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RESUMEN

RESUMEN

Las bacterias &cido lacticas (BAL) constituyen la microbiota dominante en la
mayoria de los alimentos fermentados a nivel mundial, debido a que estan ampliamente
distribuidas en el ambiente y producen diversos metabolitos que contribuyen al aroma,

textura y conservacién de alimentos. Entre ellas esta el género Pediococcus.

En la cepa Pediococcus acidilactici ATCC 8042 se han identificado dos proteinas
gue conjuntamente muestran un amplio espectro antibacteriano. Presentan actividad
litica sobre peptidoglucano, copurifican en una preparacion de 94.5 % de pureza, con
masas moleculares de 99 kDa y 110 kDa, respectivamente. El andlisis de las
secuencias permitié identificar a estos péptidos como proteinas putativas reportadas en
el genoma de P. acidilactici 7_4. La proteina de 99 kDa corresponde a una N-
acetilmuramidasa, de acuerdo a la informacion obtenida en las bases de datos; por otra
parte la caracteristica mas relevante de la proteina de 110 kDa es que posee una

regién conservada homéloga a un transportador ABC (ATP-Binding Cassette).

Con el fin de determinar si la proteina de 110 kDa presentaba realmente
actividad litica o si la banda observada era debido a alguna interaccién producto de la
copurificacién de la proteina de 99 y 110 kDa, se decidié clonar y expresar el gen
correspondiente que codifica a la proteina de 110 kDa en Escherichia coli. El gen se
amplific6 por PCR a partir del ADN genomico de P. acidilactici ATCC 8042. Se
evaluaron diversos vectores y cepas hospederas y finalmente se logrd la expresion y
deteccién de una banda con actividad litica sobre peptidoglucano en las cepas E. coli
BL21 y E. coli BL21 pLysS usando el vector pET-22b(+) y una concentracién de
inductor (IPTG) de 1 mM. La actividad litica se manifestd también como halos de
inhibicion en cultivo de los microorganismos de prueba Micrococcus lysodeikticus y
Staphylococcus aureus. Las actividades detectadas en zimogramas indican que la
enzima recombinante sufre un proceso de degradacion y los fragmentos resultantes

gue actian sobre cada microorganismo tienen diferente peso molecular.
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El comportamiento es diferente al obtenido en paralelo por Garcia-Cano
(comunicacion personal) para la proteina de 99 kDa. Por lo tanto, se iniciaron los
trabajos bioinforméticos para analizar la secuencia de la proteina de 110 kDa con la
finalidad de dilucidar por qué una proteina que no tiene reportes de dominios liticos
presenta dicha actividad. Los primeros resultados indican que el efecto podria deberse
a la conformacion transmembranal de la proteina, hipotesis que debera ser corroborada

en trabajos posteriores.
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I. INTRODUCCION

1.1 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas (BALs) son un grupo de bacterias que comparten
caracteristicas morfolégicas, metabdlicas y fisiolégicas. Son bacterias Gram-positivas, que
pertenecen al grupo de los Firmicutes (bacterias Gram-positivas con bajo contenido de GC),
cocos 0 bacilos habitualmente anaerobios pero aerotolerantes, no esporulan, &cido
tolerantes, no formadoras de pigmentos, catalasa positivas, con necesidades complejas de
factores de crecimiento, por lo que a nivel laboratorio se deben emplear medios selectivos
gue poseen algunas de estas caracteristicas para su aislamiento (Salminen et al., 2004;
Cabeza-Herrera, 2006).

Son un grupo destacado de microorganismos en la tecnologia alimentaria porque
constituyen la microbiota dominante en la mayoria de las fermentaciones de alimentos y
bebidas a nivel mundial. Presentan un metabolismo variado, de acuerdo al cual se pueden
clasificar en homofermentativas y heterofermentativas. En las homofermentativas el producto
principal es acido lactico al seguir una fermentacion a través de la via de la glucdlisis. En las
heterofermentativas se lleva a cabo una fermentacién a través de la via de las pentosas y se
generan ademas de acido lactico, cantidades bajas de etanol, &cido acético y CO, (De Vuyst
y Vandamme, 1994).

Los géneros mas representativos de las BAL son: Lactobacillus, Carnobacterium,
Oenococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Lactococcus, Enterococcus,

Weisella, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus (Figura 1) (Salminen et al., 2004).
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Figura 1. Esquema filogenético de bacterias acido lacticas (tomado y modificado de Salminen et al., 2004)

Por su metabolismo y su denominacion GRAS (Generally Recognized As Safe) este
grupo de bacterias se ha empleado desde hace varios afios en la elaboracion de productos
fermentados, regularmente utilizados como cultivos iniciadores (Savijoki et al., 2006).
Especies tales como Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus,
son de las mas empleadas en fermentacion de vegetales, carne, pescado, bebidas
alcohdlicas, productos de panaderia y principalmente, productos lacteos (McKay y Baldwin,
1990).

Una caracteristica fundamental de las BAL que les permite ser utilizadas en una gran
gama de procesos biotecnolégicos es la diversidad de sistemas enzimaticos y compuestos
gue producen en funcion del medio donde se desarrollan, ademas de que algunos de ellos
presentan actividad inhibitoria hacia otros microorganismos (McKay y Baldwin, 1990; Karska-
Wysocki et al., 2010).
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1.1.1 Compuestos inhibitorios generados por BAL

En las fermentaciones producidas por las BAL se consumen de carbohidratos

disponibles y se producen a su vez acidos organicos que disminuyen el pH del medio,

ademas de compuestos como el peroxido de hidrogeno, el diacetilo y otras moléculas de bajo

peso molecular con actividad inhibitoria sobre bacterias, hongos y/o levaduras (Magnusson,

2003). Algunos de los compuestos mas representativos son:

a) Acidos organicos. Se ha observado que acidos débiles tienen una mayor actividad

b)

antibacteriana a bajo pH que a un pH neutro. El acido acético tiene un amplio espectro
de accion, ya que inhibe levaduras, hongos y bacterias, mientras que el acido
propionico ejerce un fuerte efecto sobre levaduras y hongos, seguidos por el acido
lactico. La forma no disociada de los acidos es la forma toxica, ya que se difunde a
través de la membrana al ser liposoluble y dependiendo del pH intracelular puede
disociarse en mayor o menor medida acidificando el citoplasma. El efecto inhibitorio es
mayor a valores de pH por debajo del pKa del acido (Magnusson, 2003; Salminen et
al., 2004).

Per6xido de hidrégeno. En presencia de oxigeno, algunas BAL pueden generar
peréxido de hidrogeno (H.O,) a través de la accion de las oxidasas y superoxido
dismutasas. El efecto bactericida del peroxido de hidrégeno es atribuido a un fuerte
efecto oxidativo en la célula bacteriana, principalmente sobre las proteinas y lipidos de
la membrana. La actividad hacia bacterias Gram-positivas es generalmente
bacteriostatica, mientras que para muchas Gram-negativas es bactericida (Wood,
1992).

Di6xido de carbono. Se forma principalmente durante la fermentacion heterolactica.
Tiene un efecto antibacteriano dual, dado que su formaciéon crea un ambiente
anaerobico y por si mismo tiene actividad antibacteriana. EI mecanismo que se ha
sugerido es que las descarboxilaciones enzimaticas son inhibidas y esta acumulacion

de CO; en la bicapa lipidica causa disfuncion en la permeabilidad de la membrana. Se
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d)

ha reportado que las bacterias Gram-negativas son mas sensibles al CO, que las

bacterias Gram-positivas (Salminen et al., 2004).

Diacetilo (2,3-butanodiona). Es responsable del aroma y el sabor en la mantequilla. Es
producido por especies y cepas de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus y Streptococcus, entre otros. Puede ser sobreproducido si el citrato es
metabolizado y convertido via piruvato en diacetilo y su actividad antibacteriana
aumenta a pH menores a 7.0. Es mas activo contra bacterias Gram-negativas,
levaduras y hongos que contra bacterias Gram-positivas, porque se piensa que el
diacetilo reacciona con la proteina de unidon a arginina que se acopla a un
transportador ABC, por lo que la célula no puede internalizar a la arginina interfiriendo
con la utilizacion de este aminoacido. Sin embargo, las cantidades necesarias para
gue se presente actividad antibacteriana son tan altas que afectarian drasticamente el

aroma y el sabor de los productos (Wood, 1992; Magnusson, 2003).

Bacteriocinas. Son polipéptidos de bajo peso molecular sintetizados por BAL. Las
bacteriocinas pueden ser reconocidas como antibidticos y las caracteristicas
principales son: (a) se sintetizan en el ribosoma, (b) la célula productora es inmune a
éstas y (c) tienen un reducido espectro bactericida, por lo que sélo es posible que

maten bacterias relativamente cercanas a la cepa productora (Cotter et al., 2005).

En general, las bacteriocinas son polipéptidos catidnicos con tendencia a
adoptar estructuras helicoidales anfifilicas (Nes et al., 1996). Una de sus ventajas es
gue pueden limitar el uso de antibiéticos en cierto grado y retrasar asi la evolucién de
la resistencia a antibidticos (Nagel, 2007). Las bacteriocinas pueden dividirse

principalmente en tres clases (Tabla 1 y Figura 2).



INTRODUCCION

Tabla 1. Clases de bacteriocinas producidas por BAL (Mora et al., 1998; Cotter et al., 2005).

Clasificacién Descripcion Ejemplos

También denominados lantibiéticos, son

Clase |. Bacteriocinas péptidos pequerfios (de 19 a 38 aa) que

. contienen residuos de lantionina o B- Nisina, Citolisina,
gue contienen . . .
o metil lantionina, los cuales forman Lacticina 481
lantionina . .
anillos” con otros residuos presentes.
Existen mas de 11 subclases.
Clase II Es una clase heterogénea de péptidos Pediocina PA1,

pequerios; incluye los tipos pediocina, | pediocina AcH/PA-1,

Bacteriocinas que no L L
d de dos péptidos, ciclicas y no-

contienen lantionina

pediocinas de péptidos lineales Enterocina AS48
Clase Ill.
Bacteriolisinas. Proteinas termolabiles y de masa -
. L Enterolisina A
Proteinas liticas no- molecular alta

bacteriocinas

———
Clase Il (Sakacina) Clase | (Nisina)

P

Sy
M@ £

Pared Celular

LI IO DI IO I O I OO IO O CC TP T I I I I I I IO M
I I O DO DI T OO O OO DI O PO D DI DI OO OO OO
(o P CC I C I CC O o O (o P ECC I CPC I C O C T OO O C Ol C ol O OO

-----‘D----,-----’ o P CIC IC I C I C IO C I C O C IO C o OO
&l :

Figura 2. Clasificacién y mecanismo de accién de las bacteriocinas. Las bacteriocinas de la clase | pueden unirse al
lipido II, que es el principal transportador de unidades de peptidoglucano del citoplasma a la pared celular, afectando la
correcta sintesis de esta pared conduciendo a la lisis y muerte celular. En general las bacteriocinas de la clase Il tienen una
estructura anfifilica lo que les permite insertarse en la membrana de la célula blanco, conduciendo a la despolarizacion de la

membrana y la muerte celular (tomado y modificado de Cotter et al., 2005).
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f) BLIS (Bacteriocin Like Inhibitor Substances). Son sustancias antibacterianas de
naturaleza proteinica, las cuales no estdn completamente definidas en una
clasificacion o cumplen s6lo con algunos criterios de la definicion de bacteriocina. Las
BLIS por lo general tienen un espectro mas amplio de actividad que las bacteriocinas,
ya que son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas, asi como hongos y levaduras (Atanassova et al., 2003).

Otros compuestos de interés que no son exclusivos de las bacterias acido lacticas y
de las que se tienen reportes de actividad antibacteriana son las peptidoglucano hidrolasas
(PGH).

1.2 PEPTIDOGLUCANO HIDROLASAS

El peptidoglucano es una estructura rigida compuesta de cadenas lineales de glucano
unidas por entrecruzamiento de oligopéptidos que engloban a la célula, que permite
preservar la integridad celular al ser participe del control de la presién osmatica interna. Esté
involucrado en los procesos de division celular y es en parte responsable de mantener la
forma de la célula. El peptidoglucano de la pared celular bacteriana es un elemento clave
para la estructura, la replicacion y la supervivencia de las células en las condiciones
normalmente hostiles en que proliferan las bacterias (Roger et al., 1996; Sitkin et al., 2003).
Este polisacarido se conforma de unidades alternadas de &cido-1,6-anhidro-N-
acetilmurdmico (conocido comunmente como acido N-acetiimuramico, MurNAc) y B-1,4-N-
acetilglucosamina (conocido como N-acetilglucosamina, GIcNAc) (Vollmer y Bertsche U.
2008a). Los aminoacidos tipo diamino: lisina, acido dibdsico meso-diaminopimélico (m-
Apm), &cido diaminopimélico y acido diaminobutirico que figuran en la tercera posicion de la
estructura, son esenciales para el entrecruzamiento de las cadenas de peptidoglucano
(Figura 3). La rigidez de la estructura de peptidoglucano depende del numero de

entrecruzamientos y de su longitud (Roger et al., 1996).

En las bacterias Gram-positivas, el peptidoglucano forma capas y presenta una

conformacién tridimensional que origina una pared celular muy fuerte y rigida. Pueden tener

10
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asociados otro tipo de constituyentes, como acidos teicoicos y lipoteicoicos y/o polisacaridos.
Por el contrario, el peptidoglucano de la pared celular de las bacterias Gram-negativas
constituye una sola capa delgada y no contiene acidos teicoicos, ni lipoteicoicos (Roger et al.,
1996; van Heijenoort, 2001).

m-A,pm-NH, m-A,pm-NH,
o-CI;Iu o-(IEIu
L-I'ua L-II\Ia
—MurNAc —GlcNAc— MurlNAc —GlcNAc—MurNAc —GlcNAc— MurlNAc —GlcNAc
L-ll\la L-Ala
o-Gllu D-(Llu
m-/lxzpm — p-Ala m-AI«sz — p-Ala
p-Ala m-l|\2pm-NH2 p-Ala m-ll\zpm-NH2
o-(l.‘:lu o-(l.;lu
L-Ilua L-,!Ala

| |
GlcNAc —MurNAc — GlcNAc— MurNAc —GlcNAc —MurNAc — GlcNAc— MurNAc -

| |
L-Ala L-Ala

| |
p-Glu p-Glu

Figura 3. Estructura del peptidoglucano. Pared celular de B. subtilis (tomado y modificado de Vollmer et al., 2008b).

La biosintesis de peptidoglucano es similar, en términos generales, en bacterias
Gram-positivas y en Gram-negativas (van Heijenoort, 2001). Inicia en el citosol con la
reaccion del MurNAc con trifosfato de uridina (UTP) para formar difosfato de uridina-acido N-
acetilmuramico (UDP-MurNAc). Posteriormente, se da la adicibn uno a uno de los
aminoacidos al UDP-MurNAc para formar el UDP-MurNAc-pentapéptido y cada paso es
catalizado por sintetasas altamente especificas. En la cara interna de la membrana
citoplasmatica el UDP-MurNAc-pentapéptido se une por un enlace pirofosfato al
transportador denominado bactoprenol de la membrana citoplasmica para formar el lipido 11 'y
se libera monofosfato de uridina (UMP). El lipido 1l es translocado a través de la membrana
por proteinas. Estas reacciones son catalizadas por proteinas de union a penicilina (Penicilin-
Binding Protein, PBPs) de alta masa molecular o por transglicosilasas monofuncionales (van
Heijenoort, 2001; Murray et al., 2006; Olrichs et al., 2011).

11
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Las enzimas involucradas en la degradacion de peptidoglucano son las
peptidoglucano hidrolasas (PGH), llamadas también autolisinas (Deng et al., 2005). Las PGH
hidrolizan los enlaces glucosidicos o peptidicos del peptidoglucano de la pared celular de
bacterias. Dependiendo del tipo de enlace del peptidoglucano que hidrolicen, las PGH se
pueden clasificar en: N-acetiimuramidasas (Muramidasas), N-acetilglucosaminidasas
(Glucoamidasas), N-acetilmuramil-L-alanina amidasas (Amidasas) y Endopeptidasas (Lortal y
Chapot-Chartier, 2005) (Figura 4 y Tabla 2). Se ha reportado que algunas bacterias poseen
autolisinas con mas de un tipo de actividad o diferentes autolisinas con la misma actividad
(Dstlie et al., 2007).

Glucoamidasa Muramidasa

— GlcNAc— MurNAc -& GleNAC—

Amidasa |
D-iGlu
I
Endopeptidasa <E-ll.ys— D-Asp— D,IAG
N
(D-Ala) L-lys
| .
(D-Ala) D-Glu ()

L-IA‘.J

Lortal, et. al., 2005 |
—GicNAC—MurNAC — GlcNAC —

Figura 4. Estructura de la pared celular de bacterias que contiene peptidoglucano. Las flechas indican los diferentes
sitios de corte de las PGH: Muramidasas, Glucoamidasas, Amidasas y Endopeptidasas (tomado y modificado de Lortal y
Chapot-Chartier, 2005).

12
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Tabla 2. Tipos de peptidoglucano hidrolasas reportadas en bacterias (tomado de Vollmer et al., 2008b).

Tipo Nombre Microorganismo
SF muramidasa Enterococcus hirae ATCC9790
. : Pesticina Yersinia pestis
N-acetiimuramidasa i
Cellosyl Streptomyces coelicolor
LytC Streptococcus pneumoniae
AcmA, ,:%nr:]BD Acmc, Lactococcus lactis
AtlA Enterococcus faecalis
N-acetilglucosaminidasa Acd Clostridium difficile
LytD, LytG Bacillus subtilis
LytB Streptococcus pneumoniae
AmiA, AmiB, AmiC, AmiD Escherichia coli
Amidasa PlyA Fago PSA de Bacillus polymyxa
AmpD Citrobacter freundii
MepA, MpaA Escherichia coli
Endopeptidasa CwilK, LytH Baci!lus §ubti|is
AepA Fago A500 de Listeria monocytogenes
CwiS, CwlO, LytE, LytF Bacillus sphaericus

La actividad de las PGH puede ser regulada por mecanismos tales como el control de
expresion genética, de biogénesis de las enzimas, de localizacion de las enzimas, de acceso
al peptidoglucano y alteracién quimica del peptidoglucano (Sugai, 1997). Por ejemplo, en el
control por alteraciones quimicas se incluyen cambios conformacionales y modificaciones
covalentes. La presencia o ausencia de ciertos compuestos quimicos que se encuentran en
la pared celular tales como acidos teicoicos y acidos lipoteicoicos, inhiben la actividad de las
PGH de muchas especies Gram-positivas (Vollmer et al., 2008b). Estas enzimas estan
involucradas en un gran numero de funciones celulares (Tabla 3), que requiere la pared
celular como el crecimiento, division celular (Smith et al., 2000), reproduccion y muerte
celular, a través de la insercion de nuevos mondmeros, remodelacién y recambio del

peptidoglucano.

Aunque la pared celular es una estructura generalmente rigida, debe permitir su
expansion durante la elongacion celular y esto supone la hidrélisis de ciertos enlaces para el
ensamble del nuevo material con el preexistente mediante nuevas uniones. Por otro lado,

hay que tener en cuenta que en el crecimiento de la pared celular se producen dos tipos de
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procesos: la expansion de esa pared y la septacion (Lortal y Chapot-Chartier, 2005; Murray
et al., 2006).

Tabla 3. Funciones de las peptidoglucano hidrolasas (tomado y modificado de Vollmer et al., 2008b).

Funcién Observaciones

Regulacion del crecimiento celular | Remocion del exceso de pentapéptidos en el
de la pared nuevo peptidoglucano

Ruptura de enlaces para permitir la expansion del

Ampliacién del peptidoglucano . o
P peptidog peptidoglucano durante el crecimiento

Desarrollo de fragmentos solubles de

Recambio del peptidoglucano : .
pephidog peptidoglucano durante el crecimiento

Produccion de moléculas de Induccion de la B-lactamasa por productos de
sefalizacion recambio del peptidoglucano

Productos del recambio de reciclaje | Ruptura de productos de recambio para
del peptidoglucano reutilizarlos en la sintesis del peptidoglucano

Ruptura de la pared celular durante la division

Separacion celular durante y antes celular en bacterias Gram-negativas

de la division celular Ruptura del entrecruzamiento después de la

divisién en bacterias Gram-positivas

Secrecion de peptidoglucano hidrolasas para

Lisis de células . .
degradar el peptidoglucano de células blanco

Las peptidoglucano hidrolasas son necesarias
Formacion de biopeliculas para la construccion inicial de células con
superficies hidrofobicas

Desarrollo de fragmentos de peptidoglucano que

Interaccién patégeno-hospedero .
son reconocidos por el hospedero

El crecimiento y septacion del peptidoglucano se basan en la actividad controlada y
localizada en puntos determinados de una gama de autolisinas, especialmente las dotadas
de actividad transglucosidasa y/o transpeptidasa, en tanto que las endopeptidasas y
carboxipeptidasas son las responsables de la hidrolisis de los entrecruzamientos durante la

elongacion de la red de peptidoglucano (Lortal et al., 1997; Navarre y Schneewind, 1999).
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Por ejemplo, en la divisibn celular de S. aureus se requiere la hidrdlisis del
peptidoglucano para sintetizar una nueva pared celular y permitir la separacion de las células
hijas, lo cual depende de la enzima Atl, que es la principal autolisina de S. aureus. Mutantes
de atl no presentan autolisis y/o presentan defectos en la division celular tales como
conglomerados de la pared celular anormales de una incompleta separacion celular (Oshida
et al., 1995; Schlag et al., 2010; Frankel et al., 2011).

Por otra parte existen peptidoglucano hidrolasas que no son propias de bacterias, sino
de bacteriéfagos las cuales son denominadas endolisinas. Las endolisinas son sintetizadas
en la fase de la multiplicacion viral porque permiten a los virus escapar de las bacterias. Su
accion estd regulada fuertemente por holinas, por retencion en la membrana y por la

conversion de su forma inactiva a activa (Loessner, 2005).

Con algunas excepciones, las endolisinas no tienen péptido sefial, asi que no pueden
ser translocadas a través de la membrana citoplasmatica para actuar sobre el
peptidoglucano, por lo que dependen de las holinas (Wang et al.,, 2000). Las holinas son
proteinas hidrofébicas pequefias que son codificadas por el fago e insertadas dentro de la
membrana citoplasmatica (Loessner, 2005). Las peptidoglucano hidrolasas de bacteriéfagos

y bacterias comparten algunas caracteristicas estructurales.

1.2.1 Caracteristicas estructurales

Las PGH contienen uno o mas dominios conservados tanto para el sitio catalitico
como para los dominios no asociados al sitio catalitico per se. Dichos dominios
probablemente ayudan a ubicar a estas enzimas en regiones especificas de la pared celular
de bacterias o0 permiten su asociacidon con cofactores bacterianos 0 quizd con proteinas
hospederas. Ejemplos de estos dominios no cataliticos comunmente encontrados en PGH
son los dominios que se asocian con la unién al acido lipoteicoico, los que interactian con

carbohidratos y/o regiones poliprolina, entre otros (Humann y Lenz, 2009).

Las endolisinas de las bacterias Gram-positivas poseen un moédulo estructural bien

definido con dominios funcionales muy claros, para el dominio catalitico que hidroliza el
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peptidoglucano en el amino terminal y para el sitio de unidn que reconoce la pared celular en

el carboxilo terminal (McGrawth y Van Sinderen, 2007; Callewaert et al., 2011).

Los dominios no cataliticos conservados en las PGH son cominmente denominados
CBDs (Cell-wall Binding Domains), al menos siete tipos diferentes se encuentran reportados
en la literatura, CHAP (Cystein and Histidine dependent Amidase/Peptidase), dominio GW
para la unién no covalente al &cido lipoteicoico, dominio SH3, dominio PlyPSA, dominio FtsN,

dominio de union a colina y dominio LysM (Vollmer et al., 2008b).

Dentro de los mas importantes se encuentran los dominios CHAP que estan
relacionados con la actividad amidasa/peptidasa dependientes de histidina y cisteina, donde
la cisteina tiene un rol importante en el mecanismo de accién de la amidasa (Zou y Hou,
2010). Fueron identificados primero en la autolisina LytA de S. aureus pero también se
encuentran presentes en una glutationilespermidina amidasa de E. coli, una lisina putativa de
Streptococcus pyogenes y algunas enzimas liticas del bacteriofago B30 de Streptococcus

agalactiae (Bateman y Rawlings, 2003).

Los dominios CHAP se encuentran frecuentemente asociados con otros dominios
cataliticos de las PGH dentro de una sola proteina, por lo que los dominios CHAP pueden
permitir que una misma enzima tenga multiples especificidades cataliticas, ademas de actuar
de manera cooperativa en la hidrolisis de los sustratos. Esto nos lleva a concluir que existe
una razon funcional muy importante para que mdultiples amidasas coexistan dentro de una
sola cadena polipeptidica, quiza la multifuncionalidad de las amidasas permite que actiuen de
forma cooperativa para proveer una estrecha regulacién de los complejos eventos en el

metabolismo de la pared celular de bacterias (Bateman y Rawlings, 2003).

E. coli tiene cinco diferentes amidasas las cuales tienen diferente ubicacion celular:
cuatro de ellas AmiA, AmiB, AmiC y AmiD se encuentran solubles en el periplasma y AmpD
estd localizada en el citoplasma. La redundancia y diversidad de estas amidasas son un
reflejo de la abundancia de las mismas descritas por la literatura y las predichas por el

analisis bioinformatico de los genomas. Las amidasas cuentan con un moédulo catalitico y
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otro médulo funcional (variable e independiente) que es responsable de la union de estas

enzimas a la pared celular (Vollmer et al., 2008b).

En Lactococcus lactis MG1363 la autolisina AcmA es la responsable de la lisis en la
fase estacionaria, ademas de estar involucrada en la division celular. La enzima consta de
dos dominios, un dominio de amidasa hacia la regibn amino terminal, mientras que en el
carboxilo terminal tiene dominios especificos de union al peptidoglucano de L. lactis y otras

bacterias Gram-positivas (Steen et al., 2005).

Durante la division celular en E. coli, la ruptura de la red del peptidoglucano septal es
mediada por amidasas periplasmicas (AmiA, AmiB y AmiC), las cuales son estrictamente
reguladas para prevenir que formen lesiones innecesarias en la pared celular y provocar asi
la lisis celular. Por lo que requieren de activadores especificos con dominios LytM, tales
como EnvC y NIpD. EnvC activa especificamente a las amidasas AmiA y AmiB, mientras que
NIpD activa a AmiC (Uehara et al., 2010).

Otro de los factores de regulacion, en la division celular en E. coli, es un complejo
similar a un transportador ABC denominado FtsEX. Este se encuentra integrado por FtsE y
FtsX, que corresponden respectivamente a los componentes NBD (Nucleotide-Binding
Domain) y TMD (Transmembranal Domain), caracteristicos de los transportadores ABC
(Yang et al., 2011).

Yang et al. (2011) demostraron que el componente FtsX del complejo FtsEX, regula la
actividad amidasa de AmiA y AmiB, por EnvC en el periplasma a través de cambios
conformacionales inducidos por la hidrolisis de ATP, que a su vez es mediada por el
componente FtskE en el lado opuesto de la membrana (Figura 5). Este hecho sugiere alguna
interaccion o relacion fisiolégica entre las peptidoglucano hidrolasas y estructuras homologas

a los transportadores ABC.
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Figura 5. Modelo para la funciéon del complejo FtsEX en la regulacion de la actividad peptidoglucano hidrolasa durante

la division celular de E. coli (tomado y modificado de Yang et al., 2011).

1.3 TRANSPORTADORES ABC

Los transportadores ABC (ATP-Binding Cassette) son proteinas integrales de
membrana que usan la energia de la hidrolisis del ATP para transportar substratos a través
de la membrana. Los transportadores ABC estan involucrados en diversos procesos
celulares tales como la division celular, regulacion de la presion osmoética, importacion de
nutrientes, resistencia a antibiéticos y citotoxinas, patogénesis y esporulacion (Young y
Holland, 1999; Jones et al., 2009). Estan ampliamente distribuidos tanto en eucariontes como

en procariontes (Licht y Schneider, 2011).

Se componen tipicamente de dos dominios transmembranales hidrofobicos (TMDs)
gue se encuentran embebidos en la membrana y un par de dominios de union a nucleétidos
(NBDs) solubles en agua que estan localizados en el citoplasma (Rees et al., 2009). Basados
en la comparacion de secuencias, se pueden clasificar en tres clases: clase | comprende a
transportadores con TMDs y NBDs fusionados (exportadores); clase Il incluye a los no
transportadores ABCs carentes de dominios TMDs y clase Il incluyen principalmente
transportadores con NBDs y TMDs formados por cadenas polipeptidicas separadas

(importadores), los cuales estan ausentes en eucariontes (Licht y Schneider, 2011).

Los substratos transportados, también denominados allocrite (derivado del griego para

hacer referencia a los compuestos transportados), por estos sistemas son diversos:
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azucares, aminoacidos, péptidos, vitaminas, iones, antibiéticos, etc. (Tabla 4) (Young y
Holland, 1999; Higgins, 2001). La especificidad por el substrato esta relacionada a los TMDs,
lo cual implica que no se encuentren secuencias homélogas en dichos dominios por la amplia
variedad de substratos que reconocen los transportadores ABC. Por el contrario los NBDs
tienen motivos mas conservados porque la estructura que permite unirse al ATP e hidrolizarlo

es muy similar entre los transportadores (Licht y Schneider, 2011).

Tabla 4. Transportadores ABC en procariontes (tomado y modificado de Young y Holland, 1999; Licht y Schneider,

2011).
Transportador Substrato trapsportado Relacion fisiolégica Organismo
(Allocrite)

HlyBDTolC hemolisina Factor de virulencia Escherichia coli
LmrA multiples antibiéticos Modo de resistencia Lactococcus lactis
DrrAB doxorub|q|r_1a, Modo de resistencia Streptomyces peucetius

daunorubicina
NisFEG Nisina Inmumdac_j, Lactococcus lactis
Autoproteccion
BsrABC bacitracina Péptidos antibiéticos Bacillus licheniformis
poliglicerolfosfato, )
TagHG poliglucosegalactosamina- Acidos teicoicos Bacillus subtilis
fosfato
BexABC poliribosilribitol C"’.‘psu',a.de Haemophilus influenzae
polisacéridos
EcsAB exoamilasa Exoenzimas Bacillus subtilis
PrtB proteasa Enzimas hidroliticas Erwinia chrysanthemi
MsbA precursor lipido A Lipopolisacaridos Escherichia coli

El mecanismo de los transportadores ABC se basa de forma general en que los NBDs
interconvierten entre una conformacién abierta y una conformacién cerrada en la superficie
de la membrana durante un ciclo de hidrolisis del ATP (Figura 6). Estos cambios
conformacionales, a su vez, se transmiten a los TMDs para promover transiciones entre las
conformaciones que miran al exterior y al interior de la cavidad central formada por los TMDs
(Jones et al., 2009; Yang et al., 2011).
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Figura 6. Esquema general de los transportadores ABC. Se observan los dominios caracteristicos transmembranales
(TMD) y dominios de union a nucleétidos (NBD), asi como los cambios conformacionales en funcion de la hidrélisis del ATP,

los cuales permiten el translado del sustrato del periplasma al citoplasma (tomado y modificado de Jones et al., 2009).

1.3.1 Caracteristicas estructurales y dominios accesorios

Los NDBs estan presentes en los transportadores ABC como dimeros, cada
mondmero de este dimero tiene dos subdominios constitutivos: un ndcleo catalitico, el cual
cuenta con un motivo conservado Walker A o P-loop (GxxGxGKT/S), un motivo Walker B
(hhhhD, donde h es un residuo hidrofébico), un Q-loop y un motivo H o regién “switch”; y un
subdominio a-helicoidal estructuralmente mas diverso, el cual cuenta con un motivo
LSGGQxQR altamente conservado en los transportadores ABC (Figura 7) (Davidson y Chen,
2004; Holland y Holland, 2005; Jones et al., 2009; Rees et al., 2009; Licht y Schneider,
2011).

Subdominio
Helicoidal

Walker A Walker B
l(n\\(;\bkl S) (hhhhl)l
NH,—t I —COOH

Motivo Motivo H
Q-loo
aop conservado (xH)
(LSGGQxOQR)

Figura 7. Motivos conservados de los NBDs. Representacidn lineal con los principales subdominios funcionales y las

secuencias de aminoacidos de los principales motivos conservados (tomado y modificado de Litch y Schneider, 2011).
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Cada transportador ABC tiene dos TMDs que pueden ser homodimeros o
heterodimeros, de acuerdo al transportador. Son estructuralmente heterogéneos, al no tener
motivos tan claramente conservados como en el caso de los NBDs. Sin embargo, pueden
clasificarse en funcion de la cantidad y distribucién de hélices transmembranales en tres
tipos: Tipo | importador ABC, tipo Il importador ABC y exportadores ABC. Los importadores
ABC tipo | y tipo Il se diferencian en la cantidad de hélices transmembranales que los
componen, para el tipo | se tiene una agrupacion minima de cinco hélices transmembranales,
en tanto que el tipo Il presenta una agrupacion de 20. Los exportadores ABC contienen una
agrupacion de 12 hélices, ademas de contar con loops intracelulares largos que extienden a
las hélices transmembranales mas all4 de la superficie de membrana y hacia el citoplasma
(Jones et al., 2009; Rees et al., 2009).

Las proteinas de unidon a substrato (Substrate-Binding Protein, SBPsS) son
componentes de los importadores ABC, que residen en el espacio periplasmico, a veces
fusionados a los TMDs, en el caso de las bacterias Gram-negativas. En bacterias Gram-
positivas y archaea son expuestas en la superficie celular y adheridas a la membrana
citoplasmatica ya sea por un lipido de anclaje o fusionadas a los TMDs mas frecuentemente
gue bacterias Gram-negativas (Biemans-Oldehinkel et al., 2006). Las SBPs de los
importadores ABC en bacterias, han demostrado actuar como chaperonas y en otros casos
como receptores de quimiotaxis (Biemans-Oldehinkel et al., 2006). Ademas existen
elementos adicionales que pueden estar fusionados a los TMDs o NBDs y tener funciones
regulatorias sobre el transportador ABC, denominados dominios accesorios (Rees et al.,
2009). Los dominios accesorios pueden ser identificados como dominios externos, internos o
segmentos transmembranales adicionales unidos a los TMDs o extensiones de los NBDs. En
muchos casos se ha demostrado que estos dominios accesorios pueden ser eliminados sin
afectar la funcion de translocacion. Se clasifican de acuerdo a su localizacion (extrinseca o
intrinseca a la membrana) y su funcidn (regulatoria o catalitica) en dominios
extracitoplasmicos, embebidos en membrana, regulatorios citosélicos y cataliticos. Estos
ultimos son usados principalmente para la exportacion de péptidos estimulados por

competencia, bacteriocinas, hemolisinas y material no proteico. En este caso, el
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transportador ABC tiene una funcion dual, exportar los polipéptidos y remover los péptidos
sefal (Biemans-Oldehinkel et al., 2006).

Los transportadores ABC tienen asociados dominios que les permiten participar en
funciones que requieren actividad litica, tal como la actividad peptidasa en la remocion de
péptidos sefal (Biemans-Oldehinkel et al., 2006), en otros casos se han reportado como
participes en la regulacién de actividad amidasa durante la division celular de E. coli (Yang et
al., 2011) o en la regulacion de la peptidoglucano hidrolasa PcsB de S. pneumoniae durante
la divisién celular (Sham et al., 2011). Sin embargo, hasta la fecha no se tienen reportes de

gue las estructuras tipo transportador ABC tengan propiamente dominios con actividad litica.

1.4 APLICACIONES DE LAS PEPTIDOGLUCANO HIDROLASAS

La globalizacion del mercado de alimentos, los nuevos procesos de manufactura en
alimentos, el crecimiento en la demanda de alimentos menos procesados (por ejemplo,
productos “organicos”) y el aumento en la venta de alimentos listos para comer requieren una
més amplia y compleja cadena de produccion lo cual incrementa el riesgo de contaminacion
microbioldgica (Garcia et al., 2010b). En la busqueda de alternativas seguras e inocuas que
evitan el uso de aditivos quimicos para la conservacion de alimentos se han desarrollado
nuevos procesos, como la bioconservacion, que se refiere al empleo de herramientas
biol6gicas (microorganismos y/o sus metabolitos) para inhibir el crecimiento de
microorganismos patdgenos y/o responsables de la descomposicion del alimento, aumentar
la vida de anaquel y mejorar las caracteristicas sensoriales del alimento o producto (Caplice
y Fitzgerald, 1999).

A su vez la resistencia a antibidticos se ha extendido entre las bacterias, por
transmision horizontal de genes, a partir de un uso indiscriminado de los mismos. Este
fendmeno ha complicado el control de las enfermedades producidas por bacterias, ademas
de que la produccién de nuevos antibiéticos ha caido drasticamente en los Ultimos afios
provocando que la causa de mortandad por estas enfermedades aumente a nivel mundial

(Garcia et al., 2010b; Moellering, 2011). Ha sido necesario avanzar en la investigacion,
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desarrollo y diversificacion de alternativas para el control de bacterias patdégenas a nivel
mundial (Donovan et al., 2006; Fischetti, 2010).

Los bacteriofagos liticos, es decir, fagos con enzimas tipo peptidoglucano hidrolasas,
son una opcion atractiva en el control de bacterias patdgenas porque afectan
especificamente a un tipo de bacterias, son efectivos contra bacterias resistentes a
antibidticos y la resistencia que las bacterias pudieran generar hacia los fagos no es
inconveniente porque su tasa de mutacion es mucho mas alta que la de las bacterias
(Parisien et al., 2008).

Sin embargo, el uso sistematico de una terapia con bacteriéfagos en humanos tiene
varios inconvenientes como la contaminacién de la fase de preparacion con endotoxinas, la
produccion de toxinas por algunos fagos, la falta de datos farmacocinéticos y el estricto
control en su aplicacion, provocando que la terapia se complique y en algunos casos sea
imposible. Una alternativa interesante para resolver este problema es usar las enzimas de los

fagos que degradan la pared celular bacteriana (Manoharadas et al., 2009; Moellering, 2011).

Estas peptidoglucano hidrolasas tienen una rapida y potente actividad in vivo e in vitro
especialmente contra bacterias Gram-positivas, espectro antibacteriano estrecho, poca
probabilidad de que se genere resistencia contra ellas y se pueden modificar por ingenieria
genética de forma relativamente facil, obteniendo enzimas recombinantes con un gran
potencial antibacteriano. Por lo que se ha propuesto denominarlas con el término de

enzibidticos (Borysowski et al., 2006; Donovan et al., 2006; Parisien et al., 2008).

Dentro de las aplicaciones de los enzibidticos se encuentran la eliminacion de
colonizacion bacteriana de membranas mucosas, el tratamiento en infecciones provocadas
por bacterias, el biocontrol de bacterias en alimentos y la proteccion de plantas contra
bacterias fitopatogenas (Tabla 5).
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Tabla 5. Aplicaciones de peptidoglucano hidrolasas de bacteriéfagos (enzibi6ticos)

Nombre Uso o potencial aplicacién Referencia
Endolisina de fago C1 de Descolonizacion de
Streptococos grupo C Streptococcus
Descolonizacion nasofaringea
de S. pneumoniae
Descolonizacion de S.
pneumoniae
Descolonizacion de S.
agalactiae en recién nacidos
Pl . Contra Clostridium perfringens
y3626 amidasa .
en alimentos
PlyG Inhibe Bacillus anthracis Fischetti V., 2008
Afecta factor de colonizacion

Borysowski et al., 2006

Amidasa Pal de fago Dp-1 Loeffler et al., 2001

Lisozima Cpl-1 Loeffler et al., 2003

PlyGBS Cheng et al., 2005

Zimmer et al., 2002

IMM-001 . Lo Mahony et al., 2011
de E. coli enterotoxigénica
LysH5 Inhibe S. aureus en leche Garcia et al., 2010a
pasteurizada
Inhibe diversas cepas de
CD27L Clostridium difficile Fenton et al., 2010
PIyV12 Actividad litica contr_a Yoong et al., 2004
Enterococcos faecalis
Actividad litica contra
Ply700 estreptococos que causan Obeso et al., 2008
mastitis
Ply511 Control de L. monocytogenes Gaeng et al., 2000

en gquesos madurados

La lisostafina es un ejemplo de peptidoglucano hidrolasa producida y distribuida
comercialmente como antibacteriano, al tener una actividad bactericida muy alta. Es una
enzima estafilocécica secretada por Staphylococcus simulans, clasificada como glicilglicina
endopeptidasa dependiente de zinc, que tiene una alta especificidad sobre la pared celular
de S. aureus, ya que rompe el enlace pentaglicina caracteristico del peptidoglucano en este

microorganismo (Fedorov et al., 2003; Moellering, 2011).

Otro ejemplo es la lisozima, que es una muramidasa de la cual se tienen tres diferentes
tipos, los cuales muestran pronunciadas similitudes en su arreglo tridimensional, pese a no
tener mucha relacién a nivel de estructura primaria. La HEWL (Hen Egg White Lysozyme) es
el tipo de lisozima méas extensamente estudiado y de los pocos agentes antibacterianos

aprobado como bioconservador en Estados Unidos y otros paises (Callewaert et al., 2011).
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I[I. ANTECEDENTES

En Italia se reportd actividad intracelular de peptidoglucano hidrolasas en cepas
de Pediococcus acidilactici, la cual se detectd mediante zimografia usando células de
M. lysodeikticus como microorganismo indicador. La banda mas intensa de actividad
litica se observd a 116 kDa y adicionalmente se observaron otras bandas entre 45 y
110 kDa de actividad litica (Mora et al., 2003).

En el grupo de trabajo, Llorente-Bousquets et al. (2008) reportaron actividad de
peptidoglucano hidrolasa extracelular en cultivos de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 en medio MRS (Man Rogosa Sharpe). Posteriormente, Llorente-Bousquets (2008)
demostro que dichos sobrenadantes tenian actividad antibacteriana de amplio espectro,
lo cual podria explicar el efecto de bioconservacion de esta cepa en productos carnicos.
Velasco-Pérez (2010) detectd la mayor actividad de peptidoglucano hidrolasa contra el
microorganismo indicador S. aureus, en proteinas adheridas a membrana producidas
durante la fase logaritmica de crecimiento de P. acidilactici ATCC 8042 (Figura 8). Tras
un proceso de purificacién parcial, la preparacibn mostr6 actividad litica sobre el
peptidoglucano de M. lysodeikticus, S. aureus, E. coli y P. acidilactici.
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Figura 8. Actividad de peptidoglucano hidrolasa en funcién de la lisis de S. aureus, de la fraccién de
proteinas adheridas a membrana de la cepa de P. acidilactici en su fase logaritmica de crecimiento (tomado de
Velasco-Pérez, 2010).
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Posteriormente, Garcia-Cano et al. (2011) identificaron en esta preparacion dos

proteinas con actividad litica, que copurifican y que constituyen el 94.5% de las

proteinas presentes. Sus masas moleculares fueron de 99 kDa y 110 kDa, analizadas

con el documentador de geles y el software Quantity One (BioRad). Se identificaron por

LCESI-MSMS (Cromatografia Liquida Electrospray acoplada a Espectroscopia de

Masas) en

la Facultad de Medicina de la UNAM. Los péptidos encontrados

corresponden a secuencias de proteinas putativas identificadas a partir del analisis del

genoma de P. acidilactici 7_4 (Figura 9).
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Figura 9. Secuencia de aminoacidos de las proteinas de 99 kDa (A) y 110 kDa (B) de P. acidilactici ATCC 8042

y su numero de acceso acorde con las bases de datos segin el algoritmo BLAST. En negritas se indican los péptidos
identificados por LC/ESI-MS/MS
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El analisis de las secuencias indica que los péptidos obtenidos de la proteina de
99 kDa tienen una cobertura del 45% del total de la secuencia y posee un 100% de
identidad con una N-acetilmuramidasa de la secuencia genémica de P. acidilactici 7_4.
Los péptidos obtenidos de la proteina de 110 kDa presentan un 47% de cobertura del
total de la secuencia y tiene 100% de identidad con una proteina putativa de funcion
desconocida y con una regién conservada homologa a un transportador ABC de la
secuencia genémica de P. acidilactici 7_4.

La preparacion donde copurificaron ambas proteinas (99 y 110 kDa) fue capaz
de disminuir el crecimiento de S. aureus, E. coli y a la propia cepa productora de P.
acidilactici, al adicionarse en la fase logaritmica de crecimiento de estas bacterias.
Ademas, inhibié el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Tabla 6)
(Garcia-Cano et al., 2011).

Tabla 6. Espectro antibacteriano reportado en funcién de halos de inhibicién (medidos en mm) y concentracion

de proteina (tomado y modificado de Garcia-Cano et al., 2011)

. . Actividad
Microorganismo .
(mm/mg proteina)

Gram-positivas

Bacillus cereus CFQ-B-230 206.4
Bacillus subtilis ATCC 6633 127.2
Streptococcus pyogenes CFQ-B-218 188.9
Staphylococcus aureus ATCC 6538 180.2
Enterococcus faecium QB 99.4
Enterococcus faecalis QB 88.9
Listeria monocytogenes CFQ-B-103 77.8
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 89.6
Lactobacillus paracasei CFQ-B-90 79.2
Gram-negativas

Salmonella typhimurium ATCC 14028 200.6
Escherichia coli DH5a 76.6
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0.0

Posteriormente, en nuestro grupo de trabajo, Valenzuela-Rosas (2012) intentd
separar a las proteinas de 99 y 110 kDa reportadas por Garcia-Cano et al. (2011)

mediante métodos cromatogréaficos. No se logro la separacion de estas proteinas, por lo
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que se caracterizd la preparacion enzimatica parcialmente pura, que incluia a las
proteinas de 99 y 110 kDa. Esta presentd la maxima actividad de peptidoglucano
hidrolasa a los 37 °C. Fue estable en un intervalo de pH de 6-9, obteniendo una maxima
actividad a pH 4. La actividad litica de la preparacion parcialmente pura se inhibié por
concentraciones de EDTA 1y 10 mM. El inhibidor PMSF no tuvo ningun efecto sobre su
actividad, lo que sugiere que la enzima responsable de la actividad no es una serin-
proteasa. Finalmente, se demostré un aumento de actividad litica al adicionar Mg®* en
una concentracion 10 mM y una inactivaciéon por Na* en concentraciones 1 y 10 mM

(Valenzuela-Rosas, 2012).

Al no lograr separar estas proteinas con actividad litica por métodos
cromatograficos se propone como alternativa para estudiar las dos proteinas de manera
independiente, el clonar y expresar cada una, tanto la de 99 kDa como la de 110 kDa.
Esto permitira determinar si ambas proteinas presentan algun tipo de efecto sinérgico o
complementario en su actividad litica, si cada una de forma independiente tiene un
espectro antibacteriano similar al que se reporta cuando se aplican como preparacion
parcialmente pura, asi como, caracterizar la actividad litica sobre peptidoglucano de
cada una y explicar dicha actividad litica en funcién de las regiones presentadas en su
secuencia de aminoacidos, ademas de otras posibilidades de analisis que ofrece el

contar con los genes aislados y las proteinas recombinantes.
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[1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Las dos proteinas (99 kDa y 110 kDa) que copurifican, tendran actividad litica de

forma independiente?

Para responder esta pregunta se propuso clonarlas y expresarlas
independientemente. Una vez clonadas y expresadas se deben realizar pruebas para
deteccion de su actividad litica. De estas pruebas podemos esperar los siguientes

panoramas con sus respectivas implicaciones:

1. Sdlo la proteina de 99 kDa tiene actividad litica. Es un resultado esperado,

porque la proteina de 99 kDa se encuentra reportada con un dominio de N-
acetilmuramidasa, sin embargo, quedaria por explicar ¢Por qué entonces se
observa una banda de actividad en zimogramas con un tamafio aproximado
de 110 kDa?

2. Ambas proteinas, tanto la de 99 kDa como la de 110 kDa tienen actividad litica

de forma independiente. Esto conduciria la investigacion de: ¢Por qué la
proteina de 110 kDa que posee una regidén que presenta homologia a un

transportador ABC tiene actividad litica?

3. Ninguna de las proteinas presenta actividad litica de forma independiente. La

hipétesis en este caso tendria que dirigirse a resolver el tipo de efecto o
interaccidn que presentan ambas proteinas al copurificar y demostrar la
influencia de la proteina de 110 kDa (descrita con una region de transportador
ABC) sobre la actividad de la proteina de 99 kDa que se reporta con un

dominio de N-acetilmuramidasa.

Por lo que la hipotesis es: Si la proteina de 110 kDa al copurificar con la proteina de 99
kDa muestra actividad litica contra peptidoglucano, al ser clonada y expresada de forma

independiente tendra actividad litica por si misma.
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IV.OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad litica sobre el peptidoglucano de M. lysodeikticus de la
proteina de 110 kDa, producida por Pediococcus acidilactici ATCC 8042, al ser clonada

y expresada en E. coli BL21.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Clonar y expresar la proteina de 110 kDa en E. coli BL21.

Determinar la actividad litica sobre el peptidoglucano de M. lysodeikticus y de S.

aureus de la proteina recombinante a través de zimogramas.
Comparar los resultados obtenidos de la actividad litica sobre peptidoglucano de

M. lysodeikticus determinada por zimogramas contra los que demostro la proteina de 99

kDa clonada y expresada en E. coli.
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V. METODOLOGIA

La estrategia experimental completa en funcion de los objetivos particulares se

muestra en la Figura 10.

I Analisis I

Figura 10. Diagrama de trabajo para la determinacion y caracterizacion de la actividad litica sobre

peptidoglucano de la proteina de 110 kDa producida por P. acidilactici

5.1 MEDIOS DE CULTIVO

Los medio de cultivo utilizados fueron:

a) Medio MRS (Man Rogosa Sharpe, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra).

b) Medio LB (Luria-Bertani: 10 g/L Bacto triptona Difco; 5 g/L Extracto de
levadura Difco; 10 g/L NaCl, JTBaker, EUA), ajustado a pH 7.5

c) Medio LB bajo en sales (Luria-Bertani: 10 g/L Bacto triptona Difco; 5 g/L
Extracto de levadura Difco; 5 g/L NaCl, JTBaker, EUA), ajustado a pH 7.5

d) Medio SOB (20 g/L Bacto triptona Difco; 5 g/L Extracto de levadura Difco; 0.5
g/L NaCl, KCI 250 mM, MgCl, 10 mM, JTBaker, EUA)

e) Medio SOC (medio SOB adicionado con 20 mM Glucosa, JTBaker, EUA)
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5.2 EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE P. ACIDILACTICI ATCC 8042

La cepa P. acidilactici ATCC 8042 se mantuvo conservada a -20 °C en glicerol al
80%. Se tomaron 200 uL y con ellos se inocularon 10 mL de medio MRS, que se
cultivaron a 29 °C durante 8 h. Este cultivo se transfirid a 90 mL de medio fresco MRS y
se incubaron 5 h a 29 °C. Este volumen de 100 mL se centrifug6 a 10,000 x g durante
15 min. El sobrenadante se desecho y las células se utilizaron para la extraccion de
ADN. La extraccion de ADN genomico se realizo con el sistema de extraccion Genomic
DNA Extraction Kit (FAST ID, No. de catadlogo K1-0001-0050, EUA).

5.3 AMPLIFICACION DEL GEN QUE CODIFICA A LA PROTEINA DE 110 KDA

A partir de la secuencia del gen que codifica a la proteina putativa de 110 kDa,
reportada en el genoma de P. acidilactici 7_4 (acceso: gi|270289973) se disefiaron los
cebadores que lo flanquean, los cuales fueron sintetizados en el Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM (Tabla 7). Estos cebadores se utilizaron para amplificar el gen que
codifica a la proteina de 110 kDa, con un tamafio de 3,198 pares de bases (pb), a partir
del ADN gendmico que se extrajo de la cepa de P. acidilactici ATCC 8042.

Tabla 7. Cebadores disefiados mediante el software Oligoanalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies), con base

en la secuencia del gen que codifica para la proteina de 110 kDa, reportada en el genoma de P. acidilactici 7_4.

Tipo Secuencia (de5 a 3") Tm (°C)
DIFeCto | oG GTT CGC AAA GAG TGG AAATTTATTAG | 58
(Forward)
Inverso
CGTCTTTCAACTTCT TGAAGC TTT TGG 57
(Reverse)

Se utilizé la mezcla enzimatica High Fidelity PCR (Fermentas, No. de catalogo
K0191, EUA) bajo las condiciones de amplificacion por PCR: 1 ciclo a 95 °C por 180 s,
35 ciclos con desnaturalizacién a 95 °C por 30 s, alineamiento a 58 °C por 30 s,
polimerizaciéon a 72 °C por 210 s y un paso final de extensién a 72 °C por 600 s. Los
productos de PCR se cargaron en un gel de agarosa al 1%, revelado posteriormente
con tincion de bromuro de etidio (Bio-Rad, No. de catalogo: 1610433, EUA).
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Para verificar que el producto amplificado era el gen de interés (con un tamafio
esperado de aproximadamente 3,200 pb), se realizé una digestion a 37 °C durante 1 h
con la enzima EcoRI (Fermentas, No. de catalogo: ER0271, EUA), con base en el
analisis de los sitios de restriccion mediante el software SerialCloner 2.1. Se esperaban
fragmentos de 1,950 pb y 1,225 pb (Figura 11).

| | 1950 EcoRl |
3,198 pb

Figura 11. Andlisis de los sitios de restriccion de la secuencia del gen que codifica para la proteina de 110 kDa.
El recuadro indica la enzima que se utilizé experimentalmente (EcoRlI).

5.4 CLONACION DEL GEN QUE CODIFICA A LA PROTEINA DE 110 KDA

Con el producto de PCR amplificado con los cebadores de la Tabla 7 (el gen que
codifica a la proteina de 110 kDa) y basados en la metodologia del kit de clonacién del
TOPO®-XL-PCR (Invitrogen, No. de catdlogo: K4700-10, EUA) se obtuvo la
construccion TOPO-110 (vector pCR®-XL-TOPO® con el gen insertado que codifica
para la proteina de 110 kDa).

5.4.1 Construccion del plasmido TOPO-110

Se transformaron células electrocompetentes de E. coli DH5a con la
construccion TOPO-110 por electroporacion en el electroporador Gene Pulser 1l (Bio-
Rad) de acuerdo al protocolo descrito por el proveedor en el boletin 3112-7, con un
pulso de voltaje de 2.5 kV, capacitancia de 25 uF y resistencia de 200 Q.
Inmediatamente se adicion6 1 mL de medio SOC, se incubo 40 min a 37 °C. Se
centrifugd a 10,000 x g durante 15 min a 4 °C, el paquete celular se resuspendié en 200

uL de medio SOB. Se sembro por extension en placa en agar LB bajo en sales (medio
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LB bajo en sales con 1% de Agar Difco, EUA) adicionado con 25 ug/mL de zeocina

(Invitrogen, No. de catalogo: R250-01, EUA) como antibiotico

Las placas se incubaron a 37 °C durante 12 h. De las placas se picaron colonias
y se cultivaron en 5 mL de medio fresco LB bajo en sales, adicionado con 25 ng/mL de
zeocina, durante 12 h a 37 °C. A las clonas que crecieron se les realiz6 PCR de colonia
para verificar si contenian el gen de interés utilizando los cebadores de la Tabla 7 y las

condiciones de amplificacion descritas en las seccion 5.3.

5.4.2 PCR de colonia

El PCR de colonia consisti6 en tomar 100 uL de los cultivos de las colonias
donde se observo crecimiento, se centrifugaron a 3,500 x g durante 5 min y se desechd
el sobrenadante. El paquete celular se resuspendié en 50 uL de agua estéril, se calento
a ebullicion durante 5 min, posteriormente, se centrifugd a 14,000 x g durante 1 min. Del
sobrenadante se utilizaron 10 uL como fuente de ADN para la amplificacion por PCR
con la mezcla enziméatica High Fidelity PCR, los cebadores y condiciones de
amplificacion respectivas. Los productos de PCR se cargaron en un gel de agarosa al

1%, revelado posteriormente con tincion de bromuro de etidio.

5.5 EXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE

5.5.1 Construccion del plasmido pET-110

Para generar la construccion del vector de expresién con el gen de interés
insertado se probaron dos alternativas de amplificacion para dicho gen en funcion de la
fuente de ADN molde que se utilizo. En la primer alternativa se amplifico el gen a partir
de la construccion TOPO-110, mientras que en la segunda se amplifico a partir del ADN

genomico de P. acidilactici.
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La amplificacion del gen que codifica a la proteina de 110 kDa se hizo en funcién
del vector de expresion. Para el vector pET-20b(+) (Novagen, No. de catalogo: 69739-3,
EUA) se usaron cebadores que incluian los sitios de restriccion requeridos para insertar
el gen en dicho vector, mismos que fueron sintetizados en el Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM (Tabla 8).

Las condiciones de amplificacion por PCR utilizando la mezcla enzimatica High
Fidelity fueron: 1 ciclo a 95 °C por 180 s, 35 ciclos con desnaturalizacién a 95 °C por 30
s, alineamiento a 60 °C por 30 s, polimerizacion a 72 °C por 210 s y un paso final de
extension a 72 °C por 600 s.

Tabla 8. Cebadores disefiados mediante el software Oligoanalyzer 3.1, con base en un andlisis de los sitios
restriccion, para la insercion del gen que codifica a la proteina de 110 kDa en el vector de expresion pET-20b(+). En

negritas se indican los sitios de restriccion que reconoce cada enzima.

Tipo Secuencia (de 5 a 3") Tm (°C)

Directo
(Forward) GCG GAT YATC GTT CGC AAA GAG TGG AAATTT 60
EcoRV
Inverso
(Reverse) TGA CYTC GAG TCTTTC AACTTC TTG AAG CTT 59
Xhol

Los productos de PCR se purificaron mediante columnas GenElute Minus EtBr
(Sigma-Aldrich, No. de catalogo: 56501-70EA, EUA). Dichos productos y el vector pET-
20b(+), se digirieron con EcoRV (Fermentas, No. de catalogo: ER0301, EUA) durante 1
h a 37 °C y Xhol (Fermentas, No. de catadlogo: ER0691, EUA) durante 30 min a 37 °C.
Las reacciones de digestion se purificaron con el kit MinElute Reaction Cleanup
(Qiagen, No. de catalogo: 28204, EUA), para posteriormente ligar los productos con la
DNA ligasa T4 (Fermentas, No. de catalogo: EL0O019, EUA) durante 16 h a 22 °C.

En el caso del vector pET-22b(+) (Novagen, No. de catalogo: 69744-3, EUA), los
cebadores que se utilizaron en la amplificacion incluian los sitios de restriccion
requeridos para insertar el gen en este vector. Los cebadores fueron sintetizados en el
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM (Tabla 9).
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Tabla 9. Cebadores disefiados mediante el software Oligoanalyzer 3.1, con base en un analisis de los sitios de
restriccion, para la insercion del gen que codifica a la proteina de 110 kDa en el vector de expresion pET-22b(+). En

negritas se indican los sitios de restriccién que reconoce cada enzima.

Tipo Secuencia (de 5 a 3") Tm (°C)

Directo
(Forward) GCG CYCA TGG GAG TTC GCA AAG AGT GGA AATT 64
Ncol
Inverso
(Reverse) TGA C¥TC GAG TCTTTC AACTTC TTG AAG CTT 59

Xhol

La amplificacion por PCR se hizo con la mezcla enzimética High Fidelity bajo las
siguientes condiciones: 1 ciclo a 95 °C por 180 s, 35 ciclos con desnaturalizacion a 95
°C por 30 s, alineamiento a 62 °C por 30 s, polimerizacién a 72 °C por 210 s y un paso

final de extension a 72 °C por 600 s.

Los productos de PCR obtenidos se purificaron mediante columnas GenElute
Minus EtBr, para posteriormente digerirlos al igual que al vector pET-22b(+) con Ncol
(Fermentas, No. de catalogo: ER0571, EUA) durante 1 h a 37 °C y posteriormente con
Xhol durante 1 h a 37 °C. Las reacciones de digestion se purificaron con el kit MinElute
Reaction Cleanup. Los productos de digestion se ligaron con la DNA ligasa T4 durante
16 h a 22 °C. La construccion obtenida se denominé pET22-110.

5.5.2 Expresion en E. coli BL21

Se transformaron células electrocompetentes de E. coli BL21 (DE3) con el vector
pPET20-110 por electroporacién como se describid en la seccién 5.4.1. El paquete
celular se resuspendié en medio SOB y se sembrd por extension en placa en agar LB
(medio LB con 1% de agar) adicionado con 100 pug/mL de Ampicilina (Sigma-Aldrich,
No. de catalogo: A9518, EUA). Las placas se incubaron a 37 °C durante 12 h. De las
placas se picaron colonias y se cultivaron en 5 mL de medio fresco LB adicionado con

100 pg/mL de ampicilina (LB-Amp) durante 12 h a 37 °C. A las clonas que crecieron se
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les realiz6 PCR de colonia como se describe en la seccién 5.4.2, con los cebadores de
la Tabla 7 y las condiciones de amplificacion descritas en las seccion 5.3.

La transformacion de células electrocompetentes de E. coli BL21 (DE3) con el

vector pET22-110 se realiz6 siguiendo la misma metodologia.

Se purificé el plasmido de las clonas que fueron positivas en el PCR de colonia
para las respectivas transformaciones, mediante el kit GeneJet Plasmid Miniprep

(Fermentas, No. de catalogo: KO502, EUA) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Los plasmidos purificados se mandaron secuenciar (Macrogen Inc., Corea) con
los cebadores T7 propios del sistema de expresion pET (Novagen, EUA) para
determinar si la secuencia del gen de interés insertada en el vector se encontraba en el
marco de lectura y verificar que los promotores no se hubieran modificado. Ademas,
con la finalidad de comparar la secuencia real y completa del gen que codifica a la
proteina de 110 kDa con la reportada en el genoma de P. acidilactici 7_4, se disefiaron
cebadores que amplificaran regiones intermedias del gen (Figura 12), los cuales se
sintetizaron en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM (Tabla 10).

Tabla 10. Cebadores disefiados mediante el software Oligoanalyzer 3.1, con base en la secuencia del gen que
codifica para la proteina de 110 kDa reportada en el genoma de P. acidilactici 7_4 para corroborar cambios en la
secuencia del gen que codifica a la proteina recombinante de P. acidilactici ATCC8042

™ Tamafo
Tipo Secuencia o esperado
e ()
Directo F1 | CCG GTT CGC AAA GAG TGG AAA TTT ATT AG | 58 - 800
Inverso R1 CCG GTG GTTACTTGACCA G 53
Directo F2 CGC TCT GGT CAA GTA ACC 50 ~790
Inverso R2 TAC AGT TTG CGA AGT AGT C a7
Directo F3 CCG ACT TCG CAA ACT GTA GAT AC 55 ~ 800
Inverso R3 ACG CCG TTG ATT AAC GTT CC 52
Directo F4 CGC ACT GGA ACG TTA ATC AAC 52 ~ 850
Inverso R4 CGT CTT TCA ACT TCT TGA AGC TTT TGG 57
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14 pb 790 pb 1572 pb 2354 pb
5, 4 F1-R1 v v F3-R3 v 3:

A F2R2 A A FA-R4e A
791 pb 1565 pb 2353pb 3186pb

Figura 12. Esquema de las regiones del gen de interés (3,198 pb) que se amplificaron con los cebadores

mostrados en la Tabla 9.

La amplificacion por PCR para cada uno de los pares de cebadores se realizé
utilizando la mezcla enzimatica High Fidelity bajo las condiciones descritas en la
secciéon 5.3, cambiando Unicamente la temperatura de alineamiento para cada uno de
los pares de cebadores en funcion de su Tm. Los productos de amplificacion se

mandaron a secuenciar (Macrogen Inc., Corea).

Las clonas recombinantes que tenian al vector pET22-110 se cultivaron a 37 °C,
en 100 mL de LB-Amp hasta alcanzar la fase exponencial (DOgoonm= 0.6-0.8). La
expresion de la proteina recombinante se indujo con la adicion de isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG, Fermentas, No. de catalogo: R117, EUA), con una
concentracion final de 1 mM. Después del tiempo establecido de induccion a 37 °C, se
colectaron las células por centrifugacion (10,000 x g durante 15 min) y se lavaron con
amortiguador Tris-HCI 10 mM, pH 7.6 a 4 °C. El paquete celular se resuspendié en
amortiguador Tris-HCI 10 mM, pH 7.6 y se ajustd a una DOgoonm = 2.0, lo que permitié
estandarizar la cantidad muestra para los ensayos de inmunoandlisis y deteccion de
actividad litica. En tanto que el sobrenadante de cada una de las muestras se liofilizé y

se resuspendié en amortiguador Tris-HCI 10 mM, pH 7.6 (sobrenadante concentrado).
5.6 INMUNOANALISIS
Del paquete celular resuspendido en amortiguador Tris-HCI 10mM y ajustado a
DOgoonm = 2.0, se centrifugd 1 mL a 14,000 x g durante 5 min. Se desechd el

sobrenadante y el nuevo paquete celular se resuspendio en 40 uL de amortiguador de
carga (50 mM de Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 2.5% glicerol, 0.5% [B-mercaptoetanol y
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0.5% de azul de bromofenol). Se trataron a ebullicibn durante 5 min y posteriormente,
se sometieron a electroforesis en condiciones desnaturalizantes usando SDS-PAGE al
10% (Bis-acrilamida 30%, Tris-HCI 2 M, pH 8.8, SDS 10%, H,O, TEMED y APS 10%)

gue se corrieron a 80 V hasta que el frente i6nico salié del gel (Manual Bio-Rad).

Las proteinas se transfirieron del gel SDS-PAGE a una membrana de difluoruro
de polivinilideno (PVDF; PolyScreen ®, No. de catalogo: NEF1000, PerkinElmer, EUA) a
15 V durante 60 min en el equipo de transferencia semiseco Trans-blot Semy-Dry
Electrophoretic Transfer cell (Bio-Rad), usando como amortiguador de transferencia Tris
25 mM, glicina 192 mM en metanol al 10%.

Después de la transferencia, la membrana se incub6 en solucion TBS (10 mM
Tris-HCI, 150 mM de NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.5) con 3% de leche descremada
(Difco, No. de catdlogo 232100, EUA) a temperatura ambiente 1 h en agitacion
rotatoria. La membrana se lavd dos veces con solucién TBS en agitacion durante 30 s
cada lavado. Después se incubd con el anticuerpo monoclonal acoplado a fosfatasa
alcalina Anti-His (C-term)/AP Ab (Invitrogen, No. de catalogo: R932-25, EUA) en una
concentracion 1:5000. Se lavé la membrana dos veces con solucion TBS en agitacion
durante 30 s cada lavado. Se revel6 con el sustrato cromégeno 5-bromo-4-cloro-3-
indoxil fosfato y el cloruro de nitro-azul de tetrazolio (BCIP/NBT; Perkinelmer, No. de
catalogo: NEL937001PK, EUA). La reaccion se detuvo con agua destilada al observar

sefial en la membrana.

5.7 DETECCION DE LA ACTIVIDAD LIiTICA SOBRE PEPTIDOGLUCANO

Para detectar la actividad litica sobre peptidoglucano se emplearon zimogramas
(Leclerc y Asselin, 1989) utilizando como sustrato 0.2% de células de los
microorganismos indicadores Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698 (Sigma-Aldrich) y

Staphylococcus aureus ATCC 6538 (cepario Posgrado FESC-UNAM), los cuales se
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resuspendieron de forma independiente en los reactivos necesarios para hacer el SDS-
PAGE al 10% (Manual Bio-Rad) segun fuese el caso.

Del paquete celular de las muestras de estudio, resuspendido en amortiguador
Tris-HCI 10 mM vy ajustado a DOgoonm = 2.0, se centrifugd 1 mL a 14,000 x g durante 5
min. Se desechd el sobrenadante y el nuevo paquete celular se resuspendié en 40 uL
de amortiguador de carga. Se trataron a ebullicion durante 5 min y posteriormente, se
sometieron a electroforesis en gel (se utilizé el gel SDS-PAGE 10% que contenia las

células del microorganismo indicador) a 80 V hasta que el frente idnico salio del gel.

Después de la electroforesis, el gel se lavé dos veces con 50 mL de agua
desionizada en agitacion suave durante 30 min, se incub6 a 37 °C con 50 mL de buffer
de renaturalizacion (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0 con Triton X-100 1% v/v) durante 16 h en
agitacion suave. La tincidén se realiz6 con azul de metileno (0.01% de KOH y 0.1% de
azul de metileno), posteriormente, se lavo con agua destilada hasta observar bandas de
actividad litica.

Otro método que se utilizd para la deteccion de actividad litica sobre el
peptidoglucano de la pared bacteriana, fue la prueba de difusion en agar. En esta
prueba se utilizaron como microorganismos indicadores a M. lysodiekticus y a S.
aureus. En la caja petri se colocaron 20 mL de agar BHI al 1%, se dej6 solidificar y
posteriormente se le adiciond 10 mL de agar al 0.8% con una concentracion de células
adecuadas para obtener un césped bacteriano uniforme de los microorganismos
indicadores. Se hicieron pozos sobre la doble capa de agar, a los cuales se les
adicionaron 100 uL de cada una de las muestras de sobrenadantes concentrados,
finalmente se incubaron las cajas petri a 37 °C por 24 h. Se evalu6 el diametro del halo
de inhibiciébn del microorganismo indicador para cada caso y se correlaciono con la
concentracion de proteina colocada en cada pozo (actividad definida en mm de

inhibicion/mg de proteina).
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 AMPLIFICACION DEL GEN

Debido a que el gen que codifica a la proteina de 110 kDa tiene una tamafio de
3,198 pb, se utilizé la mezcla enzimatica High Fidelity PCR, la cual permite obtener
productos de PCR grandes y disminuye la posibilidad de errores en la amplificacion al
contar con dos enzimas (una Taq DNA polimerasa y una DNA polimerasa termoestable
con actividad correctiva) que actian sinérgicamente. En la Figura 13, se observa el
amplicén de aproximadamente 3,198 pb, obtenido en la amplificacion por PCR del gen,

bajo las condiciones descritas en la seccion 5.3.

En el género Pediococcus, Choi et al., (1991) con una metodologia similar
lograron amplificar un fragmento de ADN gendmico de Pediococcus pentosaceus con
actividad de la glutamato racemasa de aproximadamente 6,000 pb, para posteriormente
digerirlo con enzimas de restriccion obteniendo un inserto mas pequefio de 1,800 pb e

insertarlo en un vector de expresion.

Sin embargo, la mayoria de la investigacion se enfoca en la amplificacién de los
genes que codifican para las pediocinas, producidas por algunos miembros del género
Pediococcus, para su posterior clonacién y expresién en sistemas heterdlogos ya sea
en bacterias acido lacticas (Chikindas et al., 1995; Buyong et al., 1998; Horn et al.,
1998; Johnsen et al., 2005) o en E. coli (Madrugg et al., 1992; Bukhtiyarova et al., 1994;
Osmanagaoglu et al., 2000; Moon et al., 2006).
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Figura 13. Producto de amplificacion del gen que codifica a la proteina de 110 kDa. Gel de agarosa al 1%. Carril
M: Marcador molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen, No. de catalogo: 10787-018, EUA). Carril 1: Amplicén de
interés, aproximadamente 3,198 pb. Tinciéon de bromuro de etidio.

Para corroborar que el producto de PCR era el gen de interés se realiz6 una
digestion con la enzima EcoRlI, que de acuerdo al andlisis de los sitios de restriccion del
gen tiene un sitio Unico, digiriendo el gen en dos fragmentos: uno de 1,950 pb y otro de
1,225 pb (Figura 11).

~3,198pb

=1,950pb
- .
1,225pb

Figura 14. Digestion con EcoRI del producto de amplificacion para verificar identidad. Gel de agarosa al 1%.
Carril M: Marcador molecular 1 Kb Plus DNA ladder. Carril 1: Digestién con EcoRI del gen que codifica para la

proteina de 110 kDa. Tincion de bromuro de etidio.

De las tres bandas del carril 1 de la Figura 14, la primera de aproximadamente

3,198 pb, es el gen que no se logré digerir por completo. Las otras dos bandas
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corresponden en pares de bases con los fragmentos predichos por el analisis de los
sitios de restriccion (de aproximadamente 1,950 pb y 1,225 pb). Con base en estas
pruebas se puede suponer que el producto de PCR obtenido es el gen de interés, por lo

gue se procedid a la clonacion del gen en un vector de clonacion.

6.2 CLONACION

Se eligi6 el vector de clonacién pCR®-XL-TOPO® (Invitrogen, EUA) debido a que
este sistema presenta ventajas tales como: clonar productos de PCR grandes (entre 3
a 10 kb), no requiere de DNA ligasa para la insercion del fragmento de ADN, permite
que con el material de la reaccion de clonacion se transformen directamente células
electrocompetentes y la seleccién de las clonas es directa, al contener el gen letal ccdB
de E. coli, fusionado al C-terminal, lo que permite que crezcan Unicamente las clonas
positivas después de la transformaciéon (Figura 15). La tecnologia de clonacion TOPO-
TA ha sido usada para la obtencion de construcciones estables de los productos de
amplificacion de fragmentos de secuencias del gen atlL de Staphylococcus
lugdunenesis (Bourgeois et al., 2009) y en la clonacion del gen murA de Listeria
monocytogenes (Carroll et al., 2003). En ambos casos los genes clonados codifican
para enzimas con actividad litica sobre el peptidoglucano propias de cada

microorganismo.

pCR®-XL-TOPO®
3.5 kb

Ulafweueh

XL-TOPO®

Figura 15. Esquema del vector pCR®-XL-TOPO®
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De la transformacion de células de E. coli DH5a con la construccion TOPO-110
(tal como se describe en la seccion 5.4.1), se obtuvieron 27 colonias presuntamente
positivas para el gen de interés. En la Figura 16, se muestran los resultados

representativos del PCR de colonia que se les realizé.

pb M 1 2 3 4 5 6 7

7000
5000

3000

2000
1500

Figura 16. Analisis de colonias recombinantes derivadas de la insercion del gen 110 kDa en el vector TOPO
110. Gel de agarosa al 1%. Carril M: Marcador molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder Plus (Fermentas, No. de
catalogo: SM1333, EUA). Carril del 1 al 6 productos de amplificaciéon por PCR de las colonias seleccionadas como
presuntivas. Carril 7: Construccién TOPO-110 (aproximadamente 7,700 pb). Tincion con bromuro de etidio. Los
resultados mostrados son representativos y para su mejor presentaciéon se seleccionaron los carriles de los geles

mas claros de cada experimento, por lo cual se nota una linea divisoria entre ellos.

Se obtuvieron cuatro clonas recombinantes de E. coli DH5a con la construccion
TOPO-110. Se les extrajo el ADN para usarlo como molde en la amplificacion del gen

con los cebadores mostrados en la Tabla 8.

6.3 EXPRESION

6.3.1 Construccion del vector de expresion

Se eligi6 el vector de expresion pET-20b(+) porque permite la insercién de genes
relativamente grandes, es regulado por el promotor T7, inserta la secuencia sefial pelB
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en el N-terminal para direccionar las proteinas expresadas al periplasma, adiciona al
final de la proteina expresada un tallo de histidinas que permite tanto la deteccion de la
proteina por métodos de inmunoanalisis como su purificacion, ademas de poseer un
gen que codifica para la resistencia a ampicilina que facilita la seleccion de clonas
(Figura 17) (Novagen, 2006).
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Figura 17. Esquema del vector pET-20b(+). Novagen (No. Cat. 69739-3)

Se utilizé la construccién TOPO-110 como ADN molde para amplificar el gen que
codifica a la proteina de 110 kDa utilizando cebadores que incluyeran los sitios de
restriccién reconocidos por las enzimas EcoRV y Xhol (Tabla 8). Posteriormente, tanto
los productos de la amplificacion por PCR (aproximadamente 3.2 kb), como el vector
pET-20(b)+ con un tamafio de 3.7 kb fueron digeridos y ligados. Sin embargo, tras
varios intentos, en los que se modificaron condiciones de digestion y ligacion, no se

obtuvo el producto de ligacion esperado, de aproximadamente 6.9 kb.
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Se decidi6 cambiar la estrategia y se optd por amplificar el gen que codifica a la
proteina de 110 kDa con los cebadores mostrados en la Tabla 8 y a partir del ADN
gendmico de P. acidilactici, en lugar de usar la construccibon TOPO-110, bajo las

condiciones de amplificacion descritas en la seccion 5.5.1.

Los nuevos productos de la amplificacion por PCR a partir de ADN genomico y el
vector pET-20(b)+ fueron digeridos y ligados con las condiciones descritas en la seccion
5.5.1. En la Figura 18, en el carril 1, se puede apreciar el producto de ligacion de
aproximadamente 6,900 pb (construccion pET20-110). Se observaron dos bandas
adicionales que corresponden a productos de 3,700 y 3,198 pb, éstos son el vector
pET-20(b)+ que esta linealizado como efecto de la digestion, pero que no se logro ligar
de forma eficiente con el amplicén de aproximadamente 3,198 pb, también observable,

que corresponde al gen que codifica para la proteina de 110 kDa.

1500

Figura 18. Construccién de recombinantes a partir de ADN gendémico y vector pET-20b(+). Gel de agarosa al
1%. Carril M: Marcador molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder Plus. Carril 1: Producto de ligacion, entre el gen de
aprox. 3,198 pb y el vector pET-20b(+), de aproximadamente 6,900 pb. Carril 2: Producto de amplificacién de aprox.
3,198 pb digerido con enzimas de restriccion. Carril 3: Amplicén esperado (3,198 pb) del gen que codifica a la
proteina de 110 kDa usando los cebadores de la Tabla 8. Tincién con bromuro de etidio.

Con la construccion pET20-110 se transformaron células electrocompetentes de
E. coli BL21, pero nunca se obtuvo una clona positiva, probablemente porque la
construccion resulté poco estable, dado que el gen codifica una proteina téxica para el

46



RESULTADOS Y DISCUSION

hospedero (Novagen, 2006), como se demostré en trabajos previos donde la proteina

inhibe el crecimiento de E. coli (Garcia-Cano et al., 2011), lo cual también provocaria la
muerte del mismo antes de que lograr aislarlo.

Con el propdsito de lograr la expresion del gen que codifica a la proteina de 110

kDa, se decidi6 cambiar de vector al pET-22b(+) (5,493 pb) que contiene un promotor
T7lac (Figura 19).
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Figura 19. Esquema del vector pET-22b(+). Novagen (No. Cat. 69744-3)

El vector de expresion pET-22b(+) comparte caracteristicas con el vector pET-
20b(+), como el hecho de que permite la insercion de genes relativamente grandes,
tiene una secuencia sefial pelB en el extremo N-terminal que potencia la localizacion de
las proteinas expresadas a periplasma, adiciona en el C-terminal de la proteina
expresada un tallo de histidinas y posee un gen que codifica para la resistencia a

ampicilina. Sin embargo, a diferencia de los plasmidos con promotor T7, los plasmidos
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del sistema pET con promotor T7lac permiten un control de la expresion basal de las
proteinas recombinantes ya que contienen 25 pb de la secuencia del operador lac
inmediatamente “rio abajo” de la region promotora. La union del represor lac en este
sitio disminuye eficazmente la transcripcion por la T7 RNA polimerasa, proporcionando
asi un segundo mecanismo basado en lacl (ademas de la represion en lacUV5) para
suprimir la expresion basal en cepas ADES3 lisogénicas. Los plasmidos con el promotor
T7lac también contienen su propia copia de lacl que garantiza la sintesis de suficiente
represor para todos los sitios de operador disponibles (Novagen, 2006). Se tienen
varios reportes de su uso para la expresion de proteinas que resultan toxicas para el
hospedero (Tabla 11).

Tabla 11. Reportes de enzimas con actividad litica en el sistema pET

Vector Promotor 'I:al!o.de Condiciones de induccién Proteina Referencia

pET Histidinas

15b T7lac N-terminal 1mMIPTG/37°C/2h |Glucosaminidasa| Inagakiet al.,, 2009

19b T7lac N-terminal I1mMIPTG/4h Amidasa Supungul et al., 2010

26b T7lac C-terminal 1mMIPTG/37°C/4h Endolisina Briers et al., 2008

28b T7lac N—termlinal, 2mMIPTG/3h Cinasa Maestro et al., 2011
C-terminal
Intermedio, o L Scheurwater et al.,

30a T7lac C-terminal 1 mM IPTG /37 °C Transglicosilasa 2007

32a T7iac | Mtermedio, | MIPTG /20y 37°C | Lisozimatipo G | Sun et al, 2006
N-terminal

41a T7lac Interme.dlo, 1 mM IPTG /37 °C Endopeptidasa Hett et al., 2008
C-terminal

La amplificacion del gen que codifica a la proteina de 110 kDa se realizé a partir
de ADN genomico de P. acidilactici ATCC 8042, usando los cebadores mostrados en la
Tabla 9, bajo las condiciones descritas en la seccion 5.5.1. Los productos de PCR y el
vector pET-22b(+) se digirieron con Ncol y Xhol y posteriormente, fueron ligados con la

DNA ligasa T4 para obtener la construccion pET22-110 (Figura 20).
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Figura 20. Construccién de clonas del gen de interés obtenido por amplificacion de ADN gendémico y el vector
pET-22b(+). Gel de agarosa al 1%. Carril M: Marcador molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder Plus. Carril 1: Vector
pET-22b(+). Carril 2: Vector pET-22b(+) digerido (5,493 pb). Carril 3: Producto de PCR del gen que codifica para la
proteina de 110 kDa digerido (3,198pb). Carril 4: Construccion del gen de interés y el vector pET-22b(+)
aproximadamente 8,700 pb. Tincidon con bromuro de etidio. Los resultados mostrados son representativos y para su
mejor presentacion se seleccionaron los carriles de los geles mas claros de cada experimento, por lo cual se nota

una linea divisoria entre ellos.

El plasmido pET22-110 se utilizé para transformar células electrocompetentes de
E. coli BL21 (DE3) y E. coli BL21 (DE3) pLysS, como se describi6é en la seccion 5.5.2.
Se seleccionaron 5 clonas presuntivas, de las cuales s6lo amplificaron 3 con los
cebadores mostrados en la Tabla 7, lo que indica la presencia del gen que codifica para

la proteina de 110 kDa en estas 3 clonas (Figura 21).
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Figura 21. Verificacion de la presencia del gen que codifica para la proteina de 110 kDa. Gel de agarosa al 1%.
Carril M: Marcador molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder Plus. Carril 1: Amplicon del gen que codifica para la
proteina de 110 kDa digerido (3,198pb). Carril del 2 al 6 productos de amplificacion por PCR de las colonias

seleccionadas como presuntivas. Tinciéon con bromuro de etidio.
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Los plasmidos purificados de las clonas positivas se secuenciaron con los
cebadores T7, propios del sistema de expresion pET. Los resultados indicaron que la
secuencia insertada en el vector pET22-110 del gen que codifica a la proteina de 110
kDa se encuentra en marco de lectura, ademas de que ninguno de los promotores se

modifico.

Para determinar la secuencia completa del gen insertado, se realizO una
amplificacion de dicho gen con cada uno de los pares de cebadores de la Tabla 10. Los
productos de amplificacion (Figura 22) se mandaron secuenciar.

b M 1 2 3 4

1000

800
700

Figura 22. Comprobacion de la secuencia completa del gen de interés a través de la amplificacion de regiones
intermedias de la misma. Gel de agarosa al 1%. Carril M: Marcador molecular GeneRuler 100 bp DNA Ladder
(Thermo Scientific, No. de catadlogo: SM0241, EUA). Carriles del 1 al 4 Fragmentos amplificados del gen que codifica
para la proteina de 110 kDa con los cebadores de la Tabla 10. Tincion con bromuro de etidio. Los resultados
mostrados son representativos y para su mejor presentacion se seleccionaron los carriles de los geles mas claros de

cada experimento, por lo cual se nota una linea divisoria entre ellos.

Los resultados permitieron obtener la secuencia completa del gen que codifica
para la proteina de 110 kDa de P. acidilactici ATCC 8042, misma que se compard con
la secuencia del gen que codifica a la proteina putativa de 110 kDa reportada en el
genoma de P. acidilactici 7_4. Ambas secuencias se interpretaron como posibles
aminoacidos y su andlisis indica que sélo dos de los aminoacidos predichos difieren

entre ambas secuencias (Tabla 12). Los aminoacidos que difieren entre las secuencias
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comparadas tienen propiedades quimicas muy distintas, sin embargo, no se encuentran
en las regiones reportadas como conservadas para la proteina en las diferentes bases
de datos (Tabla 13).

Tabla 12. Aminoacidos que cambiaron entre la secuencia de la proteina de 110 kDa reportada en el genoma de
P. acidilactici 7_4 y la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante.

Posicion del Genoma de Gen clonado de
aminoacido P. acidilactici 7_4 P. acidilactici ATCC 8042
632 D/aspartato K/lisina
680 Q/glutamina K/lisina

La secuencia completa de la proteina recombinante (110 kDa de P. acidilactici
ATCC 8042) se analiz6 mediante el algoritmo BLAST y se comparo en diferentes bases
datos (Figura 23 y Tabla 13).

1 MVRKEWKFIR NNKLILISVL. AITFIPFLYS IFFLKSVWDP YGDTENLPVA VVNLDQPVKY 60

61 QGQORTAVGDE MVDNLKHNHQ LGWHFVSAKK AKEGMEDKKY YTVVTIPKDF SANAATVTDK 120
121 NPKEMQLKYS TNASLNYIGK VISDVGTEKL NSEVREQVTK SYATAMFDOQV KTAGKGFKQA 180
181 SDGAKKLKDG AVQINDGTKT YTAGVSQLHD GIATMAVSVK PLOAGVAQLA DGSSQLTNGL 240
241 DQINGKTGAL SSGVSQLANG SGQVTTGAVA LSKGLNELQQ KSGALVTGVS QLNNGALQLK 300
301 VKVPQYVNGV YQLNDGIQEL NAKTGQLVGG IKQLSSGAGA LSAGVKQYTD GVSAGAGQLQ 360
361 GGVAKLANDT KDMPSSINAL HNGIADIAKS SKOLADANGK ISTGLGQVAD QVSANDISKO 420
421 AAALKQOMAS IQTQLVALNK ATAGQTNGGN AAQSINNQLS EIKSEVGSLA NSSKTTTSTS 480
481 GGVSQATINS KIDGAGLSAE DAAKAKSATA GVANGSONKT TSQTVDTNKI ASIQKKITDV 540
541 QGOVTKINDL ANKQAEINKQ VTSLTASFQK LAAGANELTG NSDDMKQLAA TLKKLAAGSQ 600
601 EVITNLQOALS SGSNTVACKV CEFAGSASEL TDGVAQLDSG AKSLASQTNK NSKDVEKLVS 660
661 GSQELSSSLA MIDKOTPTLQ SKIGOLAAGS NQISAGTGAL AGGINQLSNG ISAASSOMPT 720
721 LVSGVSLLAN GGNQLAAGSS QVTGGLNTLN GQVPALVSGV AQLDNGGHQL NTGIQTLNSS 780
781 TGTLINGVNQ LNTGAAELDA NSGALLDATK QISDGNGELS SKLADGAKQV NSVPLTDKTA 840
841 NMFAAPTKLK HTNYSYVENY GHALAPYVLS LALYVGAIVF NFAYPIRKVS ERGGTPTQWF 900
901 LSKVSVGTVV ALGMALVETT IMMIAGIHVD HVGQFYMTAI MISLASMYIV MFLSMAFDNP 960
961 GRFVAMILIM LOLGGSGGTF PMEVTNHFYN VIHFFLPLTY SILSFROAIT SGLGDGTFEQ 1020
1021 AMGALLLFAV ITATALLWFSM NQLOKHHLEN KSQLDDNQKL QEVER 1065

Figura 23. Secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante de 110 kDa. Las zonas contrastantes

denotan regiones conservadas mismas que se explican en la Tabla 13.

Tabla 13. Regiones conservadas reportadas por el analisis mediante algoritmo BLAST y comparadas en
diferentes bases de datos (SBASE, SMART, Prodom, TCBD)

Regién Dominio Observaciones Valor E
13-217 Transportador ABC Sistemas de transporte dependientes de ATP 1.3e-11
386-631 Tran_:-'.d_ucwr_ de Respuesta a sustancias atrayentes o repelentes 1.36e-1
quimiotaxis
842-912 Proteina de membrana Proteina de fago YHGE 1e-26
de fago de infeccién
908-1009 Transportador ABC Sistemas de transporte dependientes de ATP 1.86e-6
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Con base en los resultados de la secuenciacion que comprueban que el gen
insertado en el vector pET-22b(+), es el gen que codifica a la proteina de 110 kDa y que
Su secuencia se encuentra en marco de lectura, se realizo el estudio de la expresion de

la proteina recombinante en E. coli BL21.

6.3.2 Expresion de la proteina recombinante

Las clonas recombinantes transformadas con el vector pET22-110 se cultivaron a
37 °C, en medio LB-Amp hasta alcanzar su fase exponencial. Se indujo la expresion de
la proteina recombinante con la adicién de IPTG, como se describié en la seccidén 5.5.2.
Ademas se variaron condiciones de tiempo, temperatura y concentracion del inductor
con la finalidad de optimizar la expresién de la proteina recombinante (Tabla 14). La
condicion inicial de 3 h a 37 °C con 1 mM de IPTG se establecio en funcién del
protocolo sugerido en el manual del sistema de expresion pET (Novagen, EUA) y con
base en resultados preliminares. Sin embargo, dadas las caracteristicas de la proteina
que se buscaba expresar se probaron diferentes alternativas, basados también en los

reportes de enzimas con actividad litica expresadas en el sistema pET (Tabla 11).

En primer lugar se disminuyé el tiempo de inducciéon dado que largos periodos de
induccion podrian provocar la degradacion de la proteina expresada (condicion 1, Tabla
14). De acuerdo a los antecedentes la proteina de interés tiene actividad inhibitoria
sobre E. coli (Garcia-Cano et al., 2011), por lo tanto al ser toxica para el hospedero una
sobreexpresiéon conduciria a la muerte del hospedero antes de que se pudiera sintetizar
suficiente cantidad de la proteina recombinante. Una alternativa para prevenir esté
suceso fue adicionar una menor concentracion del inductor (IPTG) con la finalidad de
disminuir la sintesis de la proteina recombinante (condicién 2, Tabla 14). Otra opcién
(condicién 3, Tabla 14) fue cultivar a una menor temperatura para disminuir la velocidad
de produccion de la proteina recombinante, ademas de que la incubacion a 25 °C se
recomienda si el vector de expresion tiene una secuencia sefial, como en el caso del
vector pET-22b (Novagen, 2006).
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Tabla 14. Condiciones propuestas para optimizar la expresion de la proteina recombinante

Experimentos T (°C) |[IPTG] (mM) |t (h)
37 1 3
Condicion 1 37 1 1
Condicién 2 37 0.1 3
Condicion 3 25 1 3

El paquete celular obtenido en cada una de las condiciones de induccion se
empleé como se describe en la seccion 5.6, para el ensayo de inmunoanalisis con el
anticuerpo Anti-His (C-term)/AP, dado que el vector pET-22b(+) adiciona a la proteina
expresada un tallo de histidinas en el carboxilo terminal lo que permite su deteccion
(Figura 24).

kba M 1 2 3 4 56 7 8 910

101 kDa
116 . |
97 |  80kDa skaa
co N | vy
| 66 kDa
od '

Figura 24. Deteccion de la proteina recombinante por técnicas inmunoldgicas (Western Blot) para determinar la
expresion de la proteina de 110 kDa. Se empleé anticuerpo Anti-His (C-term)/AP. Carril M: Marcador molecular High
Range (Bio-Rad, No. de catalogo: 161-0303, EUA). Carril 1: Cultivo a 37 °C antes de la adicion del inductor. Carril 2:
Cultivo a 37 °C / 3 h. Carril 3: Cultivo a 37 °C / 3 h con 1 mM de IPTG. Carril 4: Cultivo a 37 °C /3 h con 0.1 mM de
IPTG. Carril 5: Cultivo a 37 °C / 1 h. Carril 6: Cultivo a 37 °C/ 1 h con 1 mM de IPTG. Carril 7: Cultivo a 25 °C/ 3 h.
Carril 8: Cultivo a 25 °C/ 3 h con 1 mM de IPTG. Carril 9: Cultivo de células de E. coli BL21 transformadas con el
vector pET-22b(+), sin gen insertado 37 °C / 3 h. Carril 10: Cultivo de células de E. coli BL21 transformadas con
vector pET-22(+), sin gen insertado 37 °C / 3 h con 1 mM de IPTG. Los resultados mostrados son representativos y
para su mejor presentacion se seleccionaron los carriles de los geles mas claros de cada experimento, por lo cual se

nota una linea divisoria entre ellos.
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Es posible observar una banda de aproximadamente 66 kDa (carriles del 2 al 6),
a excepcion de cuando se hace la induccion 25 °C, donde se observo una banda de
aproximadamente 80 kDa (carril 8), misma que se observa con menor intensidad en el
carril 6. Sin embargo, la proteina esperada era de 110 kDa. La banda mas cercana a
este peso molecular es la que se observé con la adicion de 1 mM de IPTG a 1 h de
incubacion a 37 °C (carril 6) con un peso de aproximadamente 101 kDa, la cual es

tenue.

El experimento se repitid cuatro veces y el patron de bandeo siempre fue el
mismo, lo cual indica que existe una expresién de la proteina recombinante. En el
hospedero existen sistemas proteoliticos que evitan la acumulacion de proteinas con
plegamientos deficientes presentados principalmente cuando se utilizan promotores
fuertes (como por ejemplo los T7lac) y altas concentraciones del inductor (Baneyx y
Mujacic, 2004). Por otra parte, se tienen reportes de que proteinas heterélogas
altamente hidrofobicas o integrales de membrana (como en el caso de la proteina
analizada en el presente trabajo), manifiestan problemas en su secrecién hacia el
periplasma, porque presentan un fenomeno de “atascamiento” al cruzar la membrana
citoplasmatica, el cual eventualmente conduce a la muerte celular. Los sistemas de
secrecion de E. coli son capaces de resolver estos problemas, sin embargo, en algunos
casos conllevan a la degradacion proteolitica de las proteinas heterélogas (Feilmeier et
al., 2000; Baneyx y Mujacic, 2004). Estas evidencias sugieren la probable degradacion
de la proteina recombinante de 110 kDa explicando asi la presencia de bandas de 101,
80y 66 kDa.

6.4 ACTIVIDAD LiTICA SOBRE PEPTIDOGLUCANO

A la proteina recombinante expresada se le determiné actividad litica sobre

peptidoglucano por zimogramas que emplean M. lysodeikticus como sustrato, tal y

como se describié en la seccion 5.7 (Figura 25). Se esperaba un comportamiento
similar al mostrado por la proteina de 110 kDa que copurifico con la proteina de 99 kDa,
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en una preparacion con 94.5 % de pureza, como habian demostrado Velasco-Pérez
(2010), Garcia-Cano et al. (2011) y Valenzuela-Rosas (2012).

kDa M 4 5 6 7 8

200
101 KDa
116
97
66 so kDa

Figura 25. Actividad litica de la proteina recombinante sobre M. lysodeikticus. Zimograma (SDS-PAGE 10%).

Carril M: Marcador molecular High Range (Bio-Rad). Carril 1: Cultivo a 37 °C antes de la adicion del inductor. Carril 2:
Cultivo a 37 °C / 3 h. Carril 3: Cultivo a 37 °C/ 3 h con 1 mM de IPTG. Carril 4: Cultivo a 37 °C / 3h con 0.1 mM de
IPTG. Carril 5: Cultivo a 37 °C / 1 h. Carril 6: Cultivo a 37 °C /1 h con 1 mM de IPTG. Carril 7: Cultivo a 25 °C/ 3 h.
Carril 8: Cultivo a 25 °C/ 3 h con 1 mM de IPTG. Cultivo de células de E. coli BL21 transformadas con el vector pET-
22b(+), sin gen insertado 37 °C / 3 h. Carril 10: Cultivo de células de E. coli BL21 transformadas con vector pET-
22(+), sin gen insertado 37 °C / 3 h con 1 mM de IPTG. Tincién con azul de metileno. Los resultados mostrados son
representativos y para su mejor presentacién se seleccionaron los carriles de los geles mas claros de cada

experimento, por lo cual se nota una linea divisoria entre ellos.

Se lograron observar dos bandas tenues (aproximadamente 101 y 80 kDa) con
actividad litica bajo las condiciones de 37 °C a 1 h de induccion con 1 mM de IPTG
(carril 6). El patron de bandeo coincide parcialmente con el observado en el
inmunoanalisis (Figura 24, carril 6). Esto quiere decir que pese a las complicaciones en
la expresion de la proteina y la diferencia en tamafios observada, su dominio litico no
resulta afectado.

En proteinas recombinantes grandes y/o toxicas los sistemas de secrecion de E.
coli presentan respuestas que involucran la degradacion de la proteina recombinante o
una deficiente expresion (Baneyx, 1999; Baneyx y Mujacic, 2004). También se ha

demostrado que se puede lograr una mejor estabilidad de la proteina recombinante en
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cepas hospederas con un plasmido compatible con la resistencia a cloranfenicol (por
ejemplo E. coli BL21 pLysS), el cual proporciona una baja cantidad de T7 lisozima que
es un inhibidor natural de la T7 RNA polimerasa del hospedero. Por lo que, sélo en
presencia del inductor habria T7 RNA polimerasa para la expresion de la proteina de

interés (Novagen, 2006).

Por lo tanto, se decidi6 como alternativa utilizar las clonas recombinantes de la
cepa E. coli BL21 pLysS transformadas con el vector pET22-110. En la Figura 26, se
observa el zimograma de actividad sobre el peptidoglucano de la pared de M.
lysodeikticus para determinar y comparar la actividad litica de la proteina recombinante
expresada en las dos cepas de E. coli bajo las mejores condiciones de expresion para
cada cepa de estudio, utilizando el paquete celular tratado como se describe en la

seccion 5.7 para la deteccidn de actividad litica sobre peptidoglucano.

kDa M 1 2 3 4

200 .

116
97

66

Figura 26. Actividad litica sobre M. lysodeikticus generada por proteinas recombinantes obtenidas en dos cepas
hospederas de E. coli empleando diferentes condiciones de induccién. Zimograma (SDS-PAGE 10%). Carril M:
Marcador molecular High Range (Bio-Rad). Carril 1: Cultivo de E. coli BL21 pLysS a 37 °C / 24 h. Carril 2: Cultivo de
E. coli BL21 pLysS a 37 °C /24 h con 1 mM de IPTG. Carril 3: Cultivo de E. coli BL21 a 37 °C / 1 h. Carril 4: Cultivo
de E. coli BL21 a 37 °C /1 h con 1 mM de IPTG. Tincién con azul de metileno. Los resultados mostrados son
representativos y para su mejor presentacion se seleccionaron los carriles de los geles mas claros de cada

experimento, por lo cual se nota una linea divisoria entre ellos.
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Se observé una banda de actividad litica de aproximadamente 116 kDa (carril 2,
Figura 26), cuando la proteina recombinante se expresa en la cepa E. coli BL21 pLysS.
También se observo otra banda de actividad de 101 kDa misma que ya se habia
obtenido en la expresion de la proteina recombinante en la cepa E. coli BL21, ademas
de otras bandas de actividad litica por debajo de los 97 kDa, probablemente porque la

proteina sufre un proceso de degradacion durante su expresion.

Es importante sefalar que durante el cultivo de la cepa E. coli BL21 pLysS, se
observé una disminucion de la densidad Optica en funcion del tiempo de induccion, lo
cual indicaba probablemente que la proteina recombinante hidrolizaba la pared del
hospedero. Por la tanto, se consideré analizar los sobrenadantes de cultivo para
determinar si la proteina recombinante se encontraba en dicha fraccion, el tratamiento

de los mismos se describe en la seccion 5.5.2.

Se emplearon las cepas hospederas E. coli BL21 y E. coli BL21 pLysS, que ya
contenian el vector pET22-110, para realizar una prueba de lisis por difusion en agar.
En esta prueba se utilizaron el paquete celular y los sobrenadantes concentrados (ver
seccién 5.5.2) de las cepas mencionadas, bajo las mismas condiciones de expresion
para compararlas. Se evalué la generacibn de halos de inhibicion sobre los
microorganismos indicadores M. lysodeikticus y S. aureus (Figura 27 y 28), asi como el

tamarno de los mismos.
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Figura 27. Halos de inhibiciébn usando como microorganismo indicador M. lysodeikticus. A, sobrenadante
concentrado del cultivo de células de E. coli BL21 transformadas con el vector pET-22b(+), sin gen insertado a 37 °C
/ 24 h con 1 mM de IPTG. B, sobrenadante concentrado del cultivo de células de E. coli BL21 pLysS transformadas
con el vector pET-22b(+), sin gen insertado a 37 °C / 24 h con 1 mM de IPTG. C, sobrenadante concentrado del
cultivo de E. coli BL21 a 37 °C / 24 h con 1 mM de IPTG. D, sobrenadante concentrado del cultivo de E. coli BL21
pLysS a 37 °C /24 hcon 1 mM de IPTG.

Figura 28. Halos de inhibicién usando como microorganismo indicador S. aureus. A, sobrenadante concentrado
del cultivo de células de E. coli BL21 transformadas con el vector pET-22b(+), sin gen insertado a 37 °C /24 hcon 1
mM de IPTG. B, sobrenadante concentrado del cultivo de células de E. coli BL21 pLysS transformadas con el vector
pPET-22b(+), sin gen insertado a 37 °C / 24 h con 1 mM de IPTG. C, sobrenadante concentrado del cultivo de E. coli
BL21 a 37 °C /24 h con 1 mM de IPTG. D, sobrenadante concentrado del cultivo de E. coli BL21 pLysS a 37 °C / 24
h con 1 mM de IPTG.
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Los paquetes celulares de ambas cepas no tuvieron actividad litica observable
contra ninguno de los microorganismos indicadores en la prueba de difusion en agar, ni
tampoco los sobrenadantes concentrados obtenidos de la expresion en la cepa E. coli
BL21 (Figura 27 y 28, inciso C). Sin embargo, el sobrenadante concentrado obtenido de
la expresion de la proteina recombinante en la cepa E. coli BL21 pLysS generé un halo
de inhibicion de 30.93 mm para S. aureus y de 20.67 mm para M. lysodeikticus (Figura
27 y 28, inciso D).

La actividad litica de la proteina recombinante es favorecida cuando se expresa
en la cepa E. coli BL21 pLysS cultivada a 37 °C, después de 24 h de induccién con 1
mM de IPTG. La proteina recombinante encontrada en el sobrenadante tiene una
mayor actividad litica sobre el peptidoglucano de la pared celular de S. aureus (829.29
mm / mg de proteina) que sobre el peptidoglucano de la pared celular de M.
lysodeikticus (554.05 mm / mg de proteina), lo anterior basados en los milimetros de

inhibicion respecto a los miligramos de proteina totales de cada muestra.
Posteriormente, se corrobor6 la actividad litica sobre peptidoglucano de la pared

celular de los mismos microorganismos indicadores observada en la prueba de difusion

en agar mediante zimografia (Figura 29)
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Figura 29. Actividad litica sobre M. lysodeiktikus y S. aureus de la proteina recombinante producida
extracelularmente en E. coli BL21 pLysS a 37 °C/ 24 h con 1 mM de IPTG. Zimograma (SDS-PAGE 10 %). Carril M:
Marcador molecular High Range (Bio-Rad). Carril 1: Sobrenadante concentrado del cultivo probado contra células de
M. lysodeikticus. Carril 2: Sobrenadante concentrado del cultivo probado contra células de S. aureus. Tincién con
azul de metileno. Los resultados mostrados son representativos y para su mejor presentacion se seleccionaron los
carriles de los geles mas claros de cada experimento, por lo cual se nota una linea divisoria entre ellos.

La proteina recombinante expresada E. coli BL21 pLysS se encuentra en el
sobrenadante concentrado y tiene actividad litica sobre el peptidoglucano de la pared
de M. lysodeikticus, pero dicha banda de actividad se muestra muy por debajo del peso
molecular esperado (carril 1, Figura 29). Contra el microorganismo indicador S. aureus,
mostré una mayor actividad litica, se observaron cinco bandas de actividad con pesos
moleculares aproximados de 115, 102, 83, 69 y 58 kDa, ademas de una banda de
actividad litica muy intensa de bajo peso molecular (carril 2, Figura 29). En la Figura 30
se visualiza con mayor definicion y claridad la banda, de actividad litica contra S.
aureus, de bajo peso molecular, que en realidad estd conformada por dos bandas de

aproximadamente 25 kDa y 28 kDa.
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Figura 30. Actividad litica sobre S. aureus de la proteina recombinante producida en E. coli BL21 pLysS a 37 °C
/ 24 h con 1 mM de IPTG. Zimograma (SDS-PAGE 12.5 %). Carril M: Marcador molecular Prestained SDS-PAGE
Standards (Bio-Rad, No. de catalogo: 161-0305, EUA). Carril 1: Sobrenadante concentrado del cultivo probado contra
células de S. aureus. Tincién con azul de metileno

Los resultados que se obtuvieron por medio de zimografia para el sobrenadante
concentrado de la expresion de la proteina recombinante en la cepa E. coli BL21 pLysS,
sugieren que la proteina recombinante presenta actividad litica contra M. lysodeikticus y
S. aureus, denotando que tiene una mayor actividad litica sobre el peptidoglucano de S.

aureus.

La actividad litica sobre peptidoglucano observada corresponde a la proteina
recombinante completa y a otros fragmentos de la misma de diversos pesos
moleculares que se presentan de forma reproducible. Lo cual sugiere que la proteina
recombinante presenta degradacion o lisis durante su expresion en E. coli BL21 pLysS,
sin embargo, no pierde su actividad litica contra los microorganismos indicadores M.

lysodeikticus y S. aureus.

Una de las bandas de actividad litica sobre el peptidoglucano de S. aureus
generadas durante la expresion de la proteina recombinante de 110 kDa, tiene el
mismo peso molecular (aproximadamente 28 kDa) que una de las bandas de actividad
litica determinadas por Pérez-Munguia (comunicacién personal), aunque el patrén de

corte no es idéntico para ambos casos (Figura 31). Pérez-Munguia (comunicacién
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personal) atribuye dicha actividad a una proteina purificada del sobrenadante de cultivo
del microorganismo P. acidilactici ATCC 8042, que es la cepa de la cual se obtuvo la
proteina extracelular de 110 kDa con actividad de peptidoglucano hidrolasa reportada
inicialmente por Llorente-Bousquets et al. (2008). Esto conduce a sugerir mas estudios

que permitan dilucidar si se trata de la misma estructura polipeptidica.
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Figura 31. Comparacion del patrén de lisis en zimograma de S. aureus generado por la proteina recombinante
de 110 kDa y una proteina nativa purificada de P. acidilactici. Carril M: Marcador molecular Prestained SDS-PAGE
Standards (Bio-Rad). Carril 1: Proteina purificada del sobrenadante de cultivo de P. acidilactici ATCC 8042 en MRS
(Pérez-Munguia, comunicacion personal). Carril 2: Sobrenadante concentrado del cultivo de E. coli BL21 pLysS a 37
°C / 24 h con 1 mM de IPTG. Los resultados mostrados son representativos y para su mejor presentacion se
seleccionaron los carriles de los geles mas claros de cada experimento, por lo cual se nota una linea divisoria entre

ellos.

La actividad litica sobre el peptidoglucano de las paredes celulares de M.
lysodeikticus y S. aureus, que presentd la proteina recombinante de 110 kDa, al
compararse con los resultados de Garcia-Cano (comunicacién personal), que indican
que la proteina recombinante de 99 kDa expresada en E. coli BL21, también presenta
actividad litica sobre peptidoglucano, permiten afirmar que las dos proteinas tienen

actividad litica de forma independiente.
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La banda de actividad litica que presentan de forma independiente tanto la
proteina de 99, como la de 110 kDa tratadas bajo las mismas condiciones en
zimogramas de M. lysodeikticus es menos intensa que la observada para cada una
cuando copurifican en una preparacion semipura (Garcia-Cano et al., 2011; Valenzuela-
Rosas, 2012) (Figura 32). Por lo que, no se descarta la posibilidad de que ambas
proteinas presenten algun efecto sinérgico o complementario respecto a la actividad

litica sobre peptidoglucano.
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Figura 32. Actividad litica en zimograma de M. lysodeikticus de proteinas recombinantes empleadas de manera
independiente en comparaciéon con la preparacién semipurificada donde copurifican ambas proteinas nativas.
Zimograma (SDS-PAGE 10%). Carril M: Marcador molecular High Range (Bio-Rad). Carril 1: Proteina recombinante
de 110 kDa en E. coli BL21. Carril 2: Proteina recombinante de 99 kDa en E. coli BL21 (Garcia-Cano, comunicacion
personal). Carril 3: Preparacion donde copurificaron ambas proteinas (99 y 110 kDa) (Tomado y modificado de

Garcia-Cano et al., 2011). Tincién con azul de metileno.

El hecho de que la proteina recombinante de 110 kDa presente actividad litica no
se puede explicar con la informacién disponible a la fecha. Los analisis bioinformaticos
obtenidos de las bases de datos por comparacion de la estructura primaria coinciden en
qgue el rasgo mas notable de la proteina de 110 kDa es la presencia de una zona
homologa a un transportador ABC. No se encuentran regiones que sean caracteristicas
de muramidasas o amidasas, que explicarian la presencia de actividad litica. Las
amidasas se caracterizan por tener residuos conservados de cisteina, histidina y acido
aspartico los cuales son aparentemente esenciales para la catélisis (Rigden et al.,

2003), sin embargo, la proteina recombinante no contiene cisteina. En tanto que en
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algunas peptidasas, se han reportado regiones que so6lo contienen acido aspartico y

glutamico, presentes en la zona de la proteina que no es similar a transportador.

Se decidié utilizar el programa YASARA (Krieger et al., 2002) para realizar una
homologia de modelado o modelado comparativo que tiene como objetivo construir
modelos tridimensionales de la estructura de las proteinas utilizando estructuras
determinadas experimentalmente, de proteinas de familias relacionadas, como moldes
y parametros que permiten definir la relacion entre el modelo obtenido y la proteina real

que mas se parece a dicho modelo.

El resultado del modelado comparativo se muestra en la Figura 33, donde la
region en amarillo es la que tiene una mayor probabilidad de tomar esa conformacion
en la proteina real. En la construccion del modelo se aline6 el 49.1 % de los residuos de
la proteina recombinante con los residuos utilizados como moldes (523 de 1065 aa).
Entre estos alineamientos de residuos, la identidad de la secuencia fue del 14.7 % y la
similitud del 33.8 %, con un valor Z final para el modelo de -1.230, lo cual se considera

como satisfactorio, dado que mientras mas cercano a cero sea el valor Z el modelado

es mejor.
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Figura 33. Modelo disefiado mediante YASARA, utilizando la secuencia de aminoacidos de la proteina
recombinante de 110 kDa. El modelo construido tiene una mayor probabilidad de semejanza con la estructura

obtenida experimentalmente de la Colicina la, principalmente en la region transmembranal.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La comparacion en las bases de datos de estructuras de proteinas obtenidas
experimentalmente indica que el modelo es semejante a la Colicina Ia, con una
cobertura del 52 %, un puntaje de alineamiento de 56 y un valor E (BLAST) del 0.22.
Las colicinas son proteinas toxicas generadas por algunas cepas de E. coli, se
producen en grandes cantidades y en general son secretadas a traves de la membrana
al medio extracelular. Se unen a receptores en la membrana externa que permiten su
translocacibn a la membrana citoplasmatica, donde ejercen su efecto citotoxico
incluyendo la despolarizacion de la membrana citoplasmética, en algunos casos por
actividad nucleasa en el citoplasma o por degradacion del peptidoglucano (Lazdunski,
1988; Jakes y Finkelstein, 2010).

El modelo generado permitié obtener una idea mas clara acerca de la posible
naturaleza de la actividad litica sobre peptidoglucano de la proteina recombinante, que
inicialmente se consideraba como una proteina transmembranal con una region
homéloga a un transportador ABC, lo cual no permitia explicar su actividad litica. Sin
embargo, es importante resaltar que los modelos presentan suposiciones que deben
ser esclarecidas experimentalmente por completo para conocer la estructura y funcion

real de la proteina de interés.

La actividad litica sobre peptidoglucano que presenta la proteina recombinante
de 110 kDa, es un resultado muy interesante, porque pese a los andlisis bioinformaticos
y modelos estructurales, no se puede determinar claramente su naturaleza. Ademas, el
hecho de que los fragmentos de la proteina recombinante de 110 kDa presenten
actividad litica reproducible y al parecer especifica, conduce al problema de determinar
cudl es el fragmento minimo que presenta esta actividad, asi como buscar qué tipo de

actividad litica sobre peptidoglucano posee.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

VIlI. CONCLUSIONES

El gen de la proteina de 110 kDa se logré clonar en el vector pET-22b(+) y se
expreso en E. coli BL21 y E. coli BL21 pLysS.

En la deteccion de la actividad litica sobre el peptidoglucano de M. lysodeikticus,
de la proteina recombinante se observaron dos bandas tenues de 101 y 80 kDa que
corresponden en tamafio con las detectadas mediante el inmunoanalisis.

El sobrenadante del cultivo de la cepa E.coli BL21 pLysS en la que se expreso la
proteina recombinante de 110 kDa, presentd un efecto inhibitorio sobre M. lysodeikticus
y S. aureus, asi como una actividad litica sobre el peptidoglucano de la pared celular de
ambos microorganismos.

La proteina de 110 kDa tuvo actividad litica sobre peptidoglucano al ser clonada

y expresada de forma independiente, que se retiene en fragmentos de menor tamafio,

generados por rupturas, aparentemente, en puntos especificos y reproducibles.

VIIl. PERSPECTIVAS

Optimizar las condiciones de expresion del gen que codifica a la proteina de 110
kDa.

Purificar y caracterizar la proteina recombinante de 110 kDa.

Identificar el efecto antibacteriano de la proteina recombinante de 110 kDa
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