia de Cys, que serian

los responsables de la orientacion final de ambas cadenas en la molécula.

3. BACTERIOCINA AS-48

Los primeros datos sobre el péptido AS-48 fueron publicados por Galvez et al. (1985)
como resultado de un estudio realizado sobre la produccion de sustancias de tipo bacteriocina
por diferentes especies del género Enterococcus. De un total de 90 cepas analizadas, 36
producian esta clase de antagonistas, y en concreto la cepa productora de AS-48 fue
identificada como Enterococcus faecalis subsp liquefaciens S-48. Esta bacteria producia,

ademads, una segunda bacteriocina de alto Pm (80 kDa) que fue denominada Bc-48 y que se
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considerd perteneciente a la Clase III al tratarse de una bacteriocina con alto Pm y estrecho
espectro de accion (Lopez-Lara et al., 1991). No ha sido ésta la unica referencia de
enterococos productores de AS-48, pues haciendo una revision de la literatura cientifica se
encuentra que una misma bacteriocina puede ser producida por distintas cepas o incluso por
diferentes especies bacterianas. Suelen tratarse de variantes naturales que muestran pequefias
diferencias en cuanto a la composicion aminoacidica, los niveles de produccion o incluso el
espectro de inhibicion (De Vuyst y Vandamme, 1994; Bhunia et al., 1994; Joosten et al.,
1996; Maqueda et al., 1998). Este ha sido también el caso de la enterocina AS-48, publicada
bajo diferentes nombres como la enterococina EFS2 (Maisnier-Patin et al., 1996), la
enterocina 4 (Joosten et al., 1996), o la bacteriocina 21 (Tomita et al.,1997), todas ellas
producidas por cepas de E. faecalis. Mas recientemente, la produccion de AS-48 ha sido
incluso referida en dos cepas de E. faecium, 7C5 (Folli et al., 2003) y RJ16 (Abriouel et al.,
2005).

Los analisis genéticos preliminares realizados en E. faecalis subsp liquefaciens S-48,
pusieron de manifiesto la presencia de cuatro plasmidos con diferentes movilidades
electroforéticas: dos de alto Pm, pMB1 y pMB2 (90 y 68 kb, respectivamente) y dos
miniplasmidos, pMB3 y pMB4 (5,1 y 2,5 kb). En todo caso se trataba de moléculas
extracromosomicas con alto nimero de copias, segin se podia deducir de la intensidad de la
fluorescencia emitida cuando se analizaban los extractos plasmidicos en geles de agarosa.
Este dato fue confirmado con los resultados obtenidos con preparaciones plasmidicas a gran

escala, analizadas mediante gradiente de densidad en CsCI-EtBr (Martinez-Bueno, 1990).

El origen plasmidico de las bacteriocinas AS-48 y Bc-48 fue determinado en estudios
de estabilidad genética y de curacion de plasmidos, los cuales permitieron establecer una
relacion inequivoca entre la presencia del pldsmido pBM1 y la produccion de Bc-48, y de
pMB2 con la capacidad productora de AS-48. (Martinez-Bueno et al., 1990a, b; Lopez-Lara
etal., 1991).

3.1. Actividad bioldégica y modo de accion de AS-48

La enterocina AS-48 presenta actividad bactericida sobre la mayoria de las bacterias
Gram-positivas ensayadas, siendo especialmente sensibles las estirpes de Enterococcus,

Listeria, Bacillus, Planococcus, Mycobacterium, Corynebacterium y Nocardia. Estos tres
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ultimos géneros, que tienen en comun la presencia de acidos micoélicos en la pared celular,
presentan gran sensibilidad, tal vez por la incrementada naturaleza hidrofoba de esta
estructura, que facilita la union y el acceso de la molécula AS-48 a su diana celular, la
membrana citoplasmatica (Galvez, 1987; Galvez et al., 1989b). Es obligado resaltar la gran
sensibilidad que muestran las especies de Listeria, bacteria patdogena frecuentemente
vehiculizada por alimentos, que requiere para ser inhibida concentraciones 50 veces inferiores
a las necesarias para provocar su efecto inhibidor frente a otras bacterias sensibles como

Enterococcus o Bacillus.

Ademas, se ha confirmado que las cepas productoras de AS-48 liberan bacteriocina en
los cocultivos realizados con L. monocytogenes (Mendoza et al., 1999), S. aureus (Ananou et
al., 2004), B. cereus (Abriouel et al.,, 2002; Grande et al., 2005a), Alicyclobacillus
acidoterrestris (Grande et al., 2005b), Brochotrix thermophacta (Mufioz, 2006) y
Paenibacillus, habiéndose establecido las condiciones Optimas para el control de los mismos
tanto en los cocultivos de laboratorio como en diversos sistemas alimentarios en los que la
enterocina AS-48 ha sido ensayada (Ananou et al., 2005a,b,c; Mufioz et al., 2004, 2006;
Grande et al., 2005 a, b; Grande et al., 2006; Cobo et al., 2005).

Aunque AS-48 afecta también a diversas especies de bacterias Gram-negativas, éstas
son mucho menos sensibles, debido al efecto protector que les proporciona la membrana
externa (Galvez et al., 1989b; Abriouel et al., 1998). Sin embargo, muchas cepas que a priori
son resistentes, se vuelven sensibles cuando se emplean tratamientos combinados, como ha
sido demostrado con E. coli O157:H7 (Ananou et al., 2005c) o S. choleraesuis (Abriouel et
al., 1998).

En general, AS-48 no muestra actividad frente a la mayoria de los organismos
eucariotas ensayados, tales como las levaduras Candida albicans, y Saccharomyces
cerevisiae, las amebas de vida libre, Naegleria fowleri, Acanthamoeba, eritrocitos y las lineas
celulares Hela y MCDK. Estos resultados ofrecen perspectivas prometedoras a muy corto
plazo para el desarrollo de cultivos iniciadores que posibiliten el control de este tipo de
patégenos en alimentos y también para el empleo directo de la bacteriocina como

bioconservante.

El modo de accion bactericida de AS-48 se establecio investigando su efecto sobre
bacterias intactas, tanto Gram-positivas como Gram-negativas y también sobre protoplastos y

vesiculas de membrana derivadas de células sensibles (Galvez et al., 1989¢c, 1989d, 1991).

37



Introduccion

La diana celular primaria de AS-48 es la membrana citoplasmatica, y su adicion a células
sensibles determina el cese inmediato de la captacion de precursores y la pérdida de la
capacidad para mantener los niveles citoplasmaticos de sodio y potasio. Como consecuencia
de la permeabilizacion de la membrana celular, se produce un rapido colapso del potencial de
membrana, de forma similar a como lo hace el inhibidor de ATPasa, diciclo-hexil-
carbodiimida, siendo su accion independiente del potencial de membrana. AS-48 actla
también sobre liposomas de fosfatidilcolina ("asolectina de soja"), en los que determina la
libre y répida difusién de pequenas moléculas (uridina o rubidio), pero no la de solutos de
mayor tamafo (dextrano) y en los que tratamientos algo mas prolongados producen la fusion

de las bicapas, dando lugar a agregados multilamelares (Galvez et al., 1991).

Para profundizar en el mecanismo de accion de AS-48, se analizé su efecto sobre la
conductividad de bicapas lipidicas planas. La adicion a bajas concentraciones desencadenaba
una serie de sefiales eléctricas que se pueden corresponder con la apertura de canales cuyo
diametro podria ser estimado de forma muy aproximada en 0,7 nm (Galvez et al., 1991). Este
mecanismo de accion permitiria la despolarizacion celular y la difusion de solutos de bajo
peso molecular, disipando el potencial de la membrana y volviendo a la célula inviable.
Posteriormente, empleando la balanza de Langmuir se han obtenido monocapas de AS-48,
tanto puras como mixtas, que han sido de gran utilidad para conocer el tipo de interaccion que
esta molécula establece con algunos componentes de la membrana citoplasmatica. De esta
forma se ha podido comprobar que lla principal interaccion que se produce entre AS-48 y el
acido graso mayoritario en la membrana de los enterococos (4cido dipalmitoil fosfatidico) es
de tipo electrostatico, ya que ocurre a pH 10.5, situacion en la que el lipido estd més cargado
y el péptido mas desplegado (Abriouel et al., 2001a). Este resultado tal vez explique el
notable incremento de actividad encontrado a pH 9 frente a Salmonella (Abriouel et al.,
1998).

En una gran parte de las bacterias sensibles se observa también como efecto
secundario un descenso en la densidad Optica de los cultivos, debido a la lisis celular
producida (Galvez, 1987; Galvez et al., 1989b). En Enterococcus faecalis, dicha accion es
dependiente de iones Mg2+, y es atribuible a la actividad de las autolisinas presentes en la
pared de esta bacteria. Estos resultados han sido interpretados de forma que tras los dafios
letales ocasionados a nivel de membrana, se produciria la desregulacion de las autolisinas

encargadas de digerir la pared celular (Galvez et al., 1990). Desde un punto de vista aplicado,
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la induccion de bacteriolisis puede tener un gran interés en productos maduros, por ejemplo

en quesos, en los que los enzimas intracelulares liberados contribuyen a potenciar el sabor.

3.2. Caracteristicas bioquimicas de AS-48

E. faecalis subsp. liquefaciens A-48-32, que contiene inicamente el plasmido pMB2,
y diversos transformantes obtenidos en nuestro laboratorio, producen la enterocina AS-48
desde el comienzo de la fase exponencial de crecimiento, lo que indica que se trata de un
metabolito primario, al igual que la mayoria de las bacteriocinas descritas (Galvez et
al.,1986). La produccion de AS-48 se lleva a cabo en diferentes tipos de medios, tanto
liquidos como solidos, incluyendo el medio minimo DCB —defined complete broth-, aunque
con menor rendimiento. Los mayores titulos de AS-48 se obtienen cuando la cepa productora
se cultiva a 37 °C en medios suplementados con infusiéon de cerebro-corazén, glucosa y

sulfato magnésico (Galvez et al.,1986).

AS-48 es de naturaleza exclusivamente peptidica, por lo que es inactivado por diversas
endopeptidadasas (tripsina, proteinasa K o proteasa V-8), aunque no por exopeptidasas. Es una
molécula muy estable a pH 4cido (3 a 5), y neutro, sélo a pH alcalino (10-11) sufre una ligera
pérdida de actividad (Galvez et al., 1986; Galvez, 1987). En su composicion de aminoacidos
destaca la ausencia de cisteina y de aminoacidos modificados como la lantionina, la beta-metil-
lantionina ni otros residuos deshidratados, lo que la diferencia netamente de los lantibidticos
(bacteriocinas de Clase I). El andlisis de la composicion aminoacidica de AS-48 demuestra la
existencia de una alta proporcion de residuos basicos, justificando asi su caracter fuertemente
cationico (pl 10,5). Ademas contiene una gran cantidad de residuos hidréfobos (Ala, Pro, Val,
Met, Ile, Leu y Phe) y de aminodcidos hidréfilos sin carga neta (Ser, Gly, Thr, y Tyr) (Galvez et
al., 1989a).

De acuerdo con las caracteristicas bioquimicas de AS-48 y su actividad anti-listeria, esta
molécula estaria considerada como unos de los péptidos catidnicos antibacterianos producidos
por las bacterias del acido lactico (BAL) pertenecientes a la Clase II. Sin embargo, la estructura
circular de AS-48, que le confiere una gran estabilidad, unida a su amplio espectro de accion, la
diferencian claramente de los restantes péptidos descritos en esta Clase (Nes et al., 1996; Franz
et al., 1999; Van Belkum y Stiles, 2000; Cleveland et al., 2001; Diep y Nes, 2002; Ross et al.,

2002). Ello ha motivado que desde diferentes publicaciones se abogue por la creacion de una
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cuarta Clase para encuadrar a la enterocina AS-48, considerada como el prototipo de las
bacteriocinas circulares producidas por bacterias Gram-positivas (Kemperman et al., 2003b;
Maqueda et al., 2004). Es interesante comprobar que estas bacteriocinas circulares tienen en
comun similitudes respecto al tamafio molecular (entre 3 y 7 kDa) y el punto isoeléctrico
(cercano a 10), lo que sugiere que la produccion de este tipo de péptidos catidnicos pueda
representar un nuevo mecanismo de antibiosis que se ha conservado durante la evolucion, porque

confieren a las bacterias productoras indudables ventajas desde el punto de vista ecoldgico.

3.3. Caracteristicas estructurales de AS-48

Los intentos realizados para determinar la estructura primaria de AS-48 empleando la
degradacion de la molécula por el método de Edman, fueron en todos los casos infructuosos, lo
que sugeria que podia tratarse de una molécula con el extremo N-terminal bloqueado. Esta
hipotesis fue apoyada por la resistencia a exopeptidasas tales como las carboxipeptidasas A y B,
que indicaban asimismo el bloqueo del grupo carboxilo terminal. Por ello la estructura primaria
completa de AS-48 (Figura 6), fue establecida analizando los digeridos obtenidos tras su
tratamiento con las endoproteasas Lys-C, Glu-C y quimotripsina (Samyn et al., 1994).

La masa molecular de AS-48, establecida en 7.149,5 kDa, se obtuvo mediante
espectrometria de masas con electrospray. El valor asignado se correspondia exactamente con el
calculado al sumar la masa de los diferentes residuos de AS-48, disminuido en la masa de una
molécula de agua que se libera durante la formacion de la union peptidica cabeza-cola (Samyn et
al., 1994). Este dato fue posteriormente confirmado al conocer la secuencia del gen estructural
de AS-48 (Martinez-Bueno et al., 1994). Este fue el primer caso descrito de modificacién
postraduccional de un péptido que da lugar a una molécula con estructura circular, surgida de
la unién de los residuos situados en ambos extremos, Met' y Trp’® (pre-péptido), tras la

eliminacion del péptido sefial.

Posteriormente, se realizo el estudio de resonancia de protones ('"H RMN) de AS-48 en
solucion acuosa para establecer la estructura secundaria del péptido (Figura 18) (Langdon et al.,
1998), a partir de la cual se resolvio su estructura tridimensional mediante RMN (Gonzalez et al.,
2000). Asi, se comprobd que AS-48 se encuentra plegado en cinco hélices o de acuerdo con la
topologia indicada en la Figura 19. Las cinco hélices corresponden a los residuos Ala’-Ala!

(o), Val®-Ala™ (an), Ser’’-Ala® (a3), Ile’'-Lys® (ou) y Lys®*-Phe’ (as) y se encuentran
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conectadas por cortas regiones de giro. Las hélices o} y o, son antiparalelas entre si y la o4 se
sitia perpendicularmente a las hélices a; y o, mientras la hélice a3 es perpendicular a a4 y
corta en el plano definido por o, y o, con un angulo de 40°. Finalmente, la hélice as es
perpendicular a la o3 y forma un angulo de 50° con o4 y a;. La estructura global de AS-48 es,
pues, muy compacta, y las cadenas hidrofobas laterales de las hélices o configuran el corazéon
de la proteina e interaccionan entre si, estabilizando la estructura (Figura 19). Sin embargo, no
todos los residuos hidréfobos se disponen en el centro de la molécula, ya que muchos de los
situados en las hélices o;, a, y a3 estan expuestos al solvente (Figura 21B) (Gonzalez, et al.,

2000).

9-21 25-34 37-45 51-62
a1 (15} a3 o4
1 10 20 30 40 50 60 70

GIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAVGSGGLSLLAAAGRESIKAYLKKEIKKKG

Figura 18. Estructura primaria (abajo) y secundaria (arriba) de la enterocina AS-48. Se representa la union cabeza-
cola.

Figura 19. Vision estercoscopica de la superposicion de las mejores 20 estructuras de
AS-48 obtenidas mediante RMN. En negro se muestra la superposicion de los atomos
y en rojo la de las cadenas laterales hacia el corazon de la molécula.
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Como se comentara mas adelante, es un hecho demostrado que AS-48 es una molécula
muy estable debido a que la ciclacion de la molécula reduce la entropia en términos
conformacionales. Ademas, la unién cabeza-cola de AS-48 se produce en la mitad de la hélice
as (residuos 64-5), lo que también tiene un marcado efecto en la estabilidad de la estructura
tridimensional. En la hélice ois hay una serie de residuos hidréfobos (Val®’, Met' y Phe’) que
interaccionan con el corazon hidrofobo de la molécula, hecho que también contribuye a la
estabilizacion de la estructura. Todos estos efectos estabilizadores estan reforzados por las
eficientes interdigitaciones de las cadenas laterales hidrofobas en el corazén de la estructura,

que permiten el gran nimero de contactos existentes entre ellas.

Desde el punto de vista estructural, AS-48 se asemeja a la NK-lisina (Figura 20), un
polipéptido de 78 residuos que posee actividad antibacteriana y tumorolitica, aislado del
intestino del cerdo (Andersson et al., 1995), y que posee un plegamiento de tipo “saposina”

(Liepinsh et al., 1997).

Figura 20. Comparacion de las estructuras tridimensionales de la
bacteriocina AS-48 (arriba) y de la NK-lisina (abajo).

Desde el punto de vista electrostatico, AS-48 esta formada por 14 residuos cargados: 8
Lys, 2 Arg y 4 Glu que le confieren un alto pI (10,5). La alta carga positiva se incrementa

cuando la proteina se encuentra a pH 3, ya que en esas condiciones los 4 Glu existentes en la
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molécula se encuentran protonados. De las cinco hélices de AS-48, solo las o, o 'y ou
muestran un modesto grado de anfipatia, pero lo mas interesante es la distribucion asimétrica
de cargas en la molécula, ya que los 10 residuos basicos se encuentran agrupados en un
segmento de 26 residuos de los 70 totales. Por ello, cuando AS-48 se encuentra a pH
fisiolégico (alrededor de 7) los residuos de Arg y Lys se encuentran protonados y los 4 Glu no
protonados, lo que determina un alto potencial electrostatico positivo, en particular en la
region que comprende la hélice a4 y el asa entre las hélices a4 y as (Figura 21A). Esta
organizacion origina a una fuerte acumulacion de cargas positivas en una zona superficial de
la proteina (hélices a4 y as5), lo que se considera determinante de su actividad formadora de

poros en la membrana bacteriana particularmente rica en fosfolipidos acidos (Gonzalez et al.,

2000).

-0 A

Figura 21. (A) Potencial electrostatico positivo de AS-48 al nivel de 2kT/q, calculado con el
programa GRASP. La direccion del cambio maximo del potencial es aproximadamente
vertical. Se indica la longitud del polipéptido en esa orientacion, 20 A. (B) Vista frontal
(arriba, misma orientaciéon que en A) y posterior (abajo) de AS-48, indicando las regiones
hidr6fobas en la superficie (color cyan).

El andlisis cristalografico llevado a cabo sobre AS-48 en solucion a pHs 4,5y 7,5
(Sanchez-Barrena et al., 2003) confirmé en todos sus extremos la estructura propuesta
mediante RMN, pero los resultados diferian en lo relativo a la composicién del corazéon
hidréfobo y en la superficie molecular de la molécula (Figura 22). Estos estudios han
permitido comprobar, de acuerdo con los estados de agregacion encontrados a diferentes pHs,
que AS-48 es una molécula mucho més flexible de lo esperado, capaz de adaptar su estructura

molecular a las condiciones ambientales.
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Figura 22. Estereovision de la superposicion de los 20 mejores
modelos de AS-48 obtenidos mediante RMN (amarillo) y
cristalografia de rayos X (azul).

Los datos obtenidos en los cristales permiten suponer que los atomos Co de Glu®,
Glu®, Glu® y Glu™® de la molécula forman un plano que segrega los residuos cargados
positivamente (hélice o, el extremo N-terminal de as y el asa que conecta oy y as) del resto

de los residuos no cargados o hidrofobos (hélices a,0; y o3) (Figura 23).

Figura 23. Representacion del hipotético plano
formado por los 4 residuos de Glu presentes en
AS-48.

44



Introduccion

Por otra parte, se ha confirmado que las moléculas de AS-48 en el cristal adoptan dos
formas diméricas diferentes, abreviadas como DF-I y DF-II, segun las condiciones

ambientales en las que se encuentren:

0 Las moléculas de AS-48 en DF-I interaccionan a través de las hélices a; y o, (Figura
24A), lo que supone que el dimero expone una mayor proporcion de area cargada
accesible al solvente, por lo que es mas soluble que el monomero. Por tal motivo se ha

propuesto que es la forma en que se encuentra AS-48 en soluciones acuosas.

0 Sin embargo en ambientes hidrofobos como la membrana, las moléculas de AS-48 se
encuentran formando dimeros DF-II (Figura 24B) gracias a la interaccion entre las
hélices hidréfilas o4 y as. Esta organizacion permite que la cara hidrofoba se oriente
hacia la membrana y la hidréfila al solvente, por lo que se ha propuesto que las

moléculas de AS-48 al insertarse en la membrana adoptan tal configuracion.

H4

Protomer A Protomer B Protomer B Protomer D

Figura 24. Representacion de las formas diméricas encontradas en cristales de AS-48 en solucion.
Estructura de la DF-I (A) y la DF-II (B).

3.4. Relacion Estructura-Funcion

Segiin el modelo de RMN, AS-48 actuaria sobre las membranas siguiendo el
mecanismo de electroporacion molecular (Gonzalez et al., 2000), que describe la formacion
de poros en la membrana producida por la uniéon de una molécula cargada en su superficie, y
esta ejemplificado por la NK-lisina (Miteva et al., 1999). Este mecanismo seria también

aplicable a AS-48 dadas sus caracteristicas electrostaticas. De hecho, en estudios previos
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(Galvez et al., 1991) se demostrd que la bacteriocina AS-48 interacciona con la membrana
citoplasmdtica de las bacterias sensibles induciendo la permeabilizacion i6nica y el colapso
del potencial de membrana. Segun el modelo de electroporacion molecular, AS-48 se uniria
inicialmente a la superficie de la membrana a través de su superficie hidréfila y se acumularia
en ella, incrementando su concentracion local y favoreciendo la electroporacién y la

permeabilizacion de la membrana (Gonzalez et al., 2000).

Sin embargo, los dos tipos de dimeros de AS-48 encontrados en la cristalizacion de la
molécula (Sanchez-Barrena et al., 2003), han llevado a proponer un mecanismo molecular
alternativo para explicar la actividad formadora de poros de AS-48, el cual implica una
transicion de la forma soluble (dimero DF-I) a la forma unida a la membrana (dimero DF-II),
permitiéndole asi su insercion (Sanchez-Barrena et al., 2003). El fuerte momento dipolar de
DF-I podria dirigir el acercamiento de AS-48 a la membrana y el bajo pH que hay en su
superficie desestabilizaria el dimero DF-I debido a la protonacion de las cadenas laterales de
los residuos de Glu. Esta situacion, que no depende del potencial de membrana, permitiria una
interaccion efectiva entre las cadenas laterales carboxiladas de AS-48 y las cabezas polares
del fosfolipido, asi como la estabilizacion de la mitad hidrofoba de AS-48 por la interaccion
con las cadenas alifaticas del fosfolipido, lo cual favoreceria la insercion en membrana y la
reorganizacion de la molécula, de forma similar a como lo hacen algunas toxinas (Gouaux,
1997). La insercion de numerosas moléculas de AS-48 en la membrana supondria una
acumulacién de cargas positivas en la misma, lo que podria desestabilizar el potencial de

membrana y conducir a la electroporacion molecular (Figura 25).

46



Introduccién

Figura 25. Representacion del mecanismo molecular de la inserciéon en membrana de AS-48. El modelo
incluye la aproximacion de la forma DFI a la membrana y la transicion de DF-I a DF-II a nivel de la
superficie de la membrana.

Para aclarar cudl es el mecanismo de accion de la bacteriocina AS-48 se diseild un
fragmento de 21 aminoacidos llamado B-49-69 (Jiménez et al., 2005) que contenia la region
cargada positivamente de AS-48 (hélices o4 y as), que se considera implicada en la
interaccion con las membranas bacterianas (Gonzalez et al., 2000). La estructura de B-49-69
determinada por RMN fue practicamente la misma que la de la region homologa en AS-48

(Figura 26), si bien no fue reconocida por anticuerpos especificos anti-AS-48.

La minibacteriocina B-49-69 no mostr6 actividad antimicrobiana frente a L.
monocytogenes CECT 4032 en medio solido ni en medio liquido, pero disminuyo la actividad
de AS-48 cuando fue afiadida a cultivos en fase exponencial antes que la bacteriocina. Segiin

este resultado, B-49-69 se uniria a la superficie celular cargada negativamente, y una vez que
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dicha superficie estuviera cubierta por moléculas de B-49-69, la aproximacion de AS-48 se
dificultaria, impidiendo la permeabilizacion de la membrana. La adicion de B-49-69 al medio
con posterioridad a la adicion de AS-48 no tuvo ningtn efecto. Los datos sugieren que B-49-
69 parece realizar el primer paso en el mecanismo de accion antibacteriano de AS-48, es
decir, la union de las areas de la molécula cargadas positivamente a la superficie bacteriana
cargada negativamente a través de interacciones electrostaticas. En cambio, B-49-69 no es
capaz de permeabilizar las membranas debido a que no posee una distribucion de las
superficies hidrofilas e hidroéfobas en la molécula, que si existe en AS-48 (Jiménez et al.,

2005).

Figura 26. (A) Superposicion de las 20 mejores estructuras calculadas
para B-49-69 en TFE al 30%. El puente disulfuro aparece en amarillo. (B)
Superposicion de las estructuras de B-49-69 y la bacteriocina AS-48. En
verde, B-49-69, en negro, el segmento 49-69 de AS-48. Las cadenas
laterales de I59 y V67 en AS-48 aparecen en naranja, y el puente disulfuro
entre C59-C67 de B-49-69 en amarillo.

3.5. Estabilidad de AS-48

Es un hecho indiscutible que la ciclacion confiere una gran estabilidad a las moléculas,
y en el caso de AS-48 esta estabilizacion se puso de manifiesto en los estudios de calorimetria
diferencial de barrido, realizados a pH 2,5 y a baja fuerza idnica, en los que la
desnaturalizacion térmica ocurria a temperaturas superiores a los 102 °C en condiciones de
equilibrio, mientras que el estado desnaturalizado agrega irreversiblemente a pH neutro o
alcalino (Cobos et al., 2001). Por otra parte, el desplegamiento de la molécula requiere altas
concentraciones de cloruro de guanidinio (> 7M). Los estudios cinéticos del desplegamiento-

replegamiento de la proteina, muestran que se trata de una de las proteinas globulares con mayor
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velocidad de plegamiento descritas hasta el momento. Este hecho, de nuevo esté relacionado con
el bajo coste entropico de este proceso, debido a la circularizacion de la cadena polipeptidica

(Cobos et al., 2002).

3.6. Determinantes genéticos de AS-48

Las primeras investigaciones sobre los aspectos genéticos de AS-48 permitieron
localizar sus determinantes genéticos en un pldsmido conjugativo de 68 kb que responde a
feromonas, denominado pMB2 (Martinez-Bueno et al., 1990a). En dicho plasmido se
encuentran también los determinantes responsables de la produccion y resistencia a la
bacteriocina, asi como los implicados en la transferencia conjugativa a otras cepas de la

misma especie (Martinez Bueno et al., 1990; Quirantes et al., 1995).

El gen estructural de AS-48 (as-48A) fue localizado y secuenciado por Martinez-Bueno
et al. (1994) y los resultados obtenidos permitieron concluir que, aunque el péptido activo posee
70 residuos, el producto primario del gen contiene 105 aminoécidos, de los que los 35 primeros,
de naturaleza hidrofoba, actian como un péptido sefial que ha de ser escindido para permitir la
ciclacion de la molécula. El analisis comparativo de la secuencia de aminoacidos deducida del
gen as-48A y la obtenida para el péptido V8-5 (un fragmento de 16 residuos obtenido por
digestion parcial de AS-48 con endoproteinasa Glu-C) demostré de forma concluyente que AS-
48 tenia estructura circular. Efectivamente, el péptido V8-5 comienza con una secuencia de 12
aminoacidos (IKKKGKRAVIAW) correspondiente al extremo carboxilo (I”° a W) del
producto génico traducido y termina con cuatro residuos (MAKE) correspondientes al extremo

amino del pro-péptido AS-48.

La region genética donde se localiza el gen estructural as-48A estd bien definida. El gen
se encuentra precedido por un promotor fuerte capaz de expresarse en E. coli (Fujimoto ¢ Ike,
2001). Se ha identificado, ademas un sitio tipico de union a ribosomas (GGAGGA) y una
repeticion invertida a continuacion del codon stop (TAA) considerada como un terminador p-

independiente (Martinez-Bueno et al., 1998) (Figura 27).
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38 CAGGAATAGATATGTTATTGCTTGCATCAAAATAAACTACATGGGTATAATAGCAATGAAATGCATTTCA

-35 -10
108 AAAATATTTTGAGGAGGAGTATCATGGTTAAAGAAAATAAATTTTCTAAGATTTTTATTTTAATGGCTTT
SD as-48A

178 GAGTTTTTTGGGGTTAGCCTTGTTTAGTGCAAGTCTTCAGTTTTTGCCGATTGCACATATGGCTAAAGAG
248 TTCGGTATACCAGCAGCAGTTGCAGGAACTGTGCTTAATGTAGTTGAAGCTGGTGGATGGGTCACTACTA
318 TTGTATCAATTCTTACTGCTGTAGGTAGCGGAGGTCTTTCTTTACTCGCTGCAGCAGGAAGAGAGTCAAT
388 TAAAGCATACCTTAAGAAAGAAATTAAGAAAAAAGGAAAAAGAGCAGTTATTGCTTGGTAATTTAACAAT

458 ATGATAAAAAAACAGGATATTTTCTAGAGATATTCTGTTTTTTAATTAAAAAAGGGGGGCGCTCATGAAT
> > < <« as-48B

528 CTCTTTGGAATTCTAATGAAGTTAAGAGCAAATCAAGAGAGTAGTTTGGTTAAAAGAGTATTTTCCTACT

Figura 27. Secuencias promotoras del gen as-48A. Las flechas indican la repeticion invertida. Se toma
como posicion inicial el sitio Sphl de la region as-48 clonada en pAM401.

Subsiguientes estudios realizados para investigar la region genética as-48 permitieron
localizar en el plasmido pMB2, ademas del gen estructural, un conjunto de genes situados
corriente abajo de éste (Figura 28): as-48B, as-48C, as-48C1, as-48D, as-48D1, as-48E, as-
48F, as-48G y as-48H, que han sido identificados como los determinantes genéticos
responsables de la expresion del caracter AS-48 (produccion e inmunidad) (Martinez-Bueno

et al., 1998; Diaz et al., 2003).

Toda la region as-48 (14,8 kb) ha sido clonada y expresada en el plasmido lanzadera
pAM401, elegido por ser un vector bifuncional para Enterococcus-E. coli. La construccion
obtenida fue el plasmido recombinante pAM401-81, que al ser transferido mediante
electroporacion a E. faecalis JH2-2 le conferia la capacidad de expresar el caracter AS-48 con

una eficiencia similar a la de la estirpe silvestre E. faecalis S-48. (Diaz et al., 2003).
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Figura 28. Mapa fisico y genético del plasmido pMB2 con los sitios de corte de
diversas enzimas de restriccion, en el que se destaca los genes identificados en la
region as-48.

Los primeros estudios moleculares realizados en diversos transformantes de JH2-2,
permitieron identificar el producto del gen as-48D1 como el determinante de la inmunidad al ser
capaz de conferir por si mismo cierto grado de resistencia (Martinez-Bueno et al., 1998). Se
trata de un péptido catidnico (pI 10,81) fuertemente hidrofobo, cuya prediccion de estructura
secundaria sugiere la existencia de dos segmentos transmembrana con una conformacion tipica
en hélice o y un extremo carboxilo hidréfilo. La existencia de estas proteinas de inmunidad ha
sido también descrita en otros péptidos cationicos, tales como Pepl (Reis et al., 1994) o
lactococina A (Nissen-Meyer et al., 1993). Sin embargo, no se puede descartar la existencia de
mecanismos complementarios de inmunidad en los que estén implicadas otros productos del
grupo de genes as-48, como es el caso de la bomba de tipo ABC constituida por As-48EFGH
(Diaz et al, 2003), asi como el producto del gen as-48C (Fernandez et al., 2006), que en todo
caso aumentarian la resistencia frente a AS-48 bien administrado de manera exogena o durante
su biosintesis, respectivamente, de forma similar a lo descrito para la microcina B17, nisina,

subtilina y Pep5 (Garrido et al., 1988; Saris et al., 1996).

Para el resto de los productos génicos identificados en la region as-48, se han propuesto
diversas funciones basadas en su homologia con proteinas bien caracterizadas, depositadas en las

bases de datos, asi como mediante andlisis funcional por mutagénesis con el transposon TnS
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(Martinez-Bueno et al., 1998; Diaz et al., 2003; Fernandez, 2004). De esta forma, se ha podido
demostrar la importante funcion de as-48B, as-48C1 y as-48D en la biogénesis de AS-48, ya que
la inactivacion de cualquiera de ellos determina el cese de la produccion de AS-48, mientras que
la de as-48C y as-48G soélo la disminuye, como se deduce del fenotipo hipoproductor de los
mutantes. De los restantes genes identificados, los productos mejor caracterizado fueron As-48D
y As-48G por tratarse de proteinas parcialmente hidréfilas con sitios de union al ATP, de
acuerdo con las homologias que ambas presentaban con los dominios Walkers A y B de los
transportadores ABC (ATP-Binding-Casette) (Higgins et al., 1986; Fath y Kolter, 1993). La
proteina codificada por el gen as-48F se encuentra anclada en la membrana citoplasmatica por
el extremo amino-terminal y presentan una region super-enrollada conocida como "coiled coil
region". La estructura secundaria sigue una organizacion (o+f) similar a la de la proteina
GrpE, con la que comparte un cierto grado de homologia. La funcion asignada a la proteina
As-48F ha sido la de intercambiador de nucledtidos, estimulando la actividad ATPasa de As-
48G y acelerando la liberacion del ADP, permitiendo un reciclaje mas rapido del sistema, con
la finalidad ultima de aumentar su eficacia en la proteccion celular (Diaz et al., 2003). Las
proteinas As-48C;, As-48E y AS-48H, resultaron ser muy hidrofobas ya que presentaban,
respectivamente, seis, cuatro y cuatro dominios capaces de atravesar la membrana. Por ello han
sido propuestas como los dominios de expansion en membrana necesarios para completar la
funcién de los dos transportadores ABC identificados en esta region (As-48C|D y As-48EFGH)
(Martinez-Bueno et al., 1998; Diaz et al., 2003).

La funcion de ambos transportadores, deducida del comportamiento de los mutantes de
insercion con el transposon Tnb, ha permitido determinar que el sistema As-48C;D es esencial
para la secrecion y exporte de la molécula, y en ningiin caso puede ser sustituido por el
segundo transportador identificado, As-48EFGH, ultimo responsable de la auto-proteccion
frente a AS-48, posiblemente interactuando de forma cooperativa con la proteina de la
inmunidad As-48D vy, de acuerdo con resultados muy recientes, también con la proteina As-
48C (Fernandez et al., 2006). En la mayoria de los sistemas descritos, la secrecion de
bacteriocinas tiene lugar de forma simultanea a la separacion del péptido-sefial y son, por tanto,
necesarios para la secrecion y maduracion de estos péptidos (Havarstein et al., 1995). Sin
embargo, en el caso de AS-48 el proceso parece aun mas complejo, dadas las caracteristicas del

péptido-senal y la naturaleza circular de la molécula.
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3.7. Biosintesis de AS-48

La biosintesis de AS-48 atn no ha sido completamente aclarada a pesar de los
esfuerzos realizados para identificar la(s) proteina(s) responsable(s) de la maduracion y
ciclacion de la misma. Los primeros resultados que se obtuvieron comparando la secuencia del
gen estructural con los de la proteina madura demostraron que la molécula activa contenia 70
residuos, mientras que el producto primario del gen contenia 105 aminoacidos, lo que permitid
concluir que los primeros 35 residuos de la molécula, de naturaleza hidro6foba, actuaban como un
péptido senal (Martinez-Bueno et al., 1994; Samyn et al., 1994). Consecuentemente con ello, se
ha propuesto que el producto primario de as-48A seguiria las siguientes etapas en su
procesamiento (Figura 29): (i) ruptura del péptido sefial del prepéptido y (ii) union entre los
residuos M™ y W' terminales del propéptido. Ello exigiria la intervencion de una peptidasa
sefial y la formacion de un enlace peptidico (ciclasa), actividades que no han sido atin asignadas
a ninguno de los determinantes genéticos identificados en la region as-48. Es probable que este
proceso ocurra durante la translocacion de la enterocina a través de la membrana y por ello no

sea posible detectar el péptido maduro en el citoplasma.

Péptido sefial (35 residuos) Propéptido (70 residuos)
MVKENKFSKIFILMALSFLGLALFSASLQFLPIAHMAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAVGSGGLSLLAAAGRESIKAYLKKEIKKKGKRAVIAW
a) Rotura proteolica entre H! y M \

Prepéptido

MAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAVGSGGLSLLAAAGRESIKAYLKKEIKKKGKRAVIAW

b) Formacién de un enlace peptidico
entre M™! y w

Proteina madura

MAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAVGSGGLSLLAAAGRESIKAYLKKEIKKKGKRAVIAW

Figura 29. Modelo propuesto para el procesamiento de la enterocina AS-48: eliminacion del péptido senal (35
aminoécidos) mediante ruptura entre His™ y Met™' seguida de la formacién del enlace peptidico entre la Met'"
y el Trp"” para originar la molécula circular madura.
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Objetivos

El trabajo experimental presentado en esta Tesis Doctoral se ha desarrollado dentro de
la linea de investigacion del Grupo “Estudios de sustancias antagonistas producidas por
microorganismos” de la Universidad de Granada y ha estado centrado en el estudio de la
enterocina AS-48 producida por Enterococcus faecalis, dadas sus singulares caracteristicas
estructurales, su amplio espectro de accion y la complejidad de la region genética responsable
de su expresion. Sin embargo, debido a que los aspectos moleculares de su interaccién a nivel
de membrana ain no habian sido completamente aclarados, dicho extremo ha sido abordado
en esta Memoria a traves de la obtencion de variantes de este péptido ciclico, mediante
mutagénesis dirigida en el gen estructural as-48A. De esta forma se pretende conocer la
influencia de los residuos modificados en su actividad biolégica y su estabilidad
termodinamica, asi como modificar la distribucion de cargas en la superficie de la proteina,
para mejorar su aplicacion biotecnoldgica como conservante natural de alimentos. Por todo
ello, los objetivos concretos planteados en esta Memoria han sido:

e Modificar la region en la que se encuentra el gen as-48A para que estuviera flanqueada
por dos sitios de corte Unicos, y facilitar asi su manipulacién en la obtencién de
mutantes puntuales.

e Realizar el analisis transcripcional de los genes as-48ABC y el papel de la regién
intergénica as-48A-B en la regulacion de la expresion de estos genes.

e Sustituir algunos residuos que, de acuerdo con estructura tridimensional de AS-48,
pudieran ser esenciales en la actividad formadora de poros, que AS-48 ejerce sobre las
membranas bacterianas.

e Cambiar algunos de los residuos hidrofobos expuestos al solvente, con la finalidad de
reducir la superficie de contacto entre los monémeros de AS-48.

e Valorar la influencia de las sustituciones introducidas en la actividad biologica y la

estabilidad de las nuevas moléculas mutadas.
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1. MICROORGANISMOS

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo, junto a su procedencia y

caracteristicas mas relevantes, se muestran en la Tabla 3.

Las cepas de E. coli DH5a y XL1-Blue se emplearon como intermediarios en los
experimentos de clonacion y transformacion genética. La cepa libre de plasmidos E. faecalis
JH2-2 (Yagi y Clewell, 1980) fue empleada como hospedadora de los diferentes plasmidos
recombinantes, en los estudios de produccion y/o resistencia de AS-48 y sus variantes, asi como

indicadora sensible en la mayoria de los ensayos de produccion de bacteriocina. Ocasionalmente

se utilizaron otras cepas indicadoras que se describen en la Tabla 3.

Microorganismo Caracteristicas Referencia
Bacillus cereus LWL1 AS-48° Dufrenne ez al., (1995)
Bacillus megaterium AS-48° CECT 44
Libre de plasmidos, Rif', Fus', Yagi y Clewell (1980)
Enterococcus faecalis JH2-2 | AS-48°
Enterococcus faecalis S-47 AS-48° Galvez et al., (1989¢c)
supE44 Alac U169 Bethesda Research
Escherichia coli DH5a. (p80lacZAM15) hsdR17 recAl Lab
endAl gyr496 thi-1 reldl '
Escherichia coli U-9 AS-48° CUGr
recAl endAl gyrA96 thi-1
Escherichia coli XL1-Blue hsdR17 supE44 relAl lac [F’ Stratagene
proAB laclZAM15 Tnl0 (Tet)].
Listeria innocua 4030 AS-48° CECT 4030
Listeria monocytogenes 4032 | AS-48° CECT 4032
Salmonella choleraesuis LT2 | AS-48" CECT 722
Staphylococcus aureus subsp. |, o 4es CECT 240
aureus

Tabla 3. Microorganismos utilizados en este trabajo y caracteristicas mas relevantes. Rif': resistente a
rifampicina, Fus": resistente a 4cido fusidico, Tet": resistente a tetraciclina, AS-48°: sensible a AS-48, AS-48":
resistente a AS-48, CECT: Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo, CUGT: coleccion Universidad de Granada
(Dpto Microbiologia).
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Las cepas de Enterococcus faecalis, Bacillus, Listeria y Staphylococcus aureus se
cultivaron en reposo a 37 °C, mientras que las cepas de E. coli y Salmonella choleraesuis se
cultivaron a 37 °C en agitacion.

2. PLASMIDOS

En la Tabla 4 se describen los plasmidos utilizados en este trabajo y sus caracteristicas

mas relevantes.

Plasmido Caracteristicas Referencia
PGEM-T Ap', vector de clonacion para productos de Promega
PCR (3 kb)
pAM401 Cm', T¢', vector de clonacion bifuncional Wirth et al., (1986)
E.coli-E.faecalis (10,4 kb)
pBgD12S ﬁg, gen as-484 clonado en pSL1180 (5,4 Este trabajo
Ap', lacZ, pPGEM-T que contiene el gen
PGEM-Tassga-x estructural as-484 con el sitio de restriccion | Este trabajo
Xhol al final del mismo (5,1 kb)
PAM401-76 Cm', fragmentos D y B de pMB2 clonados Diaz et al., (2003)
en pAM401 (18,4 kb)
PAM401-76y Cm', pAM401-76 con un sitio Xhol al final | ggte trabajo
del gen as-484 (18,4 kb)
pAM401-81 lfgl)f, regién as-48 clonada en pAM401 (25 | Diaz er al., (2003)
PAM401-81x Cm’, pAM401-81 con un sitio XAol al final | pgte trabajo

del gen as-48A (25kb)
PAMA401-81x.£an Cm’, pAM401-81y con la mutaciéon E4A en | pgte trabajo
el gen as-484 (25kb)
PAMA401-81x.£20n Cm’, pAM401-81y con la mutaciéon E20A en | pgte trabajo
el gen as-484 (25kb)
PAM401-81y £s5n Cm', pAM401-81y con la mutacion E58A en | pgte trabajo
el gen as-484 (25kb)
PAM401-81x 613 Cm', pAM401-81y con la mutacion G13K en | ggte trabajo
el gen as-484 (25kb)
PAMA401-81x. a0k Cm', pAM401-81y con la mutacion L40K en | ggte trabajo
el gen as-484 (25kb)
PAM401-81x.wz4n Cm', pAM401-81y con la mutacion W24A en | ggte trabajo
el gen as-484 (25kb)
PAM401-81x asss Cm', pAM401-81y con la mutacion A53S en | Rgte trabajo
el gen as-484 (25kb)

Tabla 4. Plasmidos utilizados en este trabajo.
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Figura 30. Vectores de clonacion utilizados en este trabajo

3. MEDIOS DE CULTIVO

La composicion de los medios de cultivo utilizados, a menos que se indique lo

contrario, se expresa en gramos por litro de agua destilada o tampon. Cuando fue preciso el

uso de medios so6lidos o semisolidos, se anadido agar (Merck) al 1,5 6 0,75 % (p/v)

respectivamente, a los correspondientes medios liquidos. Los medios se esterilizaron en

autoclave a 121 °C durante 20 min.

3.1. Medios de crecimiento generales

Medio de Luria-Bertani (LB)

El caldo LB se utilizo para el crecimiento de Escherichia coli y Salmonella

choleraesuis LT2. El preparado comercial (Gibco BRL) se reconstituy6 a razon de 25 g/l de

agua destilada. Su composicion es:

Tripticasa Peptona
Extracto de levadura
NaCl

El pH se ajust6 a 7

10,0 g
50g
10,0 g
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e Medio de Infusién de Cerebro-Corazon (Brain-Heart Infusion, BHI)

El BHI fue utilizado para el crecimiento y la produccion de AS-48 por los
enterococos, ya que es un medio complejo que cubre los requerimientos nutricionales de estas
bacterias. El mismo medio fue utilizado para L. monocytogenes, L. innocua, B. cereus y S.
aureus. El preparado comercial deshidratado (Scharlau) se disolvié a razén de 37 g/l de agua

destilada.

Infusion de cerebro de ternera 200,0 g
Infusion de corazon vacuno 250,0 g
Peptona de gelatina 10,0 g
NaCl 50g
Na,HPO, 25¢g
Glucosa 20¢g

e Medio Tripticaseina-Soja (TSB)

El medio TSB fue empleado alternativamente al BHI para el crecimiento de las
bacterias. El preparado comercial deshidratado (Scharlau), se disolvid a razén de 30 g/l de

agua destilada.

Triptona 170 g
Peptona de soja 30g
NaCl 50¢g
K,HPO, 25¢g
Glucosa 25¢g

3.2. Medio complejo (MC)

El medio complejo MC se utilizé para mejorar la produccion de AS-48 y de todas las
variantes por su bajo contenido en macromoléculas, facilitando asi su posterior purificacion

(Galvez et al., 1986). Su composicion es la siguiente:
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Casaminodacidos (Difco) 2,00 g
BHI 2,80 g
Base nitrogenada para

levaduras (Difco) 1,00 g
Glucosa 8,00 g
MgSO4 x 7TH,0 0,04 g
NaH,POy4 2,77 g
Na,HPO4 x 2H,0 6,56 g

El medio complejo se prepard de la siguiente forma: las sales y el BHI fueron
disueltos en agua destilada y se esterilizaron en autoclave; los casaminoacidos y la base
nitrogenada fueron disueltos en agua destilada (1/10 del volumen final) calentando
suavemente en bafio, y se esterilizaron por filtracion a vacio (0,45 pm de didmetro, Millipore)
La glucosa se disolvio igualmente en agua destilada y se esterilizé aparte en autoclave (110
°C, 15 min). Todas estas soluciones se mezclaron y la solucidon final, o bien se utilizd

inmediatamente o bien se congel6 a -20 °C.
3.3. Medios empleados para el ensayo de la actividad antibacteriana
Los medios empleados para el ensayo de la actividad de AS-48 se disolvieron en

tampon fosfato sodico 0,1 M, pH 7,2, con objeto de neutralizar el posible efecto inhibidor de

los acidos organicos producidos por la bacteria, lo que se denota con una T.

e Agar Mueller-Hinton tamponado (MHA-T)

El MHA-T se utilizo como capa base (10 ml) de las placas en los ensayos de actividad
antibacteriana, por ser un medio apropiado para la difusion de sustancias inhibidoras. El
preparado comercial (Scharlau) se disolvié a razon de 38 g/l en tampdn. Su composicion es la

siguiente:

Extracto de carne de ternera 300,0 g
Peptona de caseina hidrolizada 17,5¢g
Almidén 1,5¢g
Agar 170 g
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e Medio BHA blando tamponado

Se emple6d como sobrecapa (7 ml) para cubrir la capa base de MHA-T. Se preparé en
tampon fosfato a razon de 15 g/l de BHI, y se suplementé de agar al 0,75 % para poder

inocularlo con la bacteria indicadora mantenido en sobrefusion.

e Tampodn fosfato 0.1 M, pH 7.2

Se preparé segun lo descrito en el apartado 4.

3.4. Medios empleados en los experimentos de transformacion genética

e Medio Todd Hewitt (THB)

El preparado comercial (Difco) se utilizo en los experimentos de electroporacion de

Enterococcus faecalis. Su composicion es:

Infusién de corazon de buey 500,0 g

Neopeptona 200 g

Dextrosa 20¢g

Cloruro sédico 20¢g

Fosfato disddico 04¢g

Carbonato sodico 25¢g
e Medio SOC

Se emple6 en los experimentos de transformacion genética de E. coli XL1-Blue. La

composicion del medio es:
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Triptona 20,0 g

Extracto de levadura 50¢g

NaCl 10,0 mM
KCl 2,5 mM
MgCl, 10,0 mM
MgSO4 10,0 mM
Glucosa 20,0 mM

3.5. Medios empleados en la conservacion de organismos

Para la conservacion de las cepas durante periodos de tiempo prolongados, a cultivos
liquidos en fase logaritmica se adicion6 glicerol al 50 % (v/v), manteniéndolos después a -20
0 -70 °C. De esta forma se evita la pérdida de los caracteres genéticos que puede ocurrir

durante las sucesivas resiembras.

Para el uso rutinario, las cepas se inocularon y crecieron en tubos inclinados con los
respectivos medios sélidos o en placas de Petri y se mantuvieron a 4 °C. Estos cultivos fueron

resembrados periddicamente a partir de las cepas conservadas en glicerol.

3.6. Antibidticos empleados en los medios de cultivo

Los antibidticos se afadieron a los medios de cultivo a partir de soluciones
concentradas (x 1000). La ampicilina (Ap) (Sigma-Aldrich) se disolvio en agua a razon de 50
mg/ml, esterilizando la solucién mediante filtracion a través de membranas de 0,45 pm de
tamafio de poro (Millipore). El cloranfenicol (Cm) (Sigma-Aldrich) se disolvié en etanol a

razon de 20 mg/ml.
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4. PREPARACION DE TAMPON FOSFATO SODICO (PB) pH 5,8-8

El tampodn fosfato se utilizo tanto para amortiguar los cambios de pH en los medios de
cultivo como para preparar disoluciones de proteinas. Se prepard segin lo descrito por
Gomori (1955), mezclando distintas proporciones de la solucion X (fosfato disédico 0,2 M)
con la solucion Y (fosfato monoséddico 0,2 M), segun el pH deseado, y completando con agua

destilada hasta un volumen final de 100 ml (ver Tabla 5).

Solucion X (Na,HPO4 0,2 M) 28,39 g/1
Soluciéon Y (NaH,PO4- 2H,0 0,2 M) 31,21 g/l
pH, 25°C Solucién X (ml) Solucion Y (ml)
5,8 4,00 46,0

6,0 6,15 43,85

6,2 9,25 40,75

6,4 13,25 36,75

6,6 18,75 31,25

6,8 24.5 25,5

7,0 30,5 19,5

7,2 36,0 14,0

7,4 40,5 9,5

7,6 43,5 6,5

7,8 45,75 4,25

8,0 47,35 2,65

Tabla 5. Proporciones de solucion X y de solucion Y necesarias para preparar el
tampon fosfato a diferentes pHs.

Para preparar el tampon a pHs inferiores a 5,8, se ajustéd el pH con acido fosférico al
85%, mientras que para valores superiores a pH 8,0 se afiadi6 NaOH 0,5 M. Cuando el
tampon se utilizo para preparar disoluciones proteicas, se filtrd siempre a través de filtros de

0,22 um (Millipore).
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5. TECNICAS DE MANIPULACION DE ADN

5.1. TECNICAS DE AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO

Para el aislamiento de ADN plasmidico se utilizaron diversos métodos que se
describen a continuacion, dependiendo de la bacteria de la que se quisiera obtener el ADN,

del grado de pureza requerido, de la cantidad de ADN y del tamafio del plasmido a aislar.

5.1.1. Aislamiento de ADN plasmidico a pequefia escala (minipreparaciones)

e Minipreparaciones en Escherichia coli

Para el aislamiento y analisis de plasmidos a pequefia escala, tras una clonacion se
empled el método de lisis alcalina descrito por Birnboim y Dolly (1979), con algunas

modificaciones:

- Se obtuvieron cultivos de una noche en medio LB, adicionados del antibidtico
correspondiente e incubados en agitacion a 37 °C. De cada cultivo se tomaron 1,5 ml y
se centrifugaron (14.000 rpm, 2 min) para recoger las células.

- A continuacion, las células se resuspendieron en 200 ul de solucion 1.

- La lisis se efectué anadiendo 200 pl de solucién II y agitando suavemente por
inversion. Se dejo incubar la mezcla 5 min a temperatura ambiente.

- Después se aniadieron 200 pl de solucién III para neutralizar el lisado y se mezcld por
agitacion suave.

- El ADN cromosémico se elimin6 centrifugando a 14.000 rpm durante 10 min.

- El sobrenadante, que contenia mayoritariamente ADN plasmidico, se transfirié a un
nuevo tubo y se precipitoé con 0,8 volimenes de isopropanol durante 10 min en hielo.

- El ADN plasmidico se recogid por centrifugacion durante 10 min a 14.000 rpm y se
lavo con etanol al 70 %. Una vez seco, el ADN se resuspendio en 40 pl de agua

bidestilada o tampdn TE estériles.
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Solucioén [

Glucosa 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCI 25 mM
pH 8,0

Solucion 11
NaOH 0,2M
SDS 1 % (p/v)

Solucion 111
Acetato sodico 3IM
pH 4,8

Tampon TE
Tris-HCl 10 mM

EDTA-Na, 1 mM
pH 7.4

Minipreparaciones en Enterococcus faecalis

La técnica empleada se baso en el método de Anderson y McKay (1983), con algunas

modificaciones.
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- La cepa a analizar se inoculd en 2 ml de medio BHI, adicionado del antibidtico

correspondiente, incubandose durante una noche a 37 °C.

- A partir de este cultivo, se inocularon (4 % v/v) 10 ml de medio y se incubaron

durante 4 6 5 h a la misma temperatura.

- Tras centrifugar los cultivos (14.000 rpm, 2 min) las células se lavaron con 1 ml de

tampon TE.

- El sedimento se resuspendi6 en 458 pl de solucion A, y tras afiadir 115 pl de una

solucion extemporanea de lisozima (10 mg /ml en Tris-HCI 25 mM, pH 8), se incub6

a 37 °C durante 30 min.
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La lisis se desencaden6 mediante la adicion de 58 pl de EDTA 250 mM, pH 8 y de 35
ul de solucion de lisis, agitando suavemente por inversion e incubando a 37 °C durante
5-10 min.

El ADN cromosémico se desnaturalizo afiadiendo 35 pl de una solucion de NaOH 3M
recién preparada.

Tras realizar suaves inversiones durante 10 min, el lisado se neutralizdé afiadiendo 60
ul de Tris-HCI1 2M, pH 7, preenfriado en hielo, y agitando suavemente durante 3 min.
El ADN cromosomico, ya parcialmente desnaturalizado, se precipitd adicionando 86
ul de NaCl 5 M.

A continuacion se afiadieron 700 pl de fenol equilibrado y saturado con NaCl (3% p/v-
Tris-HCI 100 mM, pH 8) y se centrifug6 durante 10 min a 14.000 rpm.

La fase acuosa se pasd a un nuevo tubo donde se retiraron los residuos de fenol
mezclando con igual volumen de cloroformo:isoamilico (24:1).

A la fase superior (acuosa) se le afiadié un volumen igual de isopropanol (preenfriado
a -20 °C), manteniéndose a -20 °C durante 2 h (como minimo) o a -70 °C durante 30
min, para precipitar el ADN plasmidico.

A continuacion se centrifugd durante 10 min a 14.000 rpm para recoger el precipitado,
que se lavo con 1 ml de etanol al 70 % frio. Una vez seco, el ADN se resuspendi6 en

20-25 pl de agua bidestilada o tampon TE estériles.

Tampon TE

Tris-HCI 10 mM
EDTA-Na, 1 mM
pH 7,4

Solucién A

Sacarosa 6,7 % (p/v)
Tris-HCl 50 mM
EDTA-Na, 1 mM
pH 8.0

71



Material y Métodos

Solucion de lisis

SDS 20 % (p/v)
Tris-HCl 50 mM
EDTA-Na, 20 mM

5.1.2. Aislamiento de ADN plasmidico a gran escala (maxipreparaciones)

Maxipreparaciones en Escherichia coli

Al igual que en las minipreparaciones, en las preparaciones de ADN plasmidico a gran

escala se utilizo el método de lisis alcalina (Birnboin y Dolly, 1979) modificado:
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Las células procedentes de un cultivo de 50 ml en fase estacionaria se resuspendieron
en 5 ml de Solucion I (adicionada de lisozima 2 mg/ml y ARNasa 40 pg/ml).

A continuacion se anadieron 5 ml de Solucioén 11, dejando actuar 5 min.

Seguidamente, se adicionaron 5 ml de solucion III y la mezcla se incub6 durante 15
min en hielo.

Después de centrifugar 20 min a 14.000 rpm, el sobrenadante se mezclé con 0,8
volumenes de isopropanol, manteniéndose en hielo durante 20-30 min.

Tras centrifugar, el precipitado se lavo con etanol al 70 % y se resuspendié en 2 ml de
Tris-HC1 0,2 M, pH 8 (cuando se consider6 oportuno, se volvid a tratar con ARNasa),
incubandose 10 min a temperatura ambiente.

El ADN se extrajo dos veces con un volumen de fenol y posteriormente con
cloroformo:isoamilico (24:1).

El ADN se precipité mediante la adicion de 1/10 volumenes de acetato sodico 3 M pH
5,2 y 2 volimenes de etanol absoluto, incubandose durante 1 h a -20 °C.

Tras centrifugar, el sedimento se lavd con etanol al 70 % y se resuspendi6 en 300 pl

de tampon TE o agua bidestilada estériles.

Maxipreparaciones en Enterococcus faecalis

Se utiliz6 la técnica de Anderson y McKay (1983), con algunas variaciones:
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5.1.3.

A partir de un cultivo en fase estacionaria se inocularon (2 % v/v) 100 ml de medio
BHI y se incub6 a 37 °C durante 4-5 h.

Las células se recogieron por centrifugacion a 4 °C durante 30 min a 5.000 rpm y se
lavaron con 20 ml de tampdn TE.

El sedimento de células se resuspendio en 5 ml de solucion A y se afiadieron entonces
1,25 ml de solucion extemporanea de lisozima (10 mg/ml en Tris-HCI 25 mM, pH 8),
incubandose durante 30 min a 37 °C.

Después se adicionaron 0,625 ml de EDTA 250 mM- Tris-HCI 50 mM (pH 8).

La lisis de las células se indujo mediante la adicién de 0,375 ml de solucion de lisis,
que se dejo actuar durante 5 min a temperatura ambiente.

A continuacion se afiadieron 0,4 ml de NaOH 3 M, mezclandose por inversion suave
durante 10 min.

La solucion fue neutralizada rapidamente con 0,650 ml de Tris-HCl 2 M pH 7
(preenfriado en hielo), agitdndose por inversion suave durante 3 min.

El ADN cromosomico y los restos celulares se precipitaron afiadiendo 0,95 ml de
NaCl 5 M.

La mezcla se centrifugd a 14.000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se realizaron dos
fenolizaciones sucesivas, centrifugando cada vez a 14.000 rpm durante 5 min a 4 °C,
para separar la fase acuosa de la fenodlica.

La fraccion acuosa se extrajo con un volumen de cloroformo:isoamilico (24:1),
centrifugando en las mismas condiciones.

Finalmente, la fase acuosa se precipitd con un volumen de isopropanol preenfriado y
se incubd a -20 °C durante al menos 4 h.

El ADN plasmidico se recogid centrifugando a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C,

lavandose a continuacion con etanol al 70%.

Una vez seco, el ADN se resuspendio en 300 pul de agua bidestilada o en tampon TE

estériles.

Extraccion rapida de ADN

En ocasiones se empled una técnica de extraccion rapida de ADN total para su

amplificacion por PCR:
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- Las células procedentes de 0,5 ml de cultivo, o bien una colonia, se resuspendieron en
20 pl de una solucion de SDS al 0,25 % y NaOH 50 mM.

- Se incub6 5 min a 95 °C y se dio un pulso de centrifuga tras ese tiempo.

- Se afniadieron 180 pul de H,O y se agit6 bien.

- La mezcla se centrifugd 5 durante 5 min a 13.000 rpm.

- El sobrenadante se paso a un nuevo tubo y se congel6 a -20 °C. Para realizar una PCR

se tomo una alicuota de 0,7-1 pl.

5.1.4. Extraccion mediante preparado comercial

Cuando fue necesario disponer de ADN plasmidico de gran pureza, se utilizd el
sistema QIAprep Spin Miniprep Kit de QIAGEN, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Este ADN se emple6 para reacciones posteriores de secuenciacion y/o clonacion.

5.2. TECNICAS DE ANALISIS DEL ADN

5.2.1. Electroforesis en gel de agarosa

La separacion y visualizacion de plasmidos, fragmentos de restriccion o productos de
PCR, se realizd6 mediante electroforesis sumergida horizontal en gel de agarosa de baja
electroendésmosis (tipo 1A, Sigma) a la concentracion apropiada (0,7-1,5 %), segin el
tamafio de los ADNs a resolver. El tampon de la electroforesis fue TAE (1x). Los geles se

desarrollaron utilizando los sistemas Mini-Sub Cell GT y Wide Mini-Sub Cell GT (BioRad).

Las muestras fueron mezcladas con solucion de carga (1/10 de su volumen) y se
depositaron en los pocillos del gel, aplicando a continuacién un voltaje constante de 5-10

V/cm, hasta que el indicador de frente lleg6 al borde del gel.

Una vez terminada la electroforesis, el gel se sumergio en una solucion de bromuro de
etidio (Sigma-Aldrich) (1 pg/ml en agua destilada) durante 10-15 min. Tras lavar en agua para
eliminar el exceso de bromuro de etidio, el ADN se visualizd6 por exposicion a la luz

ultravioleta (302 nm) en un transiluminador Spectroline (modelo TS-302).
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Para conocer el tamafo aproximado de los ADNSs presentes en las muestras sometidas
a electroforesis, se utilizaron como patrones los fragmentos de restriccion HindlIl del fago A

(BioRad) o los del marcador 100 pb DNA ladder (Gibco BRL).

Los geles fueron fotografiados con una videocdmara UVP ImageStore 5000.

Tampén TAE (50x)

Tris base 2420 ¢g
Acido acético glacial 57,1 ml
EDTA-Na, 0,5 M, pH 8 100,0 ml

Agua destilada hasta 1 litro

Solucion de carga (10x)

Glicerol 50 %
TE 49,75 %
Azul de bromofenol 0,25 %

5.2.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis vertical en gel de poliacrilamida al 5% se utiliz6 para resolver
fragmentos de ADN de tamafio muy pequefio (100-200 pb), empleando un voltaje constante de
100 V. Como patrén de pesos moleculares se utilizaron 100 pb DNA Ladder (Gibco BRL). La
electroforesis se desarroll6 utilizando el sistema Mini-PROTEAN II (BioRad)

Las muestras se mezclaron con solucién de carga (1/10 de su volumen) y se
depositaron en los pocillos del gel, aplicando a continuacion un voltaje constante de 100 V,

hasta que el indicador de frente llegd al borde del gel. El tampon de la electroforesis fue TBE
(1x).

La composicion de los geles fue la siguiente:
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Acrilamida:Bisacrilamida (29:1) 1,7 ml
Persulfato amoénico 80,0 ul
TEMED 4,0 ul
TBE (10x) 1,0 ml
Agua destilada 7,2 ml
Volumen total 10,0 ml

Los geles fueron coloreados sumergiéndolos durante aprox. 2 min en una solucion de
bromuro de etidio (1 pg/ml en agua destilada) y visualizados y fotografiados segtin se indica

en el apartado anterior.

Tampon TBE (10x)

Tris base 108 g
Acido bérico 55¢g
EDTA-Na, 0,5M, pH 8 40 ml

Agua destilada hasta 1 litro

5.2.3. Purificacion de fragmentos de ADN de los geles de agarosa

Se realizd segin la técnica descrita por Vogelstein y Gillespie (1979). Una vez
realizada la electroforesis en gel de agarosa y visualizadas las bandas de ADN, se cort6 con
un bisturi el trozo de agarosa correspondiente al fragmento de ADN que se queria recuperar y
se afiadieron 2 volimenes de Nal 5 M. Esta mezcla se fundi6 en un bafio a 55 °C durante 5
min y a continuacion se adiciond Sephaglass (Amersham Biosciences) (5 pg/ul de ADN),
incubando 5 min a temperatura ambiente. A continuacion la mezcla se sometio a un pulso de
centrifugacion (30 segundos) en la microfuga, y una vez retirado el sobrenadante se lavo el
sedimento tres veces con tampon de lavado (50 % de etanol diluido en Tris-HCl 20 mM, pH
7,4, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM). Finalmente, el ADN se eluyd con tres volimenes de agua

bidestilada o tampdn TE estériles, respecto al volumen de Sephaglass adicionado.
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5.2.4. Determinacién de la concentraciéon de ADN

La determinacién de la concentracion de ADN de una solucion se llevd a cabo
mediante el método espectrofotométrico descrito por Sambrook et al., (1989). Las medidas de
absorbancia se efectuaron en un espectofotometro Pharmacia LKB Ultraespec III. Se
determind la absorbancia de la solucién de ADN a 260 y 280 nm utilizando como blanco agua
destilada o TE, dependiendo del disolvente utilizado en la disolucion del &cido nucleico. La
concentracion de la muestra se calculd respecto al valor estandar de Ayqp=1 para soluciones
que contienen 50 pg/ml de ADN de cadena doble. La relacion Ajgp/Ajgy sirvid para
comprobar la pureza de la preparacion, considerandose que valores por debajo de 1,8 son

indicadores de contaminacidn por proteinas y/o fenol.

En el caso de oligonucledtidos sintéticos, la concentraciéon molar de ADN de la

muestra se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion:

C=(A/00lxN)xf

C: concentracion de ADN (pmol/ul)
A: absorbancia de la muestra a 260 nm
N: niimero de bases del oligonucledtido

f: factor de dilucion.

Para estimaciones menos precisas o con muestras de baja concentracion, se empleo el
método de la comparacion de la fluorescencia emitida bajo luz ultravioleta de la muestra
desarrollada en un gel de agarosa y tefiida con bromuro de etidio con la del al ADN del fago
lambda digerido con Hindlll, empleado como marcador de tamafio y concentracion

conocidos.

5.2.5. Eliminacién del ARN contaminante en soluciones de ADN

El ARN contaminante que pudiera interferir con la deteccion de fragmentos de ADN
en los geles de agarosa se elimind afiadiendo Ribonucleasa A libre de ADNasa (Sigma-

Aldrich) a una concentracion final de 40 pg/ml, dejando actuar 10-15 min a 37 °C.
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La ARNasa se elimin6 de la solucion de ADN afadiendo a la mezcla un volumen
igual de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), centrifugando 1 min a 14.000 rpm vy

precipitando la fase acuosa como se describe en el apartado siguiente.

Preparacién de ARNasa:

Se prepard a 10 mg/ml en tampén TE y se hirvié durante 15 min para eliminar la
posible ADNasa presente en la soluciéon. Una vez que la solucion se enfrid a

temperatura ambiente, se hicieron alicuotas que se guardaron a -20 °C.

5.2.6. Precipitacion de ADN

Cuando fue necesario concentrar muestras de ADN, se afnadio a la solucion acetato
sodico 3 M, pH 5,2 (1/10 del volumen de partida) y 2 voliimenes de etanol absoluto (preenfriado
a -20 °C). Tras mantener la mezcla 30 min en hielo, el ADN precipitado se recogié por
centrifugacion, lavandose posteriormente con 1 ml de etanol al 70 %. Una vez seco, se disolvio

en un volumen adecuado de agua o tampon TE.

5.2.7. Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion

La digestion del ADN con enzimas de restriccion se realizd con los tampones y las
condiciones Optimas de incubacidn indicadas por los proveedores para cada enzima. Las
reacciones contenian por lo general 0,1-5 pg de ADN, 0,1 volimenes del tampon de
restriccion correspondiente (10 veces concentrado), y 0,5-10 unidades del enzima, en
volumenes finales de 10-30 pl completados con agua bidestilada estéril. Las mezclas de las

digestiones se incubaron entre 1y 5 h.

Las digestiones dobles o triples se realizaron en distintas fases. En primer lugar, se
digirié con el enzima activo a una concentracion de NaCl mas baja, y después se afiadio la
cantidad apropiada para el siguiente enzima. Alternativamente, se extrajeron los fragmentos
de restriccion a partir de geles de agarosa para ser digeridos a continuacion por el siguiente
enzima. Los enzimas de restriccion utilizadas y sus tampones correspondientes fueron

suministrados por Roche Applied Science, Fermentas o Amersham Biosciences.
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5.3. TECNICAS PARA LA LIGACION DE FRAGMENTOS DE ADN

5.3.1. Desfosforilacion del vector de ligacion

El objetivo de la desfosforilacion es eliminar el extremo 5’-fosfato del vector digerido,
evitando asi su recircularizacion, con el fin de aumentar la eficiencia de clonacion. Para ello,
1 pg de ADN del vector digerido se mezcld con 1 unidad de enzima fosfatasa alcalina de
intestino de ternera (Roche Applied Science) hasta un volumen de 100 pl, y se incub6 durante
30 min a 37 °C. Tras dos fenolizaciones sucesivas, el ADN se extrajo con cloroformo-
1soamilico y se precipité con 2 volumenes de etanol absoluto y 1/10 volimenes de acetato
sodico 3 M, pH 5,2. El precipitado, lavado con etanol al 70 %, se secd al vacio y se
resuspendio en el volumen de agua bidestilada o de tampén TE apropiado para lograr una

concentracion final de 20-30 ng/pl.

5.3.2. Ligacién del ADN

Para la ligacion de moléculas de ADN se generaron fragmentos de ADN mediante
digestion con los enzimas de restriccion apropiados, que originaron extremos compatibles con

los sitios de clonacion del vector empleado.

Se mezclaron el vector linearizado y desfosforilado y el fragmento de ADN purificado
procedente de la digestion con una o varias enzimas de restriccion, en proporcion 1:2 6 1:3.
Se afiadieron 0,1 volimenes de tampon de ligacion (suministrado por el fabricante) y una
unidad de ADN-ligasa del fago T4 (Roche Applied Science), en un volumen final de 10-20 pl,
y se incubo a 14 °C durante 8-14 h.

Antes de ser introducida en la cepa adecuada, la mezcla de ligacion de someti6 a

dialisis (apartado 5.3.5.).
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5.3.3. Ligacién de productos de PCR en pGEM-T

Para subclonar fragmentos obtenidos mediante amplificacion por PCR en el vector
pGEM-T, se empleod el kit pPGEM-T Vector System I (Promega), siguiendo las instrucciones
facilitadas por el fabricante. Antes de ser introducida en la cepa adecuada, la mezcla de ligacion

de someti6 a didlisis (apartado 5.3.5.)

5.3.4. Ligacion utilizando el “Rapid Ligation Kit”

En ocasiones se utilizo el Rapid DNA Ligation Kit (Roche Applied Science), que
permite la ligacion hasta de 200 ng de ADN en cinco min. Antes de ser introducida en la cepa

adecuada, la mezcla de ligacion de someti6 a didlisis (apartado 5.3.5.)

5.3.5. Didlisis de la mezcla de ligacion

Antes de realizar la transformacion genética de las bacterias de interés, la mezcla de
ligacion se dializo frente a agua ultrapura en filtros de nitrocelulosa con 0,025 um de tamafio de

poro (Millipore), con el fin de eliminar el exceso de sales que pudieran interferir en el proceso.

5.4. AMPLIFICACION DEL ADN MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (Polimerase Chain Reaction, PCR)

Esta técnica se utilizo tanto para verificar la presencia de un gen determinado en los
transformantes obtenidos, como para llevar a cabo la mutagénesis dirigida con
oligonucleétidos (apartado 5.5.), asi como para obtener sondas no radiactivas (apartado 6.3.)
Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador iCycler 170-8720
(BioRad). La Taq ADN-polimerasa fue suministrada por Biotools y los dNTPs por
Eppendorf.

La composicion general de la mezcla de amplificacion fue la siguiente:
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ADN molde 10-50 ng
Oligonucleotido 1 100 pmol
Oligonucledtido 2 100 pmol
dNTPs (10 mM) 2 ul
Taq polimerasa 1U
Tampoén de la Taq polimerasa (10x) Sul
H,O ultrapura hasta 50 pl

Las condiciones estandar de la reaccion de amplificacion fueron las siguientes:
1. Desnaturalizacion inicial: 94 °C, 1 min.
2. 25-30 ciclos en las siguientes condiciones:

a) Desnaturalizacion: 94 °C, 1 min.

b) Alineamiento: 1 min a la temperatura adecuada para los oligonucleo6tidos
que actiian como cebadores. La temperatura de esta etapa se calculo
restando 2 °C a la temperatura de fusion (Ty,) de cada oligonucledtido de

acuerdo con la siguiente formula (Sambrook et al., 1999):
Th=4x (G+C) +2 x (A+T)

c) Extension: 72 °C durante un tiempo que depende de la longitud del

fragmento a amplificar (1 min por cada 1 kb)

3. Terminacion: 72 °C durante 10 min, para favorecer la extension de las cadenas

parcialmente sintetizadas.

Cuando la reaccion estandar no resultd satisfactoria, se varid la concentracion de

MgCl; en el tampoén de la Tag ADN-polimerasa o se afiadié glicerol al 10% (v/v).

5.4.1. Purificacion de los productos de PCR

Los productos resultantes de la amplificacion mediante PCR fueron purificados
utilizando el Accuprep PCR Purification kit (Bioneer), siguiendo las indicaciones de la casa

comercial.
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5.5. MUTAGENESIS DIRIGIDA CON OLIGONUCLEOTIDOS

5.5.1. Método de extension de fragmentos que se solapan

Para la introduccion de una diana Xhol al final del gen estructural as-484, se empled el
método de extension de fragmentos que se solapan (Higuchi et al., 1988; Ho ef al.,, 1989).
Este método se basa en la utilizacion de cuatro cebadores, dos de los cuales contienen la
mutacion que se desea introducir (Tabla 6) y son complementarios al menos en una parte de

sus secuencias.

e _A_>
A M
\ 4 B
PCR1 MC
A
‘ PCR2
\
‘ v
<—
PCR3 B
(Extension
solapante)
A
\ 4
Mutacion

Figura 31. Esquema del método de mutagénesis dirigida por
PCR mediante extension de fragmentos que se solapan. Se
indican los nombres de los oligonucledtidos A, B, M (mutante)
y MC (mutante complementario). Cada reaccion de PCR se
nombra como PCRI1, PCR2 y PCR3, para indicar que son
reacciones separadas

En primer lugar se realizaron dos reacciones de PCR paralelas, una utilizando los
cebadores A y M (este ultimo porta la mutacion), y otra utilizando los cebadores MC y B
(donde MC porta la mutacion y es parcialmente complementario a M). De esta forma se

generaron dos fragmentos de ADN que tenian una secuencia comin en un extremo Yy
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contenian la mutacién deseada. Estos dos fragmentos sirvieron simultdneamente de molde y
de cebador en los ciclos iniciales de una tercera reaccion de PCR, de modo que se obtuvo un
fragmento suma de los dos productos que contenia la mutacion deseada y que se amplifico

con los cebadores A y B (Figura 31).

Las condiciones que se emplearon para realizar las dos primeras reacciones de PCR
fueron: un ciclo a 94 °C durante 1 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C, 1 min; 45 °C, 1 miny 72
°C, 70 seg; y una etapa de terminacion a 72 °C durante 5 min. Para la tercera reaccion de
amplificacion, se realizaron 5 ciclos de desnaturalizacion y amplificacion (94 °C, 1 min; 50
°C, 1 min y 72 °C, 120 seg) utilizando los dos productos anteriores y sin anadir cebadores,
para después realizar 30 ciclos con los cebadores A y B (94 °C, 1 min; 40 °C, 1 min; 72 °C, 10

min).
5.5.2. Mutagénesis dirigida mediante PCR inversa

Para la obtencion de mutantes puntuales en el gen as-484 se emple6 un método basado
en la PCR inversa (Hemsley et al., 1989) con modificaciones, utilizando el sistema de la Pwo
polimerasa (Roche Applied Science). Para cada mutacion que se queria introducir se disefio
un par de oligonucledtidos con parte de sus secuencias complementarias y que contenian la

mutacion deseada (Tabla 8).

A
A
PCR Digestion
Dpnl Transformacion
-_— _— de E.coli

Figura 32. Esquema del método de mutagénesis dirigida mediante PCR inversa. Se indican los
nombres de los oligonucledtidos (A, B).
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Como resultado de esta reaccion se amplificd el plasmido, que ahora contenia la
secuencia mutada, quedando dos mellas en la secuencia que serian reparadas posteriormente
en el interior de la célula (Figura 32). Tras la amplificacion, la mezcla de PCR se digiri6 con
Dpnl (Fermentas), de forma que se eliminaran las cadenas parentales de ADN (metiladas) que
no contienen la mutacion deseada. La PCR se purifico y se utilizd para transformar células

competentes de E. coli.

Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron: 96 °C, 50 seg, seguido de 15 ciclos

a 96 °C, 45 seg; 64 °C, 45 segy 72 °C, 10 min, y por tltimo 10 min a 72 °C.

5.6. OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS EMPLEADOS

5.6.1. Disefio de oligonucleétidos para la mutagénesis

Uno de los aspectos mds importantes e influyentes en el éxito de la mutagénesis
dirigida es el disefio de los oligonucledtidos empleados. Para realizar este disefio se siguieron

una serie de pautas:

- Que los oligonucledtidos tuvieran entre 30-40 bases.

- El porcentaje de G+C debia estar entre 40-60 % (siendo lo ideal 50).

- Se dejaron unas 15 bases entre la mutacion y el extremo 5, y unas 15-20 entre el
extremo 3".

- Se intent6 dejar siempre una G en 3', y se evitd poner GoAen5 yTen 3.

- Se evitaron secuencias de tres 0 mas GC en el final del extremo 3.

- La temperatura de fusion (Ty,) del extremo 3" del cebador habia de ser suficientemente
alta como para que permitiera buena hibridacion con el ADN molde. Se considero
suficiente una Ty, de 50 °C.

- Se procuré no introducir secuencias de 3 o mas repeticiones de un mismo nucleotido.

- La formacién de estructuras secundarias fue evitada.

- Se tuvo en cuenta la preferencia en el uso de codones del hospedador a la hora de

disefiar la mutacion.
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5.6.2. Oligonuclettidos empleados

Los oligonucleétidos empleados en esta Memoria aparecen en las Tablas 6 a 9. Los

nucleodtidos marcados en negrita indican las mutaciones introducidas en la secuencia. Estos

oligonucleotidos fueron suministrados por Amersham Biosciences o Genotek.

Oligonucleétido

Secuencia (5°-3")

Posicion Tm

Inicial *  (°C)

M13-20 (A) GTAAAACGACGGCCAGT Vector | 45,2

Reverso (B) AACAGCTATGACCATG Vector | 43,8

mutxh3 (M) TTTAACAATATGATAAAAAAACTCGAG | 1703 66.3
ATTTTCTAGAGATATTCTGTTTTT

mutxha (MC) AAAACAGAATATCTCTAGAAAATCTCG | 1757 66.2
AGTTTTTTTATCATATTGTTAAATTA

Tabla 6. Oligonucleétidos sintéticos empleados para la introduccion de un sitio Xkol. El sitio de restriccion
introducido aparece subrayado y los nucledtidos mutados en negrita. (*) Se toma como posicion inicial la

referente al sitio de restriccion Sp#kl del plasmido pAM401-81.

Oligonucleétido

Secuencia (5°-3")

Posicion  Tm

Caracteristicas

Inicial * (°C)

TTTTGAGGAGGAGTATCA

A TGGTTAAAGAAAA 1373 59,9 | RT-PCR as-484
CTGCTCTTTTTCCTTTTTT

B CTTAATTTCTTT -1693 58,2 | RT-PCR as-484
CGCTTCTAAGATCGTCTC

C CTAATGGTTTGA 2976 62,8 | RT-PCR as-48B
GGTATCTAATCGCATGTA

D CAACAAAAATTCCTTTC -3467 63,5 | RT-PCR as-48B

E TGCAGCAGGAAGAGAGT 1626 65.6 RT-PCR as-484-
CAATTAAAGCATACCT i as48-B

= CGTGTGTTCTATAACAAT 2045 66 RT-PCR as-484-
TTGATGCTCCTTGAACA ) as48B
TCTTTAACCATGATACTC Extension reversa

G CTCC -1400 47,1 de cebador

Tabla 7. Oligonucleotidos sintéticos empleados en los experimentos de RT-PCR y extension reversa a
partir de cebador. (*) Se toma como posicion inicial la referente al sitio de restriccion Sphl del plasmido

pAM401-81.
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Posicion Tm
Oligonucledtido Secuencia (5°-3") Inicial *  (°C)
E4A-AS48 fw GCACATATGGCTAAAGCTTTCGGTATAC | 1489 80

B CAGCAGCAGTTGCAGGAACTGTG

coastny | STOSTATACOOMACCTITAGCCATATE | 1307
cmmm || |
coomast | CAISSACCASCAGTAMCTACATIANGER 1563
ESOAASIS W | L3 GeannnncaceaGTiaTIGT TG | O |
csop sty | STTAMASCIITCITAMGOTATGETTIAR |67
I e e
Suaicast | SATAMCCACACTITTICCMCTOETOC | 1sig |7
L40K-AS48_fw ééigcc}}iﬁgigyémcnmcmGCTGCA 1602 | 73
oSty | SASCACTANOTITACCTCCOTACC 27| 7
I R
wasnpss | ASTACTAGTONASCICCACCACTTC | 15y 7
AB53S-AS48_fw igﬁiéGAGTCAATTAAATCATACCTTA 1633 76
A53S-AS48 rv TGCTGCAGCGAGTAAAG -1632 52

Tabla 8. Oligonucleotidos sintéticos empleados para generar mutantes en el gen as-484. Las posiciones
cambiadas se marcan en negrita. (*) Se toma como posicion inicial la referente al sitio de restriccion Sphl
del plasmido pAM401-81.

. . o Posicion  Tm
Oligonucleodtido  Secuencia (5°-3") -
Inicial *
as-48-1 AATAAACTACATGGGT +1327 28,9
as-48-2 TAATTTCTTTCTTAAGGT -1672 32,8
as-48-4 GATAAAAAAACAGGATAT +1719 32,5
as-48B-5 GCGGGCTCCAATGCT -2352 49,4

Tabla 9. Oligonucleétidos sintéticos empleados en la preparacion sondas radiactivas. (*) Se toma
como posicion inicial la referente al sitio de restriccion Sphal del plasmido pAM401-81.
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5.7. SECUENCIACION DEL ADN

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en un secuenciador ABI PRISM
Pye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer) del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra (CSIC, Granada). En cada reaccion se utilizaron
del orden de 0,6-1 pg de ADN purificado, junto con 3,2 pmol del oligonucledtido
seleccionado como cebador, completando hasta un volumen final de 6 pl. Este sistema,
basado en la técnica de Sanger et al, (1977), utiliza la polimerasa AmpiTaq FS y
dideoxinucleotidos marcados diferencialmente con cromoforos fluorescentes. El secuenciador
detecta la fluorescencia de cada uno de los cuatro dideoxinucledtidos, que terminan la
reaccion al carecer del grupo hidroxilo en 3°, necesario para la elongacion de la cadena de
ADN. Cada marcador emite a una longitud de onda diferente cuando es excitado por luz laser,

lo que permite que los cuatro colores puedan ser detectados en una misma linea.

6. TECNICAS DE MANIPULACION DE ARN

La manipulacion de ARN se realiz6 extremando las condiciones de limpieza del
material, con el fin de evitar la contaminacion fortuita con ARNasas. El agua y los tampones
empleados fueron tratados con dietil-pirocarbonato al 0,1 % (DEPC, Sigma-Aldrich) durante
4 h y después se esterilizaron en autoclave a 120 °C durante 20 min. El material de vidrio se

esterilizé en un horno Pasteur a 180 °C durante un tiempo minimo de 4 h.

6.1. EXTRACCION DEL ARN TOTAL EN Enterococcus faecalis

6.1.1. Método del fenol caliente

La obtencién de ARN total de E. faecalis JH2-2 se realizo siguiendo el método del

fenol caliente (Tomita et al., 1996) con algunas modificaciones:
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Se inocularon 5 ml de medio BHI al 2 % con un cultivo en fase estacionaria de la cepa
bacteriana correspondiente, y se incubd hasta alcanzar una Asq-0,6-0,7
(aproximadamente 3 h).

Las células se recogieron por centrifugacion (10 min a 5.000 rpm, a 4 °C) y se
resuspendieron en 1 ml de 25 % sacarosa-Tris HCl 50 mM (p/v).

A esta suspension celular se le adicionaron 500 pl de EDTA 0,5 M y 25 pl de lisozima
(Amersham Biosciences) preparada extemporaneamente (20 mg/ml de sacarosa Tris-
CIH), dejando incubar durante 30 min a temperatura ambiente.

Las células volvieron a ser recogidas por centrifugacion, y resuspendidas en 150 ul de
tampon de lisis (Tris-HC1 20 mM, pH 8, EDTA 3 mM, NaCl 200 mM) adicionando a
continuacion 150 pl de tampon de lisis + SDS 1% (p/v). La mezcla fue
homogeneizada por inversion suave, calentada a 95 °C durante 2 min, y por Gltimo
enfriada rapidamente en hielo.

Se adicionaron 300 pl de fenol saturado en Tris-HCI 20 mM pH 8, precalentado a 65
°C, agitando vigorosamente en vortex hasta lograr mezclarlo. La mezcla se incubd a
65 °C durante 3 min, mezclando ocasionalmente.

Seguidamente se enfrid en hielo 5 min, y se centrifug6 a temperatura ambiente durante
5 min a 14.000 rpm.

El sobrenadante se volvio a fenolizar en frio y fue extraido tres veces consecutivas con
éter etilico.

Finalmente, para precipitar el ARN, se afiadieron 0,1 volimenes de acetato sodico 3
M, pH 5,2 y 2 volumenes de etanol absoluto preenfriado a -20 °C. EI ARN se recogio
por centrifugacion 4 °C, y una vez seco se disolvio en 10 pl de agua estéril-DEPC.

La muestra fue tratada con 10 U de ADNasa I libre de ARNasa (Roche Applied
Sciences), para eliminar posibles restos de contaminacion por ADN, incubandose

durante 1 ha 37 °C.

La ADNasa fue inactivada a 70 °C durante 10 min y el ARN de la muestra se volvio a
precipitar con acetato sddico y etanol absoluto, resuspendiendo finalmente en 12 pl de

agua-DEPC. El ARN obtenido puede conservarse a -70 °C hasta el momento de su uso.
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6.1.2. Extraccion mediante Fastprep

Cuando fue necesario obtener ARN de gran pureza de transformantes de E. faecalis
JH2-2, se utilizé el Fastprep RNA Pro Blue Kit (Q-BIOgene). Para ello, 10 ml de medio
fueron inoculados (4 %) con un cultivo de una noche, y se dejo incubar a 37 °C durante 3,5-4
h, hasta alcanzar una Agg de 0,8-0,9. Tras recoger las células mediante centrifugacion, se

procedid a la extraccion de ARN siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

6.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ARN

La determinacion de la concentracion de ARN de una soluciéon se llevo a cabo
mediante el método espectrofotométrico descrito por Sambrook et al., (1989) Para ello se
determind la absorbancia de la solucion de ARN a 260 nm y 280 nm utilizando como blanco
agua DEPC. Las medidas de absorbancia se efectuaron en un espectofotémetro Pharmacia
LKB Ultraespec III. La concentracion de la muestra se calculd respecto al valor estandar de
Ajeo = 1 para soluciones que contienen 40 pg /ml de ARN. La relacion Ajg /Asgp sirvio para
comprobar la pureza de la preparacion, considerandose en el caso del ARN que valores

inferiores a 2 son indicadores de contaminacion por proteinas y/o fenol.

6.3. TRANSFERENCIA E HIBRIDACION DE ARN (NORTHERN BLOTTING)

6.3.1. Preparacién de sondas no radioactivas marcadas con digoxigenina-11-dUTP
mediante PCR

Las sondas se prepararon mediante amplificacion por PCR (apartado 5.4.) y los

componentes de la mezcla de amplificacion fueron los siguientes:

89



Material y Métodos

ADN molde 50 ng
Oligonucleotido 1 50 pmol
Oligonucledtido 2 50 pmol
dNTPs-Dig (2 mM) 10 pl
Tampon de la Tag polimerasa (10x) Sul
Tag polimerasa 1U
Volumen final 50 pl

Los dNTPs-Dig fueron suministrados por Roche Applied Science. Finalizada la
reaccion de marcaje, las sondas fueron purificadas mediante el Accuprep PCR Purification kit

(Bioneer).

6.3.2. Sondas empleadas

Las sondas utilizadas en este trabajo son las recogidas en la Tabla 10. Antes de su
utilizacion, las sondas fueron desnaturalizadas calentando a 100 °C durante 10 min, y a
continuacion se diluyeron en solucion de hibridacion (2 ml de solucion de hibridacion + 20 ul

de sonda a 8-10 ng/pl.

Oligonucledtido 1* Oligonucleétido 2* Tamafio
Sondas as-48 - -

(posicion)** (posicion)** (pb)
as48-A as-48-1 (+1327) as-48-2 (-1672) 345 pb
as48-B as-48-4 (+1719) as-48B-5 (-2352) 633 pb

Tabla 10. Sondas deducidas de la region as-48 utilizadas en este trabajo. (*)Ver Tabla 9. (**) Se toma
como posicion inicial la referente al sitio de restriccion Sphl del plasmido pAM401-81.

6.3.3. Electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa con formaldehido

Los ARNs presentes en cada muestra se separaron mediante electroforesis

desnaturalizante en gel de agarosa adicionado de formaldehido. Antes de cargar la muestra en el
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gel, el ARN se desnaturalizd calentando a 55 °C durante 15 min en presencia de formamida y

formaldehido en la siguiente proporcion:

ARN (10pg)

Tampon MOPS (10x)
Formaldehido 37%
Formamida desionizada

Volumen final

6,00 pl
2,50 ul
4,35 ul
12,50 pl
25,00 ul

Una vez desnaturalizada, a la muestra se le afiadieron 2,5 ul de solucion de carga.

Solucion de carga (10x)

Glicerol
TE

Azul de bromofenol

50 %
49,75 %
0,25 %

La electroforesis fue realizada en una cubeta Hoeffer con 30 ml de capacidad. La

composicion del gel se detalla a continuacion:

Para 100 ml Para 30 ml
10xMOPS 10 ml 3 ml
H,O 87 ml 26 ml
Agarosa 12¢g 0,36 g
Una vez fundida la agarosa se afiadio:
Formaldehido 37% 3 ml 0,9 ml

El tampon utilizado en la electroforesis fue 1 x MOPS, adicionado de 0,5 pg/ml de

bromuro de etidio

10 x MOPS
MOPS pH 7
NaAc 3 M
EDTA 0,5 M pH 8
Agua

41 ¢g
16,6 ml
20,0 ml
800,0 ml
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La electroforesis se desarrolld6 a un voltaje de 70-80 V durante 90 min a 4 °C.
Finalizada la electroforesis, las bandas de ARNr se visualizaron en un transiluminador
Spectroline (modelo TS-302); para ello, se dispuso previamente un plastico protector debajo
del gel y otro para marcar el frente, los pocillos y las bandas de referencia correspondientes a

los tres ARNr de 23S, 16S y 58S, respectivamente.

6.3.4. Transferencia del ARN a membranas de nylon (Northern Blot)

Una vez realizada la electroforesis y visualizadas las bandas de ARN, el gel se lavd
con H,O-DEPC durante 30 min para eliminar el formaldehido presente, y a continuacion se
equilibré lavando dos veces con solucion 10 x SSC (tratada con DEPC), durante 15 min cada

VCZ.

Se cortd una membrana de nylon (HyBond N+, Amersham Biosciences) del tamafio

del gel, teniendo la precaucion de usar guantes sin talco y pinzas.

Para la transferencia del ARN se coloc6 un cristal estéril encima de una bandeja con
tampon de transferencia 20xSSC. Sobre el cristal se coloco una tira de papel Whatman 3MM

lo suficientemente larga como para sumergirse en el reservorio de tampon de transferencia.

A continuacion se depositaron una serie de capas en éste orden: tres piezas de papel
Whatman 3MM, el gel, la membrana de nylon, cuatro piezas de papel Whatman 3MM y un
bloque de papel de filtro de aproximadamente 5 cm de grosor. Para mantener ligeramente
comprimido el sistema se coloco sobre €l un peso adecuado (aprox. 0,5 kg). El sistema se dejo
transfiriendo durante una noche. Finalizada la transferencia, se marcé la membrana haciendo
un corte en el extremo superior izquierdo, y el ARN se fijé a la misma por exposicion a la luz

UV (320 nm) durante 5 min.

20 x SSC

NaCl 3,0M
Citrato sodico 0,3M
pH 7,0
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6.3.5. Prehibridacién e hibridacion ADN-ARN

La membrana de nylon se incub6 a 55 °C en un horno de hibridacion (Shel Lab, mod.
1004) con 10 ml de solucién de hibridacién (2ml/10cm?) en una bolsa sellada, durante al menos
2 h. Posteriormente, esta solucion fue sustituida por 2 ml de una nueva solucion de hibridacion
conteniendo la sonda marcada y desnaturalizada (100-200 ng), incubandose a 55 °C durante toda
la noche. Esta solucion puede ser congelada a -20 °C y reutilizarse posteriormente (para ello, hay

que calentarla a 68 °C durante 10 min).

Finalizada la hibridacion, y para eliminar la sonda no unida, la membrana se lavo dos
veces durante 5 min a temperatura ambiente con 2 x SSC-SDS 0,1%, y otras dos veces a 68 °C

con solucion de lavado (0,1 x SSC-SDS 0,1%) durante 15 min.

Solucién de hibridacién (250 ml)

Formamida 25,0 ml
30 x SSC 41,5 ml
Fosfato sodico 1M 12,5 ml
N-lauril sarcosina 10% 2,5 ml
Reactivo Bloqueo al 1% 50,0 ml
SDS 175 ¢

6.3.6. Revelado inmunologico

Todo el proceso de revelado inmunolégico se realizd siguiendo las instrucciones del
sistema de revelado DIG Luminiscent detection (Roche Applied Science). La membrana se
saturd previamente con 50 ml de tampdn I durante 5 min en agitacion. Posteriormente fue
incubada con 20 ml de tampdn II (tampon I + agente de bloqueo) durante 30 min. Transcurrido
este tiempo se adicionaron 3,3 ml del tampdn II con anticuerpos anti-digoxigenina conjugados
con fosfatasa alcalina (Roche Applied Science) (dilucion 1:10.000) en una bolsa sellada y se
incub6d durante 30 min a 37 °C. El exceso de anticuerpos no incorporados fue eliminado

mediante 2 lavados con 100 ml de tampon I durante 15 min en agitacion.
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Finalmente, la membrana se equilibr6é con 20 ml de tampo6n Il durante 2 min, y después
se adiciond 1 ml de tampon III con 10 pl de CSPD (Roche Applied Science), manteniéndolos
durante 5 min a 37 °C en la oscuridad. Una vez seca la membrana con papel de filtro, se situd
entre dos laminas de plastico y se dejoé 5-10 min a 37 °C en oscuridad. Tras ese tiempo, se
impresiond por contacto una pelicula autorradiografica Kodak X-OMAT entre 30 min-4 h,
revelandose posteriormente. Para el revelado la pelicula se dejé 1 min en revelador, 4 min en

fijador y se lavo con agua abundante.

Tampon I (5x)

Acido maleico 0,10M
NaCl 0,15M
pH 7,5
Tween-20 3 %*

* Se afiadi6 precalentado una vez diluido el tampon

Tampon 11

Reactivo de bloqueo al 1% en Tampoén I diluido

Tampédn 111 (pH 9.5)
Tris-HCI 0,10 M
NaCl 0,10 M

Reactivo de blogueo (10 x)

Diluir 10 g de reactivo de bloqueo (Roche Applied Science) en 100 ml de

tampon [

6.3.7. Estimacion del tamario de los ARNSs

El tamano de los diferentes tipos de ARNm detectados en los experimentos de Northern
blotting, se determind mediante la comparacion de su migracion en los geles de agarosa con la de

los correspondientes ARNTr: 5S (120 b), 16S (1.540 b) y 23S (2.900 b).
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6.4. ELECTROFORESIS DE ARN EN GELES DE AGAROSA

La separacion y visualizacion del ARN total se realizd para comprobar si existia

contaminacion de ADN en las muestras. El procedimiento fue el mismo descrito para la

electroforesis en geles de agarosa del ADN (apartado 5.2.1.) pero introduciendo las siguientes

variaciones:

Todo el material empleado en la electroforesis fue previamente tratado con H,O, al
3% o con NaOH 40 mM y después lavado con abundante agua DEPC estéril.

El tampon TAE se prepar6 diluyendo una solucion 50 veces concentrada en agua
DEPC estéril.

La concentracion de agarosa fue del 2 %.

6.5. RT-PCR SEMICUANTITATIVA

El andlisis semicuantitativo de los niveles de transcripcion se realizd mediante el

sistema ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del

fabricante:

Para la obtencion del ADNc se mezclaron 500 ng de ARN, 10 pmol de
oligonucleétido especifico y 2 ul de dNTPs (10 mM) hasta un volumen de 12 pl
(completados con H;O-DEPC).

La mezcla se incub6 a 70 °C durante 5 min e inmediatamente se enfrid en hielo.

A la mezcla anterior se le afiadieron 4 pl de tampon de sintesis de ADNc (5x), 1 ul de
DTT 0,1 M, 40 unidades (1 pl) de RNaseOUT (Gibco, BRL), 1 ul de HO-DEPC y 1
pl de retrotranscriptasa ThermoScript. Como controles negativos se prepararon
reacciones con la misma cantidad de ARN a las que no se anadio retrotranscriptasa.

La mezcla se incubd durante 30 min a 56-60 °C Siguid una incubacion a 85 °C
durante 5 min para finalizar la reaccion.

La transcripcion reversa se finalizo incubando a 37 °C durante 20 min en presencia de

2 unidades de ARNasa H (Invitrogen).

Para la amplificacion del ADNc por PCR, se tom6 un 10% de la mezcla de ADNc

obtenida (2 pl), 50 pmol de cada cebador, 1 pl de dNTPs 10 mM, 1,5 pl de MgCl, 50 mM, 5
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ul de Tris-HCI1 20 mM (pH 8.4), 1,5 ul de KCI1 50 mM, 2 unidades de Tag ADN polimerasa
(Invitrogen), y H,O-DEPC hasta completar un volumen total de 50 pl. Cada PCR se prepard
por cuadruplicado para sacar un tubo a los 15 ciclos, otro a los 20, a los 25 y a los 30 ciclos de

amplificacion.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo a 96 °C durante 2 min,
y 15, 20, 25 y 30 ciclos (94 °C durante 1 min, 56-60 °C durante 1 min y 72 °C durante 1 min).
En estas PCRs no se afiadi6 tiempo adicional para la terminacion de las cadenas a 72 °C. Los

productos de RT-PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

6.6. EXTENSION REVERSA A PARTIR DE CEBADOR (PRIMER EXTENSION)
La deteccion del sitio de inicio de la transcripcion de los genes en estudio se realizd
mediante extension reversa a partir de cebador, segun lo descrito por Garcia-Quintans et al.,

(1998).

6.6.1. Marcaje de oligonucledtidos mediante fosforilacion

Para la reaccion de marcaje del oligonucleétido en su extremo 5° con [y P]JATP se

prepard la siguiente mezcla:

Oligonucleotido 10 pmol
Tampon de Reaccion (5x) 10 pl

T4 Polynucleotido Kinasa (Gibco BRL) 2ul (20 U)
[y**P]JATP (10 uCi/ul, 3000 Ci/mmol) 5 ul (50 pCi)
H,0 estéril Hasta 50 pl

La mezcla se incub6 durante 10 min a 37 °C, calentando a continuaciéon a 65 °C
durante 10 min. El oligonucleétido fue purificado con el kit QIAquick Nucleotide Removal

(QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante.
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6.6.2. Hibridacién

Se mezclaron 1 pmol de oligonucledtido marcado (Tabla 7) con 3,8 pg de ARN,
afadiendo 0,1 volumenes de acetato sdédico 3 M (pH 5,2) y 2 volumenes de etanol absoluto
enfriado a -20 °C. La mezcla se incub6 a -80 °C durante 1 h como minimo. Se centrifugd a 4
°C (15 min, 14000 rpm) y el sedimento se lavd con etanol al 70% (-20 °C), centrifugando
después durante 5 min a 4 °C. Se elimin¢ el etanol de la muestra secando el sedimento al aire
libre, que posteriormente fue resuspendido en 30 pl de tampoén de hibridacion. La solucion se

incubd a 80 °C durante 10 min y seguidamente a 30-35 °C durante 16 h.

Posteriormente, se anadieron 170 pl de agua estéril y 400 ul de etanol absoluto (-20
°C), dejando 1 h en hielo. Tras ello, se centrifugd a 4 °C (15 min, 14000 rpm) y se lavo el
sedimento con etanol al 70 % (-20 °C), centrifugando de nuevo durante 5 min a 4 °C y

secando el sedimento.

Tampodn de hibridacion
PIPES 40 mM (pH 6,4)
EDTA 1 mM (pH 8,0)
NaCl 0,4 M

Formamida desionizada 80 %

6.6.3. Extension reversa a partir de cebador

La mezcla ARN:oligonucledtido se resuspendié en 38 ul de tampon RT y se incubd a
42 °C durante 2 min. Se afiadieron 15 U de retrotranscriptasa ThermoScript (Invitrogen) y se
incubd a 50 °C durante 30 min. La reaccion se inactivd calentando a 70 °C durante 15 min.
Seguidamente se incubo la mezcla con 2 pul de ARNasa H (Invitrogen) durante 30 min a 37 °C

y después durante 3 min a 95 °C.

Para eliminar las proteinas de la muestra, se afiadieron 158 pl de tampo6n TE y 200 pl
de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), centrifugando a continuaciéon a méaxima velocidad
durante 5 min. La fase acuosa (superior) se pas6d a un tubo limpio, y el ADNc se precipitd

afnadiendo 0,1 volumenes de acetato sddico 3 M (pH 5,2) y 2 volimenes de etanol (-20 °C),
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guardando a -80 °C durante al menos 1 h. A continuacion se centrifugé a maxima velocidad a

4 °C durante 15 min, lavando con etanol al 70 % y secando el sedimento durante 5 min.

El sedimento se resuspendié finalmente en 4 ul de tampén TE y 6 pl de tampdn de

carga con formamida, y se guard6 a -20 °C.

Tampon RT

Tampon de sintesis de ADNc (5x) 8l
DTT 0,1 M 4 ul
dNTPs 50 mM 4 ul
RNase Out 2 ul
H,O-DEPC 20 pl

Tampon de carga
Formamida 80%

EDTA 10 mM (pH 8,0)

Xilencianol 1 mg/ml

Azul de bromofenol 1 mg/ml

6.6.4. Electroforesis y secuenciacion

El tamafio de los productos de reaccion se determind en un gel de poliacrilamida al
8%, conteniendo urea 7 M. Las bandas marcadas con *’P se detectaron por exposicion en

peliculas Kodak X-Omat S.

El ADN se secuencio mediante el método de Sanger et al., (1977), utilizando el kit de
secuenciacion de la polimerasa T7 (Amersham Biosciences) y dCTP marcado con *°P. El
plasmido pFS21 (Sesma et al., 1990), que contiene una secuencia heterologa, se utilizé como

molde.
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7. TRANSFORMACION GENETICA DE MICROORGANISMOS

7.1. TRANSFORMACION DE Escherichia coli DH500 MEDIANTE EL METODO DEL
CLORURO DE CALCIO

7.1.1.

Se empled el método descrito por Sambrook et al., (1989).

Preparacion de células competentes

Se partié de un cultivo de E. coli DH5a crecido en medio LB a 37 °C en agitacion

durante una noche. Este cultivd se diluyo 50 veces en medio fresco y se incubd a 37 °C en

agitacion, hasta alcanzar la fase exponencial temprana del crecimiento (Asgg = 0,5). A partir

de ese momento se trabajo en frio (4 °C) para aumentar la eficiencia de la transformacion.

7.1.2.

Las células se mantuvieron en un bafo de hielo durante 10 min y se recogieron por
centrifugacion (5000 rpm, 15 min)

A continuacién se resuspendieron en un volumen de una solucion preenfriada de
MgSO4 10 mM y se centrifugaron en las mismas condiciones.

El sedimento se resuspendié suavemente en un volumen de una solucion preenfriada
de Tris-HCI 10 mM, pH 8 y 50 mM de CaCl,, manteniéndose en hielo durante 15 min.
Tras una nueva centrifugacion, en las mismas condiciones, las células fueron
resuspendidas en 0,04 volimenes de una solucion de Tris-HCl 10 mM, 50 mM de
CaCl, y glicerol al 20 %.

Esta suspension se repartioé rapidamente a razéon de 100 pl/tubo en tubos eppendorf

preenfriados, que se mantuvieron a -70 °C hasta su uso.

Transformacioén

Se mezclaron 100 pl de células competentes, previamente descongeladas en hielo, con
20-50 ng de ADN plasmidico libre de sales y se incubaron en hielo durante 30 min.

A continuacion, las células se sometieron a un choque térmico a 42 °C durante 2 min.
Para conseguir la expresion fenotipica de los genes de resistencia a antibidticos

codificada por el plasmido introducido, se anadieron inmediatamente 900 pl de medio
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LB a las células, que se mantuvieron durante 5 min en hielo, y posteriormente 1 h a 37
°C en agitacion.

- La seleccion de los transformantes se realiz6 sembrando 200 pl de la suspension
celular en placas de LB solido suplementado con el antibidtico adecuado. Las placas
se incubaron 16 h a 37 °C hasta la aparicién de colonias. Paralelamente se llevaron a

cabo experimentos control sin la adiciéon de ADN.

Cuando se transformé con productos de PCR clonados en el vector pGEM-T, se
afiadieron al medio 40 pl (20 mg/ml) de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiran6sido). Los transformantes se seleccionaron en funcion del color de la colonia: las
transformadas con vector conteniendo el ADN foraneo mostraron un color blanco, ya que
llevaban el gen lacZ del vector interrumpido y no pudieron degradar el X-Gal para formar un
compuesto de color azul, que apareci6 en las colonias en las que el ADN foraneo no se clond

en el vector.

Preparacion de X-Gal: disolver 20 mg de X-Gal en 1 ml de N,N’-dimetil-formamida.

Cubrir el tubo con papel de aluminio y almacenar a -20 °C.

7.2. TRANSFORMACION DE Escherichia coli XL1-Blue

Cuando se transformaron células supercompetentes de E. coli XL-1Blue se siguieron

las indicaciones del fabricante (Stratagene):

- Preenfriar un tubo Falcon de 15 ml en hielo. Precalentar medio SOC a 42 °C.

- Descongelar las células supercompetentes en hielo. Una vez descongeladas, mezclar
suavemente y poner una alicuota de 100 pl en el tubo Falcon preenfriado.

- Afadir 1,7 pl de B-mercaptoetanol.

- Mezclar suavemente e incubar 10 min en hielo, agitando cada 2 min cuidadosamente.

- Anadir 0,1-50 ng de ADN a las células. Incubar 30 min en hielo.

- Someter las células a choque térmico a 42 °C durante 45 segundos en bafio.

- Incubar en hielo inmediatamente durante 2 min.

- Anadir 900 pl del medio SOC precalentado e incubar a 37 °C durante 1 h en agitacion
(225-250 rpm).

- Repartir 200 pl de la mezcla de transformacion en placas de LB conteniendo el

antibiotico correspondiente.
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- Centrifugar los 800 pl de células restantes (10 min, 1000 rpm) y resuspender el
precipitado en 200 pul de medio SOC. Sembrar en placas de LB conteniendo el
antibiotico correspondiente.

- Incubar las placas a 37 °C durante una noche.

7.3. ELECTROPORACION DE Escherichia coli DH5a.

7.3.1. Preparacion de células electrocompetentes

Se partié de un cultivo en fase estacionaria de E. coli DH5a con el que se inoculd (2
%) medio LB, que se dejé crecer a 37 °C en agitacion hasta alcanzar una Asgp= 0,6-0,8.
Entonces las células fueron recogidas por centrifugacion a 5000 rpm durante 15 mina 4 °Cy
se lavaron 4 veces a esta misma temperatura con volumenes decrecientes de agua destilada
preenfriada (1, 0,5, 0,5 y 0,01 volimenes, respectivamente) En la ultima centrifugacion, las
células se resuspendieron en 0,002 volimenes de glicerol estéril al 10 % y se alicuotaron a
razén de 50 pl en tubos eppendorf, siendo seguidamente congeladas a -70 °C hasta el

momento de su uso.

7.3.2. Electroporacion

La electroporacion se realizd segin las condiciones descritas en el protocolo del
electroporador Electro Cell Manipulator 600 (BTX Electroporation System) para E. coli
DH5a., utilizando cubetas BTX con 2 mm de distancia entre los electrodos. En la cubeta se
mezclaron 1-5 ul de ADN (10-20 ng) y 45 ul de células electrocompetentes, previamente
descongeladas en hielo. La mezcla se dispuso inmediatamente en el electroporador y se aplico
un voltaje de 2,5 KV a una resistencia de 129 Q y una capacitancia de 25 pF. A continuacion,
las células se diluyeron rapidamente en 950 pl de medio LB frio y se incubaron a 37 °C
durante 1 h en agitacion para permitir la expresion fenotipica del ADN incorporado. Tras ese

periodo, se sembraron 100 pl de la suspension bacteriana en placas de LB adicionado del
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antibidtico empleado para la seleccion, incubando a 37 °C hasta que se observo la aparicion

de colonias.

En todos los experimentos se utilizaron como control células electrocompetentes sin

transformar incubadas en las mismas condiciones que las electroporadas.

7.4. ELECTROPORACION DE Enterococcus faecalis JH2-2 (Fiedler y Wirth, 1991)

7.4.1. Preparacion de células electrocompetentes

Para la obtencion de células competentes se inocularon al 2 % con un cultivo
bacteriano de una noche matraces de medio THB adicionado de glicina al 2,5%, incubandose
hasta alcanzar una Asgo = 0,4-0,6. A continuacion las células se recogieron por centrifugacion
a 5.000 rpm durante 15 min a 4 °C en una centrifuga Sorvall, y se lavaron 4 veces, en las
mismas condiciones, con volimenes decrecientes (1, 0,5, 0,5 y 0,01 volimenes) de una
solucion preenfriada de glicerol al 10 %. Finalmente las células se resuspendieron en 0,005
volumenes de la misma solucién, se alicuotaron a razén de 50 pl en tubos preenfriados y se

guardaron a -70 °C hasta su uso.

7.4.2. Electroporacion

La transformacion mediante electroporacion se realizo segun las condiciones descritas
en el protocolo del electroporador Electro Cell Manipulator 600 (BTX Electroporation
System) para E. faecalis JH2-2, utilizando cubetas BTX con 2 mm de distancia entre los
electrodos. En la cubeta se mezclaron 1-5 pl de ADN (10-20 ng) con 45 ul de células
electrocompetentes, previamente descongeladas en hielo. La mezcla se dispuso
inmediatamente en el electroporador y se aplicoé un voltaje de 1,25 kV, a una resistencia de

480 Q) y una capacitancia de 25 pF.

Inmediatamente, las células se diluyeron en 950 ul de THB frio, y se incubaron a 37

°C durante 90 min para permitir la expresion fenotipica del ADN. Después se sembraron en
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placas de BHA adicionado del antibiotico de seleccion a razén de 0,2 ml/placa e incubando a

37 °C durante 2-3 dias.

8. DETECCION Y VALORACION DE LA PRODUCCION Y RESISTENCIA
FRENTE A AS-48 Y SUS VARIANTES

8.1. TECNICA DE LA DOBLE CAPA

La técnica de la doble capa (Gratia y Fredericq, 1946) se empled para detectar la
produccion de AS-48 y sus variantes en medio so6lido (cultivando las cepas productoras en la
capa base), asi como para detectar la resistencia de distintas bacterias en medio solido frente a las
cepas productoras (inoculando la bacteria a ensayar en la sobrecapa). En una placa de Petri se
dispuso una capa base de medio BHI tamponado, sobre la cual se inoculd la bacteria productora,
empleando diferentes técnicas de inoculacion: 0,1 ml repartidos con la espatula de Digralsky,
para permitir el crecimiento en colonias o bien gotas de 1 pl de cultivo en fase estacionaria de la
estirpe productora a ensayar, incubandose a 37 °C durante toda la noche. Una vez crecida la capa
base, se cubrid con una sobrecapa de BHA blando (7 ml) mantenida en sobrefusion a 45 °C e
inoculada con 0,1 ml de un cultivo de una noche de una bacteria indicadora (sensible a AS-48) o
de otra bacteria cuya sensibilidad frente a AS-48 o frente a las variantes, se quisieran ensayar.
Una vez solidificada, se volvid a incubar a la temperatura adecuada durante 18-24 h para permitir
el crecimiento de la bacteria inoculada en la sobrecapa, observando entonces la posible aparicion
de zonas de inhibicion del crecimiento en torno a las bacterias crecidas en la capa base y

midiendo el didmetro del halo aparecido (mm).

8.2. TECNICA DE LAS GOTAS

Se utilizo para determinar la resistencia frente a AS-48 y frente a las variantes en medio
solido. Sobre una placa que contenia una capa base de MHA-T se verti6 una sobrecapa de BHA
blando (7 ml) mantenida en sobrefusion (45 °C), e inoculada con 0,1 ml de la bacteria cuya
resistencia se queria ensayar. Una vez solidificada la sobrecapa, se depositaron sobre ella gotas

de 5 ul con diferentes concentraciones del inhibidor purificado, incubdndose posteriormente las
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placas durante 18-24 h a la temperatura optima de crecimiento de la bacteria. La aparicion de
halos de inhibicion del crecimiento en las zonas donde se depositaron las gotas era indicativa de

la sensibilidad de la bacteria.

8.3. TECNICA DE LOS POCILLOS

La produccion de AS-48 en medio liquido se determin6 midiendo la actividad presente
en sobrenadantes libres de células (mediante centrifugacion de los cultivos a 14.000 rpm
durante 10 min) por la técnica de los pocillos (Shillinger y Lucke, 1989; Tagg y McGiven,
1971). Esta misma técnica se empled para seguir la actividad de las fracciones purificadas de

bacteriocina en las distintas etapas cromatograficas (ver apartado 9).

Para ello, sobre una placa de Petri que contenia una capa base de MHA-T con la
superficie bien seca, se colocaron cilindros de acero inoxidable estériles (8 mm de didmetro x
1 cm de altura). Seguidamente se vertieron 7 ml de una sobrecapa de BHA blando (mantenida
en sobrefusion a 45 °C) inoculada con 0,1 ml de un cultivo en fase estacionaria de la estirpe
indicadora. Una vez solidificada la sobrecapa se retiraron los cilindros, y en los huecos
dejados por éstos (pocillos) se depositaron 100 ul de la muestra liquida a ensayar. A
continuacion las placas se incubaron a la temperatura adecuada para el crecimiento de la
estirpe indicadora durante 18-24 h, tiempo tras el cual se midi6 el didmetro del halo de

inhibicion producido alrededor de cada muestra.

8.4. CURVAS DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE BACTERIOCINA

Se inocularon 50 ml de medio Complejo (MC) con un preinoculo de 1 ml (2 %) de un
cultivo de una noche de la bacteria productora de bacteriocina. Durante 24 h, y a intervalos de
1 h, se midi6 la absorbancia (Agp) del cultivo y se tomaron 300 pl del mismo,
centrifugandolos (14.000 rpm, 10 min) para eliminar las células. Se ensayaron 100 pl de los
sobrenadantes frente a una bacteria indicadora (normalmente E. faecalis JH2-2) mediante la

técnica de los pocillos.

De esta forma se obtuvo una curva que relacionaba el didmetro de los halos de

inhibicion con la densidad 6ptica del cultivo a lo largo del tiempo.
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8.5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBIDORA

La concentracion minima inhibidora (CMI) se defini6 como aquella que inhibia el
totalmente el crecimiento en medio solido. Para establecer la CMI, se prepararon diluciones
seriadas de bacteriocina purificada a una concentracion conocida, y se ensayaron alicuotas (5
ul) frente a las bacterias indicadoras mediante la técnica de las gotas. Tras la incubacion a 37
°C durante 18 h, se determiné la cantidad minima de bacteriocina que producia un halo de

inhibicidn visible.

8.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA

La actividad hemolitica de las cepas productoras de bacteriocina fue determinada
creciéndolas en placas de agar-sangre (Agar Columbia, Merck) adicionado de un 5% de
sangre de caballo desfribrinada. Tras incubar a 37 °C durante una noche, las placas fueron

examinadas en cuanto a la capacidad de lisar a los eritrocitos.

9. PURIFICACION DE LA ENTEROCINA AS-48 Y DE LAS VARIANTES
OBTENIDAS

9.1. PRODUCCION EN MEDIO LIQUIDO

La produccion de AS-48 y de sus variantes en medio liquido se llevd a cabo en
matraces con 12 litros de medio complejo (MC) precalentados a 37 °C durante 1 h, antes de
ser inoculados (4 %, v/v) con un cultivo en fase estacionaria de la bacteria productora. Tras 7-
8 h de incubacion a 37 °C, se procedio a la purificacion de las enterocinas a partir de los

cultivos.
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9.2. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO CATIONICO

Se siguio el protocolo descrito por Abriouel ef al., (2003) y Galvez et al., (1989a), con
algunas modificaciones. La bacteriocina presente en los caldos de cultivo se recuperd
mediante cromatografia, empleando el intercambiador catiénico débil Carboximetil-Sephadex

CM25 (Amersham Biosciences).

La resina de intercambio i6nico se reconstituye en tampon fosfato sédico 0,02 M pH
6,5 durante 24 h a 4 °C y la suspension es entonces lavada en un embudo Buchner con dos
volumenes de NaCl 1,5 M y tres volimenes de tampon fosfato. En estas condiciones, 1 g del
producto en polvo origindé un volumen final de 9 a 10 ml de gel. Antes de proceder al
intercambio 16nico, el pH de los cultivos se ajustoé a 6,5 con NaOH 0,5 M. Gel y cultivo (sin
retirar las células) se mezclaron en proporcion 1:40 (v/v) para la adsorcion de la molécula
nativa AS-48. Después el gel se dejo decantar durante 60 min y, tras retirar el sobrenadante,
se lavd y decantd dos veces con agua destilada para eliminar el mayor nimero de células
posible. Seguidamente, el gel fue empaquetado en una columna de vidrio (6 x 50 cm) y
lavado con agua destilada hasta retirar todo el material no adsorbido al gel. La elucion se
realiz6 con un volumen de gel de NaCl 0,5 M, seguido de dos volumenes de NaCl 1,5 M
(ambos en agua destilada), recogiendo de forma manual fracciones de 40 ml cuya actividad

antibacteriana fue ensayada mediante la técnica de los pocillos.

Las fracciones con actividad fueron almacenadas a -20 °C. Los preparados crudos de
bacteriocina obtenidos fueron purificados mediante diferentes pasos de cromatografia de fase

reversa, segun se describe mas adelante.

9.3. CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA SOBRE SOPORTE SOLIDO (C-18)

Las fracciones con actividad antibacteriana recogidas mediante intercambio idnico
fueron repurificadas mediante cromatografia de fase reversa utilizando para ello cartuchos
rellenos de C-18, que fueron lavados con acetonitrilo y equilibrados en solvente A. Las
muestras (50 ml) se pasaron por el relleno C-18 (5 g) a un flujo moderado, lavando el material
no adsorbido con agua. El material retenido se recupero6 eluyendo con 20 ml de solvente B, a

diferentes concentraciones (30%, 60%, 90%, 100%) en solvente A. La actividad de las
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muestras recogidas (fracciones de 5 ml) se ensayo frente a E. faecalis JH2-2, y las muestras

con actividad fueron congeladas a -70 °C.

Solvente A: acido trifluoroacético (TFA) 10 mM en agua Milli-Q

Solvente B: TFA 4 mM en isopropanol:acetonitrilo (2:1)

9.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE FASE REVERSA DE ALTA RESOLUCION
(RP-HPLC)

Para experimentos que requerian una total pureza de AS-48, las muestras procedentes
de cromatografia de fase reversa sobre soporte solido fueron purificadas a homogeneidad
mediante cromatografia RP-HPLC. Se utilizé un equipo cromatografico Agilent 1100 Series,
provisto de los siguientes modulos (Figura 33): un desgasificador G12379A, un inyector
manual G1328B, una bomba cuaternaria de alta presion G1311A y un detector de longitud de
onda variable G1314A, controlados desde un sistema informatico. Para la recogida de

fracciones se utilizo un colector de fracciones Gilson FC203B.

Figura 33. Esquema del sistema de cromatografia mediante RP-HPLC
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Los solventes utilizados en el proceso de purificacion fueron los mismos empleados en
el apartado anterior, pero esta vez se desgasificaron y filtraron a través de filtros de 0,22 pm

(Millipore).
Solvente A: &cido trifluoroacético (TFA) 10 mM en agua Milli-Q

Solvente B: TFA 4 mM en isopropanol:acetonitrilo (2:1)

9.4.1. Escala semipreparativa

Cuando fue necesario purificar gran cantidad de bacteriocina se emple6 una columna
Vydac 218TP510 (10 x 250 mm; The Separation Group, Hesperia, Calif.) con un relleno tipo
C18, de tamafio medio de particula de 10 micras, y un tamafio de poro de 300 A. La muestra
se aplicod a un flujo de 3 ml/min sobre la columna equilibrada previamente en solvente A. El
material no adsorbido sobre la columna se eliminé mediante lavado con solvente A, hasta que
la absorbancia a 210 nm del efluente (A;;0) descendid a linea base. El material retenido en la
columna fue eluido posteriormente mediante un gradiente lineal compuesto (0-40 % B en 5
min; 40-80 % B en 20 min; 80-100 % B en 5 min), a un flujo de 3 ml/min. El efluente de la
columna fue recogido en distintas fracciones de acuerdo con los picos de absorbancia (a 280 6

222 nm) detectados.

9.4.2. Escala analitica

Para determinar el grado de pureza de las muestras se utiliz6 una columna analitica
Vydac 218TP54 (4,6 x 250 mm) de igual relleno que la anterior. En este caso, el flujo de
trabajo fue siempre de 1,5 ml/min. La elucion se llevd a cabo empleando los mismos
solventes descritos en el apartado anterior, con un gradiente compuesto de 0 a 30 % de B en 3

miny 30 a 100 % de B en 20 min.

9.5. LIOFILIZACION DE LAS MUESTRAS

La concentracion de soluciones acuosas de AS-48 y de las variantes, y la eliminacion
de solventes orgénicos de las muestras procedentes de cromatografia en fase reversa, se llevo

a cabo mediante liofilizacion. Para ello, las muestras, congeladas a -70 °C, se depositaron en
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una centrifuga SpeedVac (Savant) conectada a un equipo de liofilizacion (Telstar) compuesto
por una trampa de frio y una bomba de vacio. Una vez eliminada el agua y los componentes
volatiles de la disolucion, los componentes no volatiles quedan como un so6lido de baja
densidad que puede ser transportado a temperatura ambiente. La adicion de agua o tampon
permite recuperar la muestra proteica, en la que ademas de toda la proteina liofilizada, estan

presentes las sales del tampon en el que la proteina estaba disuelta.

9.6. DIALISIS DE LAS MUESTRAS

La dialisis de las disoluciones de bacteriocina se realiz6 con el fin de eliminar las sales
y otros componentes de bajo peso molecular que contuvieran, asi como para cambiar las

condiciones de la disolucion de enterocina purificada para adecuarla al ensayo.

El proceso de dialisis consiste en un intercambio molecular a través de una membrana
semipermeable con un tamafio de poro inferior al tamafio de la proteina. De esta forma, si se
introduce en una disolucion con el tampon final deseado o H,O desionizada una bolsa de
membrana de didlisis rellena de la disolucion de proteina, el tampén y las sales se
intercambiaran entre el interior y el exterior de la bolsa, mientras que la proteina permanecera
en el interior. Las muestras se sometieron a didlisis a través de una membrana con un limite
de exclusion de 2.000 kDa (Sigma), durante una noche a 4 °C y en agitacion, frente a agua
desionizada o tampo6n (un volumen 10 6 1000 veces mayor al de la disolucidon de proteina).
Tras ese tiempo, se realizd un segundo cambio de la disolucion externa que se mantuvo al

menos 6 h mas a 4 °C.

10. TECNICAS DE ANALISIS DE PROTEINAS

10.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

10.1.1. Método de Bradford

La determinacion cuantitativa de proteinas se llevd a cabo por el método descrito por

Bradford (1976). Este método implica la union del colorante azul Coomassie brillante G-250
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a las proteinas, lo que provoca un desplazamiento en el maximo de absorbancia del colorante
desde 465 nm a 595 nm. Este incremento en la absorbancia a 595 nm sirve para determinar la

concentracion de proteinas.

Se depositaron 100 pl (entre 2 y 20 pg de proteina) de la muestra problema en un tubo
de vidrio de 12 x 100 mm y se adicion6 1 ml de la solucion de reactivo de Bradford. Se agito
con un agitador de tubos (Vortex) y la mezcla se mantuvo a temperatura ambiente al menos
durante 5 min y no més de 1 h. Seguidamente se midi6 la densidad 6ptica de la muestra a 595
nm frente a un blanco que consiste en 100 pl de agua destilada y 1 ml de reactivo de
Bradford. La cantidad de proteina presente en las muestras ensayadas se dedujo a partir de
una curva estandar obtenida titulando cantidades crecientes (2-20 pg) de albumina bovina

cristalizada (Sigma).

Para la preparacion del reactivo de Bradford se disolvieron 100 mg de azul Coomassie
brillante G-250 en 50 ml de etanol al 95 %. Se adicionaron 100 ml de 4cido fosforico (85 %
peso/volumen), completandose hasta un volumen final de 1 litro con agua destilada. La
solucion se filtro al menos tres veces a través de un papel de filtro, hasta que perdi6 la

coloracién azul.

10.1.2. Determinacion de la concentraciéon de AS-48 y las variantes a partir del

coeficiente de extincion molar

Para determinar la concentracion de bacteriocina en las muestras purificadas se

aplico la ley de Lambert-Beer:

A=c-g-d

Siendo A= absorbancia, c= concentracion, €= coeficiente de extinciébn molar y d=
distancia recorrida por la luz a través de la muestra. Los coeficientes de extincion molar de las

distintas bacteriocinas fueron determinados segin Gill y von Hipple (1989).
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10.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES (SDS-Poliacrilamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE)

Se empled el procedimiento descrito por Laemmli (1970) en presencia del detergente
anionico dodecil sulfato sodico (SDS). Este agente permite la disociacion de agregados
supramoleculares de las proteinas durante el proceso de electroforesis. Tal disociacion se
favorece también por la presencia de agentes reductores como el 2-mercaptoetanol o el
ditiotreitol (DTT), que rompen los puentes disulfuros de las proteinas y permiten la
separacion de sus subunidades (cuando existen). La disgregacion o la solubilizacion es muy
necesaria antes de proceder a la electroforesis para la separacion de proteinas multiméricas o
asociadas y de gran tamafio que encuentran muchas dificultades para entrar en el gel, y

cuando lo hacen, no pueden separarse satisfactoriamente.

10.2.1. Preparacion de los geles de poliacrilamida

Los geles se prepararon con el sistema Mini-PROTEAN II (BioRad). En primer lugar
se preparo el gel de desarrollo, sobre el que se depositd el gel de concentracion. En ambos
casos, se afiadid en ultimo lugar persulfato amonico recién preparado y TEMED. Una vez
gelificados, los geles se cubrieron con SDS al 0,01 % y se guardaron a 4 °C cuando no fueron

utilizados en el momento.

Gel de desarrollo al 15 % de poliacrilamida (10 ml)

Acrilamida : bisacrilamida (30:0,8) 5,00 ml
Tris-HCI1 1,5 M, pH 8,8 2,50 ml
SDS al 10% 0,10 ml
Persulfato amonico al 10% 0,10 ml
TEMED 4,00 ul
Agua destilada 2,30 ml
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Gel de concentracion al 5% de poliacrilamida (10 ml)

Acrilamida : bisacrilamida (30:0,8) 1,70 ml
Tris-HC1 1 M, pH 6,8 1,25 ml
SDS al 10% 0,10 ml
Persulfato amonico al 10% 0,10 ml
TEMED 10 pl

Agua destilada 6,80 ml

10.2.2. Condiciones de desarrollo de la electroforesis

La electroforesis se desarroll utilizando el sistema Mini-PROTEAN II (BioRad). Las
muestras liofilizadas de bacteriocina purificada fueron resuspendidas en diversos tampones, y
se mezclaron con solucion desnaturalizante (2x) en proporcion 1:1 (v:v), calentando a
continuacion a 100 °C durante 3 min en tubos eppendorf herméticamente cerrados. Se
depositaron 20 pl de muestra en cada pocillo del gel, y se aplicd un voltaje de 100 V a 4 °C,

hasta que el indicador del frente alcanzo el final del gel.

Como patrén de peso molecular se empled una preparacion comercial que contiene
proteinas estandar de bajo tamafio (Sigma Markers, Low Range; Sigma): aprotinina (6.500),
a-lactalbimina (14.200), inhibidor de tripsina (20.000), tripsindgeno (24.000), anhidrasa
carbonica (29.000), gliceraldehido-3-P-deshidrogenasa (36.000), albumina de huevo (45.000)

y albumina sérica bovina (66.000).

Tampodn de electroforesis, pH 8.3 (mantener a 4°C)

Tris 3,02¢
Glicina 14,41 g
SDS 1,00 g
Agua destilada 1000 ml
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Solucion desnaturalizante (2x, 10 ml)
Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8
SDS al 10 %

Glicerol
Ditiotreitol
Azul de bromofenol

Agua destilada

10.2.3. Tincidn de los geles con azul de Coomassie

2,50 ml
4,00 ml
2,00 ml
0,310 g
0,002 g
1,50 ml

Después de la electroforesis, los geles se sumergieron en la solucion colorante durante

30 min en agitacion. Transcurrido el tiempo de tincion se elimind el exceso del colorante,

lavando los geles en solucion decolorante. Para la conservacion de los geles, fueron

transferidos a una solucion de glicerol al 2 % y desecados mediante un secador de geles

(modelo 583, BioRad).

Solucidn colorante

Azul de Coomasie brillante R
Metanol
Acido acético

Agua destilada hasta 2 litros

Solucion decolorante

Acido acético
Metanol
Agua destilada hasta 1 litro

0,50 g
800 ml
140 ml

70 ml
50 ml
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10.3. DETECCION DE AS48 Y DE LOS MUTANTES MEDIANTE
TRANSFERENCIA A MEMBRANAS DE NITROCELULOSA Y REVELADO
CON ANTICUERPOS ESPECIFICOS (WESTERN BLOTTING).

10.3.1. Transferencia a membranas de nitrocelulosa (NC)

La transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa se realizé seglin el método
de Towbin et al., (1979) empleando un equipo semiseco de NovaBlot (modelo 2117,

Pharmacia-LKB) y un sistema de transferencia continuo.

El gel desarrollado mediante SDS-PAGE (ver apartado 10.2.), la membrana de
nitrocelulosa (NC BAS8S, de 0,45 um de poro; Schleicher y Schuell) y los papeles Whatman
3MM se sumergieron en solucion de transferencia durante 15 min a temperatura ambiente. La
unidad de transferencia (sandwich) compuesta de la membrana nitrocelulosa, el gel y una
serie de 6 papeles de filtro en ambos lados, se dispuso sobre la placa de grafito previamente
impregnada con el tampon de transferencia, y se aplicé una corriente constante de 1 mA/cm?,

durante 2 h.

Para comprobar que la transferencia se realizo correctamente, la membrana de NC se
tifid con una solucién al 0,5 % de Rojo Ponceau, 1 % &cido acético (1 min). Las bandas se
visualizaron destifiendo con agua Milli-Q, hasta alcanzar el contraste deseado. La tincion fue

totalmente eliminada con NaOH 0,1N.

Solucidén de transferencia:

Tris 0,30 g
Glicina 1,44 ¢
SDS 0,10 g
Metanol 20 ml

Agua destilada hasta 100 ml.

10.3.2. Revelado inmunoldgico

La membrana de nitrocelulosa se lavo con TBS (Tris Buffer Saline) durante 10 min

en agitacion. A continuacion se lavo con 10 ml de TBS-seroalbumina bovina (BSA) al 1 %
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como reactivo de bloqueo, durante 30 min en agitacion, con el fin de bloquear los sitios
inespecificos de unidn a anticuerpos. Posteriormente la membrana se incub6 con anticuerpos
primarios anti-AS-48 obtenidos de conejos inmunes (Maqueda et al., 1993), diluidos 1:100 en
TBS-1 % BSA (10 ml) durante una noche en agitacion (4 °C). El exceso de anticuerpos fue
eliminado lavando con TBS (2 x 15 min). A continuacién, la membrana fue incubada durante
2 h a temperatura ambiente con anticuerpos anti-IgG de conejo, obtenidos en cabra y
marcados con peroxidasa de rabano picante, diluidos 1:1000 en TBS-BSA 1 % (Sigma-
Aldrich).

Tras lavar la NC con TBS (2 x 15 min) se afadi6 la solucion de revelado. Una vez
visualizadas las bandas, la membrana de nitrocelulosa se lavo con agua destilada y se secod

entre papeles de filtro para su posterior fotografiado.

TBS. pH 7.5
Tris-HCl 20 mM
NaCl 150 mM

Solucién de revelado (preparacion extemporanea)

Tris-HC1 50 mM, pH 7,7 12,5 ml
Metanol 2,5 ml
Agua oxigenada (33 %) 12,5 ul
4-Cloro-naftol (3 mg/ml en metanol) 7,5 ml

10.4. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE DIVERSOS AGENTES QUIMICO-
FISICOS SOBRE AS-48 Y SUS VARIANTES.

10.4.1. Entrecruzamiento con formaldehido

Para estabilizar los posibles oligomeros formados por AS-48 y por las variantes en
solucion acuosa, se empled formaldehido, agente entrecruzante que reacciona con los grupos
amino de las proteinas formando hemiacetales o hemitioacetales, que luego se condensan con

otros grupos funcionales proximos (fenol, imidazol o indol) dando como resultado la
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formacion de puentes metileno (-CHj-). El entrecruzamiento de AS-48 y de todas las
variantes obtenidas se realizé incubando con formaldehido al 1 % durante 1 h a temperatura
ambiente. La solucion de formaldehido se prepard disolviendo paraformaldehido (Taap,
Altermaston, England) en agua destilada bajo condiciones de agitaciéon en caliente, y

adicionando NaOH 1 M para permitir su completa disolucion.

10.4.2. Influencia del pH en la formacion de oligdmeros

Para determinar la influencia del pH sobre el grado de oligomerizacion de las
enterocinas en soluciones acuosas, se prepararon soluciones de las mismas (50 uM) en
tampon fosfato 10 mM a distintos valores de pH (3, 7 y 9) y se mantuvieron durante 30 min a
temperatura ambiente antes de proceder a la fijacion con formaldehido. Los distintos
oligobmeros formados en estas condiciones fueron separados mediante electroforesis en geles

de poliacrilamida.

10.4.3. Influencia del pH en la estabilidad térmica

Para determinar la estabilidad de las bacteriocinas frente a tratamientos térmicos, se
prepararon soluciones de bacteriocina (10 uM) en tampon fosfato 10 mM a distintos valores
de pH (3, 7 y 9) Dichas soluciones fueron calentadas en bafo a diferentes temperaturas
durante distintos intervalos de tiempo (60 °C durante 30 min, 70 °C durante 10 min, 80 °C
durante 5 min, 100 °C durante 5 min). Tras el tratamiento térmico, las muestras se enfriaron
en hielo, y una vez frias fueron ensayadas para determinar la actividad bioldgica residual
frente a E. faecalis JH2-2 empleando la técnica de las gotas. Como controles positivos se
utilizaron soluciones de bacteriocina en las mismas condiciones de pH, mantenidas a
temperatura ambiente durante 30 min. Asimismo, los diferentes tampones fueron ensayados

como controles negativos.
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10.4.4. Influencia del pH y la concentracion de bacteriocina en la actividad bioldgica

Para este estudio, se prepararon soluciones de las bacteriocinas a diversas
concentraciones (14 uM, 28 uM, 56 uM, 84 uM y 167 uM) y a distintos valores de pH (3, 7 y
9) en tampoén fosfato 10 mM. Las muestras se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente y tras ese tiempo se ensayod su actividad frente a las cepas indicadoras mediante la
técnica de las gotas. La actividad se valor6 midiendo el didmetro de los halos de inhibicion

aparecidos.

10.5. ESTUDIOS DE DICROISMO CIRCULAR (DC)

La luz plana polarizada posee dos componentes de igual magnitud circularmente
polarizados, uno hacia la derecha y otro hacia la izquierda. El dicroismo circular (DC) es una
técnica espectroscopica que mide la diferente absorcion de los dos componentes de la luz
polarizada a una longitud de onda dada por parte de moléculas Opticamente activas, también
llamadas quirales (Kelly y Price, 2000; Kelly ef al, 2005). La radiacion resultante de la
absorcion por parte de moléculas quirales posee polarizacion eliptica (Figura 34). La
quiralidad es una propiedad universal de los sistemas bioldgicos, como los aminoacidos, los

nucleodtidos y los carbohidratos.

QA

T

Figura 34. Origen de la sefial de DC. (A) Componentes circularmente polarizados a la izquierda (L)
y a la derecha (R) de la luz plana polarizada: (I) los dos componentes poseen la misma magnitud y
cuando se combinan generan radiacion plana polarizada; (II) los componentes poseen magnitudes
diferentes y la radiacion resultante (linea discontinua) esta polarizada elipticamente (B) Relacion
entre la absorbancia y el espectro de DC. El compuesto 1 tiene un espectro positivo de DC (la
absorcion de L es mayor que la de L), el compuesto 2 tiene un espectro negativo (la absorcion de R
es mayor que la de L) y el compuesto 3 es un cromoforo aquiral (tomado de Kelly et al., 2005).

Absorbance (A)

CD 8)
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El DC se emplea en el estudio de moléculas organicas, y es especialmente util en el
estudio de las propiedades conformacionales de proteinas en solucidon [contenido en estructura
secundaria (UV-lejano) y terciaria (UV-cercano)]. El DC permite realizar un seguimiento de
los cambios conformacionales provocados en estas moléculas por variaciones de temperatura,
pH, agentes desnaturalizantes, union a ligandos y cambios en el estado de asociacion. El
analisis de los espectros de DC raramente proporciona informacion absoluta sobre la

estructura de proteinas porque es un resultado promedio de pardmetros de cada conformacion.

En las proteinas, los enlaces peptidicos y los aminoacidos aromaticos en entornos
asimétricos presentan quiralidad y dan lugar a sefial de dicroismo circular. En la zona del
ultravioleta lejano (190-250 nm) presentan sefial los enlaces peptidicos, mientras que en la
zona del ultravioleta cercano (250-310 nm) absorben los aminoacidos aromaticos. En la zona
del visible (por encima de los 350 nm) pueden aparecer cofactores que dan lugar a sefal de
DC. Las proteinas plegadas presentan en el UV lejano espectros caracteristicos de DC,

correspondientes a las distintas estructuras secundarias (Figura 35).
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Figura 35. Espectros de DC en el UV lejano caracteristicos de varios tipos
de estructura secundaria en proteinas (Tomado de Kelly et al., 2005).
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Cada uno de los tipos de luz polarizada (a izquierda y a derecha) sigue la ley de
Lambert-Beer, seglin la cual un espectro de DC puede definirse como la diferencia entre las
absorbancias que presentan estas dos formas de luz polarizada (A; y Ap, respectivamente) en

funcién de la longitud de onda (A):

AA (M) =A1(A)—Ap(A)=[et(A)—ep (V)] -c-1=Ae-c-1 (ecuacioén 1)

c: la concentracién de la muestra (mol - '), I: la longitud del paso de luz en la cubeta (cm) y

&1 y €p: los coeficientes de extincion molar (1 - mol™- cm™) para cada tipo de luz.

Las bandas de un espectro de DC pueden ser negativas o positivas, dependiendo de
qué tipo de luz se absorba més (Figura 35). El instrumento que se utiliza para realizar medidas
de DC se llama espectropolarimetro o dicrografo (Figura 37). En el espectropolarimetro se
genera un haz de luz monocromatica y polarizada linealmente, a partir de la cual se genera luz
circularmente polarizada a izquierda y derecha gracias a un modulador fotoeléctrico de alta
frecuencia. La luz circularmente polarizada se hace incidir sobre la muestra contenida en una
célula de cuarzo y la luz resultante se detecta mediante un fotomultiplicador. La sefial que éste
genera se compone de un valor elevado de sefial de corriente continua que es proporcional a la
intensidad de luz no absorbida que emerge de la muestra; superpuesta a esta sefial existe una

corriente alterna proporcional a la sefial de DC (Figura 36).

Luz monocromatica Célulade

. polarizada linealmente Muestra Fotomultiplicador
Prisma l
o /\—»
Lampara -
Xenon Polarizador _
Luz circularmente
polarizada
Modulador
fotoeléctrico
Unidad de Amplificador
conduccion de sefial

Espectro de )
CD

Figura 36. Representacion esquematica de un espectropolarimetro.
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Los espectropolarimetros generalmente expresan la diferencia de absorcion [AA(L)] en
términos de elipticidad (0), en grados. La elipticidad es una medida angular de Ia
excentricidad de la elipse caracteristica de la luz polarizada resultante. La relacion entre
elipticidad y absorbancia es # =32,98AA. La sefial de elipticidad recogida experimentalmente

se convirtid en elipticidad molar por residuo, seglin la ecuacion (Bayley, 1980):

[0]= CL (ecuacion 2)
—-1-10'n
M

@: la elipticidad en grados, C: la concentracion de proteina (g/l), 1: la longitud del camino

recorrido (cm), M: el peso molecular (g/mol) y n: el numero de residuos en la proteina.

Ordenador conectz;do al

A/ sistema

Espectropolarimetro

Figura 37. Espectropolarimetro J-810 de la casa comercial JASCO.

El espectropolarimetro utilizado para la realizacion de los experimentos de dicroismo
circular fue un modelo J-810 de JASCO Corporation (Figura 37) y un controlador de la
temperatura en el compartimento de célula basado en el efecto Peltier (modelo PTC-348WI).
El espectropolarimetro estd conectado a un ordenador para la adquisicion de los datos por

medio de un programa que suministra la misma casa comercial. Los parametros a programar
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fueron: tipo de barrido, anchura de banda espectral (nm), sensibilidad (mgrad), tiempo de
respuesta (s), intervalo de longitud de onda (190-260 nm para el UV-lejano y 260-360 nm
para el UV-cercano), resolucion (nm), velocidad de barrido (nm/min) y acumulaciones o
repeticiones del espectro, con el objeto de disminuir el ruido procedente tanto del aparato

como de la muestra que distorsiona dicho espectro.

10.5.1. Estudios de dicroismo circular a temperatura constante

En este trabajo se registraron espectros de dicroismo circular en la region del
ultravioleta lejano (190-260 nm) a 25 °C. Las muestras a analizar, procedentes de la
purificacion por HPLC, se prepararon a una concentracion 20 uM de proteina en 500 pl de
tampon fosfato 10 mM, pH 3 y se depositaron en una cubeta de cuarzo de 0,5 cm de paso de
luz (Hellma). En primer lugar se realizd un barrido con el tampdén de disolucion de las
proteinas, que sirvié de blanco. Después se hizo lo mismo con cada una de las variantes,
dejando la cubeta conteniendo la muestra dentro del soporte de célula un minimo de 5 min
antes de realizar el barrido, para su termostatizacion. El blanco se restd al espectro de cada

muestra.

10.5.1.1. Preparacion de las muestras

Se parti6 de muestras liofilizadas de bacteriocina, purificadas por RP-HPLC, que se
reuspendieron en tampon fosfato 10 mM pH 3,0. Entonces se centrifugaron durante 3 min a
14.000 rpm, con el fin de evitar que quedasen particulas o agregados en suspension que
pudieran interferir en las medidas de DC. La concentraciéon de proteina de la muestra se
determind espectrofotométricamente, utilizando como blanco el tampdn. Esta disolucion
sirvio como disolucién madre para preparar las muestras diluidas. Como norma general,

siempre se centrifugd la muestra y se midio su concentracion antes de realizar el experimento

de DC.
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10.5.1.2. Parametros experimentales

Los parametros programados fueron: tipo de barrido (continuo), anchura de banda
espectral (1 nm), sensibilidad (100 mgrad), tiempo de respuesta (4s), intervalo de longitud de
onda (190-260 nm), resolucion (0,2 nm), velocidad de barrido (50 nm/min) y numero de

acumulaciones (10).

10.5.1.3. Analisis de los espectros de DC

Como ya se ha descrito, la sefal de elipticidad recogida experimentalmente se
convirtié en elipticidad molar por residuo, segliin la ecuacion 2 (Bayley, 1980). Para ello, se
empled el programa Origin 6.0 (Microcal).

El contenido en hélice a de cada péptido se estim6 segiin Greenfield y Fasman (1969)

y Wu et al., (1981):

% Contenido en hélice o = ([0]222 — [0]° 222)/([0]" 222 — [6]° 222) % 100 (ecuacion 3)

siendo [H]122 1a elipticidad molar por residuo observada a 222 nm, y asignando los valores de -
30.300 y -2.000 al 100% ([6]'""2) y al 0% ([6]%22) de contenido en hélice o,

respectivamente.

10.5.2. Estudios de desnaturalizacion térmica mediante dicroismo circular.

Para la realizacién de desnaturalizaciones térmicas se utilizd una muestra proteica
(preparada segun lo explicado en el apartado anterior) que fue calentada hasta completar la
desnaturalizacion (entre 3 °C y 98 °C). La muestra se prepar6 a una concentracion 20 uM en
500 pl de tampon fosfato 10 mM, pH 3 y se depositd en una cubeta de 0,5 cm de paso de luz
(Hellma). Antes de comenzar el barrido de temperatura se recogié un espectro de DC en el
UV-lejano de igual forma a lo descrito en el apartado anterior, otro a la temperatura de inicio
del barrido (3 °C) y otro justo después de terminar el barrido, a 25 °C, con el fin de comprobar

el estado de la proteina al inicio y finalizacion del experimento.
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10.5.2.1. Parametros experimentales

Los parametros que se programaron fueron: longitud de onda (222 nm), temperatura
de inicio y de finalizacién del barrido (3-98 °C), intervalo adquisicion de datos (2 °C), tiempo
de espera previo al comienzo del experimento (600 s), velocidad de barrido (2 °C/min),

tiempo de respuesta (4s), ancho de banda (1 nm), sensibilidad (100 mgrad).

10.5.2.2. Anélisis de las curvas de desnaturalizacidn térmica

Al igual que en el apartado anterior, la sefial de elipticidad recogida
experimentalmente a 222 nm se convirtio en elipticidad molar por residuo, segin la ecuacion

2 (Bayley, 1980) y haciendo uso del programa Origin 6.0 (Microcal).

10.5.3. Estudio del desplegamiento y del replegamiento en presencia de cloruro de

guanidinio mediante dicroismo circular.

Para la obtencidon de curvas de titulacion de AS-48 y las variantes en presencia de
cloruro de guanidinio (GdnHCI) se registr6 el cambio de elipticidad a 222 nm en cada uno de
los espectros de DC tomado a diferentes concentraciones del agente desnaturalizante. Las
curvas de titulacion se obtuvieron gracias a una unidad de titulaciéon automatica JASCO
JWATS-429S acoplada al espectropolarimetro, compuesta por dos jeringas de 2,5 ml de
capacidad controladas mediante el software comercial incluido en el sistema. Ambas jeringas
estaban conectadas al compartimento de la célula, dejando pasar su contenido al interior de la
cubeta gracias a dos conectores que se adaptaban al tapon de cierre. La cubeta que se utilizd
(Hellma) correspondia a 1 cm de paso de luz y poseia un agitador magnético para

homogenizar la disolucion en cada momento de la titulacion.

En el caso de las curvas desnaturalizacion, se prepard, por un lado, una disolucién de
proteina sin GdnHCI, y por otro, una disolucién con la misma concentracion de proteina y alta
concentracion de desnaturalizante. En la cubeta se puso la proteina sin desnaturalizante (1,5
ml como minimo) y se registrd6 un espectro de DC (ver apartado 10.5.1.) En una de las
jeringas (1) se depositd la disolucion de proteina con desnaturalizante, quedando la otra

jeringa (2) inicialmente vacia. Durante la titulacion, la jeringa 2 retird6 de la cubeta un
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volumen de disolucion igual al que se afiadié después desde la jeringa 1. Se dejo un tiempo
para que se alcanzara el equilibrio, de forma que la concentracion en la cubeta no cambid,

pero si la de GdnHCIl, que aument6 en cada adicion.

Para las curvas de renaturalizacion el proceso fue el mismo, pero en la cubeta se
depositd una disolucion de proteina y alta concentracion de desnaturalizante, mientras que en
la jeringa 1 se puso la disolucién con la misma concentracion de proteina sin desnaturalizante.
De este modo, en cada adicion la concentracion de proteina se mantuvo constante mientras

que la de GdnHCI fue disminuyendo.

10.5.3.1. Preparacion de muestras

Se parti6 de una muestra concentrada de bacteriocina (preparada seglin el apartado
10.5.1.1) a partir de la cual se prepararon disoluciones 10 uM de proteina en tampoén fosfato

10 mM pH 3, con y sin GdnHCI.

Las muestras con GdnHCl se prepararon pesando la cantidad necesaria del mismo
(Pierce) para obtener una disolucion 8,5 M. A esta cantidad se le anadio (en agitacion) el
volumen de proteina necesario para lograr una concentracion final 10 uM. El volumen se
completd afiadiendo poco a poco (en agitacion) tampédn fosfato 10 mM pH 3, hasta que se
disolvié el GdnHCI. Entonces se ajust6 el pH a 3 con NaOH 1 M y se enras6 hasta el volumen

deseado en un matraz aforado, midiendo a continuacion la concentracion real de proteina.

La concentracion real de GdnHCI se determind midiendo el incremento en el indice de
refraccion (AN) de la disolucion respecto a un blanco (10 pM de proteina en tampédn Pi 10

mM, pH 3), utilizando para ello un refractometro de mano R5000 (ATAGO):

AN = Nmuestra - Nblanco (ecuaci(')n 4)

La concentracion de cloruro de guanidinio de la muestra se calculo segun la ecuacion

(Nozaki, 1972):

[GdnHCI] = 57,147 AN + 38,68 AN* — 91,60 AN? (ecuacion 5)
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10.5.3.2. Parametros experimentales

Las titulaciones se realizaron a 25 °C, registrando los espectros a 222 nm. Se
programaron los siguientes pardmetros:

- Volumen sustraido/inyectado en cada punto: 25 pl.

- Tiempo entre la sustraccion y la adicion de muestra en las jeringas: 20 segundos.

- Tiempo entre la adicion de muestra y la medida: 60 segundos.

- Tiempo de respuesta: 1 seg.

- Acumulaciones: 10.

- Sensibilidad: 100 mgrad.

- Ancho de banda: 1 nm.

10.5.3.3. Ajuste de las curvas de titulacion a un modelo de tres estados

El modelo de tres estados establece que en la desnaturalizacion de una proteina
aparece una especie adicional intermediaria (I) (no correspondiente a asociados) entre el

estado nativo (N) y el estado desnaturalizado (D), segun se refleja en el siguiente equilibrio:

Keql Kqu
N <> | <—>p

Las constantes de equilibrio del proceso se relacionan con las fracciones molares de

las especies presentes a través de las ecuaciones:

X .
K, = XI (ecuacion 6)
N
X .
K,,= X—D (ecuacion 7)

donde las fracciones molares cumplen la relacion:

Xy+X, +X, =1 (ecuacion 8)
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La sefial espectroscOpica utilizada para realizar el seguimiento del proceso de
desnaturalizacién se compone de las sefiales correspondientes a cada uno de los estados

existentes, las cuales dependen linealmente de la concentracion de agente desnaturalizante

(C):

Y=y +ayO) Xy + (¥ +a,0) X, + (ype +a,C) X, (ecuacion 9)

donde yno , ¥ € ypo son las ordenadas en el origen para el estado nativo, intermediario y
desnaturalizado, respectivamente, y ay, a; y ap son las pendientes correspondientes a cada

estado.
Combinando las ecuaciones anteriores se obtiene la expresion:

(Vo T ayC) + (¥, +a,C)K
y =
1+ K

eql

et T (Vpo + aDC)KeqlKqu
+K K

eql™req2

(ecuacion 10)

que es la ecuacion general que corresponde a un modelo de tres estados. Las constantes de
equilibrio deben sustituirse por la expresion adecuada que relacione la energia libre con la
variacion del agente desnaturalizante empleado. En el caso de la desnaturalizacion quimica, se
establece una relacion lineal entre la energia libre de la desnaturalizacion y la concentracion

de agente desnaturalizante (Pace, 1986; Santoro y Bolen, 1988; Yao y Bolen, 1995):

AG =AG, —mC (ecuacion 11)

donde AG, corresponde a la energia libre de desplegamiento en agua (en este caso en el

tampon correspondiente), C es la concentracion de agente desnaturalizante y m es la pendiente
de proporcionalidad entre la energia libre del proceso y la concentraciéon de agente
desnaturalizante, parametro que se relaciona con el cambio de area expuesta al solvente al

desplegarse la proteina (Pace et al., 1989; Myers et al., 1996).

Por otra parte, el cambio de energia libre del desplegamiento esta relacionada con la

constante de equilibrio K., mediante la siguiente ecuacion:
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AG =-RTIn(K,,)) (ecuacion 12)

siendo R =1,99 - 10~ kcal - mol™ y T =298 K.

Al aplicar las ecuaciones 11 y 12 a la ecuacion 10, se obtiene la ecuacion para ajustar
las curvas de desnaturalizacidon quimica recogidas por cualquier técnica espectroscopica a un

modelo de tres estados:

-AGy [RT —(AGy +AGp, )/RT

+(Vpo +apC)e
—(AGy +AGp, )/RT

y= (Vyo +ayC) + (¥, +a,C)e

1+ e_AGIN/RT (ecuaCién 13)

+e

donde AG;y y AGp; son los incrementos de la energia de Gibbs del proceso de paso del estado
nativo al estado intermediario y del proceso de paso del estado intermediario al estado

desnaturalizado, respectivamente:

AG,, =AG, ,, —m,C (ecuacion 14)

AG,, =AG,,, —m,,C (ecuacion 15)

Las energias libres de desplegamiento, AG,,y y AG,p;, se relacionan con la
concentracion de desnaturalizante a la que la mitad de la proteina se encuentra en estado
intermediario (C,n, para la primera transiciéon) o desnaturalizado (C,p;, para la segunda),
mediante la expresion:

AG,=mC, (ecuacion 16 )

11. PROGRAMAS INFORMATICOS UTILIZADOS

Los programas informaticos DNA Strider v 1.1 (Marck, 1988) y Vector NTI 8.0
(Informax) se emplearon para el tratamiento y andlisis de secuencias de nucledtidos y
aminoacidos, asi como para la estimacion de la temperatura de hibridacion de los

oligonucleotidos.
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Para predecir estructuras secundarias en el ARN se emplearon los programas MFOLD
(Zuker y Mathews, 1999), Fold (del paquete Genetics Computer Group, Universidad de
Wisconsin) y RNA Analyzer (Bengert y Dandekar, 2003), algunos de ellos disponibles en la
red (Tabla 11).

La prediccion de terminadores transcripcionales a partir de estructuras secundarias en
el ARNm se realiz6 empleando el algoritmo desarrollado por d'Aubenton Carafa ef al. (1990)
para E.coli y optimizado por De Hoon ef al. (2005) para bacterias con bajo contenido en G+C,

en el que el valor d para un terminador se calcula a partir de la ecuacion:

d= 7.9-[£J+ 2.67-T-14.61

g

donde 4G es la energia libre de Gibbs de la formacion de un bucle (kcal/mol), ns; es el
numero de nucledtidos del bucle y 7 es un parametro que depende del nimero de U
consecutivas en los 14 nt adyacentes al extremo 3" del bucle, y para el que se aplica un peso
de caida exponencial en direccion 5°-3". La condicion d > 0 establece un umbral que separa
los terminadores transcripcionales de las estructuras intracistronicas, y sefiala que un valor

positivo de d puede tomarse como una indicacion fuerte de terminadores p-independientes.

La visualizacién de la estructura terciaria de proteinas se realizd con el programa

Swiss Pdb Viewer (Guex y Peitsch, 1997) igualmente disponible en la red (Tabla 11).

La estimacion del pl, peso molecular y coeficiente de extinciéon molar de cada una de
las bacteriocinas se realizd con el paquete M.M., pl, composition, titrage del grupo L'Atelier
Biolnformatique de Marseille (ABIM), incluido en las herramientas del servidor Expasy

(WWw.expasy.org).

El anélisis de las curvas obtenidas mediante dicroismo circular se realizdo con el

programa Origin 6.0 (Microcal).

La prediccion de segmentos transmembrana se realizd a través de internet con el
programa TMPred (Hofmann y Stoffel, 1993), mientras que para la representacion planar de

las hélices a se empled la pagina web descrita en la Tabla 11.

Los perfiles de hidrofobicidad se realizaron de acuerdo con Kyte y Doolittle (1982),

utilizando el servidor descrito en la Tabla 11.
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Para predecir agregaciones en péptidos, se utilizo el programa TANGO (Fernandez-

Escamilla et al., 2004) disponible en la pagina web del EMBL (Tabla 11).

Programa Direccion

Helical Wheel Projection

http://kael.net/helical.htm

M.M., pl, composition,

http://www.iut-arles.up.univ-mrs.fr/w3bb/d_abim/compo-

titrage p.html

MFOLD http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold-
simple.html

RNA Analyzer http://rnaanalyzer.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/

Spdb-viewer http://www.expasy.org/spdbv/

TANGO http://tango.embl.de

TMPred

http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html

Prediccion de
anfipaticidad
(Kyte y Doolittle,1982)

http://occawlonline.pearsoned.com/bookbind/pubbooks/b
c¢_mcampbell genomics 1/medialib/activities/kd/kyte-
doolittle.htm

Tabla 11. Programas informaticos utilizados en este trabajo y sus direcciones en internet.
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CAPITULO I

CONSTRUCCION DEL MUTANTE E. faecalis JH2-2(pAM401-81y)

Como se ha expuesto en la introduccién de esta Memoria, la regién genética as-48
(14,8 kb) identificada como responsable del caracter AS-48, consta del gen estructural as-484
y nueve genes situados a continuacion (as-48BCC;DD;EFGH) que, segun se ha demostrado
anteriormente, son imprescindibles para la completa expresion del mismo, entendiendo por
tal, la capacidad de producir AS-48 y de resistir frente al inhibidor (Martinez-Bueno et al.,
1998; Diaz et al., 2003).

En un estudio previo, la region as-48 fue clonada y expresada en el vector lanzadera
pAM401, por ser un vector bifuncional en E. faecalis-E. coli, originando el pldsmido
recombinante pAM401-81, el cual, al ser transferido mediante electroporacion a la cepa JH2-2
de E. faecalis (carente de material extracromosomico), conferia la capacidad de expresar el
caracter AS-48 con una eficacia similar a la de la estirpe silvestre E. faecalis S-48 (Diaz et al.,

2003).

1.1. Creacion de un diana Xhol en la region intergénica as-484-B

El gran tamafo de la region as-48 (14,8 kb) y de la construccion generada pAM401-81
(25,2 kb) es un serio obstaculo para la manipulacion de los genes que alberga. Por ello, y para
evitar manejar esta extensa region genética, se planted la posibilidad de crear un fragmento o
“cassette” que solo contuviera el gen estructural as-484 flanqueado por sitios de corte Uinicos.
Como ya se disponia del sitio Sp#l situado en el extremo 5’ del gen, se disefi6 la introduccion de
otra diana, un sitio de corte para el enzima Xhol, en la corta region intergénica (73 nt) existente
entre los genes as-484 y as-48B. La diana Xhol fue creada a una distancia de 21 nucleotidos
del extremo 3" del gen as-484 (Figura 38) empleando la técnica de mutagénesis dirigida
mediante PCR (Mullis y Faloona, 1987). Para ello se sigui6 el método de extension de
fragmentos que se solapan (apartado 5.5.1. de Material y Métodos) utilizando dos cebadores
complementarios, MutXh3 y MutXh4 (Tabla 6), disefiados con una longitud de 15 pares de

bases, con las tres sustituciones necesarias para introducir el sitio de corte.
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Las dos primeras reacciones de amplificacion por PCR se llevaron a cabo de forma
separada, utilizando como ADN molde la construccion pBgD12S (Tabla 4, Figura 39), que
contiene parte del fragmento D del plasmido original pMB2 (1,8 kb Sphl/BgllIl) en el que se
encuentra el gen estructural as-484 (Figura 39). En la primera reaccién de PCR se emplearon
como cebadores los oligonucledtidos M13-20 y MutXh4, y en la segunda, MutXh3 y Reverso,
aplicando condiciones de temperatura restrictivas (58 °C). De esta forma, se obtuvieron dos
productos de PCR, de 1,9 kb y 0,2 kb, respectivamente, que, en la region en la que se
solapaban, contenian el sitio de corte para el enzima Xhol que se deseaba introducir. Ambos
productos fueron purificados y secuenciados para verificar la existencia de la diana y la

ausencia de mutaciones no deseadas.

Para la tercera reaccion de amplificacion se emplearon los dos fragmentos anteriores
en cantidades equimoleculares, junto a los cebadores M13-20 y Reverso, obteniéndose
finalmente un fragmento de 2,1 kb que, una vez purificado, fue clonado en el vector pGEM-T.
La construccion pGEM-T,s4.x obtenida (Figura 39) fue secuenciada para confirmar la
presencia de la diana X%ol y la ausencia de mutaciones adicionales no deseadas, y entonces
utilizada para transformar células competentes de Escherichia coli DH5a, empleada como

hospedador intermediario para la obtencion del fragmento clonado.
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CATCAAAATAAACTACATGGGTATAATAGCAATGAAATGCATTTCAAAAATATTTTGAGG

GTAGTTTTATTTGATGTACCCATATTATCGTTACTTTACGTAAAGTTTTTATAAAACTCC

AGGAGTATCATGGTTAAAGAAAATAAATTTTCTAAGATTTTTATTTTAATGGCTTTGAGT
TCCTCATAGTACCAATTTCTTTTATTTAAAAGATTCTAAAAATAAAATTACCGAAACTCA
as-48A MV K E N K F S K I F 1 L M A L S

TTTTTGGGGTTAGCCTTGTTTAGTGCAAGTCTTCAGTTTTTGCCGATTGCACATATGGCT
1441 - ————=—-- Fom e ——— Fmmm e —— Fmmm e [ TP Fmmm e +
AAAAACCCCAATCGGAACAAATCACGTTCAGAAGTCAAAAACGGCTAACGTGTATACCGA

F L G L AL F S A S L Q F L P I A H M A

AAAGAGTTCGGTATACCAGCAGCAGTTGCAGGAACTGTGCTTAATGTAGTTGAAGCTGGT
1501 - - ———=—=-- Fom e ——— Fmmm e —— Fmm e [ TP Fmmm e +
TTTCTCAAGCCATATGGTCGTCGTCAACGTCCTTGACACGAATTACATCAACTTCGACCA

K B F G I P A AV A G TV L NV V E A G

GGATGGGTCACTACTATTGTATCAATTCTTACTGCTGTAGGTAGCGGAGGTCTTTCTTTA
1561 - - —————-—- Fom e Fmm e —— Fmm e o Fmm e Femm e +

CCTACCCAGTGATGATAACATAGTTAAGAATGACGACATCCATCGCCTCCAGAAAGAAAT
G w v TT 11V S I L T AV G S G G L S L

CTCGCTGCAGCAGGAAGAGAGTCAATTAAAGCATACCTTAAGAAAGAAATTAAGAAAAAA
1621 - —-————=—-- Fom e ——— Fmmm e —— Fmmm e [ TP Fmmm e +
GAGCGACGTCGTCCTTCTCTCAGTTAATTTCGTATGGAATTCTTTCTTTAATTCTTTTTT

L AAA A G R E S 1 K A Y L K K E I K K K

CTCGAG
GGAAAAAGAGCAGTTATTGCTTGGTAATTTAACAATATGATAAAAAAACAGGATATTTTC
1681 - ——==——-- Fmm e ——— B o —— Fomm e —— - e ——— +
CCTTTTTCTCGTCAATAACGAACCATTAAATTGTTATACTATTTTTTTGTCCTATAAAAG
GAGCTC
G K R AV 1 A W *

TAGAGATATTCTGTTTTTTAATTAAAAAAGGGGGGCGCTCATGAATCTCTTTGGAATTCT
1741 - - ————-—- o ——— B o o - e ——— +
ATCTCTATAAGACAAAAAATTAATTTTTTCCCCCCGCGAGTACTTAGAGAAACCTTAAGA

AATGAAGTTAAGAGCAAATCAAGAGAGTAGTTTGGTTAAAAGAGTATTTTCCTACTTTAA
1801 - - —————-—- Fom e — - Fmm e —— Fom e o Fmm e Fmmm e +
TTACTTCAATTCTCGTTTAGTTCTCTCATCAAACCAATTTTCTCATAAAAGGATGAAATT

CTTAAAACTATCGTTAAAGATCTATTTGTTTATTAATATATTCTTTGAATTTTCATTGGC
1861 - -—————-- R tommm o ——— e o o +
GAATTTTGATAGCAATTTCTAGATAAACAAATAATTATATAAGAAACTTAAAAGTAACCG

Figura 38. Secuencia de la region intergénica as-484-B mostrando la diana Xhol introducida
(CTCGAG) (en rojo las bases que se han introducido). Para la numeracion se ha tomado como
posicion inicial el sitio Sphl de la region as-48 clonada en pAM401.
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Figura 39. Estrategia seguida para la insercion del sitio X#ol al final del gen estructural: construccion del
mutante pAM401-81y mediante mutagénesis dirigida.
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1.2. Restitucion de la region as-48 con el sitio Xhol.

El estudio del fenotipo de los transformantes que portan la region as-48 (original o
mutante), asi como de las caracteristicas biologicas y fisico-quimicas de la bacteriocina,
requieren la expresion de todos los genes identificados en la region as-48 (Martinez-Bueno et
al., 1998; Diaz et al., 2003). Para llevar a cabo este tipo de estudios era, pues, necesario
disponer de la region as-48 completa, ahora con el sitio XAol introducido. Por ello, la region
as-48-X fue restituida en la construccion pAM401-76 mediante intercambio del fragmento
equivalente Sphl/Bglll procedente del plasmido pGEM-T . 4s4.x, obtenido a partir de E. coli
DH5a, lo que gener6 el plasmido pAM401-76y (Figura 39). Posteriormente, en esta nueva
construccion se clond en fase el fragmento C (Bg/II-Bg/Il) procedente de pAM401-81, que
previamente se habia digerido con Bg/Il, lo que dio lugar a la construccion pAM401-81y, la
cual fue utilizada para transformar células competentes de E. coli DH5a, empleada como
hospedadora intermediaria y como fuente del plasmido. La confirmacion de que el fragmento
C se habia insertado en la orientacion correcta se obtuvo digiriendo los plasmidos pAM401-
8lxy pAM401-81 (utilizado como control) con el enzima EcoRI, que origina un perfil de
restriccion caracteristico para cada orientacion. La construccion pAM401-81x fue también
transferida mediante electroporacion a la cepa JH2-2 de Enterococcus faecalis para investigar
el fenotipo conferido por el cambio de tres bases realizado (CTCGAG en lugar de

CAGGAT).

1.3. Estudio fenotipico de E. faecalis JH2-2(pAM401-81y).

a) Produccion de bacteriocina en medio solido

Para investigar la capacidad productora de bacteriocina del nuevo transformante JH2-2
(pPAM401-81x) se empled la técnica de la doble capa. Para ello, se realizaron réplicas de
colonias de este transformante en placas de BHA, empleando como control colonias de la
cepa original JH2-2(pAM401-81), las cuales, una vez crecidas, se cubrieron con una

sobrecapa de BHA-blando inoculada con E. faecalis JH2-2, utilizada como cepa indicadora.
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La presencia de halos de inhibicion del crecimiento de la bacteria indicadora alrededor
de las colonias del nuevo transformante, permitié6 comprobar que el mutante JH2-2(pAM401-
81x) seguia siendo productor de bacteriocina AS-48, si bien su actividad inhibidora era
claramente inferior a la de la estirpe original empleada como control (11 mm de halo frente a
16 mm) (Figura 40). No obstante, dada la complejidad del procedimiento de obtencion del
mutante y su aceptable nivel de produccion de bacteriocina, se consideré adecuado proseguir
con su utilizacidon para la obtencion de los diferentes mutantes puntuales de AS-48 que se

deseaban generar.

Figura 40. Halos de inhibicion producidos por los
transformantes E. faecalis JH2-2(pAM401-81) (A) y JH2-
2(pAM401-81y) (B) en medio BHA, siguiendo la técnica de
doble capa frente a la cepa JH2-2, empleada como indicadora.

b) Curva de crecimiento y de produccion de bacteriocina en medio liquido

El estudio de la cinética de crecimiento y de produccion de AS-48 en el nuevo
transformante obtenido JH2-2(pAM401-81x) se llevo a cabo cultivandolo en 50 ml de medio
Complejo (MC) durante 24 h a 37 °C. La curva de crecimiento y produccion de AS-48
(Material y Métodos, apartado 8.4) se establecié mediante medida de la absorbancia (Agoo) del
cultivo de esta cepa y del control, JH2-2(pAM401-81), tomando para ello muestras de
sobrenadantes a intervalos de una hora, que fueron ensayados frente a la bacteria indicadora
JH2-2 mediante la técnica de los pocillos, para determinar el halo de inhibicién producido a lo
largo del crecimiento.

Como habia sido establecido anteriormente, la méxima produccién de AS-48 en la
cepa de referencia JH2-2(pAM401-81) se producia entre las 8 y las 12 horas de incubacién
(Diaz et al., 2003), y la capacidad inhibidora se mantenia estable durante el resto de la fase

estacionaria. Sin embargo, en el caso del mutante JH2-2(pAM401-81), la inhibicion fue solo
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detectada entre las 5 y 7 horas de crecimiento y, también en estas condiciones los halos
producidos fueron sensiblemente inferiores (9 mm frente a 14 mm) a los de la cepa control

(Figura 41).

(mm)
D.0.600

Diametro halo inhibicién

0 2 46 8101214161820 2224

Tiempo (h)

Figura 41 Curva de produccion de AS-48 durante el crecimiento (DOgy ) de las cepas
JH2-2(pAM401-81) (—m—) y JH2-2(pAM401-81y) (—®—). La actividad se expresa en
funcién de los halos de inhibicion producidos frente a la cepa indicadora JH2-2 (—&—
pAM401-81y) (—¢— pAM401-81)

¢) Estudio de la resistencia de JH2-2( pAM401-81x) frente a AS-48.

Para comprobar si el cambio de bases introducido en pAM401-81y afectaba a la
resistencia frente a AS-48, se llevd a cabo un estudio empleando concentraciones crecientes
de AS-48 (apartado 8.2. de Material y Métodos) (Tabla 12). Para ello se ensayaron gotas (5ul)
con cantidades crecientes de la enterocina AS-48, purificada y disuelta en agua destilada
estéril, sobre placas que habian sido cubiertas con sobrecapas de BHA-blando, inoculadas con
0,1 ml de un cultivo de una noche del mutante. Se llevaron a cabo controles en paralelo de la
cepa parental JH2-2(pAM401-81) (control positivo) y de JH2-2(pAM401) (control negativo).

Los resultados obtenidos permitieron comprobar que el nivel de resistencia del
mutante no habia resultado afectado por el cambio introducido, ya que, al igual que la cepa

original, resistia la concentracion mas alta de AS-48 ensayada (18pg/Sul) (Tabla 12).
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Produccion Resistencia (ug AS-48/5pul)
de AS-48
7,5 10 15
(halo en mm)
JH2-2 (pAM401) - S| S|S|{S|S{S|S|S]|S]|S
JH2-2(pAM401-81) 16
JH2-2(pAM401-81y) 11

Tabla 12. Resistencia de los diversos transformantes frente a cantidades crecientes de AS-48 purificado
disuelto en 5ul de agua y valorado mediante la técnica de las gotas. R: resistencia; S: sensibilidad.
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CAPITULO I

ANALISIS TRANSCRIPCIONAL DE LA REGION as-484BC

El fenotipo hipoproductor conferido por el cambio de tres bases introducido en la
region intergénica as-484-B para crear la diana X#hol, fue determinante para realizar el estudio
transcripcional de los genes as-484ABC, el cual sido realizado en colaboracion con la Dra.
Ferndndez del Departamento de Microbiologia (Universidad de Granada) y de las Dras.

Garcia y Lopez del Centro de Investigaciones Biologicas (CIB, CSIC. Madrid).

2.1. Estudios de hibridacion ADN-ARN (Northern Blotting)

La expresion de los genes as-484BC fue investigada mediante Northern Blotting tanto
en la estirpe parental JH2-2(pAM401-81) como en el mutante JH2-2(pAM401-81y). Para ello,
se extrajo el ARN total de ambos transformantes durante la fase logaritmica de crecimiento, y
se fraccion6 mediante electroforesis desnaturalizante en geles de agarosa para ser transferido
a una membrana de nylon (Hybond N+) y proceder a su hibridaciéon con sondas especificas
derivadas del gen as-484. En la Figura 42 se observa la existencia de una tnica banda de
ARNm en ambos transformantes, con un tamafio aproximado de 0,3 kb, correspondiente al
transcrito Ta, responsable de la expresion del gen estructural as-484. La menor intensidad
observada en la banda correspondiente al mutante (calle 2) estaria de acuerdo con el fenotipo

hipoproductor mostrado por el mismo.
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Ta =

Figura 42. Analisis transcripcional
mediante Northern Blotting del gen as-484
en JH2-2(pAM401-81) (1) y JH2-
2(pAM401-81y) (2), empleando sondas
derivadas del gen as-484.

2.2. Analisis mediante RT-PCR semicuantitativa

Con los datos de expresion de la region as-48 disponibles hasta el momento, se
conocia la existencia de una onda de transcripcion (T;) con un tamafio adecuado para cubrir la
expresion de los genes as-48BC (Tgc) (Fernandez, 2004). En aquel trabajo previo se planted
la posibilidad de que T; pudiera incluir también la expresion del gen as-484, a pesar de que
no habia sido posible su deteccion utilizando sondas del gen estructural, ya que la diferencia
de tamafios (300 pb) haria imperceptible su identificacién en una zona deformada del gel
debido a su coincidencia con el ARNr 23S. Tal hipétesis estaba ademas apoyada por el hecho
de que la busqueda de promotores en la corta region intergénica existente entre los genes as-
484 y as-48B, utilizando el programa NNPP (Neural Network Program, Reese, 2001), no
permitio localizar ninguna secuencia que pudiera ser identificada como un promotor funcional
para la expresion de los dos tltimos genes, lo que sugeria que los genes as-484BC podrian

transcribirse juntos.
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Para confirmar este extremo, se investigd la existencia de una onda de transcripcion
que cubriera la region intergénica de 73 nt existente entre los genes as-484-B mediante
retrotranscripcion, empleando la técnica de RT-PCR semicuantitativa (apartado 6.5 de
Material y Métodos). Para ello se utilizaron dos cebadores especificos deducidos del extremo
3’ del gen estructural as-484 (directo) y del extremo 5" del gen as-48B (reverso) (Tabla 7),
empleando como molde el ARN total extraido de los transformantes JH2-2(pAM401-81) y
JH2-2(pAM401-81y).

Los resultados de este primer analisis se exponen en la Figura 43, en la que se observa
con toda claridad la presencia de una banda de 420 pb correspondiente al producto de
amplificacion esperado, mas intensa incluso en el mutante que en la cepa parental. Este
resultado confirma la existencia de una onda de transcripcion que cubriria la region
intergénica. Se trata de la primera evidencia de que los genes as-484BC podrian constituir
una unidad transcripcional, probablemente dirigida desde el promotor P4, la cual no habia

sido detectada mediante Northern Blotting, por tratarse de una técnica con menor sensibilidad.

Ciclos de PCR 15 20 25 30 15 20 25 30

— — — —
e S

pAM401-81 pAM401-81x

Figura 43. Analisis de la region intergénica as-484-B mediante RT-PCR semicuantitativa. Se
indican las cepas empleadas y el numero de ciclos realizados en cada muestra.

Se hicieron entonces nuevas RT-PCRs con el fin de comparar los niveles de
transcripcion de los genes as-484 (Ta) y as-48BC (T;) previamente identificados por
Ferndndez (2004) en la cepa original, incluyendo ahora el mutante y empleando sondas

especificas deducidas de los genes as-484 o as-48B (Tabla 7).

De este estudio, y a pesar de tratarse de una técnica semicuantitativa, se desprende que
los niveles del transcrito T4 son mas altos en la cepa parental, lo que, por otra parte, estaria de

acuerdo con los resultados obtenidos en el Northern y justificaria el fenotipo hipoproductor
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del mutante JH2-2(pAM401-81y) (Figura 44A). Sin embargo, en el caso de T; ocurre lo
contrario, detectdndose en el mutante niveles de expresion de este mensajero desde los 20

ciclos de amplificacion y con mayor intensidad (Figura 44B).

Ciclos de PCR 5
pAM401-81 pAM401-81x
Ciclos de PCR
pAM401-81 pAM401-81x

Figura 44. Analisis de los genes as-484 y as-48B mediante RT-PCR semicuantitativa. Se indican
las cepas empleadas y el numero de ciclos de amplificacion realizados.

2.3. Prediccion de estructuras secundarias en el ARNm

Con el fin explicar los resultados obtenidos, se analizo6 la region intergénica as-484-B
de la cepa silvestre junto a los primeros 5 codones del gen as-48B, empleando el programa
MFOLD. En este estudio se revel6 la existencia de dos repeticiones invertidas (IR) (I y II,
Figura 45A) capaces de formar una estructura secundaria compleja, con una energia libre
estimada de -12,7 kcal-mol™, que habia sido anteriormente identificada como un terminador
p-independiente (Martinez-Bueno ef al., 1998). Sin embargo, este tipo de estructuras también

han sido relacionadas con sustratos especificos para endorribonucleasas (Marqués et al.,
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1993; Drider et al., 1998), lo que permite pensar en un posible procesamiento de un transcrito

mas largo (Tapc) que originaria los transcritos Ta y T (Tsc) identificados en los Northerns.

Cuando se realiz6 la prediccion de estructura secundaria de esta misma region en el
mutante, se encontrd6 que las repeticiones invertidas se encontraban fuertemente
distorsionadas por la modificacion de bases introducida (Figura 45B). La prediccion de
plegamiento de Ta realizada con el programa FOLD puso de manifiesto, por otra parte, que en
la cepa silvestre el extremo 3’ formaba una estructura secundaria similar a la de los
terminadores transcripcionales p—independientes, cuya funcion podria ser alargar la vida
media del transcrito, protegiéndolo del ataque de las 3’-exorribonucleasas (Regnier y

Adriano, 2000) (Figura 45C). Dicha estructura no aparecia en la cepa mutante (Figura 45D).
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Figura 45. Prediccion de estructura secundaria realizada con el programa MFOLD sobre la region intergénica
y los primeros 5 codones del gen as-48B, en JH2-2(pAM401-81) (A) y JH2-2(pAM401-81x) (B). Prediccion
de la estructura secundaria realizada con el programa FOLD de los transcritos T, resultantes del
procesamiento de Tapc en JH2-2(pAM401-81) (C) y JH2-2(pAM401-81x) (D).
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Con estos datos se pueden predecir algunas de las consecuencias del cambio de bases
introducido en el mutante. En primer lugar, la estructura secundaria existente en la region
intergénica se encuentra fuertemente modificada (energia libre estimada -8’1 kcal/mol), lo
que podria provocar un procesamiento incorrecto de Tapc. En segundo lugar, la ausencia de
proteccion del extremo 3° de Ta podria ser responsable de una menor vida media del mismo,
lo que unido a los menores niveles detectados de este transcrito justificarian de nuevo el

caracter hipoproductor del mutante (Figura 45D).

2.4. Identificacion del punto de inicio de la transcripcion

La determinacion del punto de inicio del transcrito Tagc y de sus posibles sitios de
procesamiento se realizé mediante ensayos de extension reversa a partir de cebador (apartado
6.6. de Material y Métodos) en los transformantes JH2-2(pAM401-81) y JH2-2(pAM401-
81y), empleando cebadores especificos para los ARNmamaorsi Yy ARNmMAma01-81x,
respectivamente. La deteccion del extremo 5° del ARNm confirmé que ambos transcritos
comenzaban por un residuo de adenosina localizado a 38 bases de distancia del codon
iniciador del gen as-484, dato que estaba de acuerdo con la posicion del promotor Pa
identificado (Figura 47). Sin embargo, fue interesante observar que la reaccion de extension
del ADNCc en el mutante se producia con menor eficiencia que en la cepa parental, de acuerdo
con la intensidad de la marca observada (Figura 46A). Este resultado podria ser atribuido a la
menor vida media de aquel mensajero, probablemente provocado por los cambios en la

estructura secundaria antes descritos.

Cuando se emple6 un cebador proximo al extremo 3’ de la estructura secundaria del
ARNm, se identificaron dos especies de mensajeros en la cepa de referencia, una mas
abundante que la otra, cuyos extremos se localizaban en dos restos de uridina adyacentes
(Figura 45A), mientras en el mutante solo era detectable la especie menos abundante (Figura

46B).
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Figura 46. Extension reversa a partir de cebador. A) Deteccion del sitio de inicio de la
transcripcion de Tapc de JH2-2(pAM401-81) (1) y de JH2-2(pAM401-81y) (2). B)
Deteccion de los sitios de procesamiento en JH2-2(pAM401-81) (1) y JH2-2(pAM401-81y)

).

Todos los resultados expuestos coinciden en la importancia que la region intergénica
tiene en el procesamiento de Tapc (Figura 47), ya que su estructura secundaria parece
determinante para la actuacion de posibles endorribonucleasas (Figura 45), afectando por

tanto, los niveles de expresion de los genes as-484 y as-48BC.

TTGcatCAAAATAAACTACATGGGTATAATAGCAATGAAATGCATTTCAAAAATATTTTGAGGAGGAGTATC

-35 -10 +1 RBS
CTCGAG #
ATG--308nt—TAATTTAACAATATGATAAAAAAACAGGATATTTTCTAGAGATATTCTGTTTTTTAATTA
as-48A as-48A — > < 1 -

AAAAAGGGGGGCGCTCATG--1646Nnt--TAGGAAAGGAATTTTTGTTGTACATGCGATTAGATACCATTAA
RBS as-48B as-48C as-488B

Figura 47. Secuencias relevantes en la transcripcion y traduccion del operon as-484BC, incluida la region
intergénica as-484-B (73 nt). Aparecen subrayados el promotor del operon as-484BC (P,), los sitios de
union a ribosomas (RBS) y los codones de inicio y fin de la traduccion. La larga repeticion invertida (IR)
se indica con flechas horizontales rojas. Los sitios de procesamiento del ARNm se muestran con flechas
verticales verdes. Los sitios de inicio de la transcripcion de as-484 y as-48BC aparecen subrayados y
marcados como +1. El cambio de tres bases para generar una diana X#ol se muestra en el recuadro azul.
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CAPITULO III

OBTENCION DE VARIANTES DE AS-48 MEDIANTE MUTAGENESIS DIRIGIDA.

ESTUDIO FENOTIPICO

3.1. Disefio y obtencion de mutantes

El principal objetivo de este trabajo de investigacion era la identificacion de residuos
esenciales en la actividad bioldgica y en la estabilidad de AS-48, asi como la obtencion de
variantes de la molécula con menor tendencia a la agregacion, para facilitar su aplicacion
como conservante natural de alimentos. Para obtener las variantes de AS-48 deseadas se han
llevado a cabo modificaciones puntuales en la secuencia del gen estructural mediante

mutagénesis dirigida (Figura 48).

a) Cambios para identificar la superficie implicada en la actividad biologica de AS-48

Cuando se quiere profundizar en aspectos relacionados con la actividad de los péptidos
cationicos antibacterianos formadores de poros como AS-48, es de crucial importancia
examinar las propiedades electrostaticas de la molécula. De acuerdo con la estructura
tridimensional de AS-48 (Figuras 19, 28), la molécula presenta una importante acumulacion
de residuos cargados, 8 Lys, 2 Arg, y 4 Glu, en la region comprendida entre la hélice o, el
giro entre o4 y as y la region N-terminal de os (Gonzélez et al., 2000), que son los
responsables de la alta carga positiva de AS-48 (pI ~ 10.5), la cual se incrementa ain mas a
pH 3, cuando los 4 glutamicos de la molécula se encuentran protonados. Una region de tales
caracteristicas tiene que ser determinante de su actividad biocida debida a la permeabilizacién

de membranas ricas en fosfolipidos acidos, como es el caso de las membranas bacterianas.

Otros datos de importancia para este andlisis fueron los derivados del estudio fractal
de AS-48 (Reyes-Zurita y Ramirez-Rodrigo, 2000), en el que se proponia que el residuo A53

estaba situado en el centro de una superficie expuesta formada por los aminoécidos 151, L52,
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AS53, K56 y K57 de la hélice ay, y el residuo E20 de la hélice a,, lo que sugeria que dicho

residuo podria estar también implicado en la interaccion con las membranas.

Por todas estas razones, y de acuerdo con nuestros objetivos, centrados en la
identificacion de residuos que pudieran estar involucrados en la actividad bioldgica de la
molécula, y cuya sustitucion no afectara la estabilidad de la misma, nos planteamos introducir
cinco cambios drasticos en residuos considerados a priori esenciales en la actividad de AS-
48, para analizar después el fenotipo de las variantes obtenidas, asi como el grado de

inestabilidad que las mutaciones pudieran conferir a las moléculas:

e Tres variantes en las que se sustituyeron los glutdmicos (residuos polares) presentes en la
molécula (E4, E20 y E58) por alanina, un residuo no polar. Estos aminoacidos fueron
seleccionados de acuerdo con los resultados obtenidos por Sanchez-Barrena et al. (2003),
que sugieren que la interaccion de las cadenas laterales de los mismos con los grupos
fosfato de los fosfolipidos pueden dirigir la transicion de la forma dimérica DF-I a la DF-
IT facilitando su insercion en la membrana, lo que ademads estaria favorecido por el pH
acido de la misma. Ademads, estos resultados sugieren que los Glu parecen definir un
plano que segregaria los residuos cargados de la molécula, presentes en las hélices o4 y

as, de los no cargados.

e Y una cuarta variante en la que el residuo A53 (no polar) antes comentado seria sustituido

por serina (residuo polar sin carga neta).

b) Obtencion de variantes con menor hidrofobicidad

En este caso se trataba de analizar la influencia de aquellos residuos hidréfobos que
estuvieran muy expuestos al disolvente, y cuya sustitucion pudiera afectar a la hidrofobicidad
de la molécula, facilitando la existencia de monomeros de AS-48 en solucion. Para ello se

seleccionaron:

e El residuo W24, aminoacido sin grupos ionizables pero de naturaleza polar situado al

inicio de la hélice o, para ser sustituido por alanina (no polar).

e Los residuos no polares G13 (situado en la hélice a;) y L40 (hélice a.3) para ser en ambos

casos intercambiados por lisina (residuo polar).
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Figura 48. Cambios realizados en la secuencia de AS-48 y posicion de los residuos sustituidos en la estructura
secundaria (A) y terciaria (B) de la molécula.
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En la Figura 48 (A y B) se muestran los cambios introducidos y su situacion respecto a

la estructura secundaria y terciaria de AS-48.

La obtencion de las diversas variantes descritas se realizd en colaboracion con los
Dres. Serrano y Fernandez-Escamilla, durante una estancia corta realizada en el European

Molecular Biology Laboratory (EMBL) de Heidelberg (Alemania).

¢) Mutagénesis dirigida en el gen estructural as-48A4

Los diferentes cambios en la secuencia del gen estructural fueron llevados a cabo
mediante PCR inversa (apartado 5.5.2. de Material y Métodos), empleando como ADN molde
la construccion pGEM-Ts4-x, y como cebadores, las diferentes parejas de oligonucledtidos

que habian sido disefiadas con la mutacidon que se deseaba introducir (Tabla 8).

Los productos resultantes de la amplificacion, que fueron denominados en general
como PGEM-T,us4.xamus, s€ utilizaron para transformar células supercompetentes de
Escherichia coli XL1Blue. De los transformantes obtenidos se seleccionaron varias colonias,
a partir de las cuales se extrajo el ADN plasmidico y se secuenci6 para confirmar la presencia
de la mutacion introducida y descartar la existencia de mutaciones adicionales no deseadas.
Tras ello, cada una de las construcciones fue digerida con los enzimas Sphl y Xhol, y los

respectivos fragmentos que contenian el gen estructural mutado (1,9 kb) fueron purificados.

Para restituir y completar los diferentes genes mutantes, cada uno de estos fragmentos
fue introducido en la construccion pAM401-81y mediante intercambio del fragmento Sphl-
Xhol silvestre equivalente, lo que originé las construcciones pAM401-81 .5, (Figura 49). Las
ligaciones realizadas en cada caso fueron transferidas a células competentes de E. coli DH5a.,
con el fin de disponer de una fuente del plasmido. En cada caso, se extrajo el ADN
plasmidico de los transformantes DH5o(pAM401-81x.,4,) y las diferentes construcciones
PAMA401-81 y.ps, fueron analizadas mediante digestion con EcoRI1 'y Sphl-Xhol, para confirmar
la correcta organizaciéon de las mismas. Posteriormente, cada una de las construcciones
pAM401-81 x4, fue transferida a la cepa JH2-2 mediante electroporacion con el fin investigar

el fenotipo que conferia.
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Mutagénesis
dirigida mediante
PCR inversa

PGEM-T s.484.x >
(5,1 kb)
\\17 as-484
N Xhol
Bglll
Sphl Xhol Bglll Bglll Pstl
| D‘bﬁ D) i>-|£>1:>J
\as-48A B C ClI DDIE F G H
PAM401-81x
(25kb)
Sphl Xhol Bglll
\as-48A-Mut

Electroporacion
de E. faecalis
JH2-2

of —

S/;nh[

PGEM-T is_ss4-x-Mur

(5,1 kb)
\17 as-48A4-Mut

X Xhol

Bglll
Intercambio

del fragmento

Sphl-Xhol
v

Bglll Pstl

e g

B C CI DDIE F

PAMA401-81 .57
(25kb)

Figura 49. Esquema de la estrategia seguida para la construccion de los diversos mutantes (pAM401-81 .47,

3.2. Analisis de los cambios fenotipicos que confieren las diversas variantes obtenidas en

JH2-2 en relacion al fenotipo silvestre

a) Actividad biolégica en medio sdlido

Los transformantes obtenidos en E. faecalis JH2-2 con las respectivas construcciones

generadas (pAM401-81x4,), fueron cultivados durante una noche en caldo BHI, empleando
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como referencia cultivos de JH2-2, JH2-2(pAM401-81) y de JH2-2(pAM401-81y). De cada
uno de ellos, incluidos los controles, se tomaron muestras de 1 pl para inocular placas de
BHA, que fueron incubadas durante una noche a 37 °C para permitir el crecimiento. Entonces
cada una de las placas fue cubierta con 6 ml de BHA-blando mantenido en sobrefusion e
inoculado (2%) con diferentes cepas indicadoras (Tabla 13). Con el fin de valorar la actividad
inhibidora, las placas fueron incubadas de nuevo a 37 °C para observar la presencia de halos

de inhibicion en torno a las colonias productoras.

1%} ~ -+

= & 8 § 5 £ 3

£3 o S ) 3 = g

Transformante ) < S 7)) ~ S
i 2 § ‘5 =2 <] %

E. faecalis JH2-2 § § § § g § ?P
3 S &S g S S g

o S ~ ~ S “ q

pAM401-81 18 22 23 20 21 10 25
pAM401-81y 11 17 18 16 14 - 19
pAM401'81X-A53S 9 16 15 13 13 - 19

pAM40l-81)(_E4A B B B B ) B B

pAMA401-81xp4 | - - - - - - +
PAMA401-81 yp5s4 | - 9 11 11 10 - 12
PAM401-81y 3¢ | 11 17 18 12 14 - 19
pAM401-81 x40k | 10 16 18 15 15 - 19
pAM401—81X.W24A B B B B ) B 11

Tabla 13. Halos de inhibicion (mm) obtenidos frente a cepas bacterianas
sensibles, utilizadas como indicadoras, en placas de BHA inoculadas con 1 pl
de cultivo de una noche de los diversos mutantes de AS-48. Se utiliza como
referencia la actividad de las cepas isogénicas JH2-2(pAM401-81) y JH2-
2(pAM401-81y) cultivadas en las mismas condiciones. (+): aclaramiento (-):
ausencia de actividad.

154



Resultados-Capitulo 111

—

o

J  E20A

O Essa

PAMAOI-B1 <
E20A

ES8A

PAMADL-81x

B

' PAM -m.uﬁ ‘h -81x

E204 en @ Q@ mn

ES8A 2 @ QD e
LAOK 13K . . LAOK

=
F

. E20A

.._\ r
e p Bhs 1 x pAMADI-81
X

.wx

cereus LWLI E: E. faecalis S-47
faecalis JH2-2 F: S. aureus 240
innocua 4030 G: B. megaterium 44
monocytogenes 4032

Figura 50. Halos de inhibicion producidos por la cepa silvestre y los mutantes frente a varias cepas
indicadoras, obtenidos mediante la técnica de la doble capa. Como control negativo se utilizé la cepa

E. faecalis JH2-2

Los resultados sobre la capacidad de produccion de bacteriocina en medio so6lido se

b) Actividad biolégica en medio liquido

exponen en la Figura 50 y se resumen en la Tabla 13. Como era de esperar, en ninglin caso se

observaron los niveles de actividad de la cepa parental JH2-2(pAM401-81).

Tomando como referencia el tiempo 6ptimo de incubacion de la cepa JH2-2(pAM401-

81y) para detectar la produccion de bacteriocina (apartado 1.3 b), las variantes JH2-
2(pAM401-81xpns) y los controles JH2-2(pAM401-81x) y JH2-2(pAM401-81) fueron

inoculados en 5 ml de medio BHI e incubados a 37 °C durante 7 h, tiempo tras el cual los
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cultivos fueron centrifugados para obtener muestras libres de células. Tras ello, se ensayaron
10 pl de los sobrenadantes mediante la técnica de las gotas (apartado 8.2 de Material y
Meétodos) frente a la cepa indicadora E. faecalis JH2-2, que habia sido previamente inoculada

en una sobrecapa de BHA blando tamponado.

Como puede observarse en la Figura 51, con este método de deteccion, menos sensible
que el anterior, no fue posible poner de manifiesto la existencia de actividad inhibidora en
ninguno de los mutantes, ni siquiera la cepa JH2-2(pAM401-81y) mostr6 actividad frente a

JH2-2, s6lo la cepa de referencia JH2-2(pAM401-81) originé un halo de inhibicién de 16 mm.

ﬂ\

pAMA401-81 pAM401-81 x

E4A

Figura 51. Actividad de los sobrenadantes libres de células (10 pl) de los
transformantes  JH2-2(pAM401-81), JH2-2(pAM401-81y) y JH2-
2(pAM401-81y.,,) ensayados frente a Enterococcus faecalis JH2-2
mediante la técnica de las gotas.

Sin embargo, cuando la actividad en medio liquido fue ensayada en las mismas
condiciones pero empleando la técnica de los pocillos, se detecté un halo de aclaramiento
minimo en la cepa control JH2-2(pAM401-81x) y en los mutantes JH2-2(pAM401-81x.453s),
JH2-2(pAMA401-81 x.613x) y JH2-2(pAM401-81 x.140x) (Tabla 14).
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Diametro del halo de inhibicion

(mm)
JH2-2(pAM401-81) 16
JH2-2(pAM401-81,) +

JH2-2(pAM401-81.1.1) -

JH2-2(pAMA401-81x.£20.4) -

JH2-2(pAM401-811:55.) i

JH2-2(pAM401-81x.¢13x) T

JH2-2(pAM401-81 1 49) "

JH2-2(pPAM401-81 5 y75,) )

JH2-2(pAM401-81)(_A53s) +

Tabla 14. Halos de inhibicion (mm) de los sobrenadantes libres de células (100
ul) de los transformantes JH2-2(pAM401-81), JH2-2(pAM401-81y) y JH2-
2(pAM401-81xs,) frente a Enterococcus faecalis JH2-2, ensayados mediante
la técnica de los pocillos. (+): aclaramiento alrededor del pocillo. (-): sin
actividad.

¢) Resistencia frente a AS-48

La valoracion de la resistencia de los transformantes E. faecalis JH2-2(pAM401-81 x.
mut) S€ determiné frente a concentraciones crecientes de AS-48 purificada y disuelta en 5 pl de
agua destilada estéril (Tabla 15). Este ensayo se llevo a cabo empleando la técnica de las
gotas (apartado 8.2. de Material y Métodos), para lo cual se inocularon sobrecapas de BHA
blando con 0,1 ml de un cultivo de una noche de cada uno de los mutantes, asi como de las
cepas JH2-2(pAM401-81) y JH2-2(pAM401-81y) (controles positivos) y de JH2-2 (control

negativo).

La ausencia de halos de inhibicién en todos los casos, demostraba que, como era de
esperar, ninguna de las modificaciones introducidas modificaba la capacidad de resistir la

maxima concentracion de AS-48 ensayada (18 pg /5 ul) (Tabla 15).
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Transformante E. faecalis JH2-2 Resistencia (ug AS-48/Sul)

75 10 15

9]
w2
5]
9]
9]
95
w2
5]
5]
9]

JH2-2 (control negativo)

pAM401-81 (control positivo)

pAM401-81y (control positivo)

pAM401-81x.A53s

pAM401-8 1X-E4A

pAM401-81x_E20A

pAM401-81x.E53A

pAM401-81x_613K

pAM401-81X_L40K

o = wm = m| = m| = =
o = wm = = = m| = =
= = ®m = = = m = =
= = ®m = = = = = =
= = wm = = = m| = =
= = wm = = = m| = =
o = wm = m| = m| = =
o = wm = = = m| = =
= = = = = = m = =
= = ®m = m = m = =

pAM401-81x_W24A

Tabla 15. Determinacion de la resistencia de los diversos mutantes obtenidos frente a cantidades crecientes de
AS-48 purificado, disueltas en 5 pl de agua y valorado mediante la técnica de las gotas. R: resistencia; S:
sensibilidad.

d) Ensayo de actividad hemolitica

Los transformantes JH2-2(pAM401-81), JH2-2(pAM401-81x) y JH2-2(pAM401-81y.
Mmu) NO mostraron actividad hemolitica alguna, cuando crecieron sobre placas de agar-sangre
Columbia (Oxoid), en las que no se detectaron zonas de aclaramiento debido a la lisis de los

eritrocitos en el medio.

3.3 Analisis de expresion del gen as-48A en JH2-2(pAM401-81) y en los transformantes
JH2-2(pAM401-81x_p1,r)

La expresion del gen as-484 fue investigada mediante Northern Blotting en la estirpe
parental JH2-2(pAM401-81), en el mutante JH2-2(pAM401-81x) y en los mutantes JH2-
2(pAM401-81x.ps,). Para ello, se extrajo el ARN total de todas las cepas durante la fase
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logaritmica de crecimiento, y se fracciond mediante electroforesis desnaturalizante en geles
de azarosa, para ser transferido a una membrana de nylon (Hybond N+) y proceder a su
hibridacién con sondas especificas derivadas del gen as-484. En la Figura 52 se observa la
presencia de una unica banda de ARNm de 0,3 kb, aproximadamente, correspondiente al
transcrito Ta. La menor intensidad observada en la banda correspondiente a los mutantes

confirma el fenotipo hipoproductor mostrado por todos ellos.

pAM401-81
PAM401-81y

E4A
E20A
E58A
G13K
L40K
W24A
AS53S

Ta—>

Figura 52. Analisis transcripcional (Northern Blotting) del gen
as-484 en JH2-2(pAMA401-81), JH2-2(pAM401-81y) y los
mutantes JH2-2(pAM401-81y.,4,) empleando sondas derivadas
del gen as-484.
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CAPITULO IV

PURIFICACION Y DETECCION DE LAS VARIANTES DE AS-48

La produccion de las diferentes variantes de AS-48 se realizo cultivando las células en
Medio Complejo (MC), que al contener una baja concentracion de péptidos resulta muy
apropiado para la purificacion de proteinas (Galvez et al, 1989a). Para purificar a
homogeneidad las proteinas producidas por los transformantes JH2-2(pAM401-81x.s,) en
este medio, se adoptd el protocolo puesto a punto para la molécula AS-48 nativa (Abriouel et
al., 2003; Galvez et al., 1989a), con ligeras modificaciones. En la Figura 53 se exponen los
pasos seguidos para dicha purificacién: cromatografia de intercambio catidnico sobre
Carboximetil-Sephadex CM25, cromatografia de fase reversa sobre soporte solido empleando
matrices de C18 y finalmente repurificacion mediante cromatografia liquida de alta resolucion

en fase reversa (RP-HPLC) sobre C-18.

El mejor tiempo de incubacion para la produccion de las diversas variantes AS-48™ se

estableci6 en 7 h, segtin los resultados obtenidos en los apartados 1.3. (b) y 3.2. (b).

4.1. Purificacion mediante cromatografia de intercambio cationico

Todas las moléculas mutadas (AS-48™) presentes en los caldos de cultivo de los
diferentes transformantes obtenidos, se recuperaron mediante cromatografia de intercambio
16nico sobre CM25, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 9.2. de Material y Métodos.
Para ello, cada uno de los mutantes se inocul6 en 12 litros de medio complejo y se incubo a
37 °C durante 7 h, transcurridas las cuales se ajust6 el pH a 6,5 con NaOH 0,5 M, para
favorecer la adsorcion de las proteinas cationicas al gel.

La adsorcion de AS-48 se realizo directamente a partir de los cultivos y sin retirar las
células, con objeto de recuperar la bacteriocina unida a ellas, mezclandolos con el gel en
proporcion 40:1 (v/v) (Abriouel et al., 2003). Esta proporcion tuvo que ser modificada para
las variantes AS-48™ a razones més altas (60:1 v/v) por estimar que la concentracion de
inhibidor en los sobrenadantes era inferior. Las fracciones proteicas adsorbidas al CM25

fueron eluidas con NaCl 1,5 M y recogidas a razon de 25 ml/tubo. La actividad de las mismas
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fue entonces ensayada frente a E. faecalis JH2-2, empleando la técnica de los pocillos. Todas
las muestras, mostraran o no actividad, fueron congeladas a -20 °C.

Los mutantes AS-48™ mostraron un patron de actividad inhibidora similar al
comentado anteriormente: ES8A, G13K, L40K y A53S mantenian la actividad con valores
proximos a los de AS-48 obtenida a partir la cepa empleada como referencia (pAM401-81y),
mientras que W24A permanecio inactivo. Sin embargo, algunas de las fracciones obtenidas de
los cultivos productores de E4A y E20A, que en principio carecian de actividad
antibacteriana, tras su purificacién y concentracion en CM25 mostraron halos de inhibicién

con los didmetros que se recogen en la Tabla 16.

3 S 2
* N ~ :
% 2 P P
Fraccion § ?_ﬁ f f
> : S :
< = = =
) < < <
=% = 2

Actividad
15 + - - - + + _ +

Cultivo

1 19 13 10 10 10 12 12 - 12
2 21 15 11 12 14 14 13 - 14
3 20 15 11 12 14 16 16 - 15
4 19 15 13 14 13 17 17 - 14
5 18 15 + 13 13 15 16 - 14
6 18 13 + 12 12 15 15 - 14
7 17 13 + 11 11 13 13 - 11
8 17 10 + + 10 13 13 - 10
9 17 10 - + + 12 12 - 10
10 17 + - + - 11 11 - 10
11 17 - - - - 11 + - +
12 16 - - - - 11 + - +
13 16 - - - - 11 - - -
14 15 - - - - + - - -
15 15 - - - - - - - -

Tabla 16. Halos de inhibicion (mm) de las fracciones eluidas del gel CM25, a partir de 12 litros de cultivo
en medio MC (mutantes) y de 5 litros (cepa silvestre) y realizado en proporcion 60:1 y 40:1
respectivamente. El ensayo frente a E. faecalis JH2-2 se realizdo mediante la técnica de los pocillos. (+):
aclaramiento alrededor del pocillo. (-): sin actividad
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%) Proteinas
—> e totales presentes

en el medio de

(RP-HPLC)

l cultivo
12 1 de cultivo: medio Cromatografia de
MC (7 h, 37 °C) intercambio
cationico (CM25)
Bacteriocina ® -
semipurificada <ﬁ.
Cromatografia
en fase reversa
en soporte solido
(C18)
Bacteriocina l
semipurificada 8
Bacteriocina _ l
purificada a [ [(iH
homogeneidad A Cromatografia en
8 s, P fase reversa de
G : §  altaresolucién

Figura 53. Esquema del proceso de purificacion de la bacteriocina AS-48 y de los mutantes
AS-48"
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4.2. Purificacion mediante cromatografia de fase reversa sobre soporte solido (C18)

Las fracciones eluidas en CM25 fueron sometidas a cromatografia de fase reversa,
utilizando cartuchos rellenos de C-18 (ver apartado 9.3. de Material y Métodos). Para ello, las
muestras (75 ml en el caso de los mutantes y 50 ml en el de la cepa silvestre) se filtraron a
través de C-18 (5 g) a flujo moderado. El material retenido se recuperod eluyendo con distintos
porcentajes (30%, 60%, 90% y 100%) de solvente B (TFA 4 mM en isopropanol:acetonitrilo
2:1) en solvente A (TFA 10 mM en agua Milli-Q). La actividad de las muestras recogidas
(fracciones de 5 ml) se ensayé mediante la técnica de las gotas frente a E. faecalis JH2-2 antes

de ser congeladas a -70 °C.

Como puede observarse en la Tabla 17, en este estadio de purificacion las fracciones
eluidas entre el 60-90% de solvente B mostraban capacidad para inhibir a la cepa indicadora;

incluso las correspondientes al mutante W24 A presentaban un cierto halo de aclaramiento.

Fraccion

pAM401 -8 1X-AS3S

I~ =
- S
3 N
> <
- —
%
o -

(=2
= 3
< <
= ="

PAM401-81x 244

30 % B

60% B + + + + + + + +- +

90% B + + + + + + + +- +

100% B

Tabla 17. Inhibicion del crecimiento de E. faecalis JH2-2 producido por fracciones semi-purificadas
mediante cromatografia de fase reversa en C18. (+) : inhibicion; (-): no inhibicién ; (+-):
aclaramiento
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4.3. Purificacion mediante RP-HPLC

Las muestras procedentes de la cromatografia de fase reversa sobre soporte solido
fueron liofilizadas y purificadas a homogeneidad mediante cromatografia liquida de alta
resolucion de fase reversa (RP-HPLC) a escala semipreparativa, segiin lo descrito en el

apartado 9.4 de Material y Métodos.

Los cromatogramas obtenidos en los siete mutantes purificados, al igual que en el
control, mostraban un pico predominante y bien definido (Figura 54) correspondiente a las
fracciones con actividad (ensayadas mediante la técnica de las gotas frente a JH2-2), que se
encontraba libre de proteinas acompafiantes y por tanto contenia las moléculas deseadas con

alto grado de pureza. La cantidad de enterocina recuperada en cada caso se describe en la

Tabla 18.

Cantidad de
Rendimiento (mg/l de
Enterocina enterocina purificada
cultivo)
(mg totales)
AS-48* 5 1
AS-48" 3 0,250
AS-48 E4A 2,10 0,175
AS-48 E20A 2,02 0,168
AS-48 E58A 3 0,250
AS-48 G13K 2,88 0,240
AS-48 L40K 2,19 0,183
AS-48 W24A 2,51 0,209
AS-48 A53S 2,28 0,190

Tabla 18. Cantidad de enterocina AS-48™ recuperada a partir de 12 1 de cultivo de los
diferentes transformantes JH2-2(pAM401-81y.,4,). (2) AS-48 purificada a partir de 5 1 de
cultivo de la cepa JH2-2(pAM401-81). (b) AS-48 purificada a partir de 12 1 de cultivo de
la cepa JH2-2(pAM401-81y).
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AS-48 21,460

A

E4A 19,601

N

EZOA\ 119,645

ESSA\ 19,116

GBK

120,211

L40K\_ 20,432
N

W24A 17,630
N

AS3S \ . 20,431

% Solvente A
% Solvente B

AZSO nm

Figura 54. Perfiles cromatograficos de AS-48 y de los siete mutantes obtenidos mediante RP-HPLC a
escala semipreparativa en una columna C-18. Se indica el tiempo de retencion de cada molécula (min).
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4.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE)

Para comprobar la pureza de las fracciones obtenidas, las variantes AS-48™
purificadas se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de sodio-
dodecil-sulfato (descrito en el apartado 10.2. de Material y Métodos). Para ello, las muestras
procedentes de HPLC fueron liofilizadas y redisueltas en tampon fosfato 50 mM pH 7, hasta
lograr una concentracion de 10 pM para cada muestra, y finalmente se depositaron 20 pl en

los pocillos del gel.

Tras la electroforesis, los geles se tifieron con Azul de Coomasie, y una vez
decolorados, se pudo identificar una Unica banda de aproximadamente 7 kDa en todos los
mutantes, que migraba de idéntica forma que la molécula AS-48 original utilizada como

control (Figura 55).

66- e,

45-
36- S
29- .

24- S

20- S

142- W
> - - A R . . .
M AS-48 E4A E20A E58A GI3K L40K W24A A53S

Figura 55. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) de AS-48 y de todas las variantes tras su purificacion mediante
HPLC. Para ello las muestras fueron liofilizadas y resuspendidas en tampon
fosfato 50 mM pH 7. El gel fue tefiido con azul de Coomassie. M: patrones
de peso molecular (kDa).
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4.5. Deteccion de AS-48 y de los mutantes mediante transferencia a membranas de

nitrocelulosa y revelado con anticuerpos especificos

Para investigar si las variantes AS-48™ visualizadas en los geles de poliacrilamida eran
ser reconocidas por anticuerpos especificos anti-AS-48 (Maqueda et al., 1993), se procedid a
transferir las proteinas separadas en el gel a una membrana de nitrocelulosa y a su posterior
revelado inmunoldgico con anticuerpos anti-AS-48 (Western Blotting, apartado 10.3. de
Material y Métodos). Los resultados obtenidos (Figura 56) demostraron que todas las bandas
transferidas eran reconocidas por los anticuerpos anti-AS-48, indicando que todas las

variantes conservaban las caracteristicas antigénicas de la molécula original.

W By fi =

AS-48 E4A E20A ES8A GI13K L40K W24A AS3S

Figura 56. Western blotting de las variantes AS-48" realizado
con anticuerpos especificos anti-AS-48.
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CAPITULO V

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE DIVERSOS AGENTES FiSICO-QUIMICOS
SOBRE AS-48 Y LAS VARIANTES AS-48" OBTENIDAS

Para establecer las posibles consecuencias de los cambios realizados en AS-48 en
relacion a su capacidad inhibidora y a la estabilidad de la molécula, se llevo a cabo la
valoracion del efecto que diversos factores fisico-quimicos, en especial los que afectan a los

. . . . , . . M .
sistemas alimentarios, ejercian sobre el comportamiento de las variantes AS-48" purificadas.

5.1. Caracteristicas de las variantes AS-48™

Los coeficientes de extincion molar de las distintas proteinas fueron establecidos de
acuerdo con Gill y von Hipple (1989). En la Tabla 19 se muestran los valores obtenidos a 280
nm para AS-48 y todos los mutantes, asi como los pesos moleculares teéricos y los pl de cada

una de las variantes.

Coeficiente de extincion molar

Enterocina (E20) o
(mg/ml)™" cm™ M em™

AS-48 1,771 12660 7149,5 | 10,50 4 10
AS-48 AS53S 1,767 12660 7165,5 | 10,70 4 10
AS-48 E4A 1,785 12660 7091,5 | 10,70 3 10
AS-48 E20A 1,785 12660 7091,5 | 10,70 3 10
AS-48 ES8A 1,785 12660 7091,5 | 10,70 3 10
AS-48 G13K 1,753 12660 7220,6 | 10,59 4 11
AS-48 L40K 1,767 12660 7164,5 | 10,59 4 11
AS-48 W24A 0,991 6970 7034,4 | 10,50 4 10

Tabla 19. Coeficientes de extincién molar, pesos moleculares tedricos y pl de la enterocina AS-48 y de
las variantes obtenidas. Se indica el contenido en aminoacidos con carga negativa (Asp y Glu) y positiva

(Argy Lys).
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5.2. Formacién de asociados moleculares de las variantes AS-48™

La existencia de asociados moleculares de AS-48 en solucidn, influenciada por la
concentracion de proteina, la fuerza idnica y el pH habia sido previamente descrita por
Abriouel ef al. (2003). En este estudio interesaba comprobar si en algunas de las variantes
AS-48™ se habia modificado dicho comportamiento. Para ello, el grado de oligomerizacion
fue investigado preparando soluciones (50 pM) de las diferentes moléculas AS-48™
purificadas por HPLC y disueltas en tampon fosfato 10 mM a varios pHs (3, 7 y 9). Los
posibles oligbmeros formados fueron estabilizados tratando las soluciones con formaldehido
al 1% durante 1 hora a temperatura ambiente (apartado 10.4.1. de Material y Métodos), ya que
es sabido que el proceso de entrecruzamiento entre el formaldehido y las proteinas permite la
formacion de enlaces covalentes entre las diferentes formas fisicas de la proteina y este
agente, y por tanto aumenta su estabilidad en la posterior separacion electroforética mediante

SDS-PAGE. Como control se emple6 una muestra de bacteriocina no fijada.

El revelado de los geles confirmé el marcado efecto que tenia el pH sobre el grado de
asociacion de todas las variantes: como ocurria en el control, en las muestras entrecruzadas a
pH 3, la bacteriocina se encontraba en forma monomérica (7 kDa), sin embargo, a pHs 7y 9
era patente la presencia de asociados, observandose bandas correspondientes a dimeros,

trimeros, tetrameros y pentameros (Figura 57).
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Figura 57. Efecto del pH en el estado de asociacion de las moléculas AS-48™.
comparado con el de la molécula nativa, estudiado mediante desarrollo en
SDS-PAGE tras su entrecruzamiento con formaldehido al 1%. 1: control sin
entrecruzar; 2, 3 y 4: AS-48" entrecruzada a pH 3, 7 y 9 respectivamente.
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El peso molecular de las distintas formas oligoméricas se estimé a partir de los pesos
moleculares de cada mondémero (Tabla 20), y se compar6d con el de la proteina estandar

presente en el marcador de pesos moleculares empleado.

AS-48  E4A E20A  ES8A GI3K  L40K  W24A  AS53S

Monémero | 7149,5 7091,5 7091,5 | 7091,5 7220,6 | 7164,5 7034,4 | 7165,5

Dimero 14299 14183 14183 14183 14441,2 | 14329 14068,8 | 14331

Trimero | 214485 | 212745 | 21274,5 | 212745 | 21661,8 | 21493,5 | 21103,2 | 214965

Tetramero | 28598 28366 28366 28366 28882,4 | 28658 28137,6 | 28662

Pentamero | 35747,5 | 354575 | 35457,5 | 354575 | 36103 | 35822,5 | 35172 | 35827.5

Tabla 20. Peso molecular tedrico (kDa) de los oligdbmeros presentes en soluciones de AS-48 y de sus
mutantes

5.3. Influencia del pH y de la concentracion de bacteriocina en la Actividad Biologica.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibidora (CMI)

Para determinar la influencia del pH y de la concentracion de bacteriocina en la
actividad bioldgica de los mutantes, asi como para determinar la minima concentracion
inhibidora en cada caso, se prepararon soluciones de los mismos a diferentes concentraciones
(0,1 uM, 0,5 pM, 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM, 14 pM, 28 uM, 56 uM, 84 uM y 167 uM)
tamponadas a pHs 3, 7 y 9. Las muestras asi preparadas se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 30 min, y a continuaciéon de cada una de ellas se tomaron 5 pl para ser
ensayados mediante la técnica de las gotas frente a diversas cepas indicadoras, tanto Gram-
positivas (E. faecalis JH2-2, E. faecalis S-47, B. cereus LWL1, B. megaterium 44, L. innocua
4030, L. monocytogenes 4032, S. aureus 240) como Gram-negativas (E. coli U-9, y S.

choleraesuis LT2).

Como era de esperar, en todos los casos se confirm6 un aumento de la actividad
antimicrobiana a medida que se incrementaba la concentracion de proteina ensayada, y se
observd que la actividad era ligeramente superior a pH 3. Los resultados obtenidos con la

maxima concentracion utilizada (167uM en tampén fosfato sodico ajustado a pH 3, 7y 9),
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expresados en funcion del diametro de los halos de inhibicion aparecidos alrededor de las
gotas de AS-48" y de AS-48 utilizada como control, se muestran en las Tabla 21. Es
importante resaltar que ningin mutante presentd actividad frente a S. choleraesuis LT2
(resultados no mostrados) y que frente a E. coli U-9 los halos de inhibicidén fueron siempre
turbios, incluidos los de la molécula nativa, lo que sugeria que la concentracion empleada era
insuficiente para la completa inhibicion de esta bacteria. Los resultados frente a las bacterias
indicadoras Gram-positivas fueron, sin embargo, muy diferentes, manteniéndose Listeria
monocytogenes 'y Bacillus megaterium como las mas sensibles frente a AS-48 y sus mutantes

y S. aureus como la mas resistente.

Finalmente, se determiné la concentracion minima inhibidora (CMI) de cada una de
las muestras, definida como la minima concentracion capaz de inhibir en medio so6lido a las
diferentes cepas indicadoras, ensayada mediante la técnica de las gotas. Los resultados

obtenidos expuestos de forma detallada en la Tabla 22, se comentan brevemente:
a) Mutante E4A

La CMI de este mutante fue similar a la de AS-48 frente a L. monocytogenes 4032 y B.
megaterium 44, aunque a pH 9 tenia un valor doble, igual que frente a B. cereus
LWLI, L. innocua 4030 y S. aureus 240, aunque frente a esta ultima a pH 7 y 9 fue 10
veces mayor. Por ultimo, frente a E. faecalis JH2-2'y S-47 y E. coli U-9, la CMI fue 4,
5y 5,6 veces superior, respectivamente, si bien a pH 7 y 9 fue 10 veces superior frente

a JH2-2.
b) Mutante E20A

Su actividad apenas mostrd variaciones respecto a la molécula nativa AS-48. De
hecho, la CMI fue la misma frente a las dos cepas de Bacillus, a L. monocytogenes
4032 y a E. coli U-9, e incluso frente a L. innocua 4030 y las dos cepas de E. faecalis,
a pH 3 y 7, aunque a pH 9 fue de la mitad. La CMI frente a S. aureus 240 tampoco

vari6 a pH 3 pero aument6 5 veces apH 7y 9.
¢) Mutante ESS8A

Mostrd una CMI similar a la de AS-48 frente a B. megaterium 44, E. coli U-9 y L.
monocytogenes 4032, mientras que para el resto de bacterias indicadoras la CMI fue
del doble, excepto frente a S. aureus 240, en la que fue 5 y 10 veces superior a pH 3 y

apH 7y 9, respectivamente.
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L. monocytogenes

pH3 pH 7 pHI B. megaterium 44 pH3 pH7 ‘ pH9

4032
AS-48 18 18 15 AS-48 17 17 16
E4A 15 15 14 E4A 15 15 14
E20A 19 16 17 E20A 16 15 15
ES8A 17 16 16 ES8A 15 15 14,5
G13K 22 22 21 G13K 18 17 17
L40K 20 19 19 L40K 18 18 17
W24A 13 13 13 W24A 17 15 15
AS3S 19,5 19,5 17,5 AS3S 18 18 17
L. innocua 4030 B. cereus LWL1
14 13 11 AS-48 11 12 9
E4A 13 12 12 E4A 9 8,5 6
E20A 15 15 14 E20A 16 15 15
ES8A 15 15 14 ES8A 9 9,5 9
G13K 17 17 15 G13K 13 13,5 12
L40K 18 17 17 L40K 13 11 11
W24A 7 7 7 W24A 10 10 9
AS3S 16 16,5 15 A53S 11 10,5 10,5
E. faecalis JH2-2 E. faecalis S-47
AS-48 13 12 10 AS-48 10,5 10,5 8
E4A 10 9 9 E4A 9 9 9
E20A 10,5 11 10 E20A 11 11,5 11
ES8A 12 11,5 11 ES8A 11 10,5 10
G13K 14 13 13 G13K 13 12 12
L40K 14 12,5 12 L40K 13 13 11
W24A 9 8 6 W24A 2 2 2
AS3S 12 12 11 A53S 12 11,5 11
S. aureus 240 E. coli U9
AS-48 8 7 6 AS-48 9 8 5
E4A 7 7 6,5 E4A 9 7 8
E20A 8 8 8 E20A 9,5 9,5 9,5
ES8A 6,5 7 6 ES8A 9 9 9
G13K 8 7,5 7,5 G13K 11 10 9
L40K 8 7,5 7 L40K 10,5 10,5 10,5
W24A 1 1 1 W24A 8 8 7
AS53S 8 7 6 AS3S 9,5 10 9

Tabla 21. Didmetro de los halos de inhibicion de las muestras purificadas y ensayadas a alta
concentracion (167uM) en tampon fosfato ajustado apH 3, 7y 9.
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d) Mutante G13K

g)

La CMI de este mutante fue en términos generales similar a la de AS-48, aunque con
matices: asi, frente a B. megaterium 44, E. faecalis JH2-2, E. coli U-9, L. innocua
4030 y L. monocytogenes 4032 la CMI coincidié con la de AS-48, pero frente a B.
cereus LWLI1 llegd a ser de la mitad a pH 7 y 9. Frente a E. faecalis S-47 la CMI fue
el doble y frente a S. aureus 240 fue 5 veces superior apH 7 y 9.

Mutante L40K

Para este mutante, la CMI también coincidié con la de AS-48. Frente a E. faecalis
JH2-2 y L. monocytogenes 4032 la CMI fue doble a pH 7 y a pH 9, respectivamente;
frente a B. cereus LWLI1 la CMI fue la mitad a pH 7 y 9, mientras que para S. aureus
240 la CMI fue 5 veces superiorapH 7y 9.

Mutante W24A

El mutante W24A origin6 halos turbios de inhibicion frente a todas las cepas
ensayadas, con excepcion de B. cereus LWL1 y B. megaterium 44, frente a las cuales
los halos eran nitidos. La CMI de este mutante fue superior a la de AS-48 frente a E.
coli U-9 (2,8 veces) y frente a L. monocytogenes 4032 y B. megaterium 44 (28 veces).
Frente a B. cereus LWL fue también 28 veces superior a pH 3, si biena pH 7y 9 lo
fue 14 veces. Frente a E. faecalis JH2-2 y L. innocua la CMI fue 56 veces mayor a pH
3y 7y28 vecesapH?9. Por ultimo, la CMI fue 84 veces superior frente a E. faecalis

S-47 y §. aureus 240, aunque frente a este ultimo a pH 3 fue 42 veces mas alta.
Mutante AS3S

La CMI de AS53S frente a las distintas bacterias indicadora fue similar a la de la
molécula silvestre, observandose un aumento del doble a pH 7 y 9 en algunos casos
(Tabla 22). Frente a S. aureus 240 la CMI fue 3 veces superior a pH 3 y 10 veces
mayorapH 7y 9.

Asi pues, y de acuerdo con las CMIs de cada muestra, se puede afirmar que la

modificacion mas deletérea para la actividad es la sustitucion W24A, que requiere mayores
concentraciones para ser activa frente a la mayoria de las cepas indicadoras, con excepcion de
B. cereus LWLI1 y B. megaterium, seguida de las sustituciones E4A y ES8A que, en general

tienen una CMI doble a la de la molécula nativa, mientras que los mutantes E20A, G13K,
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de las

1a

4

L40K y AS53S conservan una CMI muy similar a la de AS-48 frente a la mayor

bacterias Gram-positivas ensayadas.
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5.4. Estudio de la estabilidad térmica de las variantes AS-48™ y de la influencia del pH

en la misma

Con objeto de determinar la estabilidad de los mutantes frente a tratamientos térmicos
y su influencia en la actividad biologica de los mismos, se prepararon soluciones 10 uM de las
diferentes bacteriocinas purificadas por HPLC y tamponadas en tampon fosfato 10 mM a
distintos valores de pH (3, 7 y 9). En el caso del mutante W24A, se emple6 una concentracion
de 100 pM, debido a su baja CMI frente a E. faecalis JH2-2. Dichas soluciones fueron
calentadas en bafio a diferentes temperaturas y durante intervalos de tiempo variables (60 °C,
30 min; 70 °C, 10 min; 80 °C, 5 min y 100 °C, 5 min). Tras el tratamiento térmico, las
muestras se enfriaron en hielo, y se ensayaron por la técnica de las gotas, para valorar la

actividad bioldgica residual frente a E. faecalis JH2-2.

Como controles positivos se utilizaron soluciones de las bacteriocinas en las mismas
condiciones de pH pero mantenidas a temperatura ambiente durante 30 min. Asimismo, los

diferentes tampones fueron empleados en el ensayo como controles negativos.

Bacteriocina

1 2 3 4 2
AS-48 10 |9 9 8 8 95195195 |8 1 8 7 7 6 1
AS3S 9 9 9 9 9 8 8 8 8 5 75165165 |55]|5
E4A 7 7 6 6 6 8 6 6 1 - 6 - - - -
E20A 8 8 8 8 8 9 8 8 8 5 9 6 6 7 1
ES8A 85 |8 8 7 7 8 7 7 7 5 7 5 5 5 1
G13K 10 (10 |10 |10 [10 |10 |9 9 9 7 85 |8 6 6 6
L40K 10 (10 |10 |10 [10 |10 |9 8 8 5 9 7,5 |7 7 6
W24A 6 6 6 6 6 6 6 5 6 6 6 6 5 5 5

Tabla 23. Diametros de los halos de inhibicion frente a E. faecalis JH2-2 de las variantes AS-48" (10 uM,
100 uM para W24A) disueltas en tampones a pH 3, 7 y 9 y sometidas a diferentes tratamientos térmicos. C:
control sin tratar; 1: tratamiento a 60 °C, 30 min; 2: 70 °C, 10 min; 3: 80 °C, 5 min; 4: 100 °C, 5 min. (-):
ausencia de actividad.

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 23, se puede afirmar que todas

las muestras retenian practicamente toda su actividad a pH 3, incluso tras los diferentes
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tratamientos térmicos aplicados. En realidad, s6lo se detectd6 una pérdida relevante de
actividad en algunos casos tras el tratamiento a 100 °C durante 5 min en las muestras que

habian sido preparadas a pHs 7 y 9, en los porcentajes que se recogen a continuacion:

a) AS-48: se observo disminucion importante de la actividad (89 %) en las muestras

preparadas a pHs 7 y 9 y tratadas a 100 °C.

b) AS-48 E4A: a pH 7 se observd una pérdida del 25 % de actividad a 80 °C y una
pérdida total a 100 °C. A pH 9 la pérdida de actividad fue total en todos los

tratamientos empleados.

¢) AS-48 E20A: las muestras calentadas a 100 °C perdieron el 56 % de actividad a pH 7
yel 89 % apHO.

d) AS-48 ES58A: se observo una pérdida del 37,5 % de actividad pH 7 en las muestras
calentadas a 100 °C, mientras que a pH 9 la pérdida fue del 86 %.

e) AS-48 GI3K: a pH 7 y 9 se detecté una pérdida del 30% de actividad con el

tratamiento a 100 °C.

f)  AS-48 L40K: las muestras tratadas a 100 °C perdieron el 50% de actividad a pH 7 y el
67% apHO.

2) AS-48 AS53S: la disminucion de actividad fue mas marcada tras calentar a 100 °C las

muestras a pH 7 (pérdida del 37,5% de actividad) y a pH 9 (pérdida del 67 %).

h) AS-48 W24A: se observo una disminucion ligera de la actividad (aprox. 17 %) en los

tratamientos térmicos a partir de 70 °C de las muestras preparadas a pH 9.
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CAPITULO VI

ESTUDIOS DE DICROiISMO CIRCULAR DE AS-48 Y DE LAS VARIANTES AS-48"

6.1. Espectros de DC en el ultravioleta lejano

Los espectros de DC en la region del ultravioleta lejano (190-260 nm) se recogieron
segun lo descrito en el apartado 10.5.1. de Material y Métodos, a 25 °C y a una concentracion
de bacteriocina 10 uM en tampdn fosfato 10 mM, pH 3, condiciones en que la molécula se
encuentra en estado monomérico (apartado 4.4. de Resultados). La realizacion de espectros a
otras concentraciones de bacteriocina en las mismas condiciones permitié comprobar que la
elipticidad molar no dependia de la concentracion de bacteriocina empleada, hecho que

también descartaba la existencia de oligomerizacion en las muestras.

Los espectros de DC obtenidos para la molécula silvestre AS-48 y las variantes AS-
48M se muestran en las Figuras 58 y 59, respectivamente. Su analisis revelé que los valores de
elipticidad molar de todas las moléculas eran similares y que todos los mutantes, al igual que
la molécula silvestre, estaban bien estructurados en el tampoén utilizado y poseian una
estructura secundaria en hélice o, tal y como lo indicaba la aparicion de valores maximos

negativos a 208 y 222 nm y el maximo positivo a 195 nm.

40 5

30 4 ] L . AS-‘*B]
A
20 - *.I
.y '
o |
£ 109 !
3 \
§ o Y SN——
s’ II ....'.-ﬂ_.
T 104 i o
. '- /
= 204 4 =
.- _'....-..a"'
-30 4
— — —

U T N I
180 180 200 210 220 230 240 250 260 270
Longitud de onda (nm)

Figura 58. Espectro de dicroismo circular de la bacteriocina
AS-48, realizado a una concentracion 10 pM de proteina en
tampon fosfato 10 mM pH 3.
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40 —e— AS-48wt

E4A

—— E20A
E58A

«— G13K
L40K

= A53S

= W24A

e ]

[0] (kdeg-cm*dmol™)

N T N T r Ll N ] N T N T N I N T r 1
180 180 200 210 220 230 240 250 260 270
Longitud de onda (nm)

Figura 59. Espectros de dicroismo circular de la bacteriocina
AS-48 y de los mutantes, realizados a una concentracion 10 uM
de proteina en tampon fosfato 10 mM pH 3.

Cuando se estimd el contenido en hélice a de cada péptido (apartado 10.5.1. de
Material y Métodos), se comprobd que todas las moléculas mostraban un alto porcentaje del
mismo, con valores similares entre AS-48 y el mutante E20A, si bien este porcentaje es

ligeramente superior en los mutantes E4A, ES8A, G13K, L40K, W24A y A53S. (Tabla 24).

E4A E20A E58A G13K L40K ‘ W24A AS53S
0222 -23356,9 | -25284,5 | -23252,8 | -24632,9 | -23944,8 | -25704,7 | -24839,2 | -24987,9
%
75,47 % 82,27 % 75,10 % 79,97 % 77,54 % 83,76 % 80,70 % 81,23 %
Hélice o

Tabla 24. Porcentajes del contenido en hélice oo de AS-48 y los mutantes (10 pM) en tampon fosfato 10 mM
(pH 3.0), calculados segun Greenfield ef al., (1969) y Wu et al., (1981). 0,5,: elipticidad molar por residuo a

222 nm.
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6.2. Desnaturalizacion térmica

Las curvas de desnaturalizacion térmica se realizaron monitorizando el cambio en la
sefal de DC a 222 nm durante el calentamiento (entre 3 y 98 °C), tal y como se ha descrito en
Material y Métodos (apartado 10.5.2.). Se utiliz6 una concentracion de proteina de 20 uM en

tampon fosfato 10 mM (pH 3).

Los espectros de desnaturalizacion térmica obtenidos no pudieron ser analizados
debido a que, por la limitacion que presenta el aparato, no se pudo elevar la temperatura mas
de 98 °C, lo que impidi6 realizar la desnaturalizacion completa de la proteina (Figura 60) y
por consiguiente obtener la curva que describe el proceso, de cuyo analisis se derivan los

parametros termodindmicos tales como temperatura de desplegamiento de la proteina (Ty,).

[0 1,,,{kdeg-cm’-dmol )

- - - - - - : - - !
260 280 300 320 340 360 380
Temperatura (K)

Figura 60. Curvas de desnaturalizacion térmica de AS-48 (azul)
y los mutantes, en las que no se aprecia el estado desnaturalizado
a la temperatura maxima aplicada.

Para comprobar el estado de la proteina al inicio y al final del barrido de temperatura,
se recogieron espectros de DC en el ultravioleta lejano (de igual forma a lo descrito en el
apartado anterior) antes de comenzar el experimento (25 °C), a la temperatura de inicio del
barrido (3 °C) y tras finalizar el barrido (25 °C). Los resultados expuestos en la Figura 61

muestran que el contenido en hélice o no se vio afectado por el tratamiento térmico ni en el
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caso de AS-48 ni tampoco en el de los mutantes, ya que los espectros antes y después del

barrido de temperatura coincidian.
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Figura 61. Espectros de dicroismo circular de AS-48 y los mutantes AS-48™ recogidos antes y
después del experimento de desnaturalizacion térmica. AC: antes de calentar, DC: después de
calentar.
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6.3. Desnaturalizacion en presencia de cloruro de guanidinio (GdnHCI)

Las curvas de titulacion de AS-48 y de sus variantes en presencia de cloruro de
guanidinio se obtuvieron registrando el cambio de elipticidad a 222 nm en cada uno de los
espectros de DC tomados a las diferentes concentraciones del agente desnaturalizante. Se
hicieron dos tipos de experimentos: uno de desnaturalizaciéon y otro de renaturalizacion

siguiendo la metodologia descrita en el apartado 10.5.3 de Material y Métodos.

En el caso de las curvas desnaturalizacion, se prepard, por un lado, una disolucién de
bacteriocina (10uM) en tampon fosfato 10 mM pH 3, sin cloruro de guanidinio, y por otro,
una disolucién con la misma concentracion de bacteriocina y GdnHCI 8 M en tampon fosfato
10 mM pH 3, que fue anadida a la primera de forma que en cada adicion la concentracion de
cloruro de guanidinio fue aumentando pero la concentracion de bacteriocina se mantuvo
constante gracias a que antes de cada adicion se retiré el mismo volumen de muestra de la
cubeta. Para las curvas de renaturalizacion el proceso fue el mismo, pero en la cubeta se
depositd una disolucion de bacteriocina 10 uM y GdnHCI 8 M, a la que se le fue anadiendo
una solucién con la misma concentracion de bacteriocina sin desnaturalizante, de modo que
en cada adicion la concentracion de proteina se mantuvo constante mientras que la GdnHCl

fue disminuyendo.

Los dos tipos de curvas obtenidas para AS-48 se muestran en la Figura 62. En ellas se
aprecia que la molécula alcanza el estado desnaturalizado cuando la concentracion de
GdnHCI estd en torno a 7 M. El estado desnaturalizado de las curvas tanto del proceso de
desnaturalizacion como del proceso de renaturalizacion coincide, pero no asi el estado nativo,
que en las curvas de renaturalizacion muestra unos valores de elipticidad mayores que en el

caso de las curvas de desnaturalizacion.
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AS-48 10 uM, 10 mM Pi, pH 3.0

E -12 o ]
2 =
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o -164 L]
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-22 4 - = Renaturalizacion
24 .- ww = Desnaturalizacion
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10 1 2 3 4 5 B 7 B9
[GdnHCI] (M)

Figura 62. Curvas de desnaturalizacion y
renaturalizacion en presencia de GdnHCl obtenidas
para la bacteriocina AS-48.

También en el caso de los mutantes de AS-48 (Figura 63) se obtuvo este tipo de
comportamiento, ya que los estados desnaturalizados del replegamiento y del desplegamiento
coincidian, pero no asi el estado nativo, que en las curvas de replegamiento no coincidia con
el estado nativo antes de realizar la desnaturalizacion, lo que supone que la transicion no es
totalmente reversible. La desnaturalizacion se alcanzé también en torno al 7 M de GdnHCI.
En la Figura 64 se muestran agrupadas las curvas de renaturalizacion y desnaturalizacion de
AS-48 y de los mutantes, siendo lo mas destacable el doble salto que en ellas aparece,
correspondiente a un estado de transicion intermedio, que es mdas acentuado en las
transiciones de los mutantes en relacion con la transicién de proteina silvestre. Dicho estado
intermedio no parece corresponderse con una posible oligomerizacion ya que, como
anteriormente se ha comentado, las curvas obtenidas en ausencia de desnaturalizante y a
temperatura constante en la region de UV-lejano no presentan dependencia alguna de la

concentracion.

Por otra parte, el equilibrio de desplegamiento de todas las muestras se habia
asegurado tomando puntos a diferentes concentraciones de GdnHCI, tanto de las muestras
incubadas con dicho agente durante mas de 8 h como de aquéllas sin incubar, sin observarse

diferencias significativas entre ambas (datos no mostrados).
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Figura 63. Curvas de desnaturalizacion
mutantes de AS-48.

y renaturalizacion en presencia de GdnHCI obtenidas para los
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DESNATURALIZACION
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Figura 64. Curvas de desnaturalizacion (arriba) y renaturalizacion
(abajo) en presencia de GdnHCI obtenidas para los mutantes y para
AS-48.

Anadlisis de las curvas de desnaturalizacion de AS-48 y los mutantes en presencia de

GdnHCI
En la Figura 65 se representan las curvas de desnaturalizacion obtenidas para AS-48 y

para los mutantes, asi como el mejor ajuste simultdneo (linea continua) de todas las curvas

siguiendo un modelo de equilibrio de tres estados (Pace, 1986; Santoro y Bolen, 1988; Yao y
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Bolen, 1995). En todos los casos, se observo una primera transicion, correspondiente al paso
del estado nativo al estado intermediario, entre 0y 5 M de GdnHCI, aproximadamente, y una
segunda transicion, correspondiente al paso del estado intermediario al estado

desnaturalizado, aproximadamente entre 5,5 y 7 M de GdnHCI.

X
N
[

-15 -

[0],,,(kdeg-cm?*dmol™)
&
1

=21 4
24 4 -
| B
27 4
I L ] ' I LS ] ' I
0 2 4 6 8
[GdnHCI] (M)

Figura 65. Ajuste de las curvas de desnaturalizacion con GdnHCI de AS-48 y los mutantes
a un modelo de tres estados (linea continua).

En la Tabla 25 se recogen los parametros termodinamicos que se deducen de este

ajuste: los valores de Energia Libre de Gibbs de desplegamiento en tampdn fosfato 10 mM,

pH 3 para ambas transiciones (AG., y AG., ) (valores de Energia Libre de Gibbs en

ausencia de desnaturalizante), los valores de dependencia lineal de la Energia Libre de Gibbs
con la concentracion de agente desnaturalizante (pendiente de proporcionalidad) (m y mpy),
parametro relacionado con el cambio de area expuesta al solvente cuando se desnaturaliza la

proteina (Pace et al., 1989; Myers et al., 1996), la Energia libre de Gibbs para el proceso

global de desnaturalizacion (AGy, ), la pendiente de proporcionalidad del proceso global
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(Am), y los valores C,, correspondientes a la concentracion de agente desnaturalizante a la que

hay un 50% de cada una de las formas presentes en la transicion.

Bacteriocina AGOWIN 1 AGowl)l 1 myN o Mpy . Chuin Cht

(kcal'mol™) (kcal'mol™) (kecal' mol -M™) (kcal- mol -M™) ™M) ™M)
AS-48 3.62+0.09 18.67+7.11 1.01+0.03 2.89+1.09 3.5840.01 | 6.46+0.1
E4A 3.28+0.08 11.01+0.77 1.01+0.03 1.84+0.12 3.2340.02 | 5.97+0.03
E20A 3.33+0.02 13.984+0.73 1.12+0.04 2.47+0.12 2.98+0.02 | 5.65+0.02
ES8A 3.97+0.16 15.02+0.91 1.14+0.05 2.48+0.15 3.48+0.02 | 6.07+0.02
G13K 4.61+£0.13 12.60+0.58 1.26+0.04 2.08+0.09 3.66+0.02 | 6.07+0.02
L40K 3.17+0.08 15.71+£0.82 0.98+0.03 2.65+0.13 3.23+0.02 | 5.93+0.01
W24A 4.5540.12 16.01+0.83 1.17+£0.03 2.50+0.13 3.90+0.02 | 6.41+0.01
AS53S 4.06+0.15 13.25+0.75 1.20+0.05 2.2140.12 3.37+0.02 | 6.00+0.02

Tabla 25. Parametros obtenidos tras el ajuste de las curvas a un modelo de tres estados. AG,,x: variacion de
energia libre de Gibbs correspondiente a la transicion del estado nativo al estado intermediario; AG’yp;:
variacion de energia libre de Gibbs correspondiente a la transicion del estado intermediario al estado
desnaturalizado; myy: pendiente de proporcionalidad entre la energia libre del proceso y la concentracion de
agente desnaturalizante en la transicion del estado nativo al estado intermediario; mp;: pendiente de
proporcionalidad entre la energia libre del proceso y la concentracion de agente desnaturalizante en la transicion
del estado intermediario al estado desnaturalizado; C,,n: concentracion de GdnHCI a la que hay un 50 % de
forma nativa y forma intermediaria en la primera transicion; Cp; concentracién de GdnHCl a la que hay un 50 %
de forma intermediaria y forma desnaturalizada en la segunda transicion.

Bacteriocina AGpy
(kcal-mol™)

AS-48 15.05 2.88 -23.3940.09 | -6.53+0.12 -5.76+£0.04
E4A 7.73 2.74 -25.23+0.08 | -9.82+0.16 -5.74+0.03
E20A 10.65 2.67 -23.40+0.08 | -11.69+0.12 | -5.85+0.03
ES8A 11.05 2.58 -24.24+0.09 | -12.13+0.17 | -5.80+0.03
G13K 7.99 2.41 -23.96+0.06 | -11.74+0.14 | -5.70+0.03
L40K 12.54 2.70 -25.35+0.07 | -11.14+£0.13 | -5.70+0.03
W24A 11.46 2.51 -24.90+0.06 | -11.42+0.12 | -5.77+0.03
AS53S 9.19 2.63 -24.70+0.08 | -12.47+0.15 | -5.79+0.04

Tabla 25 (cont.). Parametros obtenidos tras el ajuste de las curvas a un modelo de tres estados. AG® p: variacion
de energia libre de Gibbs del proceso global de desnaturalizacion; Am: pendiente de proporcionalidad entre la
energia libre del proceso global y la concentracion de agente desnaturalizante; 0,5, N, 0,2, I, 6,5, D: valores de
elipticidad recogidos a 222 nm para los estados nativo, intermediario y desnaturalizado, respectivamente.
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Observando las curvas obtenidas en la Figura 65 y los resultados expuestos en la Tabla
25 se deduce claramente la existencia del estado intermediario, que es mds patente en el caso
de cada uno de los mutantes en comparacion con la forma silvestre. Los mutantes presentan
una primera transicion con valores C,, entre 3.0 y 4.0 M de GdnHCI, mientras que los valores
C,, en la segunda transicion oscilan entre 5.6 y 6.4 M de GdnHCI. Como puede observarse en
la Tabla 23, en todos los casos la primera transicion estd mas favorecida que la segunda, pues

la variacion en la energia libre de Gibbs es menor en el primer caso. Los valores de Energia
libre de Gibbs para el proceso global de desnaturalizacion (AG;, ) determinan la mayor

estabilidad de AS-48 respecto a los mutantes.

Espectrometria de masas de AS-48

Con el objetivo de corroborar que el intermediario detectado en las curvas no es el
resultado de la disociacion de posibles formas diméricas en solucion, que podrian no haber
sido detectadas en los experimentos de entrecruzamiento con formaldehido a pH 3, (apartado
5.2. de Resultados), se entrecruzo con formaldehido una muestra de AS-48 (10 pM) en las
condiciones del ensayo (disuelta en tampdn fosfato 10 mM, pH 3). La proteina fue precipitada
con acido tricloroacético (TCA) y analizada mediante espectrometria de masas. El espectro
obtenido confirm6 que, en estas condiciones, la molécula se encontraba en estado
monomérico (Figura 66), lo que permiti6 descartd la posibilidad de oligobmeros que

justificaran el comportamiento descrito.
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Figura 65. Espectrometria de masas de AS-48 (10 uM) en tampdén fosfato 10 mM, pH 3,
entrecruzada con formaldehido al 1 %.
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CAPITULO VII

PREDICCIONES SOBRE AS-48 Y LAS VARIANTES AS-48"

La caracterizacion de las variantes AS-48" se completo realizando algunos estudios
predictivos que pudieran indicar si las mutaciones introducidas podrian haber alterado las
propiedades de la molécula silvestre. Puesto que no se disponia de las estructuras de los
mutantes resueltas por RMN o difraccion de rayos X que pudieran explicar si las diferencias
observadas en la actividad biologica obedecian a causas estructurales, se utilizaron algunas

herramientas disponibles en la red (ver apartado 11 de Material y Métodos).

7.1. Prediccion de segmentos transmembrana

En primer lugar, se planted si alguna de las mutaciones podria haber afectado al
mecanismo de secrecion y/o a la ciclacion de la bacteriocina. Admitiendo que la ciclacion de
la molécula de AS-48 siguiera un modelo similar al propuesto para la pilina codificada por el
plasmido conjugativo RP4 (Kalkum et al., 2004), se realizd la prediccion de los posibles
segmentos transmembrana del producto génico completo (105 aminoacidos), incluyendo al
péptido lider (35 aminoacidos), ya que algunos de los cambios introducidos podrian
distorsionar la situacion relativa de las hélices a en la pre-proteina insertada en la membrana
citoplasmatica, provocando el alejamiento de los extremos e impidiendo la secrecion y/o la

ciclacion.

Las predicciones, realizadas con el programa TMPred (Hofmann y Stoffel, 1993),
sugieren la existencia de dos posibles hélices transmembrana (Figura 67): una, que se
orientaria desde el interior hacia el exterior de la membrana y que abarcaria los residuos 10 a
28 del péptido lider; y otra, formada desde el exterior hacia el interior de la membrana, que
incluiria los residuos 60 a 78 de la molécula (residuos 25 a 43 de la molécula madura, que

engloban a las hélices o, y a3).
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Figura 67. Prediccion de segmentos transmembrana en AS-48 y las variantes utilizando el
programa TMPred. Se incluye la secuencia del péptido lider en la prediccion.
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Esta prediccion es comin para AS-48 y los mutantes E4A, ES8A, G13K y A53S, sin
embargo para el resto de los mutantes la segunda hélice transmembrana varia ligeramente.
Asi, en el caso de E20A abarcaria los residuos 53 a 78 (18 a 43 de la molécula madura), en
E49A los residuos 60 a 80 (25 a 45), en L40K los residuos 53 a 73 (18 a 38) y finalmente en
W24A los residuos 63 a 80 (28 a 45).

7.2. Estudio de la hidrofobicidad y la anfipatia

Las curvas de hidropatia de Kyte y Doolittle (1982) dan informacién acerca de las
posibles regiones expuestas de una proteina, en base a una escala de hidrofobicidad de los
diferentes aminodcidos, en la que los valores mds negativos corresponden a los aminoacidos
mas hidrofilos, y los valores mas positivos a los aminoacidos mas hidréfobos. Utilizando este
programa, se analiz6 el perfil de hidropatia de las diferentes variantes AS-48™. Se escogi6 un
tamafo de ventana de 9, que es el idoneo para buscar regiones expuestas en proteinas
globulares. Los resultados (Figura 68) indicaron que todas las moléculas eran en su mayor
parte hidrofobas, pero la presencia de un gran pico negativo en el segmento comprendido
entre los residuos 50 y 70, que conforman las hélices o4 y o5 indica la presencia de regiones
mas hidrofilas. El perfil de hidropatia apenas vari6 entre las distintas moléculas ni respecto a
la molécula silvestre AS-48, por lo que cabe suponer que las sustituciones introducidas no
afectaban de forma importante la hidrofobicidad total de la molécula, a pesar de que en
algunas de ellas, en particular en G13K y L40K, se habia sustituido sendos residuo apolares

por uno basico como la lisina.

Para comprobar si las mutaciones introducidas habian alterado la anfipatia de las
hélices a, se realizd la representacion planar de las mismas (Helical Wheel Projection)
utilizando el programa descrito en Material y Métodos, y se compard con la distribucion de
los residuos en las hélices o de AS-48 en la estructura descrita mediante RMN (pdb 1e68,

Gonzalez et al., 2000).
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Figura 68. Analisis de la hidrofobicidad de AS-48 y las variantes realizado segun Kyte y Doolittle (1982).
Los valores negativos y positivos corresponden a regiones hidrofilas e hidrofobas, respectivamente.
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La Figura 69 muestra la proyeccion planar de las hélices, asi como los cambios
introducidos, excepto para el residuo W24, por estar situado en un giro. La distribucion de los
residuos en cada hélice coincide con la descrita en la estructura tridimensional de AS-48
(Figura 70). Asi, se puede apreciar que las hélices de la molécula son altamente hidrofobas,
excepto las hélices o4 y a5, que presentan una acumulacion de residuos cargados. Asimismo,
se observa que existe anfipatia en las hélices, puesto que los residuos cargados estan
separados de los no cargados. La introduccion de las diferentes mutaciones provoco ligeros
cambios en las hélices. Asi, el cambio ES8A equipard el nimero de residuos hidréfobos y no
hidréfobos de la hélice o4, mientras que los cambios E4A y E20A aumentaron la
hidrofobicidad de las hélices as y a, respectivamente. El cambio L40K aument6 la carga
positiva en la hélice a3, mientras que G13K lo hizo en la o;, ambas con un alto contenido en
residuos hidrofobos. Por ultimo, el cambio AS53S no alterd la carga de la hélice o, puesto que
se sustituyd un residuo apolar por otro polar sin carga. En realidad los cambios no afectaron a
los residuos hidréfobos que se encuentran orientados hacia el interior de la molécula y
contribuyen a su estabilizacion (Gonzélez et al., 2000). Por ello, es logico pensar que las

mutaciones no han afectado a la estabilidad global de AS-48.

195



Resultados- Capitulo VII

T
E
N
T S
A
N K I I
o Q2
= K
S
S
K
(0 7] o3
M
< E R
CLAVE:
Acido
Basico K
Polar
s

Figura 69. Representacion planar de las hélices o de AS-48. Se indican los cambios realizados para
obtener los diferentes mutantes, excepto para E49A y W24A, que estan situados en los giros.
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Figura 70. Representacion de las hélices o de AS-48 a partir de la estructura descrita mediante RMN (pdb
1e68). A la izquierda se representan lateral y frontalmente las hélices, y a la derecha se indican los cambios
realizados para obtener los diferentes mutantes, excepto para E49A y W24A, que estan situados en los giros.
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7.3. Prediccion de agregaciones empleando el programa TANGO

TANGO es un algoritmo desarrollado por Fernandez-Escamilla et al. (2004) que
predice agregacion de tipo beta en péptidos y proteinas desnaturalizadas, segin su secuencia o
las mutaciones introducidas en las moléculas, considerando un conjunto de factores
(hidrofobicidad, puentes de hidrégeno, estructura secundaria y carga) para predecir aquellos

segmentos que muestran la tendencia a la agregacion.

La aplicacion de este algoritmo se realizd sobre la secuencia lineal de AS-48 y de los
mutantes a los tres pHs ensayados en este estudio (3, 7 y 9) introduciendo los siguientes

parametros: 25 °C, fuerza i6nica 0,01 M, 0% TFE.

Curiosamente, los resultados predijeron que existe una zona en la secuencia
(aminoécidos 25 a 35, que forman la hélice a,) con una gran tendencia a formar agregados
beta a los tres valores de pH empleados. Este resultado es comtn para AS-48 y los mutantes
E4A, E58A, L40K, W24A y A53S (Figura 71). Sin embargo, en los mutantes E20A y G13K
esta tendencia a la agregacion se mantiene en los residuos 25 a 35 pero en otros aparece

modificada (Figuras 72 y 73).
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Figura 71. Prediccion de la agregacion beta de AS-48, E4A, E49A,
ES8A, L40K, W24A y A53S con el algoritmo TANGO. Se muestra la
secuencia de AS-48 como referencia.
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En el caso de E20A (Figura 72), la tendencia a la agregacion aumenta en los residuos

15 a 24 (que incluyen a la hélice o), con valores similares a los tres pHs utilizados.
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Figura 72. Prediccion de la agregacion beta de E20A con el algoritmo
TANGO.
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En cuanto al mutante G13K, hay un notable aumento de la tendencia a la agregacion

en los residuos 11 a 19 (hélice a;) a pH 3, que disminuye a pHs 7 y 9 (Figura 73).
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Figura 73. Prediccion de la agregacion beta de G13K con el algoritmo
TANGO.
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Influencia de la insercién de un sitio Xhol en la region intergénica as-48A-B en la
expresion de los genes as-48ABC

El andlisis de expresion de la region as-48 responsable del caracter AS-48,
inicialmente localizada en el plasmido pMB2, fue realizado tras su clonacién en el
vector bifuncional pAM401 (Martinez-Bueno et al., 1998). En aquel trabajo previo se
demostrd que la region as-48 estaba organizada en dos operones que se transcribian de
forma independiente (T; para los genes as-48ABC y T, para as-48C1DDI1EFGH)
(Martinez-Bueno et al., 1998). Sin embargo, resultados mas recientes sugerian la
existencia de un promotor interno capaz de dirigir, bajo determinadas condiciones, la

expresion independiente de los cuatro ultimos genes as-48EFGH (Diaz et al., 2003).

El planteamiento del trabajo presentado en esta Memoria fue el disefio de
variantes de AS-48, obtenidas mediante sustituciones puntuales en la secuencia del gen
estructural as-48A, que tuvieran afectada su actividad biologica o la tendencia a la
formacion de asociados moleculares cuando se encuentran en solucion. Para facilitar la
manipulacion de este gen, era conveniente disponer de sitios de corte unico que lo
flanquearan, como el sitio Sphl situado en el extremo 5’ del mismo. Por ello se estudio
la secuencia de la corta region intergénica (73 pb) existente entre los genes as-48A y as-
48B y se selecciono la secuencia CAGGAT situada a 22 pb del gen as-48A, debido a
que bastaba el cambio de 3 bases (CTCGAG) para disponer de una diana de corte inico

para el enzima Xhol (Figura 38).

No se valoraron las posibles consecuencias de este cambio en la produccion de
AS-48, el cual, una vez que la construccion pAM401-81x fue obtenida y transferida a la
cepa E. faecalis JH2-2, determiné un fenotipo visiblemente hipoproductor, tanto en
medios solidos como liquidos, sin mostrar alterada la capacidad de resistir las altas
concentraciones de AS-48 ensayadas. Este resultado inesperado apuntaba claramente a
una alteracion de la expresion del gen estructural que no afectaba en ningtn sentido la

del resto de genes.

Ello condujo a realizar un andlisis en profundidad sobre un posible mecanismo
pos-transcripcional que pudiera regular la expresion de los genes as-48ABC, los cuales
desempefian una funcion imprescindible en la biogénesis de AS-48 (as-48A y as-48B) vy,

como ha sido demostrado recientemente, también en la inmunidad (as-48C) (Fernandez et
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al., 2006). Fue muy interesante conocer los complejos mecanismos que regulan la
expresion de estos tres genes que no responden, como es el caso de otros sistemas
bacteriocinogénicos investigados, a la existencia de sefales autoinductoras- pequefias
moléculas implicadas en la comunicacion celular (quorum sensing)- que, en ultimo
término, han de ser producidas, liberadas y detectadas por la comunidad bacteriana (Water
y Bassler, 2005). El mecanismo de quorum sensing dota a la célula de medios para
monitorizar la presencia de situaciones muy diversas, modulando la expresion de genes
en respuesta a cambios en la densidad de la poblacion. Se trata de una respuesta
adaptativa que induce la expresion génica a través de un mecanismo de transduccion de
sefales, como respuesta a la deteccion de una cierta concentracion del autoinductor, que
se convierte en una respuesta en cascada para controlar procesos tan diferentes como la
bioluminiscencia, la formacion de biopeliculas, la expresion de factores de virulencia, el
inicio de la esporulacion o del estado de competencia para la transformacion, asi como
la produccion de antibidticos y bacteriocinas. Todos estos procesos requieren la accion
concertada de numerosas células de la poblacion para ser eficientes, por lo que ha sido
interpretado como una forma primitiva de “multicelularidad” bacteriana (Camilli y

Bassler, 2006).

En efecto, una gran parte de las bacteriocinas pertenecientes a la clase I,
conocidas como lantibiodticos (revisado por Kleerebezem, 2004) o a la clase II no-
lantibioticos (revisado por Eijsink et al., 2002) a la cual, segin las anteriores
clasificaciones perteneceria AS-48, parecen estar reguladas por el sistema de
transduccion de senales de dos o de tres componentes (Khorchid y Ikura, 2006), en el
que siempre interviene una proteina sensora (proteina-kinasa) que, en respuesta a un
factor inductor de diversa naturaleza (FI), activa un regulador de respuesta (RR) (Hoch
y Silhavy, 1995). Nuestros resultados, sin embargo, demuestran que ambos tipos de
proteinas no se encuentran codificadas por ninguno de los diez genes que constituyen la
region as-48 (as-48ABCC;DD1EFGH), cuyas funciones e implicaciones a nivel celular
han sido en su mayoria identificadas (Diaz, 2002; Fernandez, 2004; Fernandez et al.,

2006).

Para comprender la organizacion transcripcional de los genes as-48ABC hay que
tener en cuenta que el gen estructural as-48A se encuentra precedido por un promotor
fuerte (PA) que contiene las secuencias candnicas TATAAT y TTGcetA (regiones -10 y -

35, respectivamente), separadas por un espaciamiento de 17 bases que permite la union
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correcta del factor o de la ARN polimerasa, sin necesidad de activadores. Se trataria por
tanto de un promotor constitutivo, capaz, ademas, de expresarse en E. coli (Fujimoto e
Ike, 2001). En este trabajo se ha podido confirmar que dicho promotor dirige también la
expresion de los genes as-48B y as-48C, que se encuentran separados de as-48A por una
corta region intergénica de 73 nt y carecen de secuencias que pudieran ser identificadas
como promotoras. Es en esta region, donde la repeticion invertida (RI), que habia sido
inicialmente caracterizada como un terminador p-independiente (Martinez-Bueno et al.,
1998), ha cobrado su protagonismo al haber sido identificada ademas, como una diana
caracteristica para enzimas con actividad endorribonucleasa, lo que sugiere que podria
estar implicada en el procesamiento del ARN policistronico Tapc, Curiosamente, este
largo transcrito Tagc no fue detectable mediante hibridacion (Northern Blotting) cuando
se realizé el andlisis de expresion de los transformantes JH2-2(pAM401-81) y JH2-
2(pAM401-81x). En ellos s6lo fue posible encontrar una fuerte sefial correspondiente al
transcrito Ta (gen estructural), la cual es casi imperceptible en el caso de JH2-
2(pAM401-81x) (Figura 42), lo que de alguna forma permite justificar el fenotipo

hipoproductor del mutante.

La primera evidencia de la existencia del operon as-48ABC ha sido obtenida
mediante RT-PCR realizada en ambos transformantes. La amplificacion de la region
intergénica as-48A-B con el tamano esperado (420 nt) demostrd inequivocamente que
los genes as-48A y as-48BC se estan expresando de forma agrupada (Figura 43). Este
dato pudo ser finalmente confirmado con los resultados obtenidos en los ensayos de
extension reversa a partir del cebador, al haberse podido demostrar que el extremo 5’ de
Tgc se encuentra localizado en la estructura secundaria predicha para este mensajero
con el programa FOLD (Figura 45). Los resultados de RT-PCR en la region intergénica
sugieren, ademas, que el transcrito Tgc detectado en el Northern cuando se emplean
sondas derivadas de los genes as-48B y as-48C (Fernandez, 2004), debe proceder del
procesamiento de un transcrito mayor (Tagc) que, asi, podria originar las dos especies
Ta vy T (Tge) detectadas. Todo ello podria explicar por qué Tapc es tan dificil de
observar en los Northerns, al tratarse de un transcrito que es rapidamente procesado
mediante rotura endonucleolitica mediada por algun tipo de ribonucleasas, a nivel de la
estructura secundaria que adopta el mensajero, segiin lo demostrado en el apartado 2.4

de Resultados.
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El andlisis de la region intergénica con el programa MFOLD predijo la
existencia de la doble estructura secundaria (I y II) expuesta en la Figura 45. En la
primera (I) se localizarian los dos sitios de procesamiento (UU) identificados en el
analisis de extension del cebador y en la segunda (II) se encontraria el RBS propuesto
para los genes as-48BC (5-AAAGGGGGGC-3") cuya energia libre (AG= -14,2
kcal'mol™) permite una unién mas fuerte de lo habitual al ARNr 16S. Se entiende que
esto facilitaria el inicio de la traduccion cuando el codon iniciador se encuentra
enmascarado por la estructura secundaria descrita (Kozak, 2005), lo que ocurre en el
caso del gen as-48A (Figura 45 C) y también de as-48B (Figura 45 B). Es interesante
tener en cuenta que el gen as-48C carece de un RBS capaz de iniciar su traduccion;
ademas, si observamos la organizacion de estos dos Ultimos genes, el extremo 5’ del
gen as-48C se encuentra solapado con el final de as-48B (Figura 47), lo que en ultimo
término sugiere que la traduccion de ambos genes se debe producir de forma acoplada,
algo, por otra parte, frecuente en algunos sistemas de bacteriocinas en los que este

aspecto ha sido investigado, como es el caso de la sakacina Q (Mathiesen et al., 2005).

Es sabido que el procesamiento y degradaciéon de la mayoria de los ARNm
requiere la accién combinada de endonucleasas (principalmente del tipo de las RNasas
E y III) y 3’-5" exonucleasas (RNasa II y polinucleotido fosforilasa PNPasa) (revisado
por Regnier y Adriano, 2000). Las endonucleasas, en particular la RNasa E, son capaces
de cortar en varios sitios, determinando la decadencia de los mensajeros, y sus dianas no
parecen estar muy definidas aunque se han descrito en E. coli secuencias consensus
como RAUUW (donde R = G o A; W = U o A) localizadas en regiones de cadena
sencilla como zonas preferentes (Bouvet y Belasco 1992). La diana de la RNasa III de
E. coli se ha localizado en un doble giro de la estructura secundaria del ARN (formas
RNA-A) y se ha comprobado su existencia en bacterias Gram-positivas del género
Lactococcus, participando de forma importante en el procesamiento de los ARNs
(mensajeros y ribosdmicos) asi como en su eliminacion (Drider y Condon, 2004).
Ademas, se admite que tales enzimas - debido a su importante funcion en la célula - son
necesarias para el procesamiento y eliminacion de los ARNs y por tanto deben ser
ubicuas (revisado por Regnier y Adriano, 2000). De acuerdo con ello, es probable que
en enterococos, enzimas similares a las RNasas E y IlI, sean las responsables de realizar
el procesamiento del largo transcrito Tapc en la doble UU identificada en la estructura

secundaria I de la cepa JH2-2(pAM401-81). En el mutante JH2-2(pAM401-81x) esta
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estructura se encuentra distorsionada por los cambios introducidos a ese nivel y la doble
U se localiza ahora en la estructura III propuesta (Figura 45 B) con una energia libre
mucho menor que en el salvaje (-16,6 frente a -22.4 kcal'mol™). Ello, en tltimo término,
evidenciaria la menor eficacia detectada en el procesamiento de acuerdo con los
resultados obtenidos mediante las RT-PCR realizadas para comparar los niveles de
ambos transcritos (Ta y Tsc) en las construcciones salvaje y mutada (Figura 44). Sin
embargo, la especificidad del procesamiento no sélo reside en la estructura que adopte
el sustrato, también en la propia secuencia del ARNm, ya que, de acuerdo con los
resultados de extension del cebador (extremo 5°) realizados con la finalidad de detectar
el sitio de inicio de la transcripcidn, se observa en el mutante una sola banda con mucho
menor intensidad que en la cepa parental (Figura 46A). Todo ello sugiere que el
mensajero existe, pero probablemente tenga una vida media mas corta incluso que en la
cepa no mutada, debido a los cambios provocados por la insercion del sitio Xhol en la

estructura secundaria del transcrito.

Quedaria finalmente por explicar el mecanismo responsable de que uno de los
productos originados durante el procesamiento de Tapc sea mas abundante que el otro,
ya que resulta facil asumir que en la célula, la expresion del gen estructural sea
requerida en cantidades mayores que la de otros genes de la region as-48. Si bien es
cierto que el mecanismo de procesamiento propuesto para Tapc, que permite el
desacoplamiento de la traduccion de los genes as-48A y as-48BC, seria suficiente para
explicar el diferente grado de expresion de los productos codificados, considerando la
gran estabilidad del transcrito T, debida a la estructura secundaria que adopta este
mensajero en su extremo 3’ en la estirpe salvaje (en el mutante, sin embargo, el cambio
de bases realizado impide la formacion de tal estructura, siendo previsible que ello
redunde en el acortamiento de la vida media de T,). Se ha descrito, ademas, que este
tipo de estructuras protege del ataque de las 3’-exonucleasas, lo que permite predecir
para T, una vida media larga que aseguraria los niveles adecuados de su producto en la
célula. Sin embargo, no se puede obviar una segunda argumentacién basada en la
existencia de una doble ronda de transcripcion desde Pa, gracias a la presencia de la
secuencia UUUUUUAAUU localizada en la estructura I descrita en la Figura 45A, que
recuerda a un terminador de la transcripcion p—independiente, aunque débil, que podria
actuar como un atenuador (revisado por Merino y Yanofsky, 2005). De esta forma, la

region intergénica entre as-48A y as-48B, ademéds de servir como sitio de
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procesamiento, podria facilitar la transcripcion independiente de este gen y una lectura
limitada y regulada de los genes as-48B y as-48C, como ha sido propuesto en la
regulacion de la biosintesis de la nisina (de Ruyter et al., 1996), lacticina 3147
(McAuliffe et al., 2001) o Pep5 (Pag et al., 1999). Esta segunda hipoétesis estaria de
acuerdo con el resultado de extension reversa a partir de cebador presentado en la
Figura 46A, en la cual, ademas de confirmar el punto de inicio de la transcripcion
localizado a 38 bases del codon iniciador en un residuo de adenosina, pone de
manifiesto la presencia de una banda mucho mas intensa en la cepa parental que en el
mutante, a pesar de la baja fuerza del terminador de T, calculado de acuerdo con De
Hoon et al. (2005) (Fernandez et al., 2006). Admitiendo pues, la existencia de ambos
posibles mecanismos de regulacion transcripcional, la célula tendria asegurada la
produccion del péptido AS-48 y la maquinaria biosintética y de resistencia (As-48B y
As-48C, respectivamente) con la estequiometria exigida para su adecuado

funcionamiento.
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Caracteristicas estructurales de AS-48 y disefio de las variantes AS-48M

AS-48 es un péptido de sintesis ribosomica, que se produce a partir del gen
estructural as-48A como un pre-péptido de 105 aminoacidos, de los cuales los primeros
35 residuos conforman un péptido sefial, que ha de ser escindido para permitir la
ciclacion/maduracion de la molécula (Figura 29). El disefio de variantes funcionales de
AS-48, requiere tener en cuenta la necesidad de conservar residuos esenciales en la
estabilidad, asi como los situados en los extremos por ser necesarios para la
maduracion, y modificar aquéllos, que, de acuerdo con las caracteristicas estructurales
de AS-48, no alteren la estructura del propéptido (70 residuos, lineal) o impidan su

maduracidn, ni tampoco afecten la estabilidad de la molécula.

La estructura tridimensional de AS-48 resuelta mediante RMN (Gonzalez et al.,
2000), ha permitido conocer que la molécula se encuentra organizada en cinco hélices
o, que presentan entre si un patron regular de puentes de hidrégeno interno,
caracterizado por las interacciones entre el CO de los residuos i y el NH de los residuos
i+4. Ademas, algunos de estos puentes estan implicados en la estabilizacion de las
cortas secuencias de giros que conectan las hélices a, de forma que los puentes de
hidrégeno entre Ala 2 e Ile 7, Val 18 y Gly 23, y Thr 33 y Gly 36 estabilizan las asas de
giro existentes entre las hélices as y o, o y o2 'y o2 y as, respectivamente, y por lo
tanto no deberian ser modificados. Finalmente, el unico puente de hidrogeno existente
entre residuos alejados se ha localizado entre la Phe 5 y la Ser 50 (Gonzalez et al.,
2000). Este tipo de interacciones es, junto a las hidrofobas, una de las mas importantes
en la estabilizacion de la conformacion de una cadena polipeptidica. También se pudo
establecer que la molécula es moderadamente anfipatica ya que no todos los residuos
hidrofobos se localizan en el corazén de la estructura, sino que muchos de ellos se

encuentran expuestos al solvente (Figura 21B).

Por otra parte, cuando uno de los grandes objetivos planteados estd centrado en
profundizar en la actividad bioldgica de un péptido cationico, es de crucial importancia
examinar las propiedades electrostaticas de la molécula. Se ha demostrado que AS-48
presenta una interesante acumulacion de residuos cargados (8 Lys, 2 Arg, y 4 Glu) en la
region comprendida entre la hélice a4, el giro entre o4 y a5 y la region N-terminal de as

(Figura 21A) (Gonzalez et al., 2000). La existencia de tales residuos (10 de ellos
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basicos y situados en un segmento de 26, frente a un total de 70 en la molécula) confiere
una alta carga positiva a AS-48, que se incrementa aun mas cuando se encuentra a pH 3,
ya que en tales condiciones los glutamicos de la molécula se encuentran protonados y
aumenta la fuerza de repulsion electrostatica, impidiendo la formacion de agregados y
oligbmeros. Un dominio de tales caracteristicas, pensamos que tenia que ser
determinante de su actividad formadora de poros en membranas ricas en fosfolipidos

acidos, como es el caso de las membranas bacterianas.

De hecho, la permeabilizacion de la membrana, responsable de la muerte celular,
ha sido ampliamente aceptada como el mecanismo de accion de numerosos polipéptidos
liticos, entre los que se incluye AS-48. La posible funcion de algunos residuos de la
molécula en la actividad de AS-48, se puede deducir de los estudios realizados sobre
dos tipos de cristales (DF-I) y DF-II) encontrados en el analisis de AS-48 en solucion
acuosa (Sanchez-Barrena et al., 2003). De hecho, se ha planteado que la funcién
molecular de AS-48 in vivo implica una transicion de la forma dimérica DF-I- soluble
en agua y con un fuerte momento dipolar- a la forma dimérica DF-II unida a la
superficie de la membrana. Se ha propuesto que en los protomeros de AS-48 los 4&tomos
Ca de los glutdmicos presentes en la molécula definen un plano hipotético que
segregaria los residuos cargados positivamente (situados en las hélices o, la region N-
terminal de os y el asa que conecta las hélices a4 y as) del resto de los residuos
hidréfobos y no cargados que se sitlian en las hélices a.j, a2 y o3 (Sanchez-Barrena et
al., 2003). Ello ha servido para postular que el mecanismo de insercion no depende
tanto del potencial de membrana como de la reorganizacion estructural de la forma
dimérica hidrosoluble (DF-I) que, de acuerdo con nuestra hipdtesis, podria adoptar la
forma de dos capas de hélices hidrofobas (o, o, y a3) situadas en medio de las hélices
polares o4 y as. Esta transicion se veria facilitada por el bajo pH existente en la
membrana que produciria la protonacion de los glutamicos, permitiendo asi una efectiva
interaccion entre las cadenas laterales carboxiladas y las cabezas polares de los
fosfolipidos y la estabilizacion de los dominios hidrofobos de AS-48, que
interaccionarian con las cadenas alifaticas de los fosfolipidos. La verdadera insercion en
la bicapa se produciria como consecuencia de la acumulacion de las cargas positivas
que desestabilizaria el potencial de membrana y conduciria a la formacion del poro.

Obviamente, una conformacion anfipatica con un alto momento dipolar y la presencia
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de segmentos capaces de insertarse en membrana han de ser decisivos para la

determinacion de su modo de accion.

El andlisis de la dimension fractal en proteinas globulares tiene un importante
potencial predictivo en la identificacién de sitios funcionalmente relevantes. Ello se
fundamenta en la aplicacion de algoritmos basados en el calculo de superficies
accesibles al disolvente, que permiten investigar la complejidad del relieve superficial
de proteinas globulares, lo cual es considerado determinante para el reconocimiento
genérico de sitios funcionales. Por ello, y basado en el estudio realizado con AS-48
sobre posibles sitios de union a ligandos (Reyes-Zurita y Ramirez-Rodrigo, 2000) se
estableci6 la importancia del residuo A53, que se encuentra situado en el centro de una
superficie muy expuesta, formada por los aminoacidos 151, L52, A53, K56 y K57 de la
hélice o4, y el residuo E20 de la hélice o, y por ende, se supone podria estar

directamente implicado en la interaccion con sus dianas.

Finalmente, es sabido que determinados residuos aromaticos como el triptéfano
estan directamente implicados en la actividad biologica de péptidos que interaccionan a
nivel de membrana, dirigiendo la posicion y reestructuracion de los mismos durante su
union con la diana. Se ha descrito que estos residuos pueden jugar un papel crucial en la
actividad, bien estabilizando horquillas en la molécula implicadas en la interaccion o
penetrando en el interior de las bicapas lipidicas (Fimland et al., 2002; Padilla et al.,
2006). En la molécula de AS-48 solo existen dos residuos de triptéfano, uno situado al
inicio de la hélice o, en una corta asa de giro (W24), y el segundo que aparece en mitad
de la hélice as (W70), directamente implicado en la formacion del enlace peptidico

cabeza-cola durante el proceso de ciclacion de la molécula.

En consideracion a todo lo anteriormente expuesto, se seleccionaron dos grupos
de aminoécidos, uno en funcion de su posible implicacion en la actividad biologica (E4,
E20, E5S8 y W24), y otro formado por residuos hidréfobos muy expuestos al solvente
(AS53, G13 y L40). En todos los casos se han realizado sustituciones drasticas para
intentar determinar su influencia en la actividad antimicrobiana y en el grado de

oligomerizacion de la molécula. De esta forma se plantearon los siguientes cambios:

o E4A, E20A, ES8A y W24A, en los que residuos polares con carga negativa

como los glutdmicos de caracter acido y el triptofano, también de naturaleza
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polar pero con grupos no ionizables, serian sustituidos por un residuo no

polar como la alanina.

AS53, situado en la hélice a4, para el que se propuso un cambio por serina, un

residuo polar sin carga neta (A53S).

Los residuos G13, situado dentro de la hélice a; y L40, localizado en la

hélice a3, ambos apolares y expuestos al solvente, serian sustituidos por un

residuo basico como la lisina.
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Obtencion de las variantes de AS-48 mediante mutagénesis dirigida. Estudio
fenotipico

Uno de los principales objetivos del disefio de proteinas es generar moléculas
con caracteristicas nuevas y/o mejoradas, que tengan aplicacion practica en la industria
quimica, farmacéutica o agricola, o bien sean adecuadas para profundizar en la funciéon
de las proteinas o, incluso, sirvan para crear funciones nuevas. Este disefio puede
realizarse desde diversas aproximaciones: i) sintesis de novo de proteinas por métodos
quimicos, ii) busqueda de clones responsables de proteinas con las propiedades
deseadas basadas en la evolucion dirigida a través de librerias genéticas, iii) disefio
racional de modificaciones en base a un conocimiento predecible de las consecuencias
mecénicas y/o estructurales que el cambio produciria. Esta ultima opcion exige un
conocimiento amplio de la relacion estructura-funcidon en las proteinas que no siempre
es suficiente para llevarlo a cabo. Todas son posibles, pero la Gltima aproximacion
parece ser una de las mas interesantes, pues permite beneficiarse de las caracteristicas
de proteinas que, por su estabilidad, funcionalidad o aplicacion, han sido seleccionadas

durante la evolucion.

Desde un punto de vista bioldgico, modificar una proteina implica disponer de
técnicas de ingenieria genética que permitan modificar el ADN en el cual se encuentra
la informacién precisa, para dar lugar a la sintesis de las mismas. Entre las muchas
metodologias desarrolladas para llevar a cabo la manipulacion de genes, sobresale la
mutagénesis dirigida realizada in vitro, una técnica que ha revolucionado la quimica y la
bioquimica de proteinas. El objetivo de la mutagénesis dirigida es modificar una
proteina cambiando un residuo aminoacidico por otro, eliminando una parte de la
proteina (delecién) o anadiendo otra (adicién). Como punto de partida se requiere
disponer del gen estructural que codifica la proteina de interés clonado en un vector para
facilitar su manipulacion. Las aplicaciones y las consecuencias derivadas de la
mutagénesis son muy diversas; permiten tanto establecer la influencia de un residuo en
la actividad catalitica, biologica o en el plegamiento de una proteina, como modificar
una proteina para que sea inhibida por un determinado compuesto, o por el contrario,
hacerla resistente a la inhibiciéon por un compuesto dado, o incluso, disefiar proteinas

mas estables térmicamente o con especificidad por un sustrato.
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Ademas de las caracteristicas estructurales y bioldgicas de AS-48, ampliamente
comentadas en la Introduccion de esta Memoria, sobresalen sus cualidades
biotecnoldgicas, que auguran un futuro muy prometedor para esta bacteriocina como
conservante natural de alimentos, cuya aplicacién como aditivo o como cepa productora
bien como cultivo iniciador o protector, se prevé de gran utilidad a la hora de aumentar
la vida util de los alimentos e incrementar la calidad higiénica de los mismos (Abriouel
et al., 1998; Ananou et al., 2004 a,b,c; Muifioz et al., 2004, 2005). A todas estas
caracteristicas, hay que afiadir el hecho de que, al ser una proteina de sintesis
ribosdmica su secuencia estd dictada directamente por el gen as-48A, flanqueado ahora
por dos sitios de corte tnicos (Sphl y Xhol) en la construccion pAM401-81x, lo cual
permite su manipulacion mediante ingenieria genética para obtener los mutantes

propuestos (AS-48™).

Para ello, en todos los casos, se adoptd la técnica de mutagénesis dirigida
mediante PCR inversa, empleando como ADN molde la construccion pGEM-Tasssa-x,
en la que el gen estructural se encuentra flanqueado por los dos sitios de corte Unico
(Sphl y Xhol), y utilizando las diferentes parejas de oligonucleotidos disefiadas, con la
mayor parte de sus secuencias complementarias al gen as-48A, salvo en la region que
contiene la mutacion (Tabla 8). Una vez obtenidos los productos de reaccion y
confirmado que contenian las secuencias deseadas, la expresion fenotipica de los
mutantes exigia su clonacion junto al resto de determinantes genéticos necesarios para
la maduracion, exporte e inmunidad frente a las variantes AS-48™. Para ello se disefid
un sistema que permitia la sustitucion del fragmento Sphl-Xhol en pAM401-81x, que
contenia el gen original, por los genes equivalentes construidos en las diferentes PCRs
inversas, originando las construcciones pAM401-81x.myt. Todas las construcciones asi
obtenidas fueron finalmente transferidas a E. faecalis JH2-2, la cepa eclegida de
Enterococcus por carecer de plasmidos, para, una vez expresadas, investigar las

caracteristicas biologicas y fisico-quimicas que les confiriera la mutacién introducida.

Se habia contemplado la posibilidad de que las variantes disefiadas en este
trabajo produjeran AS-48 con menor efectividad, como ha sido descrito en otros
péptidos antibacterianos modificados genéticamente, caso de la mersacidina (Szekat et
al., 2003), Pep5 (Bierbaum et al., 1996), epidermina o nisina (Kuipers et al., 1996). En
estos trabajos se afirma que las variantes de estos lantibidticos se producian mas

lentamente y con un rendimiento final inferior al de la molécula original. Dicho
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comportamiento era facilmente justificable ya que la mayoria de los cambios
introducidos afectaban negativamente la actividad de enzimas implicados en las
modificaciones postraduccionales que estos lantibioticos requieren para madurar

(Szekat et al., 2003).

En el caso de las variantes de AS-48 obtenidas, se partia ademds de una
situacion aun menos ventajosa, ya que la insercion del sitio Xhol determinaba una
importante reducciéon en la capacidad productora frente a las especies bacterianas
empleadas como indicadoras (Figura 40), siendo incapaz de inhibir a la cepa CECT 240
de S. aureus, una de las mas resistentes de las ensayadas frente a AS-48, por lo motivos
antes comentados. A pesar de ello, y considerando la dificultad y complejidad del
trabajo realizado, se decidi6 proseguir con la construccion pAM401-81x en la expresion
de las variantes, ya que mantenia la capacidad de producir AS-48 aunque con menor

eficacia.

Cuando se compar6 el espectro de inhibicion de las variantes con el de la cepa
pAM401-81x tomada como referencia, valorando la produccion directa de las mismas
sobre medio solido BHA, se encontré que, en las condiciones del ensayo, la presencia
de alanina en el lugar de los residuos E4, E20, W24, determinaba la ausencia de
actividad frente a practicamente todas las bacterias ensayadas, incluidas las mas
sensibles, L. monocytogenes y L. inocua (Figura 50, Tabla 13). So6lo en el caso de la
cepa 44 de B. megaterium, la variante W24A retuvo parte de su capacidad inhibidora
(11 mm). En este estudio se ha podido valorar la gran sensibilidad de esta bacteria frente
a todos los mutantes, salvo en el caso de E4A y E20A que practicamente carecian de
actividad frente a ella (Tabla 13). Esta gran susceptibilidad puede ser debida a la
existencia de una céapsula gluco-polipeptidica en B. megaterium, cuyas propiedades
electrostaticas de superficie pueden ser determinantes de tal comportamiento y también
influir en la resistencia frente a tres de los cuatro cambios introducidos en los
glutdmicos. De hecho, la sustitucion ES8A, aunque conserva actividad frente a B.
megaterium, es comparativamente menor (12 frente a 19 mm) que en el resto de las
variantes activas. Por el contrario, los cambios que menos parecen afectar la actividad
antibacteriana son A53S, G13K y L40K, con halos de inhibicion muy similares a los del
control, salvo en el caso de S. aureus y Bacillus cereus LWLI. Finalmente, la
sustitucion ES8A confiere a la molécula producida in vivo una capacidad inhibidora

intermedia, solo ausente frente a B. cereus LWL1. Como era de esperar, de acuerdo con
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la falta de actividad del control JH2-2(pAM401-81x), el ensayo directo de los
sobrenadantes de las cepas mutantes no mostrd actividad detectable frente a S. aureus
CECT 240 y tampoco ninguna sustitucion determind incremento en la actividad. Estos
resultados confirmaban el caracter hipoproductor de las cepas mutantes, ya que cuando
los ensayos se hicieron con muestras purificados, el espectro de inhibicion obtenido fue

muy diferente y variable en funcion de la muestra y la cepa utilizada.

Se comprobd, sin embargo, que todos los mutantes, incluido JH2-2(pAM401-
81x), retenian el nivel maximo de resistencia de la cepa salvaje, establecido en
18ug/5ul. La explicacion a este comportamiento se obtuvo al realizar el analisis de
expresion de los genes as-48ABC. En efecto, los niveles de transcripcion de los genes
as-48A (Ta) y as-48BC (Tgc) en JH2-2(pAM401-81x) fueron analizados mediante RT-
PCR que, aunque es una técnica semicuantitativa, permite su comparacion (Figura 44).
Los datos demostraron en el mutante un bajo nivel de expresion para T (que explica el
fenotipo hipoproductor) y una banda intensa y detectable con menor niumero de ciclos
para Tgc, con niveles superiores a los de la cepa parental JH2-2(pAM401-81). En este
resultado parece residir la clave para explicar la alta resistencia de JH2-2(pAM401-81x)
y, por extension, de los diferentes mutantes obtenidos que después se comentara, ya que
un fenotipo completamente resistente debe requerir la expresion de todos los
determinantes genéticos involucrados en la resistencia frente a AS-48, a saber, el
producto de los genes as-48D;, as-48EFGH y as-48C (Martinez-Bueno et al., 1998;
Diaz et al., 2003; Fernandez et al., 2006).

El analisis de estos resultados a nivel celular y desde una perspectiva funcional
de los productos codificados, refuerza las razones para la transcripcion conjunta de los
genes as-48ABC. En trabajos previos habia quedado demostrado el papel fundamental
de los genes as-48A y as-48B en la biogénesis de AS-48, ya que el primero era el gen
estructural y la interrupcion del segundo anulaba su produccion, mientras que la del gen
as-48C con un fenotipo hipoproductor, provocaba ademas una importante reduccion en los
niveles de resistencia frente a AS-48 (< 70%) (Diaz, 1999; Fernandez et al., 2006). La
importancia de su co-expresion con el gen estructural posiblemente radique en su
capacidad para preservar a la célula productora de los posibles efectos deletéreos que las
moléculas de AS-48 recién sintetizadas pudieran provocarle, antes de que el resto de la
maquinaria de la inmunidad (as-48D1 y as-48EFGH) que se encuentra situada en un

oper6on independiente (T,) pueda ser funcional (Diaz et al., 2003; Fernandez, 2004).
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Purificacion y deteccion de las variantes AS-48

El protocolo seguido para purificar a homogeneidad las diversas moléculas de
AS-48 mutadas, junto a la molécula nativa AS-48 utilizada como control, ha sido una
adaptacion del establecido previamente por nuestro Grupo de Investigacion (Galvez et
al., 1989a; Abriouel et al., 2003). Este consta de un paso de cromatografia de
intercambio catidnico, empleando una matriz débilmente cargada (CM25), seguido de
dos pasos de cromatografia de fase reversa sobre CI18, el ultimo, empleando
cromatografia liquida de alta resolucion (RP-HPLC). Las tnicas diferencias con el
procedimiento previamente estandarizado fueron impuestas por la menor produccion de
los mutantes que obligd a partir de mayores volimenes de cultivo (12 litros frente a 5),
a cambiar el tiempo de incubacion utilizado (7 h en los mutantes frente a 12 h en la cepa
salvaje) y a modificar las proporciones del cultivo con el CM25 utilizadas en el
intercambio (1/40 frente a 1/60) y los volumenes de las muestras sometidas a la fase

reversa en C18 (75 ml frente a 50).

Como ya se ha mencionado, un problema con el que previsiblemente nos
podriamos encontrar es que no fuera posible la deteccion y por tanto el seguimiento del
proceso de purificacion de alguna de las proteinas mutadas por el procedimiento
habitual, basado en ensayos de actividad frente a una cepa indicadora. Por ello, todas las
fracciones eluidas en las condiciones normalizadas y recogidas en los diferentes pasos
de cromatografia, tuvieran o no actividad, fueron conservadas a -20 °C para proceder a
su concentracion y repurificacion en etapas sucesivas. Salvo que se diga lo contrario, la
valoracion de la actividad se realizd empleando la técnica de los pocillos que permite
incrementar la sensibilidad del ensayo al poder valorar la actividad que hay en los 100

ul empleados, frente a los 5-10 pl utilizados en la técnica de las gotas.

De esta forma se pudo detectar un cierto aclaramiento en los sobrenadantes de la
cepa utilizada como control JH2-2(pAM401-81x) y en algunos mutantes (G13K, L40K
y A53S) lo que confirmd la presencia, aunque timida, de actividad en ellos (Tabla 14).
Sin embargo en los sobrenadantes de los restantes mutantes no fue posible la deteccion
de actividad inhibidora. Todo ello ratificaba los resultados obtenidos en medio solido, y
sugeria que los cambios introducidos debian afectar a la actividad, en particular en el

caso de los mutantes E4A, E20A, ES8A y W24A de AS-48, validando lo adecuado de
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su seleccion. Estos resultados estaban de acuerdo con los obtenidos con la cepa RJ16 de
E. faecium, productora de una variante de AS-48 (AS-48RJ) que presenta un 99% de
identidad con AS-48, en la que el residuo E20 estaba sustituido por V, lo que era
determinante de un espectro de actividad ligeramente mas reducido (Abriouel et al.,
2005). Resultados similares también habian sido descritos en otros péptidos
antibacterianos modificados genéticamente, como la mersacidina (Szekat, et al., 2003),
Pep5 (Bierbaum et al., 1996), epidermina o nisina (Kuipers et al., 1996). En estos
trabajos se afirmaba que las variantes de estos lantibidticos se producian mas lentamente
y con un rendimiento final inferior al de la molécula original. En estos casos, sin
embargo, el comportamiento era facilmente justificable ya que los cambios habian sido
introducidos en residuos implicados en la ciclaciéon y afectaban negativamente la
actividad de los enzimas implicados en las modificaciones postraduccionales que estos

lantibiéticos necesitan para madurar (Szekat, et al., 2003).

Fue también llamativa la progresiva disminucion en la actividad detectada en los
sobrenadantes de los diferentes mutantes, incluida la de la cepa de referencia JH2-
2(pAM401-81x), a tiempos prolongados de incubacion, probablemente debido a su
union a las células productoras, en particular en aquellos casos en los que la sustitucion
introducida disminuia la carga neta de la molécula o contribuia a aumentar su
hidrofobicidad. Por ello, y con la finalidad de recuperar toda la bacteriocina presente en
los sobrenandantes, éstos se mezclaron con la resina intercambiadora sin haber retirado
previamente las células, en las condiciones establecidas previamente por Abriouel et al.
(2003). Se pudo asi comprobar que tras el intercambio catidnico por CM25, algunas
fracciones de los mutantes E4A y E20A, que en medio sdlido carecian de actividad,
presentaban halos de inhibicion frente a JH2-2, si bien con valores mucho mas bajos
que las restantes muestras. La inica excepcion encontrada fue la muestra procedente del
mutante W24A que permanecio inactiva a pesar del factor de concentracion que supone
el intercambio cationico (segin lo estimado en el proceso estandarizado para AS-48
nativo, aprox. x 10). Debido al bajo rendimiento de las muestras, no fue posible
establecer la actividad especifica al no poderse titular la actividad para relacionarla con

la concentracion de proteinas existente.

En estudios anteriores realizados por Abriouel et al. (2003) se habia establecido
que AS-48 era fuertemente retenida en las matrices de fase reversa de tipo C4 o C18, y

requeria concentraciones altas del solvente para su elucion y ademas, la presencia de
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otras proteinas con tiempos de retencion similares a AS-48 en fracciones procedentes de
intercambio catidnico era bastante baja. Ello sugeria que la mayoria de las proteinas
existentes en las fracciones eluidas entre el 60-90% de solvente B (isopropanol:
acetonitrilo 2:1, TFA 4mM) de las columnas de C18 debian corresponder a las
moléculas AS-48M. Efectivamente, la actividad de todas las muestras, ahora bastante
concentradas y por ello valorables mediante la técnica de gotas, correspondia a
fracciones eluidas entre el 60-90% de solvente B, que era el gradiente en el que la

molécula nativa AS-48 eluia (Abriouel et al., 2003).

En el ultimo paso de purificacion sobre RP-HPLC utilizando una columna semi-
preparativa de C18, se eliminaron todas las proteinas contaminantes de acuerdo con la
presencia de un Unico pico en todos los cromatogramas de la Figura 54. Las escasas,
aunque significativas, diferencias entre ellas se refieren a los tiempos de retencion
marcados en cada uno de los picos, que nos puede dar una idea del grado de
hidrofobicidad del péptido y de su relacion con la actividad bioldgica (Kim et al., 2005).
De hecho parece que existe cierta relacion entre la disminucidon en los tiempos de
retencion y la pérdida de actividad, ya que coincide que los mutantes con menores
tiempos como W24A (17,630 min) E4A (19,601 min), E20A (19,645 min) o E58A
(19,116 min) son los que muestran menor actividad, mientras que las variantes cuyas
sustituciones no parecen afectar la actividad, A53S (20,431 min), L40K (20,432 min) y
G13K (20,211 min) muestran tiempos de retencion proximos al de la molécula AS-48
no mutada (21,460 min). Estos resultados son coincidentes con los obtenidos con el
mutante CbnS33 de la carnobacteriocina B2, que carece de actividad y muestra un

tiempo de retencion menor respecto a la molécula silvestre (Quadri et al., 1997).

El resumen del proceso de purificacion recogido en la Tabla 18, permitié obtener
muestras con alta pureza, aunque en todos los casos con escaso rendimiento (entre el
16,8 y el 25%) debido a la débil expresion de los genes as-48ABC provocada por la
insercion del sitio Xhol. La pureza de las muestras obtenidas en HPLC, fue
posteriormente corroborada mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Como era previsible, las bandas obtenidas se
correspondian con el tamafio esperado (aprox. 7 kDa).Ya que era posible que algunas de
las sustituciones introducidas pudieran afectar las caracteristicas antigénicas de las
moléculas, se llevo a cabo la transferencia del gel a una membrana de nitrocelulosa para

ser sometida a una hibridacion con anticuerpos especificos anti-AS-48 (Western
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Blotting) (Maqueda et al., 1998). Sin embargo, dada la estructura de AS-48 en la que la
ciclacion impone fuerte restricciones a los posibles cambios que las interacciones

producidas por las sustituiciones pudieran inducir, todas las bandas de las proteinas

purificadas fueron reconocidas por los anticuerpos.
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Estudio de la influencia de diversos factores fisico-quimicos sobre las variantes
AS-48M

En este capitulo se analiza la importancia de las sustituciones introducidas en
AS-48M en relacion a su estabilidad y actividad biologica, estudiando la influencia del
pH y la temperatura en el comportamiento de las variantes purificadas, por ser los dos
tipos de variables fisico-quimicas frecuentemente aplicadas a los sistemas alimentarios,

en los que una molécula como AS-48 podria ser utilizada como conservante natural.

A la hora de valorar la importancia de las sustituciones introducidas en AS-48,
es conveniente recordar su estructura ciclica organizada en cinco hélices a, incluso
cuando se encuentra en soluciones acuosas, a diferencia de la mayoria de los péptidos
con esta organizacion, que en tales condiciones se encuentran desestructurados y sélo
adoptan su conformacion efectiva tras la interaccion con disolventes hidréfobos o
vesiculas de fosfolipidos, como ha sido descrito en el caso de las cecropinas,
magaininas y melittina (Kondejewski et al., 2002). Curiosamente, la organizacion de
AS-48 recuerda mas a la de péptidos como la gramicidina S o la tirocidina que, aunque
poseen laminas B y no hélices o como AS-48, estan fuertemente constrefiidos por la

ciclacion del esqueleto aminoacidico (Kondejewski et al., 2002).

En este trabajo se han comparado los calculos tedricos (coeficientes de extincion
molar, Pm y pl) obtenidos, considerando el contenido de aminoacidos aromaticos, la
ciclacion de la molécula y la presencia de residuos con carga negativa (Asp y Glu) y
positiva (Arg y Lys). Las diferencias, como puede apreciarse, no son significativas,
salvo en el caso de W24A en el que hay una reduccion en el coeficiente de extincion
molar (0,991 frente a 1,771(mg/ml)" cm™ de la molécula nativa) debido a la pérdida

de un residuo aromatico en la molécula.

En este estudio, enfocado a la identificacion de residuos responsables de la
actividad de AS-48, era preciso llevar a cabo un profundo estudio de la actividad
bioldgica de las variantes obtenidas, ensayandolas frente a diversas cepas indicadoras,
tanto Gram-positivas como Gram-negativas, e investigando, ademas, la influencia del
pH y de la concentracion de bacteriocina.

Es importante subrayar que la mayoria de las sustituciones introducidas mejoran

la actividad frente a E. coli, en particular cuando se ensayan a pH 9 y a la mayor
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concentracion utilizada (167 uM). Los mejores resultados se obtuvieron con aquellos
mutantes en los que la sustitucion se traducia en un aumento de la carga neta del péptido
(G13K y L40K) cuyos halos de inhibicién a pH 9 presentaban un diametro doble al del
control (9-10,5 frente a 5 mm) (Tabla 21). Sin embargo, cuando se determino la
concentracion minima inhibidora (CMI) requerida para inhibir el crecimiento de esta
bacteria (Tabla 22) no se observaron variaciones significativas entre AS-48 y los
mutantes E20A, ES8A, G13A, L40K y solo en el caso de las variantes E4A y W24A se
necesitaron concentraciones muy superiores para inhibirla (58 y 28 uM frente a 10 pM
que requeria el control).

En cuanto a la actividad frente a las bacterias Gram-positivas empleadas,
seleccionadas entre las que eran sensibles a AS-48 y tenian mayor interés
biotecnolégico, los resultados fueron muy diferentes y el grado de inhibicién variable
segun la cepa indicadora. En general, a la concentraciéon mas alta ensayada (167 pM), se
puede ver (Tabla 21) que las sustituciones AS53S, E4A, E20A, E5S8A mantenian una
actividad muy similar a la de la molécula nativa, a pesar de la disminucién en la carga
neta de algunas variantes; por el contrario, un incremento en la carga como el supuesto
por los cambios G13K y L40K, se traducia en una mayor actividad, incluso a los pHs
mas altos ensayados, salvo en el caso de S. aureus. Finalmente el mutante W24A, al
igual que se ha descrito para E. coli, originaba halos turbios de inhibicion frente a la
mayoria de las cepas ensayadas, en particular frente a E. faecalis S-47, S. aureus 240 y
en menor medida frente a L. inocua 4030 y E. faecalis JH2-2. Las excepciones fueron L.
monocytogenes 4032, B. cereus LWLI1, B. megaterium 44, que resultaron claramente
inhibidas por este mutante, si bien con halos inferiores a los del control.

Sin embargo, cuando se comparan estos resultados con los expuestos en la Tabla
22, en donde que se establece la minima concentracion de proteina requerida para
inhibir a las diferentes bacterias ensayadas, se observan comportamientos que no
siempre coinciden con los anteriormente expuestos, poniendo de manifiesto que el
método de difusion en medio solido, normalmente utilizado para valorar la actividad,
tiene sus limitaciones en particular en lo referido a la capacidad de las muestras muy
concentradas para difundir y también en lo relativo a la concentracion empleada,
determinante, en Ultimo caso, del grado de oligomerizacion de las proteinas (Abriouel et
al., 1998). Ademas, el empleo de diversas cepas indicadoras para valorar la CMI, da una
idea mas exacta de la tendencia conferida por las mutaciones, ya que, como se observa

en algunos casos, un efecto concreto puede ser dependiente de la cepa indicadora
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utilizada. Comparando detenidamente los resultados se pueden establecer tres patrones

de comportamiento, determinados por las sustituciones introducidas, tomando como

referencia la molécula nativa AS-48:

1) Los mutantes E20A, G13K, L40K y A53S, que en general mantienen una CMI
muy similar a la de AS-48 frente a la mayoria de las bacterias Gram-positivas
ensayadas, con excepcion de S. aureus, que requiere concentraciones 5 veces
superiores en el caso de las variantes E20A, G13K y L40K y mucho mas altas
en el de AS3S (entre 14 y 29 veces superiores). Las pequenas desviaciones en
los valores de la CMI observadas con el resto de las indicadoras se refieren a la
menor actividad que presentan G13K, L40K y A53S a pH neutro, con valores de
CMIs dobles frente a las dos especies de Enterococcus y de Listeria incluidas en
el ensayo.

i) En el segundo grupo se incluyen las variantes E4A y ES8A que, en general
tienen una CMI doble a la de la molécula nativa, salvo en el caso de las especies
de Enterococcus y Staphylococcus ensayadas, que pueden llegar a requerir
concentraciones entre 5 y 10 veces superiores para ser inhibidas.

i) Finalmente los resultados mas llamativos corresponden al mutante W24A que
requiere concentraciones comprendidas entre 196 y 598 ng/ml de proteina para
ser activo, frente a los 3,5 o 14,9 necesarios de AS-48, siendo las especies S.

faecalis S-47 y S. aureus las que muestran mas resistencia (CMI de 84 uM).

Es importante destacar que el comportamiento conferido por las sustituciones de
cada uno de los glutamicos por alanina no es homogéneo, ya que depende de la
localizacion del residuo en la molécula, viéndose mas afectada la actividad de los
mutantes E4A y ES8A y menos la sustitucion E20A. Todo ello significa que ademas de
la pérdida de la carga negativa, es importante considerar su orientacion en el espacio.
Tampoco esta claro que su actividad se vea afectada a pH 3, situacion en el que los Glu
se encuentran protonados y supondria una ligera modificaciéon en la carga total de la
molécula (de +10 a +9).

Modificaciones en la sensibilidad e incluso el espectro de accidon han sido
igualmente referidas en otros péptidos catidnicos pertenecientes a la clase II, tras su
modificacion genética. En estos trabajos se ha investigado la importancia de ciertos
residuos en la actividad biologica, como ocurre por ejemplo con la Cys en la pediocina

PA-1 (Fimland et al., 2000) o la mesentericina Y10537 (Fleury et al., 1996), con los
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Trp y los residuos cargados de la sakacina P (Fimland et al., 2002; Kazazic et al., 2002),
con el Trp®’ y la Arg®® en la mesentericina Y105 (Morisset et al., 2004), con la Ser” y
la Phe® en la carnobacteriocina B2 (Quadri et al., 1997), con los residuos Tyr?, Gly®,
Cys @1 2Y % Trp3 His’” en la pediocina PA-1 (Miller et al., 1998; Tominaga y
Hatakeyama, 2006) o con los Trp y las Tyr de la divercina V1 (Bhugaloo-Vial et al.,
1999). Por otra parte, las variaciones en la sensibilidad de las diversas cepas bacterianas
obtenidas, pueden indirectamente ser explicadas en base a diferencias netas en la carga
superficial de las bacterias empleadas, debido a la composicién de los lipidos de
membrana, la presencia de cépsula o la existencia de proteinas de superficie. La
secrecion de proteasas es otro factor que ha sido esgrimido ya que puede aumentar la
resistencia de algunas bacterias frente a moléculas de esta naturaleza, sin embargo en el
caso de AS-48, conocida la gran estabilidad que le confiere la estructura ciclica y su
resistencia a los enzimas proteoliticos, esta explicacion parece menos plausible.

Desde una perspectiva general, se puede afirmar que los cambios introducidos
en los péptidos catidonicos antimicrobianos tienen consecuencias deletéreas en su
actividad, salvo que los nuevos residuos incrementen la carga positiva de la molécula,
como ocurre en los mutantes G13K y L40K de AS-48, efecto que ha sido también
descrito en las variantes HI2K, T20K de la sakacina P que mejoran la capacidad de
unién a su diana y producen un claro incremento de su potencia (Kazazic et al., 2002;
Morisset et al., 2004). La importancia de los residuos cargados en estas bacteriocinas se
deduce del hecho de que se encuentran normalmente localizados en la mitad N-terminal
de la molécula y gobiernan la unién inicial a las mismas a sus dianas mediante
interacciones electrostaticas. También en el caso de AS-48, como ya se ha comentado,
hay una zona de la molécula en la que se localizan la mayoria de los residuos cargados
(8 Lys, 2 Arg, y 4 Glu) y que ha sido considerada determinante de su actividad
(Gonzalez et al., 2000).

Queda finalmente por comentar el profundo efecto negativo observado en la
sustitucion del triptéfano situado en posicion 24 por alanina (W24A). Se trata de un
residuo muy conservado en las bacteriocinas de clase I, en particular en las pediocinas,
y se ha propuesto, que puedan contribuir a que la bacteriocina alcance la posicion
correcta cuando se encuentra unida a la membrana de las células sensibles y por ende a
facilitar su actividad. De esta forma, las sustituciones de los Trp en la sakacina P
(Fimland et al., 2002) reducen su actividad considerablemente, aunque el efecto es

dependiente de la situacion de estos residuos en la molécula. En el caso de la divercina
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V41, la oxidacion de los Trp provoca la ausencia de actividad (Bhugaloo-Vial et al.,
1999), indicando que podria jugar un papel en la interaccién y orientacion de la
bacteriocina en la membrana. De forma similar, la sustitucion del Trp37 de la
mesentericina Y105, al que se le atribuye un papel estabilizador de la hélice o en la
membrana, disminuye notablemente la actividad (Morisset et al., 2004). También, de
los estudios realizados con la toxina CrylAb, se ha desarrollado un modelo que es
aplicable a proteinas de membrana y péptidos que actian a ese nivel (Padilla et al.,
2006). Se ha constatado que tras la oligomerizacion de CrylAb se produce un cambio
conformacional que conduce al reordenamiento de la cadena lateral de los Trp
haciéndolos menos accesibles, pero, una vez insertada en membrana ocurre un segundo
cambio, que favorece que estos residuos entren en contacto con la membrana y
posiblemente anclen el pre-poro en la bicapa lipidica. Nuestros resultados con la
variante W24A, estan de acuerdo con los obtenidos con péptidos que tienen actividad a
nivel de membrana, en los que los Trp se consideran esenciales, en especial aquéllos
que, por su situacion en la molécula, tienen acceso a las interfases membranas/agua en
la unién a la célula huésped. Esto es particularmente cierto en la region proxima a los
grupos carbonilos de los lipidos, mientras que los que se encuentran situados en las
hélices anfifilicas parecen mas bien estar implicados en las interacciones con la parte
hidrofobica de la membrana, dirigiendo su permeabilizacion (Killian y von Heijne.,
2000; Ridder et al., 2000; de Planque Maurits et al., 1999; Yau et al., 1998). Todos
estos ejemplos sirven para explicar la pérdida de actividad del mutante W24A de AS-
48. Es ahora el momento de justificar la razén por la que no se ha modificado el
triptofano situado en posicion 70 en la molécula: se trata de un residuo que participa
directamente en la formacion del enlace peptidico durante la ciclacion de AS-48 y su
eliminacidn, pensamos, podria conducir a un polipéptido inmaduro lineal que seria
rapidamente degrado por las proteasas extracelulares que E. faecalis produce. Este
extremo habia sido comprobado anteriormente en un intento de sobre-expresar el gen
estructural as-48A en E. coli y los resultados demostraron que el péptido lineal era
incapaz de mantener la estructura nativa adoptada por el ciclico, probablemente debido
a que la hélice ais, en donde se localiza la unién de los extremos de AS-48 (Met'-Trp’’),
estaba interrumpida y posiblemente tampoco se producirian las interacciones de los
residuos hidrofobos, Val67, Metl y Phe5 con los del corazén de la molécula,
consideradas esenciales en el mantenimiento de su estabilidad (Gonzalez et al., 2000).

Ademas, aunque como hemos visto, los aminoacidos aromaticos como el Trp juegan un
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papel importante en la actividad de las bacteriocinas, su contribucion varia en términos
de magnitud y caracter segun su posiciéon en la molécula, siendo particularmente
importantes aquéllos que estdn mas expuestos al solvente, como es el caso del W24 en
AS-48.

Se ha descrito, ademas, la existencia de un paralelismo entre la anfipatia
(distribucion relativa de residuos hidrofobos y basicos) de algunas moléculas cationicas
con su posible actividad hemolitica, la cual se incrementa cuando aumenta la primera.
De hecho se ha publicado que la actividad antimicrobiana se encuentra disociada de la
actividad hemolitica, y que las diferencias entre los dos tipos de actividades pueden ser
maximizadas seleccionando una anfipatia apropiada (Kondejewski et al., 2002). En el
caso de los protomeros de AS-48 que muestran una superficie anfipitica muy
pronunciada, los cambios introducidos apenas han modificado la anfipatia de la
molécula, y aunque han influido en su actividad biologica, no han determinado en
ningun caso capacidad hemolitica alguna. También se ha relacionado este pardmetro
con la actividad frente a diferentes tipos de microorganismos, a modo de indice
terapéutico calculado como una medida de especificidad de los péptidos frente a ellos,
requiriendo en lineas generales un menor grado de hidrofobicidad para ser mas activos
frente a las bacterias Gram-positivas que frente a Gram-negativas explicable por la
presencia de la membrana externa en éstas ltimas (Kondejewski et al., 2002).

En un estudio previo, Abriouel et al. (2001b) demostraron que AS-48 en
solucion acuosa tiende a formar asociados moleculares reversibles, de forma
dependiente al pH y la concentracién de la proteina disuelta, debido a interacciones
atractivas entre los grupos hidrofobicos de la molécula. La existencia de un equilibrio
de dimerizacion en funcion del pH fue corroborado por los resultados de sedimentacion
en equilibrio que indicaban que AS-48 era dimérica a pHs comprendidos entre 4.5 y 8.5
(Sanchez-Barrena et al., 2003) y monomérica a pH 3 (Gonzalez et al., 2000). Para
comprobar si los cambios introducidos en AS-48 alteraban este comportamiento, se
analizd en cada una de las variantes purificadas a homogeneidad la existencia de
oligobmeros en solucion en un amplio intervalo de pH (&cido, neutro y basico), previa
fijacion de los mismos con formaldehido. Es sabido que el proceso de entrecruzamiento
entre el formaldehido y las proteinas permite la formacion de enlaces covalentes con las
diferentes formas fisicas de las proteinas, aumentando su estabilidad en la posterior
separacion electroforética. Cuando las moléculas AS-48™ se disolvieron a pHs por

encima de la neutralidad en las condiciones del ensayo, es decir previa fijacion con
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formaldehido, se observaron en los geles bandas que se correspondian con asociados
moleculares de 2, 3, 4 y 5 unidades. Sin embargo, cuando se sometio a pH 3, debido a la
naturaleza cationica de AS-48, situacion en la que los aminodcidos basicos se
encuentran fuertemente cargados y los glutdmicos protonados y en consecuencia, las
interacciones hidrofobas deben ser mas débiles, solo se encontréo la tUnica banda
correspondiente a los mondémeros. El comportamiento general de las AS-48™ fue
idéntico al de la molécula nativa, lo que permite afirmar que ninguna de las
sustituciones introducidas ha modificado de forma sustancial las caracteristicas
superficiales de la molécula.

Asimismo, se analiz6 la estabilidad de las soluciones de AS-48™ (10 mM) (no
fijadas con formaldehido) en varias condiciones de temperatura y pH, valorando la
actividad residual de las mismas frente a JH2-2 tras los tratamientos aplicados. Los
resultados fueron muy interesantes, pues se pudo comprobar que la modificacion de
cada uno de los glutdmicos determind un comportamiento similar al de la proteina
nativa, siendo estables a pH 3, en el que se encuentran en estado monomérico, y
perdiendo actividad a tratamientos térmicos mas altos a medida que aumentaba el pH.
Sin embargo, el resto de las variantes ensayadas, AS53S, W24A, G13K y L40K,
resultaron mas estables en las diferentes condiciones aplicadas (con reducciones
maximas entre el 15 y el 69% frente al 89% de la forma nativa), lo que puede ser muy

interesante tenerlo en cuenta con vistas a su aplicacion biotecnolédgica.
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Estudios de dicroismo circular de AS-48 y sus variantes a temperatura constante

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) es una técnica ampliamente
utilizada en la determinacion de la estructura secundaria de proteinas (Greenfield,
1996). Cada una de las estructuras en que se organizan las cadenas polipeptidicas
(hélices a, laminas B y conformacion al azar conocida como “random coil”) contribuye
de forma diferente en el espectro de la proteina. Por numerosas razones, no es posible
una estimacion definitiva de la estructura secundaria ya que el espectro de DC se
encuentra distorsionado por las cadenas laterales de la fenil-alanina, tirosina y triptéfano
y por los puentes de azufre, cuando existen (Bierzynsky, 2001). Ademas, las medidas
dentro de la region del UV-lejano (entre 180 y 210 nm) no siempre pueden realizarse
debido a la fuerte absorcion de la solucion. Se requieren, pues, tampones de baja
absorbancia, como fosfatos o fluoruros sddicos y potasicos en lugar de cloruros, para
mantener la fuerza idnica, lo que no siempre es posible. Sin embargo, el DC es una
herramienta muy sensible para monitorizar los cambios en la conformacion de los
péptidos inducidos mediante variacion de pH, temperatura, concentraciéon de sales,
concentracion de la solucion peptidica o proteica (asociaciones), asi como la presencia
de agentes desnaturalizantes. Probablemente por ello se encuentran en la bibliografia
numerosos estudios en los que se analiza la estructura secundaria de algunas
bacteriocinas y de sus mutantes mediante esta técnica. En el caso de las bacteriocinas de
clase Ila (similares a pediocina), el DC se ha utilizado para comparar las estructuras
nativas de la pediocina PA-1, leucocina A, la carnobacteriocina B2 con la del mutante
de la pediocina PA-1 ped[M31Nle que posee un puente disulfuro terminal (Kaur et al.,
2004). Asi, se ha podido establecer que en ambientes acuosos estos péptidos no se
encuentran estructurados, pero si lo estan en presencia de 90% de TFE o en ambientes
que mimetizan la membrana (micelas de dodecil-fosfo colina o vesiculas), en donde
presentan un contenido en hélice o entre el 30- 45%. Se piensa que este cambio
conformacional puede ser debido a la asociacion preferencial de las moléculas de TFE
alrededor del péptido, provocando una constante dieléctrica baja y un ambiente
hidr6fobo (Kaur et al., 2004). Sin embargo cuando se aumenta la temperatura se
observa una pérdida de las hélices a y en consecuencia una disminucion en la actividad
que no se produce en el mutante ped[M31Nle], indicando que la presencia del puente

disulfuro C-terminal introducido estabiliza la estructura.
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No obstante, los estudios de DC realizados en lantibidticos han mostrado que no
siempre existe relacion entre la pérdida de actividad y la de estructura secundaria. Por
ejemplo, los mutantes de la nisina Z muestran diferencias en su actividad biologica,
estabilidad y espectro de accion respecto a la molécula salvaje, pero los cambios en su
estructura secundaria deducidos de sus espectros de DC no son significativos (Yuan et
al., 2004). Sin embargo, los mutantes obtenidos a partir de la mesentericina Y105
muestran un espectro tipico de estructura helicoidal, aunque con menor contenido en
hélice a (9-15 %) que en la molécula silvestre (24 %), y ademas presentan una menor
actividad bactericida (Morisset et al., 2004). En el caso de la gassericina A, producida
por Lactobacillus gasseri LA39 y Lactobacillus reuteri LA6, los espectros de DC
muestran ligeras diferencias segun se haya purificado a partir de una u otra especie
bacteriana (Kawai et al., 2004), ya que la molécula producida por Lb. gasseri LA39
posee dos residuos de D-Ala, frente a una D-Ala de la molécula producida por Lb.
reuteri LA6 (reutericina), que tiene un espectro de accion mas estrecho.

También en este trabajo se ha utilizado la espectroscopia de DC en la region de
ultravioleta lejano para comparar las estructuras de la molécula AS-48 nativa con las de
las variantes obtenidas. Se ha empleado un tampon de baja concentracion (fosfato
sodico 10 mM, pH 3/acido fosforico) que permite recoger espectros de todas las
moléculas desde 190 hasta 260 nm. Los resultados confirmaron el alto contenido en
hélice o de todas las variantes en tales condiciones, cuyas curvas son superponibles en
todos los casos, indicando la ausencia de cambios conformacionales. Este
comportamiento es diferente del mostrado por otros péptidos antimicrobianos que,
como se ha dicho, so6lo se encuentran estructurados en presencia de SDS, TFE o
micelas, como algunas bacteriocinas de clase II (Kaur et al., 2004) o las cecropinas,
magaininas y melitina, que ya han sido comentadas (Kondejewski et al., 2002).

AS-48, sin embargo, posee un tipo de plegamiento similar al de la NK-lisina,
una proteina que pertenece a la familia de proteinas similares a saposina. Esta familia
presenta una estructura tridimensional comun, con tres puentes disulfuro muy
conservados. Los datos disponibles hasta el momento parecen indicar que las proteinas
de esta familia adoptan el mismo tipo de plegamiento en soluciéon acuosa y en un
ambiente de membrana, ya que los espectros de DC coinciden en ambas condiciones
(Andersson et al., 1995), por lo que probablemente este comportamiento sea similar

para AS-48 y sus derivados.
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Los datos recogidos para las variantes de AS-48 confirman que, salvo E20A,
todos los mutantes muestran valores de elipticidad ligeramente menores que AS-48, en
particular el mutante L40K. De hecho, todas las moléculas muestran un alto porcentaje
de contenido en hélice a, con valores similares entre AS-48 y el mutante E20A (75 %),
y valores algo superiores en los mutantes E4A, ES8A, G13K, L40K, W24A y A53S
(77-83 %). Estas pequenas diferencias pueden ser explicadas si se analiza la tendencia a
formar hélices a de cada residuo segun la escala de Pace y Scholtz (1998), en la cual los
residuos de Ala tendrian la mayor tendencia a formar hélices o, seguidos del Glu y
Leu/Lys y el de menor tendencia (Gly). En base a ello se justificaria que los mutantes en
los que se ha introducido Ala (E4A, E20A, ES8A, W24A) o Lys (L40K o G13K) tengan

favorecida la helicidad.
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Estudios de desnaturalizacion térmica mediante DC

Es sabido que la mayoria de las proteinas de membrana asi como aquellas
capaces de insertarse en la misma o de sufrir translocacion post-trasduccional, pueden
sufrir cambios conformacionales al interaccionar con ella (White y Wimley, 1999),
siendo, pues, importante para comprender este tipo de procesos la caracterizacion de los
posibles intermediarios existentes en el plegamiento de estas proteinas. Mas aun en el
caso de AS-48, al tratarse de una molécula que presenta una estructura globular muy
compacta, organizada en cinco hélices-a (Gonzalez, et al., 2000) en la que la unién
cabeza-cola necesaria para su ciclacion, se produce en mitad de la hélice as (residuos
64-5), lo que tiene un marcado efecto en la estabilidad de la estructura tridimensional
(Gonzalez et al, 2000; Cobos et al, 2001).

La estabilidad de AS-48 habia sido previamente estudiada mediante calorimetria
diferencial de barrido (Differential Scanning Calorimetry, DSC) en diversas condiciones
de pH y fuerza ionica (Cobos et al., 2001). Los resultados entonces obtenidos
confirmaron la gran estabilidad térmica de la estructura nativa de AS-48, observandose
que a pH 2,5 y baja fuerza i6nica, la desnaturalizacidén solamente ocurria en equilibrio a
102 °C, como un proceso térmico reversible cuya transicion se ajustaba a un modelo de
equilibrio de dos estados (N<->D), caracterizado por una Tm de 375 K, mientras que a
pH neutro y alcalino el estado desplegado agregaba irreversiblemente por su proximidad
al punto isoeléctrico, donde la fuerza electrostatica necesaria para evitar la agregacion
no existe. Los datos calorimétricos indicaban que el cambio de entalpia especifica tras el
desplegamiento era anormalmente pequeia y que el cambio en la capacidad calorifica
era bastante normal para una proteina de este tamafio, mientras que el cambio en la
energia libre de Gibbs a 25 °C resulto relativamente alto. Al menos parte de esta gran
estabilidad térmica, una de las mayores referidas en la literatura, podria ser atribuida a
las restricciones introducidas por la organizacion circular de la cadena polipeptidica.

En todas las variantes de AS-48 obtenidas, se ha investigado la desnaturalizacion
térmica mediante DC con el fin de obtener los parametros termodindmicos que
permitan interpretar correctamente el proceso de plegamiento y asi, profundizar en el
comportamiento y la actividad biolégica de AS-48. Sin embargo, tampoco en este
trabajo se ha logrado alcanzar el estado desnaturalizado de AS-48 ni de sus mutantes

aplicando la maxima temperatura que permite el dicrografo (98°C), al no poseer un

233



Discusion

sistema de presurizacion para evitar la ebullicion y evaporacioén de la muestra, como es
el caso de calorimetria diferencial de barrido. Ello ha impedido disponer de la
informacion relativa a sus estados desplegados y ha imposibilitado el ajuste y la
obtencion de valores termodindmicos tales como Tm, entalpia, Energia Libre de Gibs,
etc.

La comparacion de los espectros de DC obtenidos a temperatura constante
(25°C) para AS-48 silvestre asi como para cada una de sus variantes, demuestran que
todos ellos se encuentran plegados ya que estan representados por una curva
caracteristica de una molécula altamente helicoidal. La realizacion de los espectros a
diferentes concentraciones (datos no mostrados) demostrd su no dependencia de ella,
sugiriendo que no existe ningin grado de asociacion molecular. Ademads, la
comparacion de los espectros en el ultravioleta lejano, antes y después de realizar el
barrido de temperatura, permiten concluir que no se habian producido alteraciones en la
estructura secundaria en ninguno de los mutantes (Figura 61). Este comportamiento es
muy similar al de la NK-lisina y la saponina-B, que poseen un tipo de plegamiento
similar al de AS-48, y son también muy estables frente a la desnaturalizacién térmica,
ya que los espectros medidos por DC a 90 y a 20 °C coinciden, incluso en presencia del
agente reductor DTT, que afecta sensiblemente a la actividad biologica (Andersson et
al., 1995). Ello indica que los puentes disulfuro de estas moléculas no son necesarios
para mantener la estructura secundaria, pero si para estabilizar la estructura
tridimensional.

Es interesante comparar los resultados obtenidos con AS-48 con los referidos
por Colgrave y Craik (2004) para el ciclotido Kalata B1. En ellos, se estudio la
estabilidad térmica de este ciclotido y de un permutante aciclico lineal que retenia el
motivo CCK, llamdo des(24-28)kB1. Se demostré que Kalata Bl era estable hasta los
97 °C, mientras que la estabilidad del permutante aciclico era ligeramente inferior. Los
resultados sugerian que el motivo CCK es mas importante para la estabilidad térmica
que la posesion de una cadena peptidica circular, aunque €sta también tiene una funcion
esencial, como demuestra la disminucion de estabilidad del permutante. Otras
bacteriocinas, como las pertenecientes a la clase Ila, no son tan estables como AS-48.
Estas moléculas poseen una lamina- en el extremo N-terminal y una hélice a en el
extremo C-terminal. El andlisis de la estructura secundaria a varias temperaturas
mediante CD (Kaur et al., 2004) demostrdo que la pediocina PA-1, que contiene un

puente disulfuro C-terminal, mantiene su estructura y su actividad a diferentes
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temperaturas, si bien péptidos como la enterocina P, sakacina P, curvacina A, leucocina
A o la carnobacteriocina B2, que no poseen dicho puente disulfuro, pierden parte de la
estructura helicoidal a altas temperaturas y son 30-50 veces menos activos a 37 °C que a

25 °C, lo que indica que la hélice a es critica para la actividad de estas moléculas.
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Estudios de desnaturalizacion en presencia de GdnHCI mediante DC

En un estudio previo (Cobos et al., 2002) se habia demostrado AS-48 despliega
solo en presencia de GAnHCI 6,3 M a 25 °C, agente que fue seleccionado porque actia
como desnaturalizante y como estabilizador. El cambio de energia de Gibbs obtenido en
presencia de GdnHCI fue muy alto para una proteina de este tamafio, probablemente
debido a su efecto estabilizador acoplado a la desestabilizacion provocada por el propio
agente desnaturalizante, explicando el desplegamiento de AS-48 a altas concentraciones
del agente a temperatura ambiente. Sin embargo, se pudo comprobar que en presencia
de urea no se producia el desplegamiento, ni a las mas altas concentraciones utilizadas
(8 M) (Cobos et al., 2002). Parece claro que gran parte de la alta estabilidad de la
molécula AS-48 nativa se debe a su estructura ciclica, ya que el resto de caracteristicas
estructurales son las habituales en proteinas de este tamafio. Un comportamiento similar
al de AS-48 se encontrd en el ciclotido Kalata B1 y en un permutante aciclico (Colgrave
y Craik, 2004), en los que, ni siquiera la adicion de GdnHC] 6 M o urea 8 M provoco la
desnaturalizacion de la molécula, confirmando la gran importancia del motivo CCK
presente en los ciclétidos, en la estabilidad estructural de los mismos.

Con objeto de caracterizar el desplegamiento de la proteina en su estado
monomérico asi como el de los mutantes, se realizaron los experimentos de
desnaturalizacion mediante DC a pH 3 y en presencia de GdnHCI. En la Figura 65 se
representan las curvas de desnaturalizacion obtenidas, observandose en todos los casos,
una curva sigmoidal caracterizada por un doble salto (N<->I; I<->D) que era claramente
indicativo de la presencia de, al menos, un estado intermediario en equilibrio con el
estado nativo y desnaturalizado de las proteinas (N<->I<->D). Se ha descartado que este
intermediario fuera debido al efecto de la asociacion molecular, ya que anteriormente se
habia comprobado la no dependencia de las curvas de la concentracion de proteina
utilizada. Ademas, se habia asegurado el equilibrio de desplegamiento de todas las
muestras, al tomar puntos a diferentes concentraciones de GuHCI, tanto de las muestras
incubadas con dicho agente durante mas de 8§ h como de aquéllas sin incubar, sin
observarse diferencias significativas entre ambas.

Los resultados demuestran un desplegamiento secuencial de todas las proteinas

ensayadas, tanto en la forma nativa como en los mutantes.
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En efecto, observando las curvas obtenidas (Figura 65) asi como los resultados
expuestos en la Tabla 25, se deduce claramente la existencia de un estado intermediario,
mas patente en el caso de los mutantes que en la forma silvestre. Los mutantes presentan
una primera transicion entre 3.0 y 4.0 M de GuHCI y una segunda transicion entre 5.6 y
6.4 M de GuHCI. Los valores de Energia Libre de Gibbs para el proceso global de
desnaturalizacién (AG’py) demuestran una mayor estabilidad de la proteina silvestre
respecto a los mutantes, entre los cuales los de mayor estabilidad serian L40K, W24A,
E58A y E20A. En el caso concreto de L40K, la sustitucion de un resto apolar como la
leucina por uno cargado positivamente como la lisina, favoreceria el contacto con el
disolvente, y por ello este mutante se ha desestabilizado en menor medida que el resto.
Dicho mutante mantiene la actividad de la molécula silvestre y en algunos casos se
incrementa levemente. Por otra parte, la estructura dimérica (DF-I) demostrada para
AS-48 a pH 4.5 y 7.5 se encuentra estabilizada por la interaccion de las cadenas
laterales de los glutdmicos pertenecientes al area hidrofilica de la DF-I1 y por la doble
conformacidén que presentan las cadenas laterales de cada uno de los residuos E58
situados en las dos unidades del dimero, probablemente debido a la protonacion de los
mismos (Sanchez-Barrena et al., 2003). La sustitucion de estos residuos cargados
negativamente (protonados a pH 3) por uno apolar en una zona expuesta al disolvente
estaria desestabilizando en mayor medida que la anterior mutacion comentada.

Por ultimo, de la observacion de las curvas asi como de los valores obtenidos en
sus ajustes, se desprende que la elipticidad de todos los mutantes en la zona nativa (al
comienzo de la curva) se mantiene practicamente sin variaciones (entre -23.30 a -25.35)
y tampoco las hay en la zona del estado desnaturalizado, al final de la curva (-5.7 y -
5.8), indicando que en todos los casos se ha alcanzado la desnaturalizacion de todas las
variantes. Por el contrario, la elipticidad respecto al estado intermediario, al comienzo
de la segunda transicion, varia entre -6.5 y -12.47, lo que es indicativo de que el estado
intermediario en los diferentes mutantes varia su conformaciéon y es por ello que la
variacion en la energia libre de Gibbs para la segunda transicion resulte mas alta en
relacion a la primera, indicando una estabilidad diferente para el intermediario. Estos
datos hacen ain mas interesante el estudio en mas profundidad del intermediario
formado que podria arrojar mas luz sobre la conformacion de esta proteina y su

interaccion con la membrana.
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Analisis de prediccion sobre los mutantes AS-48

Se realizé la representacion planar de las hélices a de AS-48 (helical wheel
projection) con la finalidad de comparar la influencia de seis de los siete residuos
modificados (con excepcion de W24 que se encuentra situado en un giro) respecto a la
estructura descrita para AS-48 mediante RMN (pdb 1¢68, Gonzalez et al., 2000). En
este analisis se pudo comprobar que se trata de hélices anfipaticas, cuya funcién exacta
en el reconocimiento y/o actividad de las moléculas no esta aiun muy clara. De hecho las
caracteristicas de las distintas hélices o modificadas se mantienen practicamente
inalteradas en todos los mutantes, sin diferencias significativas en la distribucion de los
residuos por los cambios introducidos. Este andlisis confirma, como ya se habia
demostrado en los estudios de DC, que la estructura secundaria adoptada por los seis
mutantes analizados era muy similar a la de la molécula nativa.

A pesar de ello, las diferentes sustituciones introducidas se tradujeron en
diferencias en la actividad de las mismas. Asi la sustitucion ES8A que equilibro el
porcentaje de residuos hidrofobos y no hidrofobos de la hélice a4 determind una ligera
pérdida de actividad, bastante inferior a la de las sustituciones E4A y E20A que
aumentaron la hidrofobicidad de las hélices o5 y a;. Los cambios L40K y G13K que
aumentaron la carga positiva en las hélices a3 y oy, incrementaron la actividad
antibacteriana de ambos mutantes. Por ltimo, el cambio A53S que no alter6 la carga de
la hélice a4 (cambio de un residuo apolar por otro polar sin carga) no afectd
practicamente la actividad. Estos resultados indican que el mantenimiento de la
hidrofobicidad y de la anfipatia de las hélices puede ser critico en la actividad, y estan
de acuerdo con algunos estudios realizados con bacteriocinas de la clase II en un intento

de identificar los dominios y residuos responsables de la actividad (Ramnath et al.,

2000; Hechard et al., 2001; Dalet et al., 2001).

Los perfiles de hidrofobicidad establecidos para AS-48 y sus variantes de
acuerdo con Kyte y Doolittle (1982), coincidieron con los resultados estructurales, ya
que todas las moléculas eran en su mayor parte hidrofobas, aunque aparecian regiones
mas hidroéfilas en las hélices a4 y a5 que contienen un gran porcentaje de aminoacidos
cargados y por ello son las mas expuestas al solvente, lo que también estd de acuerdo
con la estructura de AS-48 (DF-I) en solucién, por lo que se supone que en el resto de

mutantes tendran el mismo comportamiento.
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El estudio de la agregacion de los mutantes con el algoritmo TANGO
(Fernandez-Escamilla et al., 2004) predijo una alta agregacion para las hélices o y o
en solucidon en todos los casos, lo que hace pensar que esta zona agregaria con otra
superficie idéntica y apoyaria la existencia de DF-I en solucion. La ausencia de
agregacion en las hélices o4 y os en estas condiciones, confirmaria los resultados
obtenidos por Jiménez et al., (2005) para la minibacteriocina B-49-69 en cuanto a la

ausencia de agregacion.
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La insercion de un sitio Xhol en la construccion pAM401-81x a una distancia de 21 nt
del extremo 3" del gen as-48A, en la repeticion invertida (RI) existente en la region
intergénica que separa los genes A 'y B, determind en los nuevos transformantes de E.
faecalis JH2-2, un fenotipo hipoproductor sin alterar su capacidad para resistir altas

concentraciones de bacteriocina AS-48.

El analisis de expresion realizado mediante Northern Blotting y RT-PCR en los
transformantes con la insercion Xhol, ha demostrado la importancia de la Rl en la
expresion del operon as-48ABC, la cual estd implicada en el procesamiento del
transcrito policistronico Tagc y por tanto regula los niveles de expresion de los tres

genes.

Se han obtenido mediante mutagénesis dirigida, siete variantes de AS-48 denominadas
E4A, G13K, E20A, W24A, L40K, E58A y A53S, que han sido clonadas en la
construccion pAM401-81x. Todas las sustituciones introducidas alteraron la actividad
y el espectro de accion de las moléculas mutadas, con valores variables segin el
residuo cambiado, su posicién en la molécula y la cepa indicadora utilizada en el

ensayo.

Las siete variantes de AS-48 han sido purificadas a homogeneidad mediante
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) con un

rendimiento final variable entre el 16,8 y el 25% respecto al de la cepa parental.

No se han encontrado diferencias en las caracteristicas antigénicas de las variantes, ni
en su tendencia a la oligomerizacién a pH neutro o alcalino, a pesar de las diferencias
detectadas en los tiempos de retencion en RP-HPLC de algunas de las moléculas

purificadas.

Cuando se establecid la concentracion minima inhibidora de las diferentes variantes
frente a diversas bacterias Gram-positivas se observé que E20A, G13K, L40K y A53S
conservaban un valor de CMI muy similar al de AS-48, mientras que los valores de

E4A y E58A fueron como minimo el doble de los de la molécula nativa y solo en el
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caso del mutante W24A se requirieron concentraciones por encima del 40% para ser

activas. La bacteria que mostré mas resistencia fue en todos los casos S. aureus.

Cuando se determind el valor de la CMI frente a E. coli, s6lo se observaron
variaciones significativas con los mutantes E4A y W24A, los cuales requerian

concentraciones 5,8 y 2,8 veces superiores respecto al control, para inhibirla.

Todas las variantes de AS-48 fueron estables a los diferentes tratamientos térmicos
aplicados, en particular cuando se ensayaron a pH 3. Sélo se produjo una pérdida
importante de actividad en algunos casos tras el tratamiento a 100 °C durante 5 min en

las muestras preparadas a pHs 7y 9.

Los espectros de dicroismo circular (DC) obtenidos para AS-48 y sus variantes,
confirmaron que todas las moléculas estaban bien estructuradas en el tampdn
utilizado. Las curvas obtenidas fueron superponibles y caracteristicas de moléculas
altamente helicoidales, indicando la ausencia de cambios conformacionales en la

estructura secundaria de las variantes.

Las curvas de desnaturalizacion obtenidas mediante DC a pH 3 en presencia de
GdnHCI se ajustan a un modelo de equilibrio de tres estados en todos los casos

analizados, aunque de forma mas patente en las variantes.

Los valores de Energia Libre de Gibbs para el proceso global de desnaturalizacion
demuestran una mayor estabilidad de la proteina silvestre respecto a los mutantes,
siendo los més estables L40K, W24A, E58A y E20A. Ademas y de acuerdo con los
valores de Energia Libre de Gibbs determinados, la primera transicion se encuentra
méas favorecida que la segunda. La variacion de elipticidad determinada para los

diferentes estados intermediarios, indica diferencias en su conformacion.



Conclusions

. The Xhol insertion in the pAM401-81x construction, at 21 nt from 3"-end of as-48A
gene, just in the inverted repeat (IR) located at the intergenic region between A and B
genes, caused an hypoproducer phenotype in the new E. faecalis JH2-2 transformants,

although the immunity level was not altered.

. Analysis of the pAM401-81x transformants by Northern Blotting and RT-PCR, has
demonstrated that the IR is involved in the processing of the polycistronic Tagsc
transcript, thereby regulating the level expression of the three translated genes.

. Seven AS-48 derivatives, named E4A, G13K, E20A, W24A, L40K, E58A and A53S

have been obtained by site directed mutagenesis and cloned in pAM401-81x
construction. All substitutions have altered the activity and the inhibitory spectrum of
the wild-type molecule at different levels depending on the mutated residue, its

location on the molecule and the indicator strain employed.

. All AS-48 derivatives have been purified to homogeneity by reversed-phase high
perfomance liquid chromatography (RP-HPLC), with a final yield of 16,8 to 25 %

with respect to parental strain.

No differences between the antigenic characteristics and oligomerization behaviour at
neutral or basic pH in AS-48-variants were found, instead of the detected differences

into the retention times on RP-HPLC form some molecules.

E20A, G13K, L40K and A53S derivatives have shown MIC values similar to that of
the wild-type molecule AS-48 against Gram-positive bacteria, while E4A and E58A
MIC values were at least two-fold higher. Only in the case of mutant W24A
concentrations above 40% were required for inhibition. The most resistant bacteria

was, in all cases, S. aureus.
. The MIC values against a E. coli showed significant differences only in the case of

E4A and W24A derivatives, that required 5,8 and 2,8-fold higher concentrations for
inhibition, in relation to the control.
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8.

10.

11.

All AS-48-variants were stable to the thermal treatments applied, especially when they
were assayed at pH3. Only a significant decrease on activity was detected in some

cases after heating at 100 °C for 5 min at pH 7 and 9.

Circular dichroism spectra for AS-48 and its derivatives confirmed that all molecules
were structured in the buffer. The curves were superimposable and showed the
characteristics of highly helicoidal molecules, indicating the absence of

conformational changes on the secondary structure.

All GdnHCI denaturation CD curves of AS-48 derivatives at pH 3 fit to a three-state

equilibrium model, being more relevant in the derivatives.

Gibbs Free Energy values for the global unfolding process indicate a higher stability
of wild-type molecule with respect to derivatives, the more stable being L40K, W24A,
E58A and E20A. Furthermore, the first transition is more favoured than the second
one as shown by the Gibbs Free Energy values. Ellipticity variation between the

intermediate states shows conformational differences.
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