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Resumen

LLa contaminacion del medio ambicnte ¢s un problema creciente que afecta practicamente a
todos los ccosistemas del planeta, gencrando situaciones graves de salud y de destruccién de
la biodiversidad. Las técnicas de la biotecnologia moderna son una de las mejores opciones
para contender con muchos de estos problemas a través del uso de sistemas bioldgicos
optimizados.

Entre los problemas importantes de contaminacion se encuentra la producida por la presencia
de ciertos iones metalicos en cuerpos de agua y suelos. En este contexto, el objetivo de este
trabajo fue el disefio de células bacterianas de Escherichia coli con capacidades mejoradas
para la adsorcidn de iones metalicos. Para lograr lo anterior, se seleccionoé a la proteina
OmpC de la bacteria E. coli, que se encuentra presente en mas de | 0° copias por célulaen la
superficie bacteriana, como proteina acarreadora y presentadora de epitopes de residuos de
histidina, los cuales incrementan la capacidad de adsorcién de ciertos iones metélicos por la
biomasa bacteriana.

En este sentido, demostramos que la incorporacién de estos epitopes en proteinas
recombinantes OmpC, incrementaron la capacidad de la célula bacteriana para adsorber
ciertos iones metalicos en solucion, tales como Fe'? Ni*? y Zn*? de manera dependiente al
namero de residuos de histidina presentes en el epitope. Para el caso del ion Cr* no hubo
una adsorcidn positiva y pensamos que lo anterior se debe a que los residuos de histidina no
complejan con este 16n. Ademas, se obtuvo el resultado de que al aumentar €l niimero de
residuos de este aminoacido en la superficie de la bacteria, disminuy¢ ain mas la adsorcion
basal de este 16n en la membrana celular.
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Introduccion y antecedentes

La contaminacién de los diferentes ccosistemas de nucstro planeta, representa una de las
problematicas mas complejas a las que sc enfrenta la sociedad actualmente a nivel mundial, y
a la que indudablemente se enfrentarin las siguientes generaciones. Los procesos de
produccion de energéticos, alimentos, medicamentos y otros satisfactores sociales, generan
en su mayoria contaminantes, muchos de ellos recalcitrantes, que sc incorporan a los CUerpos
de agua, al suelo y el aire y permanecen alli generando problemas muy serios de destruccién
de la biodiversidad y de salud humana y animal.

Labiotecnologia moderna, entendida como una actividad multidisciplinaria, sustentada por
el conocimiento y metodologia de varias disciplinas tradicionales, entre ellas la genéticay la
bioingenieria, es una de las mejores opciones que tenemos como sociedad mundial y
mexicana, para contender con muchas de las demandas de alimentos, medicamentos y otros
satisfactores de la sociedad (Bolivar et a/ 2001). En particular a nivel del problema de la
contaminacién de [os cuerpos de agua, del suelo y del aire, existen una serie de acciones que
habria que desarrollar, apoyadas en la biotecnologia moderna, para contender con este
problema de la contaminacion.

En el caso del aire habria, por ejemplo que desarrollar la ingenieria idénea para construir
sistemas adecuados a las necesidades de tratamiento; desarrollar inéculos microbianos
avanzados y adaptados para aplicaciones especificas no convencionales y avanzar en la
implementacion de biosensores para la medicion in situ de la actividad de microorganismos
en biopeliculas.

En el caso del agua, habria por ejemplo, que profundizar en el conocimiento de los procesos
bioldgicos de tratamiento de aguas residuales para optimizar su disefio y operacién;
desarrollar biosensores optimizados para mejorar el control de procesos biotecnolégicos,
avanzar en el seguimiento de la calidad de agua en drenajes y cuerpos de agua y desarrollar
procesos especializados, con base en microorganismos modificados genéticamente, para el
tratamiento en las fuentes, de contaminantes xenobidticos problematicos, antes de mezclarlos
con otras corrientes, asi como desarrollar métodos modernos para detectar microorganismos
patdgenos en aguas tratadas.

Finalmente, en el caso de los esfuerzos de recuperacion y remediacidén de suelos
contaminados, entre algunas de las acciones que se han recomendado, estarian el diagndstico



v seguimicnto del tratamicnto de suclos contaminados; scleccion y estandarizacion de
mctodos analiticos para ¢l monttoreo de suelos contaminados; identificacion y modificacion
de las especies participantes en los consorcios responsables de la bioremediacion de suclos;
el desarrollo de procesos de modificacion biocatalitica (oxidativa principalmente), para
modificar/degradar contaminantes, en particular compuestos aromaticos y azufrados,
mutagénicos, derivados del petrdleo (combustibles) y de pesticidas; el analisis de compuestos
recalcitrantes cn suclos contaminados con hidrocarburos y en suelos agricolas contaminados
con pesticidas; generar estudios toxicologicos de sustancias contaminantes y subproductos de
degradacion y desarrollar procesos biologicos para eliminar iones metalicos pesados (Noyola
et al 2001).

Las técnicas modernas de la ingenieria genética permiten el disefio, Ja construccion vy
optimizacidn de organismos biologicos mejorados. La produccidn de insulina humana en
Escherichia coli, en 1979, fue el primer ejemplo del uso de esta metodologia para producir
un organismo transgénico de interés comercial (Goeddel er al 1979), y dio lugar a la
formacion de Genentech, Inc., la primera compafiia de ingenieria genética y biotecnologia
moderna orientada a la produccidén de moléculas humanas de uso clinico por esta tecnologia
{Watson ef al 1992). A mas de veinte afios de ese experimento exitoso, hemos atestiguado el
uso de esta tecnologia en el desarrollo de otros organismos modificados genéticamente para
diferentes propésitos. Sibien, el impacto de la ingenieria genética y la nueva biotecnologia
ha sido primariamente en el sector de la salud con mucho éxito, la segunda ola de impacto se
estd dando en la actualidad en el sector agricola, con el desarrollo de nuevos cultivares
modificados genéticamente, para adquirir nuevas propiedades, como resistencia a insectos,
herbicidas, sales, etc. (Herrera et al 2001).

Son atn pocos los ejemplos del impacto de la biotecnologia moderna en el 4rea de la
industria quimica y en la de la contaminacién ambiental, pero es indudable que, debido ala
presion social para desarrollar esquemas sustentables de produccion, que sean respetuosos
con ¢l medio ambiente v la biodiversidad, seran cada dia mas comunes los ejemplos de
desarrollo de tecnologias biologicas limpias para la produccion en la industria quimica y
ademas, habria también un mayor nimero de procesos encaminados a contender con los
problemas de contaminacion en el medio ambiente (Lopez-Munguia et a/ 2001, Noyolaet al
2001).

El papel de los iones metdlicos para la vida y el medio ambiente es fundamental.
Actian como cofactores en reacciones enzimaticas, formando parte del sitio activo de



enzimas, estabilizando su estructura terciaria o catalizando fa regulacidon y expresion de
genes. También se ha encontrado que un desbalance en la concentracidn de ciertos iones,
entre cllos el Fe*™?, puede provocar enfermedades como las de Wilson y Menkes.(Peter y Cox
1994). Sin embargo, insistiendo sobre lo comentado en relacidn a la contaminacion
ambiental, los 1ones metalicos se han acumulado en el medio ambiente, contribuyendo a la
contaminacién de la biosfera (Nriagu y Pacyna 1989) y en los ultimos afios se¢ han
incrementado los efcctos toxicos por metales que contaminan el agua, lo que ha dado lugara
una mayor preocupacion de la sociedad por este aspecto, generandose leyes que procuran
disminuir la concentracion de estos jones con posible efectos tdxicos para la salud (Noyola et
al 2001). De hecho, 1a Organizacion Mundial de la Salud, en un reporte en este sentido,
sefiala que los iones metélicos de mayor preocupacion en este aspecto son el aluminio,
cromo, manganeso, fierro, cobalto, niquel, cobre, zinc, mercurio y plomo (OMS, 1984), los
cuales se producen en un gran nitmero de procesos industriales. Por mencionar un ejemplo,
se conoce que las tenerias arrojan a los afluentes descargas residuales que van de 0.3-1.1 g/L
de Cr;03, ademas de incrementar también las concentraciones de niquel, magnesio y calcio.
(Silvestre et al 1994, Thomas et al 1995). Por las razones anteriores, resulta claramente
importante desarrollar procesos de remediacién, adecuados y competitivos técnica y
econdmicamente, que permiten remover los iones metélicos y en particular Cr, Ni*?, Fe? y
Zn*2.

Para contender con este problema de la contaminacién por iones metalicos, se han
desarrollado diferentes tipos de tecnologia (biolégica, quimica y fisicoquimica). Estos
métodos en Jo general, explotan las diferentes propiedades fisicoquimicas con el propdsito de
adsorber, concentrar y precipitar iones metélicos toéxicos y en algunos casos transformarlos
en compuestos no t4xicos. En este contexto, uno de los enfoques més promisorios ha sido el
uso de tecnologia que permite la bioadsorcion de metales pesados por diferentes tipos de
biomasa (Fourest y Roux 1992, Beate y Gunhild 1994, Nourbakhsh er a/ 1995, Stoll vy
Duncan 1996, Cuero 1996, Kratochvil y Volesky 1998), aunque este tipo de procesos es
generalmente inespecifico (Kim ef a/ 1996).

Para mejorar este tipo de procesos de bioadsorcion se han desarrollado diferentes enfoques
ortentados a la modificacion de la pared celular de los microorganismos utilizados en los
procesos, incluyendo la sobreexpresion de proteinas, como las metalotioninas, en la
superficie de microorganismos (Pazirandeh et a/ 1995). La expresion de péptidos y proteinas
en la superficie de las bacterias Gram-negativas, tiene una amplia gama de aplicaciones en
diferentes sectores, como por ejemplo la produccion de vacunas vivas (Puente ef af 1995), el



-uso de la pared celular para la presentacion de hibrerias de péptidos y la preparacion de
biocatalizadores microbianos {Georgiou ef al 1993).

En particular, en . coli, se han deserito diferentes enfoques orientados a la presentacion de
peéptidos y proteinas en la superficie de este organismo. Estos incluyen la insercion de
secuencias “blanco” especificas en regiones expuestas en la superficic de proteinas que
forman parte de la membrana externa y también en proteinas que forman parte de la
superficie externa de la célula, tales como el flagelo o lipoprotetnas (Hofnung 1991, Little ef
al 1993). Una proteina frecuentemente utilizada para la presentacidn de péptidos y proteinas
pequefias, ha sido LamB, la cual es una proteina muy abundante (10* copias), en la superficie
de E. coli (Charbit et al 1988). Otra proteina de superficie que se encuentra presente también
en un nimero de copias alto es la protcina de membrana externa OmpC (outer membrane
protein). Mondmeros de esta proteina se organizan como un agregado de tres unidades
{trimero) en la membrana externa de la bacteria para dar lugar a la formacion de un poro, que
esta involucrado en la difusion pasiva de moléculas pequeiias de tipo hidrofébico (Mizuno et
al, 1983, Nikaido 1996). Finalmente, se ha demostrado que OmpC es una proteina
estructuralmente importante para estabilizar la membrana externa (Nogami y Mizushima
1983). El gene ompC de E. coli ha sido clonado y caracterizado; tiene una region estructural
con 1,101 pares de bases y se ha demostrado que la expresidn de este gene esta bajo control
de la osmolaridad del medio de cultivo (Mizuno et af a, b 1983, Puente er af 1991). La
proteina OmpC, que tiene un peso molecular de 37,083 kDa, se sintetiza en medios de alta
molaridad, como el medio completo de Luria (LB) o en medios minimos a los que se
incrementa la osmolaridad adicionando cloruro de sodio o sacarosa, (Puente et al 1991,
Nikaido 1996). El alto nimero de copias de OmpC (2 X 10° moléculas por célula), la
convierten en excelente candidato para la expresion de péptidos especificos en la superficie
de Escherichia coli, ademas de que en Salmonella typhi, OmpC ya se ha utilizado para la
presentacion de un epitope especifico de rotavirus en la superficie bacteriana, ver figura 1,
(Puente er al 1995).



Figura 1. Representacion esquemdtica de la proteina OmpC de Safmonella typhi con en base en el estudio comparative de
feanteur et af 1995, Las regiones encerradas corresponden a las regionces variables de las sccuencias de aminoacidos de
OwmpC eatre Salmonella tvphi y Escherichia coli. Las tetras on negritas representan residuos de aminoacidos que varian
entre las dos bacterias y los puntos representan residuos presentes en S, typhi v ausentes en £.cofi. La tlecha sefiala ¢l sitio
de insercion empleado para la exposicion de las secuencias de histidinas,

En nuestro laboratorio, hemos estado interesados en el desarrollo de técnicas y herramientas
de ingenieria gencética (Bolivar e a/ 1977, LeBorgne er a/ 1998, 2001 , Palmeros et al 2000),
que permiten aislar, sintetizar y manipular genes nativos y material genético especifico, para
utilizarlo con fines particulares. Asi, hemos sintetizado, por ejemplo, genes que permiten la
produccion de las cadenas A y B de insulina (Cruz ef af 1990, 1992), y de la proinsulina
humana en E. coli (Olmos ef al 1994). Asimismo, hemos aislado genes, como el de la
penicilino acilasa, que es una enzima involucrada en la produccién de penicilinas
semisintéticas (Valle er al 1991, Merino ef al 1992}, con el proposito de desarrollar procesos
de sobreproduccién de esta enzima. Finalmente, nuestro grupo también ha desarrollado
esfuerzos en el drea de la ingenieria de vias metabdlicas en E. coli, con el propédsito de
modificar los flujos de carbono en este organismo, para desarrollar cepas optimizadas en la
produccion de metabolitos aromaticos (Flores et al 1996, Gosset et al 1997, Flores et al
2001).
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Objetivo

Este proyecto se enmarca en el contexto del uso de la biotecnologia modema para contender
con problemas relevantes, particularmente en el area de la contaminacion ambiental,
mediante €] uso y manipulacién de la informacidn genética en E. coli. El proyecto tuvo como
objetivo el desarrolio de cepas de E. coli modificadas genéticamente, con el fin de que
tuvieran una capacidad incrementada para adsorber iones metélicos tales como Fe*?, Ni'*?,
Zn*? y Cr™ que contaminan aguas y suelos. Especificamente, se decidié utilizar la proteina
OmpC de E. coli por ¢l alto nimero de copias presentes en la membrana bacteriana, como
sistema para presentar epitopes ricos en residuos de histidina los cuales son capaces de
formar enlaces de coordinacién con iones metalicos y por ello tienen la capacidad de unir
iones metélicos en la superficie de la bacteria.



1v Materiales y métodos

1) Cepa bacteriana y plasmidos utilizados y construidos durante este trabajo;

condiciones de crecimiento

La cepa de Escherichia coli y los plasmidos utilizados y construidos durante el

trabajo se describen en la tabla I. La cepa IM101 dc E. coli fue utilizada como

receptora de los diferentes plasmidos construidos en el presente trabajo (Rodriguez et
al 1976). El plasmido pBR322 (Bolivar et a/ 1977) fue utilizado por Misuno et a/
(1983), para insertar el gene ompC en el sitio Hindlll de este vector, construyéndose
asf el plasmido pMY111.

Las células de la bacterta JM 101 con y sin plasmidos, fueron crecidas en medio Luria
(10 g/lt de triptona, 5 g/lt de extracto de levadura, y 5 g/lt de NaCl, Miller 1972),
suplementado con 50 mg/ml de carbenicilina como antibidtico para seleccionar. Al

medio solido se le agrega agar al 1.5%.

Tabla I. Cepa bacteriana y plasmidos utilizados y construidos

Cepa de E. coli

Genotipo y fenotipo relevante

Referencia

del cassette donde cada uno codifica para 13
residuos de aminoacidos insertados en fase
en ompC.

IM101 SupE44, thi, A(lac-proAB), traD36, proAB, | Rodriguez et al 1976
lacl®ZAM13
Plasmidos Caracteristicas relevantes
pMY111 Ap' derivado de plasmido pBR322. Mizuno ef af 1983
Contiene ]a insercion del gene ompC, como
un fragmento de HindIlL
pMY112 Derivado de pMY111. Contiene un este trabajo
oligonucleétido que codifica para 13
residuos de aminoacidos, insertados en el
sitio Spel del gene ompC.
pMY113 Derivado de pMY 112. Contiene dos copias este trabajo




2)

3)

Técnicas de DNA recombinante

Reactivos

Todas las enzimas de restriccion, la DNA ligasa de T4, la DNA kinasa de T4, la
fosfatasa alcalina de intestino de becerro, asi como la sequenasa (versidn 2) y el kit
de secuencia, fueron adquiridos de New England Biolabs, USA, y se utilizaron de

acuerdo con las especificaciones del proveedor.

Transformacion de DNA

En los experimentos de clonacion, el DNA de los plasmidos se introdujo en la
bacteria F. coli a través del método standard de transformacidn quimica que utiliza
CaCl; (Sambrook et a/ 1989).

Purificacion de DNA

Para extraer DNA de las clonas con plasmidos recombinantes, se utilizé el método de
lisis alcalina para extraer y purificar el DNA episomal (Rodriguez y Tait 1983). Para
los experimentos de clonacion, los fragmentos de DNA se extrajeron de geles
preparativos de agarosa utilizando un kit de extraccion (QIAGEN-Minisolation kit)
fabricado por Qiagen, Inc., Ca, USA.

Los fragmentos de DNA se separaron en geles de agarosa (1%) o de poliacrilamida
(7.5%), segin el tamafio, bajo condiciones descritas previamente (Sambrook et al
1983).

Seleccion del sitio de insercién de las secuencias heterélogas en OmpC

Trabajo publicado previamente demostrd que una regién de la proteina OmpC de
Escherichia coli, cerca de 1a mitad de la cadena polipeptidica entre los residuos 154
y 175, se encuentra expuesta en la superficie celular y actia como el sitio de unién de
un bacteriéfago (Mizuno ef alyp 1983, Morona et al 1985, Puente ef al 1995).
Estudios maés recientes, basados en alineamiento de secuencias y en prediccién dela
estructura secundaria de varias porinas de diferentes bacterias Gram-negativas,
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también schalaban que esta regidn correspondia a una estructura tipo asa altamente
hidrofilica. expuesta en la superficie celular de esta proteina OmpC (Jeanteur of a/
1995).

Adicionalmente, una comparacidn de sccuencias de residuo de aminoacidos con la
proteina OmpF, que es altamente homéloga a OmpC, y cuya estructura
tridimensional ha sido resuelta por técnicas de cristalografia-difraccion de rayos X,
claramente confirmaron que esta asa esta orientada hacia el exterior de la célulay que
no esta involucrada en la formacién del trimero ni del poro (Cowan et al 1992).
Ademas, esta region habia sido ya utilizada por Puente y colaboradores (1995) para la
insercion de un epitope de rotavirus en la proteina OmpC de Salmonella typhi. Por
esta razones, se decidid utlizar esta regidn particular de OmpC para presentar
epitopes ricos en histidina en la superficie de E. cofi. Finalmente, se decidio utilizar
el sitio Unico de reconocimiento de la endonucleasa Spel que esta presente en esta
region, para insertar los epitopes que contienen residuos de histidina, que se
describen a continuacion.

Construccion de plasmidos con epitopes de histidina en el gene ompC

Se sintetizaron dos oligonucledtidos complementarios OMHisg)  5'-
CTAGTGATCCATCCGGACATCACCATCATCACCATTCTGGTG-3'y OMHisg,
5-CTAGCACCAGAATGGTGATGATGGTGATGTCCGGATGGATCA-3', que
codifican para la siguiente secuencia de aminoacidos: SDPSGHHHHHHSG. Estos
dos oligos se hibridaron a 25°C, a través de bajar lentamente la temperatura de una
solucién inicialmente a 95°C y el DNA de doble hélice resultante fue fosforilado,
utilizando la enzima DNA kinasa proveniente de T4. Los fragmentos fosforilados
fueron clonados en el sitio Gnico para la endonucleasa Spel, presente en el gene
OmpC insertado en ¢l plasmido pMY 111, previa digestion de éste con la misma
endonucteasa. Para ¢llo, DNA de este plasmido fue digerido con la Spel y tratado
después con fosfatasa alcalina. La mezcla del DNA del plasmido pMY1I1
linearizado y del oligo sintético fue ligado con la enzima ligasa de T4 y el DNA
resultante fue utilizado para transformar la bacteria JM101, conforme a las
condiciones descritas previamente.

El disefio de los fragmentos de DNA sintético permitié la regeneracion de un sitio
unico de Spel, en el extremo 5' del fragmento insertado, pero solamente cuando la

10
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5)

6)

insercion de este DNA ocurre en la orientacion adecuada, Asimismo, fa presencia de
un sitio de reconocimiento para la enzima BspEl, en ¢l DNA sintético, permitio la
identificacion rapida de plasmidos recombinantes con insertos.

De acuerdo con la cstrategia anterior se generd el plasmido pMY 112 que lleva un
inserto del oligonucleotido sintético, en la orientacion correcta. Utilizando la misma
estrategia, a partir de pMY 112, se generd el plasmido pMY 113, insertando un
segundo fragmento del oligonucledtido en el sitio de Spel (ver tabla I y figura 2).

Purificacion de proteinas de membrana externa y analisis por electroforesis en geles

de poliacrilamida desnaturalizantes

Las proteinas que forman parte de la membrana externa de las células bacterianas
fueron preparadas y solubilizadas utilizando Tritén X-100, a partir de cultivos de 16
hrs., tal v como ha sido descrito por Puente y colaboradores (1995). Las proteinas asi
purificadas fueron analizadas utilizando electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida 12% con 0.1% SDS. Las proteinas se visualizan al tefiir el gel con azul

de Coomassie (Laemmli 1970).

Epifluorescencia de células bacterianas inmobilizadas en resina de agarosa NTA-
Ni™

Las células obtenidas a partir de cultivos en medio completo de Luria, fueron
colectadas por centrifugacion y lavadas dos veces con una solucion de NaCl 150 mM.
Los paquetes celulares fueron resuspendidos con la misma solucion de NaCl 150 mM
y se ajustd al valor de 4 la densidad 6ptica medida a 600 nm.

Cincuenta microlitros de la suspension bacteriana resultante fueron mezclados con 25
ul de una suspension de resina de Ni*2-NTA-agarosa (Qiagen, Ca., USA),
previamente lavadas con NaCl 150 mM. La suspension resultante se incubd por 24
horas a temperatura ambiente. La suspension se centrifugé a baja velocidad y las
resinas fueron lavadas (3X) con NaCl 150 mM y resuspendidas en 500 pl de una
solucion de NaCl 150 mM que ademas contenia 1 pg de yoduro de propidio, para
tefiir las células. Las muestras asf tratadas fueron examinadas usando un microscopio
de epifluorescencia acoplado a una cabeza para escanear a través de un laser confocal

(BioRad Laboratories, Ca., USA).

11
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Bioadsorcion de 1ones metalicos durante el crecimiento celular

Las células fueron crecidas en medio Luria completo, en presencia de una
concentracion de 100 uM de los diferenies iones metalicos. Las cuatro sales
metalicas utilizadas en este estudio fueron: CrCl;, ZnCl,, FeCl; y NiCl,. El
crecimiento celular fue monitoreado turbidimétricamente a 580 nm. Las células
fueron colectadas por centrifugacién y el paquete celular fue lavado tres veces con
una solucidn de NaCl 150 mM y secado posterionmente.

Los paquetes celulares resultantes fueron incubados a 50°C durante toda la noche en
acido nitrico 70% (22.2 M), para disolver la biomasa. El contenido metélico de las
muestras fue determinado por espectroscopia de absorcidn atdmica utilizando un
equipo Perkin Elmer, modelo 3100 de la Facultad de Quimica de la UNAM.
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Resultados:

Articulo publicado en la revista Biotechnology Letters 22, 623-629, (2000).

Engincening the Escherichia coli outer membrance protein OmpC for metal bioadsortion. N.
Cruz, S. LeBorgne, G. Hernandez, G. Gosset, F. Valle y F. Bolivar

Consideraciones relevantes sobre los resultados de la publicacién:

1)

2)

El disefio y la ingenieria de cpitopes ricos en residuos de histidina para ser
expresados en OmpC

El plasmido pMY 111 fue utilizado como fuente de DNA para obtener el gene ompC
(Mizuno et al. 1983). Es importante insistir en que existe un sitio unico de
reconocimiento para la endonucleasa Spel presente en la porcién de DNA que
codifica para la regién seleccionada para presentar péptidos heterlogos. Como
epitope reportero, se utilizaron péptidos que contienen secuencias ricas en histidinas
{secuencia: SDPSGHHHHHHSG, ver materiales y métodos) ya que la afinidad de los
residuos de histidina por iones metélicos ha sido reportada previamente (Siegel, H.,
et.al. 1982) y dicha propiedad también ha sido explotada para la adsorcién de Cd** a
través de la expresién de epitopes con residuos de histidina expresados en la proteina
de superficie LamB (Sousa et al 1996). Un fragmento de DNA sintético que codifica
para este epitope fue insertado en el sitio inico para la endonucleasa Spel presente en
el gene ompC en el plasmido pMY 111, tal y como se describe en la seccidn de
materiales y métodos. El plasmido resultante que codifica para la proteina hibrida
OmpC-(His)s fue llamado pMY112. La misma estrategia fue utilizada para construir
el plasmido pMY 113, a partir de pMY 112, el cual codifica para una proteina hibrida
que contiene OmpC(His);,, dos secuencias repetidas de (His)s. El analisis con las
enzimas de restriccion Pstl y Spel confirmaron la orientacién de los insertos. La
figura 2 muestra las secuencias de las regiones de residuos de histidinas que son
presentadas como epitopes, en estas proteinas recombinantes.

La expresion de genes hibridos que codifican para proteinas recombinantes
OmpC con epitopes de histidina

Los fragmentos de DNA sintético que codifican para los epitopes ricos en histidina
fueron disefiados de tal manera que se conservara el frente de lectura correcto
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después de la insercion del material sintético en el sitio tinico de reconocimicnto de la
endonucleasa Spel presente en ompC. Asi, la traduccion de los genes hibridos ompC
de los plasmidos pMY 112 y pMY 113 deberia resultar en la sintesis de proteinas
hibridas OmpC con los insertos de los epitopes de histidina. Para confirmar esta
suposicion, cultivos de la cepa JIMI101 fueron transformados con los plasmidos
pMY 111, pMY 112 y pMY 113, y como control se utilizaron células JIM101 no
trasformadas. Las diferentes células fueron crecidas en medio rico Luria y los
cultivos resultantes fueron utilizados para aislar las proteinas de la membrana
externa. Como ya se ha mencionado, ompC es expresado en medios de alta
osmolaridad bajo el control de su promotor natural (Puente et al 1991). Las proteinas
de membrana externa purificadas fueron analizadas por electroforesis en condiciones
desnaturalizantes. En el articulo publicado , la figura 2 carril 1, muestra el patron de
proteina observado para la cepa JM101, en donde se observan claramente dos bandas
correspondientes a las proteinas OmpC y OmpF. Los carriles 2, 3 y 4 muestran, por
su parte, los patrones de proteina para las cepas que contienen los plasmidos
pPMY111, pMY112 y pMY113, respectivamente. Como puede observarse, y
conforme a lo esperado, los pesos moleculares aparentes de OmpC-(His)s y
OmpC(His)i2 fueron ligeramente mayores que los de la proteina OmpC de la cepa
silvestre (fig. 2 carriles 1 y 2 ). Estos datos son consistentes con la presencia de
epitopes en las proteinas hibridas. Los perfiles obtenidos en los carriles 3 y 4
muestran también que no hay contaminacién de las proteinas OmpC u OmpF
naturales, reflejandose con ello la inhibicion de la incorporacién de proteinas de
membrana externa endégena, cuando el gene ompC es sobrexpresado en un plasmido
multicopia (Click et.al 1988). Adicionalmente, no hubo una diferencia importante en
la intensidad de las bandas correspondientes a OmpC-(His)s comparada con OmpC
presente en la cepa control. Sin embargo, la intensidad de las bandas fue ligeramente
menor para OmpC-(His)|,, aunque es importante puntualizar que atn asi la
concentracion de OmpC-(His); es ligeramente mayor a la que presenta la proteina
OmpC en la cepa JM101. Por lo tanto, el nivel de expresion de los genes que
codifican para las proteinas hibridas parecen ser similares a los de la cepa control
OmpC en la cepa IM101, cuando estos genes hibridos estan presentes en plasmidos
multicopia. Finalmente, las tres diferentes cepas que portan estos tres plasmidos
presentaron perfiles similares de crecimiento cuando fueron cultivadas en medio
Luria, sugiriendo que su capacidad de crecimiento en este medio de alta osmolaridad,
no fue afectado por la presencia de los epitopes (Figura 3).
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Demostracion de la presencia y de la exposicion de los cpitopes presentados en la
superficic de la bacteria

Una vez demostrada la produccion de proteinas hibridas OmpC, el esfuerzo se enfocé
en determinar si realmente los epitopes ricos en histidina se encontraban localizados
en la superticie de las células de E. coli. Debido a que estos epitopes son sitios
potenciales de enlace con iones metalicos, por su alto contenido de histidinas, se
determino la capacidad de las diferentes cepas bacterianas llevando estas secuencias,
para enlazarse con iones Ni"? inmovilizados. Para probar esta capacidad de unién, se
incubaron células completas expresando los genes hibridos y el gene ompC de la cepa
silvestre, en presencia de la resina de agarosa NTA-Ni**. Después de la remocion del
material no enlazado, las resinas fueron examinadas mediante microscopia
epifluorescente, tal y como puede verse en la figura 4 (y en la figura 3 del articulo).
La resina de agarosa incubada con células de E. coli que produce la proteina hibrida
OmpC-(His),, fue visible por microscopia de transmisién (Fig.4A) y también
fluorescié (Fig 4B). En contraste, las particulas de resina incubadas ya sea con células
que producen la proteina hibrida OmpC (His)s, 0 las células silvestres que sintetizan
la proteina OmpC silvestre o resina sin células, no producen ninguna sefial de
fluorecencia (Fig. 4C), indicando que estas células no tienen la capacidad para
enlazarse con el soporte o que fueron enlazadas muy débilmente, de tal manera que
fueron eluidas porlos lavados con la solucidn de cloruro de sodio. Por lo tanto, sélo
las células que llevan la proteina hibrida OmpC-(His);, fueron capaces de
permanecer adsorbidas sobre las particulas de resina a través del niquel inmovilizado.
Estos resultados sugieren que los residuos de OmpC(His),» fueron accesibles en la
superficie y fueron capaces de interactuar, con alta afinidad, con los iones de niquel
nmovilizado.
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Figura 4. Micrografia de la misma muestra de un cultivo de células de E.cofi IM101 (pMY 113) unidas a esferas
de resina Ni-NTA agarosa. A) Contraste de fase; B) Fluorescencia; C) Contro! de resinas sin células. La
magnificacién es 40X y la barra equivale a 50 pm.
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4) La adsorcion de iones metalicos en solucion, cn la superficic de células

modificadas que llevan epitopes con afinidad por iones metalicos

Las células que producen las proteinas hibridas OmpC-(His), 6 Omp C (His);,, asi

como células de la cepa JIM101 que produce la proteina OmpC silvestre, fueron

cultivadas en presencia de diferentes iones metalicos. Las células fueron colectadas a

partir de cultivos en la fase estacionaria tardia, debido a que ésta es una condicion

donde se alcanza el maximo ntmero de moléculas de OmpC localizadas en la

membrana (Puente et o/ 1991). Finalmente, las células fueron extensivamente lavadas

con NaCl 150mM para remover cualquier 16n metalico no enlazado. La cantidad de

metal adsorbido a estas células, después de lavadas, fue determinado y los resultados

se presentan en la tabla [I (tabla [ del articulo). Las células de E. coli que llevan tanto

las proteinas hibridas OmpC-(His)s como la OmpC (His)», retienen cantidades

significativamente mayores, de diferentes iones metalicos, que la cepa control,

excepto para el caso de Cr’*(tabla I1).

Tabla II. Bioadsorcion de iones metdlicos durante el crecimiento de cepas que llevan los plasmidos

pMY111, pMY 112y pMY113°

Cepas con plasmido 16n metalico adsorbido
(Lmol g de peso seco)
Zn" Fe" Ni™? Cr®
IM101 (pMY111) 3.8(2.02)" | 5.7(0.36) | 1.7(0.62)" |3.3(0.81)
IMI01 (pMY112) 11.3(1.42)" | 16.5(0.60)" | 4.2(0.36)" | 1.5(0.56)"
IMI101 (pMY113) 13.8 (1.21)" | 35.5(4.10)" | 9.9(0.98)" | 1.1(0.30)"

® Las células fueron crecidas en medio Luria suplementado con 100 uM de CrCl;, ZnCl,, FeCly 6 NiCl;. Los

cultivos fueron colectados al alcanzar Ia fase estacionaria, lavados tres veces con una solucién de NaCL 150 uM y
secados. Las pastas celulares fueron incubadas durante 12 hrs., en dcido nitrico 70% (22.2 M), a 50°C. Los
contenidos de metal de fas muestras fueron determinadas por espectroscopia de absorcién atomica.

* Valores de desviacion estindar de tres observaciones por duplicado, por muestra,
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Ll hecho de que la cepa control también enlaza iones metalicos no es sorprendente
debido a que E. coli, asi como otras especics bacterianas, poscen una superficie
anidnica a la cual sc pueden adsorber cationes metalicos (Hoyle y Beveridge 1983).
El hecho que las cepas expresen uno o dos epitopes ricos en histidina y retengan mas
iones metalicos, indican que el incremento en la capacidad de estas cepas, para
enlazar iones metalicos, es debido a la presencia de estos restduos de histidina. Ello
también indica que el incremento en ¢l nimero de residuos de histidinas expuestos
incrementd la capacidad de las células para adsorber cierto tipo de iones metalicos.
Es importante puntualizar que bajo las condiciones experimentales aqui reportadas,
conitrario a los resultados con Zn**, Fe*” y Ni**, la adicién de residuos de histidina a
OmpC disminuye la capacidad de enlace del i6n cr” por OmpC (His) en £. coli.
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VI

Conclusiones y perspectivas

La informacion aqui presentada, claramente demuestra que la proteina de membrana externa
OmpC de £. coli puede ser usada como una proteina acarreadora para un sistema de
despliegue a nivel dc la superficie de la ¢élula bacteriana. En este estudio, se disend,
construyd y expresé un péptido para enlagar cierto tipo de iones metalicos, usado como
epitope reportero, en una region expuesta de la porina OmpC. Estos residuos de aminoacidos
en las proteinas hibridas OmpC contienen uno o dos fragmentos de seis residuos
consecutivos de histidina separados por ocho aminoacidos para coordinar eficientemente
iones metalicos de transicion (Hochuli et al 1988).

Se demostrd que la biogénesis general y la funcion bioldgica de OmpC no fue afectada, al
menos en las condiciones experimentales aqui reportadas. Los experimentos de adsorcidn de
iones metalicos libres mostraron que las células que expresan las proteinas hibridas de
OmpC, conteniendo uno o dos epitopes de enlace de iones metalicos en su superficie, tienen
una mayor capacidad de adsorcidn para ciertos iones metalicos que las células que expresan
la proteina OmpC silvestre. Estos resultados indican claramente que los epitopes quedaron
localizados sobre la superficie externa de E. coli y fueron accesibles para la coordinaciéon de
lones metalicos presentes en el medio de cultivo. Sin embargo, diferencias significantivas
fueron observadas en la capacidad de union a metales de células conteniendo 6 6 12 residuos
de histidina expuestos sobre OmpC. Para Zn™", Fe’* y Ni*", el epitope con 12 residuos de
histidina presenta mayor capacidad de adsorcidn de iones metalicos.

Por otro lado, bajo las condiciones experimentales aqui reportadas, no se detectd un
incremento en la unién del ién Cr’* por cualquiera de los dos epitopes estudiados.
Adicionalmente, se encontrd que cuando el nimero de residuos de histidina se incrementa
sobre la superficie de OmpC, la capacidad de union para ef i6n cromo disminuye. Pensamos
que esto puede ser explicado por las propiedades quimicas de este 16n, el cual estd
clasificado como un cation duro ya que tiene carga positiva alta, un tamafio pequefio y carece
de electrones de valencia exitados no compartidos. Por estas razones, también presenta una
cinética lenta de intercambio de ligandos, ademas de que sus ligandos principales son
compuestos con electrones donados por oxigeno, lo cual no es el caso con los residuos de
histidina en las proteinas (Glusker 1991). Para explicar las diferencias de comportamiento de
unién del i6n Cr'* a los epitopes de histidina con relacién a los otros iones probados, cabe
mencionar también que la retencion de metales no puede ser atribuida tnicamente al nimero
de residuos de histidina, sino que, més bien es un efecto combinado de contribuciones de
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muchos otros residuos de aminoacidos, tales como los residuos aromaticos triptofano,
tirosina y fenilalanina.

Experimentos con niquel inmovilizado mostraron que s6lo las c¢lulas de las cepas de . coli
que expresan OmpC—(His);: permanecen enlazadas a las particulas de agarosa-N1, ya que las
célutas de las cepas que expresan OmpC-(His), fueron removidas durante los lavados. Estos
resultados mucstran que la presencia de més residuos de histidina en el epitope de unidn a
jones metalicos incrementa la union de células de E. coli al i6n niquel inmovilizado. Por lo
tanto, bajo las condiciones experimentales estudiadas, puede concluirse que las cepas que
expresan OmpC-(His)12 poseen una alta capacidad de adsorcion para Zn**, Fe'" y Nit¥,
debido probablemente a que este epitope (His)iz, se encuentra mayormente €xpuesto en la
superficie bacteriana.

Un hecho interesante del sistema de despliegue en la superficie presentado aqui, es que la
produccién de la proteina OmpC y las proteinas OmpC-hibridas fueron osmoéticamente
inducidas. Por lo tanto, la expresién del gene ompC puede ficilmente ser inducida por
exposicién de las células a alta osmolaridad, caracteristica encontrada en la mayoria de los
medios complejos. Este esquema de induccién evita el uso de compuestos quimicos toxicos y
costosos, tales como el IPTG, para incrementar la expresion genética. Este hecho puede ser
ventajoso, en el caso de aplicaciones de este tipo de sistemas derivados de OmpC a gran
escala, en problemas particulares de la bioremediacion de iones metalicos presentes en
fuentes acuosas y en suelos contaminados.

Un aspecto importante a resaltar es que, ¢l objetivo de este trabajo fue el de construir cepas
de la bacteria E. coli, las cuales tuvieron incrementada su capacidad para adsorber ciertos
iones metalicos. Sin embargo, hay todavia mucho que avanzar para realmente desarrollar una
tecnologia competitiva para la biorremediacion de jones metalicos usando estas cepas y
biomasa derivada de ella. Uno de los aspectos fundamentales a evaluar para avanzar en el
proceso de optimizacidn, serfa el determinar si la capacidad de adsorcion de ciertos iones
metélicos por estas células, (en particular, Fe”, Ni”> y Zn'%), estd ya saturada y
simultaneamente a esta pregunta estaria la de qué pasaria si se incrementara ain mas el
ndmero de residuos de histidina expuestos, entre otros. Por otro lado, seria también muy
importante reatizar una evaluacién fina de como compara la capacidad de adsorcion de estas
células, con las reportadas por otros bioadsorbentes.
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En cste sentido una primera comparacion a nivel general, ya que ¢l tipo de bioadsorbentes
reportados cs muy variado y en muchos casos s¢ reportan ya optimizadas las condiciones
para la adsorcion, sefiala qué sistcmas ya desarrollados y optimizados utilizando diferentes
tipos de biomasa (no células en cultivo), ticnen capacidadcs de adsorcion de Ni*%, en niveles
que van desde los similares a los obtenidos para nuestras c€lulas en cultivo (Beate y Gunhild
1994), hasta niveles que presentan capacidades entre 10 y 20 veces superiores (Cabral 1992,
Fourest y Roux 1992, Holan y Volesky 1994, Veglié et af 1996) y lo mismo en el caso para
la adsorcién de Zn'? (Beate y Gunhild 1994).

Por otro lado, si bien las células desarrolladas son capaces de adsorber més Fe™ Ni*'yZn™,
no es ¢l caso del ién Cr™. Ya se ha comentado la razon por la cual pensamos que ocurre esta
diferencia, pero esto no resuelve el problema de contar con sistemas optimizados para la
bioadsorcidn eficicente de Cr™ como los reportados en la literatura (Nourbakhsh ez al 1995).
Pensamos que para lograr desarrollar un bioadsorbente eficiente para el 16n Cr* sera
necesaria una estrategia que permita adsorber mejor, a través de una coordinacion electronica
adecuada, al 16n Cr™° en la superficie celular. Para ello, habria que disefiar un sistema, que no
puede estar sustentado en el uso de residuos de histidina, ya que estos no coordinan el i6n
cromo (Glisker 1991), y por lo tanto habria que exponer residuos del tipo de aspartico y
glutamico principalmente, que posiblemente pudieran incrementar la adsorcion de i6n Cromo
por la biomasa.

Las técnicas de la biotecnologia moderna, entre las que destacan, la construccién de
organismos disefiados genéticamente para llevar a cabo funciones especificas, permitiran el
desarrollo de procesos mas adecuados, sofisticados ¥ mas compatibles con el proposito de
recuperar los ecosistemas contaminados y con un desarrollo sustentable y respetuoso de Ia
biodiversidad y el medio ambiente. Esta claro que el impacto de la biotecnologia moderna se
ha dado de manera mas importante en el sector salud, pero también es indudable que
conforme haya mas conciencia social habra més presion para desarrollar tecnologia limpia
con impacto en otros sectores, como el agricola y el del medio ambiente.

En particular, en lo que respecta al control de la contaminacién del medio ambiente, tal y
como lo han sefialado Bolivar y colaboradores en el documento: Biotecnologia Modema para
el desarrollo de México en el siglo XXI (2001), son muchas las areas y las oportunidades en
las que se pueden visualizar aportaciones importantes de la biotecnologia modema para
resolver problemas relevantes. En este sentido, la contaminacion por compuestos de origen
quimico, varios de ellos del tipo recalcitrante, no biodegradables, es uno de los grandes
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problemas quc hay que resolver. Asimismo, la contaminacidn de lechos acuiferos y suelos,
por metales, representa también un problema importante. Para resolverlo, entre los esfucrzos
importantes, scra nccesario caracterizar y también desarrollar organismos v consorcios de
organismos mcjorados gencticamente, con el proposito de degradar especificamente los
contaminantes industriales, y para remover o transformar iones metalicos en compuestos no
toxicos, o al menos con menor toxicidad. En este proposito sera importante hacer coincidir
capacidades técnicas novedosas como, la ingenieria y la evolucion dirigida de proteinas y la
ingenieria de las vias metabolicas de los organismos, para realmente desarrollar organismos y
consorcios con capacidades optimizadas en estos propdsitos de la degradacion de compuestos
recalcitrantes toxicos y recuperacion de iones metalicos. Asimismo, en este contexto debe
también tomarse en cuenta que la biodiversidad mexicana es fuente extraordinaria para el
aislamiento de nuevos genes para optimizar estos procesos.
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Abstract

The outer membrane protein, OmpC, from Escherichia coft was used to display metal-binding poly-histidine
pepudes on the surface of this bacterium SDS-PAGE analysis of outer membrane protein preparations confirmed
the cypression of the metal-binding epitopes mserted in position 162 of the mature OmpC protein Display of
these epitopes was confirmed by epifluorescence microseopy of cells bound ta NiPT-NTA-agarose beads and metal
adsorption experiments, The cells hatboring one or two copies of the metal binding epitope were able to adsorb
310 0 times more Zn®? (13.8 junol g ' eelly, Fe** (35 3 janol g Lcelly, and N2t (9.9 jumol g el metallic
ions than control cells expressing the wild-type OmpC,

Introduction

The role that metal ions play on life and environment 1s
fundamental. Hlowever, as a result of industrial activi-
ties, metal ions have accumulated in the environment,
contributing to the pollution of the biosphere (Nriagu
& Pacyna 1989). In order to solve this problem, dif-
ferent technologies have been developed. Currently,
biclogical, chemical and physical methods are avail-
able for removing heavy metals These methods ex-
plott different physico-chemical properties with the
goal of adsorbing. concentrating, precipitating toxic
metal ions or transforming them into non-toxic com-
pounds. Biosorption of heavy metals by different types
of microbial bicmass, is one of the most promis-
ing technologics (Stoll & Duncan 1996, Cuero 1996,
Kratochvil & Volesky 1998), however, this process
is generally not specitic (Wilhelmi & Duncan 1995,
Kim et al. 1996). Several approaches to improve
the biosorption capacity of different microorganisms
using cell wall modifications have been developed.
Also, genetic engineering techniques have been used
to overexpress proteing with high affinity for metals

(mctallothioneins) on the surfuce of microarganisms
{Pazirandel: et af 1995).

The expression of peptides and proteing on the
surface of Gram negative bacteria has potential ap-
pheations in several areas including the production
of live hacterial vaccines, whole cell adsorbents for
the display of peptide Libraries and the preparation of
microbial biocatalysts {Georgiou er ¢f. 1993}, Difter-
ent approaches involving the use of surface-exposed
carrier proteins to display peptides and proteins on
the surface of Escherichia colr. have been desceribed
They include the insention of the targel sequences in
surface exposed feops of outer membrane proteins or
into a protein forming part ol a cell surface structure
such as a flagellum or the fusion to the N-terminus of
lipoproteins (Hofoung 1991, Livle oz o 1993).

The most frequently used outer membrane pro-
tein for peptide and small protein disptay is LamB,
one of the most flexible and abundant surface proteins
with approximately 1 x 10% copies per cell (Char-
bit et af 1938} In this system, the lenB gene is
under transcriptional control of a Jac promoter deriva-
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tive, so dueed espression s mduced by sopropyl-f-D-
thivgalactoside (1IPTG)

Another surface pratein that could be used for
peptide display Is OQmpC This pormn & a tnimeric
protein integrated i the owter memhbrane of £ eols,
that forms relatively nonspecitic pores which allows
the passive dittusion af small hydrophibie molecules
(Nhando 19963 1t has also been shown that OmpC s
structurally miportant for stabilizing the outer mem-
brane (Nogam & Mizushima 1933) The ompC gene
from £ colt has been cloned, the sequence of the
1,101 base pair couding-region has been determined
ard it has been demonstiated that its expression is
controlled by the osmolarity of the culture medium
{Pucnte er af 1991} This protem, with a molecula
weight of 37,083 Da. s synthesized v a high esmolar-
ity medivm such as LB or after salt addinon (at least
015 M) to a low asmolarity medum (Puente ef af
1991, Nikaido 1996). The high copy fevel of OinpC
(2 % 10% molecules per eell) suggests that this outer
menmbrane protein could be an exeellent candidate for
peptide sutface expression, In Salmonclla o phi, it has
been reparted that the OmpC potin could be used to
successfully display a rotavirus epitope (Puente et af
1991y We have decided to use the OmpC porin from
E. coli as an alternative system to display heterolo-
gous peptides. Theretore, we introduced into OmpC
a mctal-binding epitope and studied its metal-binding
capacity on the surthee of £ colr.

Materials and methods

Bacterial straues, plasineds and growth conditons

Lscherichia colr strain IMIOV Gupl, th, A(lac-
prodB) [0 0al36, pro 1B, lacl ZAAMT 5]} was used
for all expriments {(Yanish-Perron ¢ af 1985). Plas-
mid pMY LT (Mizuno ef ¢l 1983) has been described
previously, it carries the complete ompC gene under
the control of its own promoter, inserted in the HiadIll
site of plasmid pBR322 (Bolvar ¢t ¢l 1977). Cells
were grown at 37°C in LB medium (Miller 1972) sup-
plemented with 50 jug carbenaillm per ml Selid media
contained 15 g agar per |

Recombinant DNA techiiques

Restriction endonucleases, calf intestinal phosphatase
{CiP), T4 polynucleotide kinase (T4 PNK), T4 DNA
ligase, Sequenase version 2 sequencing kit and appro-
priate butfers were purchased from New England Bio-

labs (MALTSAY or USB (OH Usyy and were used
according o the manutacturer’™s reconunended in-
structions Plasmid preparation and gel electrophare-
sis were perfored as already desenbaed {Sambrook
et al 1959)

Dicovinnd canstruction

Two complementary ohigonuelesnides OMEhg, 5'-
CIAGTGATCCATCCGGACATCACCATCATCACC
ATTCTGGTG-3" and OMHisye> 3-CTAGCACCAG
AATGOTGATGATGGTGATGTCCGGATGGATCA-
3 encoding the following amino acid sequence.
SDPSGHHHHIIHSG, were chemicells synthesized
OMihisg and OMHIs,2 wereanncaled by slowly cool-
ing 1o reom temperature from 95°C The resulting
double-stranded DNA sequence was phosphorylated
wsing T+ polyucleotide hinase. An internal BspEl site
was included in this synthetic sequence in order to
stmplify identificaton of the recombinant plasmids
containing an insert Morcover, this sequence con-
tained a Spel site only at the 5" end, resulting in the
regeneration of a single Spel site only at the 3" end of
the insert upon hgatton in the correct orientation. This
strategy allowed a simple restriction analysis sereen-
ing procedure to deteet for plasmids with the correct
insert orientation. The annealed DNA fragments were
Ligated to plasmid pMY 1L previously digested to
complenon with Spel and desphosphorylated using
call” tntestinal athaline phosphatase, in order to gen-
crate plasmid pMY 112 Using the same strategy, a
seeond imsert was introduced in the restored Spel site
ofpMY 112 to produce plasmid pMY L3

Preparation of outer menthrane proteim gud
denauiring polvacey lanide gel electrophoreses
(PAGE) analysis

Outer membrane proteins were prepared and solu-
bilized with Triton X-100 from 5-ml of overnight
cultures as deseribed previously (Puente er af 1995)
Proteins were analyzed by 0.1% SDS-129 PAGE and
the gels were stained with Coomassic Brlliant Blue
(Lacmmli 19705

Lpifluorescence of bacterial cells immobilized on
- .
Neet-NTd -agarose beady

Cells from overnight cultures were harvested by cen-
trifugation and washed twice with 150 mM NaCl.
Pellets were resuspended in one volume of 150 mM



NaClund the turbidity at 600 i of the resulting sus-
penston was adjusted o4 Tt pb of the resulting
bavtetial preparations were added e 28 gt of Ni*t.
NTA-agarose beads (Qiagen, CAL USA) proviously
washed with 1530 mM NaCl The rewuliing suspen-
stons were neubated for 24 hoat soom temiperature.
After tow speed centritugation, the heads were washed
three times wath 300 pel of L300 N MNaCt and resus-
pended in 300 gl of 130 mM NaCl contuning 2 ug
propidium fodide (20%0 w/v, in water) per mlin order
to stain the cells Samples were then examined using
an eprfluorescence microscope coupled to a contocal
laser-scanning head {Bro-rad),

Aletal hivadsorption dioing cell groweh

Cells were grown in LB medium supplemented with
100 povt ot different metal ions. The four metal salts
used in tas study were CrCly, ZnCl2, FeCly, and
KiCl2: cell growth was monitored tuibidimerrically,
Cells were collected by centrifugation, washed three
times with S0 mM NaCland dried The resuliing pel-
lets were then incubated overnight 1n 70% nitric acid
{22 22 My at 30°C m order o dissolve the biomass
The metal content of these samples was determined
by atomic ahsorpuion spectroscopy

Choice of w site for the fnsertion of heterologous

sequences in QupC

Previous work has shown that a reglon of the £, colt
OmpC proteinn, near the middle of the polypeptide
chain, is cell-surface exposed and acts as a phage
receptor hinding-site (Morona ¢ of 1983) A more
recent study based on sequenee alignments and sec-
ondary structure predictions of several porins from
various gram-negative bacteria, also indicated that this
region corresponds to a highly hydrophilic surface-
exposed loop of OmpC (Jeanteur eof @l 1993). In
add:ition, a sequence comparison with the OmpF pro-
tein, which is highly homologous to OmpC and whose
spatial structure has already been resolved by crys-
tallography (Cowan ¢ al. 1992). confirmed that this
loop is effectively orieated toward the extetior of the
cell and that it is not invelved in trimer or pore for-
mation. We chose this particutar region of OmpC
to display a histidine-rich epitope on the surface of
E. colt., considering also the high degree of similar-
ity between the £, colt and S, 3pht OmpC proteins
{Puente et al. 1995). For insertion of the epitope-
coding DNA sequences, into OmpC, we decided to
usc the restriction site Spel that is present on the ompC
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region that coteesponds o residaes 153110 175 of the

it e poly peptiade

Results

Crginectony histedine-rich cpitapes tiee OmpC

Phasmid pMY 1TH was used as a source tor the wild-
type OmpC coding sequence (Mizune er ol 1983),
[t is important to notice that a unique Spel site is
naturally present in the DNA portion encoding the
region selected to display the heterologous peptides,
As areporter epttope, we used a peptide containing a
hestrdine rich motif (sequence, SDPSGHHHHFHSG)
which has aiready been shown to have a high affinity
toward metallic ions (Sousa ez ¢l 1996} A synthetic
DNA frugment encoding this epitope was inserted into
the Spel site of the ompC gene in plasmd pMYILLL
The resulting plasimid encoding the OmpC-(His), hy-
brid protein was called pMY 112 The same strategy
was wied to construct plasmid pMY 113 encoding the
OmpC-(His)z hybrid protein which contained two
wndemly repeated epitopes Restricrion analysis with
Pyl and Spel contirmed the onientation of the inserts.
Frgure 1 shows the DNA sequences of these regions to
be displayed

Exproession of the b id OmpC protenin

The synthetic DNA fragment encoding the histidine-
rich epitope was designed in order that the correct
reachng frame was conserved upon msertion in the
Spel site of ompC. Thus, translation of the ompC
hybrid genes from plasmids pMY 112 and pMY 113
should result in the synthesis of larger OmpC hybrid
proteins To confinn this assumption, IMI01 cells
harbonng plasmids pMY 1L, pMY 12 and pMY 113
as well as non transformed JMI0T cells as & control,
were grown in LB-rich medium and the resulting cul-
tures were used to rselate outer membrane proteins.
As already described, empCois highly expressed in
this high osmolarity medivm when placed under the
control of its natural promoter (Puente e @l 1991),
solated outer membrane proteins were subjected to
SDS-PAGE analysis (Figure 2) Lane | shows the
protein pattern observed in IMIOL, Two bands, cor-
responding to porins OmpC and Ompt can be scen.
Lanes 2, 3 and 4 show the protein patterns for strains
containing plasmids pMY 111, pMY 12 and pMY113,
As can be observed, the apparent molecular weights of
OmpC-(His)s and OmpC-(His) 2 were slightly higher
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Fig 1(A) Relatve posiuon of the Spel restdeuon site inthe £ coli
ompC pene (B) Nucleotide and amino aaid sequences of the region
surrounding the unique Spel site in the £ eoft ampC gene and of the
metal-binding epitopes inserted into ompC Plasmid pyvY LI car-
res the entire wild-type £ col ompC gene, Plasmids pMY 112 and
pMY 113 encode for the OmpC-(Hhs), and OmpC-(Fis);2 hybnd
proteins, respectively  Spet and BspLl restriction siles are under-
fined The heterologous sequences o be displayed are highlighted
in bold
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Fig. 2 SDS-PAGE analysis of outer membrane protein prepara-
tions fiom £. colt IMI01 (1) and IMICH transformed with pMY 111
(2), pPMY 112 (3) or pMY113 (4) The gel was stained with 0.1%
Coomasie Blue. Lane MW containg molecular weight markers, in
thousand Da.
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frr 3 Phase cantrast {8 and flocresaance tHy nocrogiaphs of
the same two samples ot 1 el N EATY EI bound to0
NP oNTAaagarose beads Alapndivaten o B equal to
S0 pm

than that of the wild-type OmpC (Tiare 20 lanes 1
and 2) These data are consistent watle the presence
of the epitopes in the hybrd proteins e abrained
profifes in lanes 3 and 9 show that theie s ne major
contamination of witd-type OumpC o Grapt, reflect-
g the inhibition of the sy nthesis o other cadogenous
otter membrane proteins, when om0 1~ overex-
pressed from a multicops plasmid (CT 0k ez of 1988),
Adduionally, there wis no nepon ditrercace 1 the in-
tensity of the bands cotresponding to the O npC-(His),
and the wild-type OmpC howeven band tensity was
losser for OmpC-(His)s It nnportant 1o point out,
though, that the OmpC-(Hny s level o shightly higher
than that of the OmpC porin i st INIOT There-
Fore, the level of expression of the genes coding for
hybrid proteins appears to be appoosimately the same
as that of the wild-ty pe OimpC, when these genes are
present in multicopy plasimds Moteover, stiains car-
rying cither of these three plsiinds prescared similar
growth profiles when cultured 1 VB medinn {data
not shown), suggesting that then giowrh capacity in
this high osmolarity mediim, was notelicared by the
presence of these epitopes

Exposure of the inscrted epropes at i o tereal
surfuce

We further investigated shether the histidone-tich epi-
topes were exposed on the sutfave of the L. cofi
cells. As these epitopes are polential metal-binding
sites duc to their high histidine-conteni, woe Arst ex-
amined the ability of bacterial cells canying these
motifs to bind to immobilized mckel 1ons, To prove
their metal-binding capacity. whole cells expressing



the hybrid and wild-tvpe ompCogenes were ncu-
hated 1 the preserce of Nio-NTAagacose beads
After remosal of unhound materal, the beads were
erammed by epifluorescence microseopy (Frgure 3).
The agorose beads icubated with £ colt hosts pro-
ducing OmpC-(Hisya, visible by trapsmission mi-
croscopy (Frzure 3A), became Huorescently labeled
(Figute 3B) By contrast, the beads incubated either
with cells producing OmpC-(His, o control cells
harboring the wild-type OmpC did not produce any
fluorescence signal (data not shown), indicating that
they did not bind to the support or were bound so
weakly that they were removed by the NaCl washing
treatment, Theretore, only the OmpC-(His)2 carrying
celis were able o remain adsorbed to the immobilized
nichel These resules suggest that the histidine residues
ot OmpC-(His} > were accessible t the outer surface
and were able to interact with high affnity with the
immobilized nickel tons

Adsorption of free metal fons mrsolution by
genetically engineervd eells canving metal-binding
cpitopes

E cofi ¢cells producing either the ehimeric OmpC-
(His)y or OmpC-(His) 2 proteins and the wild-type
OmpC protein as a control, were cuttured in the pres-
cnce of difterent metallic tons. Cells were collected in
the Late stationary phase sinee this is a condition were
the waximum number of OmpC molecules are present
on the membrane Cells were extensively washed with
NaCl 130 M to remove any unbound metafs. The
amount of metals absorbed to these cells atter washing
was determined and the results are given in Table 1.
£ colr cells producing the hybrid proteins OmpC-
(H)e and OmpC-(Hhis)ya retained significantly farger
amounts of different metals tons than did the control
strain, exeept for the case of Cr¥t (Table 1) The
fact that the control strain alse bound metals is not
surprising since £ cofr as other bacterial species pos-
sosses an anionic surface to which cationic metaltic
ions can be adsorbed (Hoyle & Beveridge 1983). The
fact that the strain expressing one or two histidine rich
epitopes retained more ion metal, indicates that the en-
hanced metal binding capacity of these strains is due
to the presence of these extra histidine residues. They
also indicate that increasing the number of histidine
residues exposed, increased the overall capacity of the
cells to adsorb metallic ions [t is interesting to point
out that under our experimental conditions, contrary
to the results obtained with Zn?t, Feltand N2, the

Tohie 1 Metallic wn bowdorsoan dunng vionth of
Iocolt IMIDT celly cartymg pasmud pMY L pMY 112
orpMY T3

5

Motal won adsorbed
(nmol e ! dey cellsy
TITT THe R TR
IMIOI[pMY L] 3% 5717 33
BHnipsIY ) 1y ges a0 L3
INOCIpMY LY 138 3y 99 11

T elly were yrown i 1B medim supplemented with 100
pM ool CrCly Zef 12, Felly, or Nitls Cells were ool-
lected by centntugation at late stauonarne growth phase,
wished three tmes wath T30 mMdM Nall and dred The
resulting pellety were mcubated overmight in 70" niine
avud (2222 Myar S0°C Mol content of these samples
walt determined by atonie abarprion specrroscopy

addition of histidine residues to OmpC decreased the
binding of Cr* ¥ by £, coll,

Discussion

The results presented here demonstrate that the OmpC
outer mombrane protein from E. coli can be used as
a vector protein for a bacterial surface display sys-
tem. In this study, we have expressed a metal binding
peptide, used as a reposter epitope, in a putatively
exposed foop of OmpC. This 14 amino acd residue
peptide contained six o twelve consecutive histidine
residucs to efficiently coordinate transiton metallic
ions (Hochuli er @l 1988) Production and correct
lotalization of hybrid OmpC proteins containing one
or two copics of the epitope could be demonstrated
by SBS-PAGE andalysis of outer membrane protein
preparations. We also dumonstrated that the general
biogenesis and biological function of OmpC was not
affected, at least in our experimental conditions Free
metallic ion adsorption experiments showed that cells
expressing the OmpC hybrid proteins containing one
or two metal binding epitopes at their surface had a
greater metal adsorption capacity than cells express-
ing the wild-type OmpC. These results demonstrate
that the epitopes were focalized on the outer surface
of £. cofi and accessible for coordimation of metallic
ions present in the culture medium. However, signif-
icant differences were observed in the metal-binding
capacity of cclls containing 6 or 12 histidine residues
exposcd on OmpC. For Zn*, Feltand Nitt, the epi-
tope containing 12 histidine residues provided higher
metal adsorption capacity



H2A

Lader our experimental conditions. we did not de-
teet an inerease in binding of C13 to any of the two
eptopes studied Furthermore, we fornd that when
the number of histidine restdues was inereased on the
surface of OmpC, the capacity to biad the chromiun
o0 was decreased. This eftect could probably be ex-
plainad by the chemical properties of the CPF fon,
howeverowe do nothnow the comect explunation Pro-
dicting and understanding metal fon uptake by grow-
ing cultures of bacteria is difficult because complex
media containg many ¢omponents, which can influ-
ence metal adsorption (Shuttleworth & Unz 1993). In
particular, in this study the medivm used contained
yeast ostract and peprone, both of which are known
to compley metathe wns due the presence of various
amine acwls and peplides,

Experiments with immaobihized nichel showed that
only the & code strain eapressing Qmpl-(His)r re-
mained bound o the agarose beads The strain ex-
pressing OmpC-(Hisk, was removed during the wash-
ing step, These results show that the presence of more
Flis residues on the meal-binding epitope increases
the binding of £ cofr cells to the inmmobilized nickel
Therefore, under the eaperimental conditions stud-
ied, it can be concluded that the strain expressing
OmpC-( i)z possesses the highest metal adsorption
capacity for Zo®t Fe'Fand N2

Aninteresting feature of the surface display system
prosented here s that production of the OnpC pro-
tein was vsmotically induced Theretore, expression
of the ompC gene can casily be induced by exposing
the eells to high osmolarity, such as that encountered
in mostcomplex growth media This induction scheme
avoids the use of toxic and costly chemical inductors
such as IPTG This feature can be advantageous in
the case of Lirge-seale applications, such as pollution
bicramediation.
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