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PRESENTACION

El intestino de los mamiferos es uno de los ecosistemas mds densamente poblados,
con una poblacién estimada de 10" bacterias en el intestino grueso. El conjunto de
estas bacterias constituye la denominada microbiota, la cual presenta una enorme
capacidad metabdlica y un repertorio de genes que excede en 100 veces el nimero
total de genes del organismo hospedador. La microbiota intestinal es considerada un
dérgano mas que contribuye en diversas funciones y procesos esenciales del huésped.

El estudio de la microbiota comensal es un area de gran interés en el campo de la salud
humana. Puesto que alteraciones en su composicidon pueden ser la base de diversas
patologias, la intervencidn sobre la composicién de la microbiota se contempla como
una estrategia preventiva o terapéutica. En este sentido, la administracion de
probidticos pretende aprovechar los efectos beneficiosos de la microbiota comensal.

El epitelio gastrointestinal constituye la primera barrera de defensa del huésped frente
a la invasion por patégenos y ademas es la superficie donde el huésped interacciona
con la microbiota. Estudios recientes muestran que no existe un contacto directo entre
la microbiota y el epitelio intestinal. Ambos tipos celulares estan separados por la capa
de mucina mas interna. La propia estructura de la mucina y factores solubles
secretados por el huésped contribuyen a esta separacion. En este contexto, es
importante identificar qué factores microbianos son capaces de acceder al epitelio
intestinal y modular su funcién. Las proteinas secretadas por la microbiota, por su
situacion extracelular, pueden contribuir en este sentido. Ademas, las bacterias gram-
negativas producen vesiculas de membrana externa (OMVs) como vehiculos de
liberacion a distancia de factores microbianos en un entorno mas estable que la
secrecion de proteinas solubles. Estas vesiculas permiten la interaccidn con otras
células evitando el contacto intercelular directo, por ello se vislumbran como
mediadores importantes en la senalizacidn intestinal.

Con la finalidad de profundizar en aspectos moleculares de la comunicacién
microbiota-epitelio intestinal, hemos abordado estudios en la cepa probidtica E. coli
Nissle 1917 (EcN). Esta bacteria gram-negativa es la Unica de su especie aprobada para
uso farmacoldégico (Mutaflor; DMS6601, serotype 06:K5:H1). Esta cepa es un excelente
colonizador del intestino con capacidad de inhibir la adhesidn y colonizacion por parte
de patdgenos. A este efecto contribuye su capacidad de producir microcinas asi como
la de inducir la expresién de péptidos antimicrobianos. Este probidtico ha sido
ampliamente utilizado para el tratamiento diversas enfermedades inflamatorias
intestinales. Estudios clinicos han demostrado que EcN es capaz de estimular la
respuesta inmune favoreciendo el balance en favor de las citoquinas anti-inflamatorias
tanto a nivel intestinal como sistémico.



Las proteinas secretadas por probidticos representan excelentes dianas de estudio
para entender la interaccidn entre las bacterias probidticas y el huésped. Por ello, uno
de los objetivos de este trabajo fue abordar estudios protedmicos encaminados a
caracterizar el secretoma de la cepa EcN, asi como establecer qué proteinas son
secretadas a través de OMVs.

Para realizar el analisis protedmico de las OMVs se partié de vesiculas aisladas a partir
de cultivos de la cepa EcN en medio DMEM. Las proteinas identificadas fueron
comparadas con datos obtenidos previamente por el grupo a partir de OMVs aisladas
de cultivos de esta cepa en medio LB. Este analisis permitio identificar proteinas
asociadas a OMVs comunes a ambos proteomas y proteinas especificamente
expresadas en las vesiculas obtenidas dependiendo del medio de crecimiento,
indicando que el medio de crecimiento determina la composicién de las proteinas
exportadas a través de vesiculas, lo que puede repercutir en el tipo y diversidad de
funciones asociadas a estas estructuras. El analisis in silico del proteoma de las OMVs
asi como en el secretoma global de la cepa EcN indican que las proteinas identificadas
desempeiian funciones relacionadas con la adhesién, modulacién del sistema inmune
o supervivencia de la bacteria en nichos del huésped.

Una de las proteinas identificada en el sobrenadante de cultivos en LB fue la proteina
Sat (serin protease autotransporter toxin), codificada por un gen presente en la isla
gendmica Il de la cepa EcN. Sat pertenece a la familia de autotransportadores de
enterobacterias (SPATE) y su funcion habia sido sélo estudiada en cepas de E. coli
uropatdgenas y enteroadherentes (DAEC), no existiendo referencias sobre la funcién
de Sat en la cepa probidtica. Por tanto, nuestro objetivo fue analizar si Sat es
expresada en el tracto intestinal y secretada en forma activa por la cepa EcN. Con este
analisis se pretendia establecer si Sat ha de ser considerada un factor de virulencia o,
por el contrario, un factor fitness que contribuye a una mejor colonizacién a nivel
intestinal.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que en la cepa EcN Sat es secretada
en forma soluble, no asociada a OMVs. La proteina secretada presenta actividad
proteasa y esta actividad depende de la serina en la posicién 256 del sitio catalitico.
Los andlisis de la expresiéon de fusiones de promotor a genes reporteros (lacZ o gfp)
evidenciaron que el gen sat es inducible in vitro por componentes presentes en un tipo
de mucina comercial, derivada de estémago de cerdo y comercializada como mucina
Tipo Il (Sigma), asi como su expresién in vivo en el tracto intestinal de ratones.

Los efectos de la proteasa Sat de la cepa EcN sobre la integridad de la barrera intestinal
fueron evaluados in vitro en monocapas de células Caco-2 polarizadas. Se llevaron a
cabo determinaciones de la resistencia transepitelial (TER) y permeabilidad paracelular
a manitol en monocapas incubadas con suspensiones bacterianas o sobrenadantes de
cultivos de varias cepas que expresaban la proteina Sat de EcN wild type o la versidon



mutada Sat-S256l. Los resultados indican que si bien la proteina Sat de esta cepa es
capaz de producir un ligero aumento de la permeabilidad paracelular (de orden similar
al descrito para la Sat de cepas DAEC), este efecto no se observa cuando la proteina es
expresada en la cepa probidtica. Otros componentes secretados por el propio
probidtico son capaces de contrarrestar el dafio causado por Sat. Probablemente, la
funciéon de Sat no es desestructurar las tight junctions. Ademds, Sat no presenta
actividad citotéxica en células Caco-2 diferenciadas.

La implicaciéon de Sat en los procesos de adhesién y colonizacion fue evaluada
comparando un mutante deficiente en Sat con respecto a la cepa EcN wild type en
modelos in vitro (cultivos celulares) y en modelos in vivo (ratones). La proteina Sat de
la cepa EcN no estd implicada en la formacidn de biofilms sobre superficies abidticas ni
en la adhesion del probidtico sobre células del epitelio intestinal. Los estudios de
colonizacién en modelos murinos permitieron establecer que Sat no es requerida para
la colonizacién intestinal puesto que ambas cepas, EcN wild type y la cepa EcN
deficiente de Sat EcNsat::cm, son capaces de colonizar y adherirse a la mucosa
intestinal de forma similar cuando son administradas individualmente. Sin embargo, en
estudios de competicidn, administrando por via orogastrica una mezcla (1:1) de ambas
cepas, la cepa EcNsat::cm es capaz de desplazar a la cepa tipo salvaje y alcanzar una
mayor proporcién tanto en heces como en mucus aislado de ileon y colon. Estudios de
competicidn in vitro en crecimiento plancténico en medio LB confirmaron la capacidad
de la cepa EcNsat::cm de desplazar a la EcN wild type, y evidenciaron ademas su
capacidad de desplazar mas eficientemente a una cepa enteropatégena como EPEC.

Los resultados de este trabajo nos llevan a proponer que Sat no debe ser considerada
un factor de virulencia en la cepa probidtica EcN. Su efecto citotdxico parece ser
dependiente de varios factores como son la linea celular utilizada, su estadio de
diferenciacién, asi como la combinacidn de otros factores y mecanismos propios de la
bacteria productora capaces de contrarrestar el efecto de esta proteasa. La mayor
capacidad del mutante deficiente en Sat de competir en crecimiento plancténico con
cepas enteropatdgenas podria ser explotada para derivar una cepa con mayor
capacidad de colonizacién y desplazamiento de patdgenos, si bien se requieren
estudios adicionales para evaluar los efectos de este “nuevo” probidtico sobre otros
parametros de la homeostasis intestinal.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

1.1 TRACTO GASTROINTESTINAL Y MICROBIOTA.

El tracto gastrointestinal, con una superficie de 200 m?, es uno de los sistemas mas
expuestos a elementos exdgenos derivados de la alimentacion y a los microorganismos
ingeridos por via oral. Los microorganismos que habitan el tracto gastrointestinal
constituyen la denominada microbiota. Se trata de wuna comunidad de
microorganismos vivos, reunidos en un nicho ecoldgico determinado que establecen
una relacién de simbiosis con su hospedador, siendo esencial para el mantenimiento
de la homeostasis intestinal (Hooper and Macpherson, 2010; Guarner, 2011). Por ello,
el tracto gastrointestinal requiere un sistema de defensa complejo que le permita
mantener separados los elementos en transito de los del propio tejido epitelial, regular
la absorcién de nutrientes, la interaccién entre la flora bacteriana residente y el
sistema inmune, e inhibir la penetracién de agentes infecciosos al interior de los
tejidos (Scaldaferri et al., 2013).

La composicidn general de la microbiota que alberga el tubo digestivo estd compuesta
principalmente de bacterias, pero también podemos encontrar hongos, virus,
levaduras y protozoos. Esta poblacién la podemos dividir en: a) microorganismos
nativos o indigenas, los cuales después de la colonizacién permanecen en el tracto
gastrointestinal y b) microorganismos en transito, que permanecen temporalmente en
la luz intestinal o en las mucosas desapareciendo con el tiempo. La presencia de acidos
biliares y secreciones pancredticas destruye la mayor parte de los organismos
ingeridos. Estos factores junto con la actividad motora propulsiva dificultan la
colonizacidn en las porciones mas altas del tracto gastrointestinal, como el estémago y
el intestino delgado. Sin embargo, en las partes mas distales del intestino, a nivel de
yeyuno y colon, el contendido intestinal puede llegar a contener hasta 10'!-10"
bacterias/ml, incluso se habla de 10* bacterias/ml, lo que corresponderia a 1.5 kg del
peso total de un individuo. El alto nimero de bacterias en este tramo del intestino se
debe al transito lento (2-4 dias) lo que permite la division y proliferaciéon bacteriana y
la fermentacién de los sustratos derivados de la dieta. La mayoria de los
microorganismos que podemos encontrar a este nivel son anaerobios facultativos
gram-negativos y algunos anaerobios obligados. (Guarner, 2011). La distribucién del
nimero y tipo de microorganismos en el tracto gastrointestinal se presenta en la
Figura 1.1.

Antes del nacimiento el tracto gastrointestinal de un individuo es estéril, existiendo
diferentes fases en su colonizacién. La fase 1 o colonizacién inicial ocurre durante el
parto. Al atravesar el canal del Utero el nino ingiere un bolo de microorganismos por
via oral provenientes de bacterias de origen vaginal y del colon de la madre. La fase 2
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de colonizacion ocurre por el traspaso de microorganismos derivados de la lactancia
materna y la fase 3 se inicia con el destete e incorporacién de microorganismos
presentes en los alimentos. Asi, un nifio presenta una flora total y madura hacia los 18
meses de edad, con una compleja comunidad bacteriana constituida por unas 500 a
1000 especies diferentes. Segun estudios que involucraron la microbiota de varios
sujetos, esta amplia diversidad de especies podria llegar hasta las 35000 especies
diferentes si se tiene en cuenta la totalidad de la poblacién humana, (Sekirov et al.,
2010).

El nimero de bacterias intestinales excede en 10 veces el nimero de células eucariotas
totales del cuerpo humano (Weng and Walker, 2013), llegando sélo el colon a albergar
un 70% de las especies totales de bacterias presentes en un individuo. Es importante
destacar que nifios nacidos por cesarea no logran alcanzar una adecuada colonizacién
en fase 1. Esta limitada colonizacién comporta problemas con implicaciones clinicas
como una inadecuada proteccidn en la competencia contra bacterias entéricas,
menores efectos metabdlicos y disminucién de la respuesta inmune tanto innata como
adaptativa (Sherman et al., 2009). Por todo ello, se puede afirmar que la microbiota
intestinal es un dérgano que ayuda en las funciones de nutricidon y defensa del tubo
digestivo. El equilibro entre intestino y microbiota mantiene la homeostasis del
individuo dentro de su entorno (O’Hara and Shanahan, 2006).

Oesophagus

104-108 CFU/ml|

Streptococcus Stomach
Prevotella <104 CFU/mI
Veilonella Streptococcus

Lactobacillus
Staphylococcus

Duodenum —____
Helicobacter pylori

10%-104 CFU/ml
Similar as stomach

+ Veilonella Jejunum

+ yeasts 10%-10° CFU/ml
Similar as duodenum

Colon

10'%-10"" CFU/ml lleum

Ba‘cteroides' 107-10% CFU/ml

B/fldol_aa_ctenum Bifidobacterium

Clostridium Bacteroides

Ruminococcus Veilonella

Peptostreptococcus Clostridium

Eubacterium ) Enterobacteriacea

Faecalibacterium

Streptococcus

Figura 1.1. Distribucion de bacterias en el traco gastrointestinal. Localizacién anatéomica y recuentos
bacterianos en el tracto gastrointestinal, expresadas en unidades formadores de colonias (UFC)/ml.
Imagen extraida de Tiihonen et al. (2010).

1.1.1 SISTEMAS DE BARRERA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL.

Con el fin de mantener la integridad de la barrera, el hospedador produce una gruesa
capa de mucus que recubre las células epiteliales del estémago, intestino, y colon, y es

Toloza L., Tesis doctoral



INTRODUCCION

responsable de la lubricacién y proteccidon de las mucosas del tracto intestinal. A
continuacion trataremos en detalle la funcidén, estructura y composicion de los
componentes barrera del tracto gastrointestinal que son: capa de mucus, células
epiteliales y el sistema inmunitario.

1.1.1.1 Capa de Mucus.

Esta superficie se encuentra continuamente expuesta a la presencia de
microorganismos. La estructura de esta capa esta regulada a través de la funcién de
barrera del huésped y por adaptaciones especificas de los microorganismos. Los
microorganismos comensales, en condiciones normales no causan enfermedades. Sin
embargo, si la superficie de la mucosa estd daflada éstos pueden actuar como
patégenos oportunistas (McGuckin et al., 2011).

En el intestino, las células globet cells son las encargadas de sintetizar mucina que
formard en conjunto la capa de mucus. Las mucinas son glicoproteinas de alto peso
molecular con un niumero de repeticiones en tdndem de aminoacidos ricos en prolina,
serina y treonina. Estos dos uUltimos aminoacidos son centros de glicosilaciones (sitios
O-glicosidicos) por unién de azucares del tipo N-acetilgalactosamina. Existen cinco
tipos de mucinas oligoméricas que son secretadas: MUC2, MUC5AC, MUC5BC, MUC6 y
MUC19. Estas formas de mucinas son capaces de producir geles, en cambio la mucina
secretada no oligomérica MUC7 no es capaz de formar esta estructura. Ademas de las
mucinas secretadas existen varios tipos de mucinas asociadas a membranas celulares
como MUC1, MUC3A/B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17 y MUC20.
La sintesis de mucinas no es exclusiva del tracto gastrointestinal, hallandose en
multiples tejidos y 6rganos (Tabla 1.1). Los diferentes tipos de mucina son sintetizados
en diferentes drganos y regiones del tracto gastrointestinal (Kim, 2012).

Se han analizado las proteinas asociadas al mucus presente en distintas fracciones
comprendidas entre el estémago y el colon distal de ratones. Asi, muestras obtenidas
de mucus de un grupo de ratones fueron sometidas a espectrometria de masas. Se
identificaron unas 1300 proteinas, sin encontrar diferencias entre sexos, pero si segun
la parte del tracto gastrointestinal analizado. Se encontré similitud entre las proteinas
presentes en el duodeno y el estdmago, probablemente como resultado de un
transporte distal a través del tracto intestinal. El estudio mostré que el core del
proteoma intestinal es relativamente estable. El 80% de las proteinas identificadas son
comunes a todos los miembros (Rodriguez-Pifieiro et al., 2013).

Segun datos de cuantificacion de la expresion de RNAm de MUCSAC en el tracto
gastrinal, esta mucina sélo se expresa en el epitelio del estémago y su presencia a lo
largo del intestino y colon seria consecuencia del reflejo de propulsion. Por otra parte,
MUC2 es la mucina predominante en el resto del intestino y colon, y ambas mucinas
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demuestran ser relativamente resistentes a enzimas digestivas (Rodriguez-Pifieiro et
al., 2013).

Tabla 1.1. Distribucién de mucinas en el organismo. Texto modificado de Linden et al. (2008).

Mucinas Secretadas formadoras de gel

Intestino delgado, tracto respiratorio, ojos, epitelio del oido medio

\"|8[ecy:{el 8 Tracto respiratorio, estdmago, cérvix, ojos, epitelio del oido medio

Tracto respiratorio, glandulas salivales, cérvix, vesicula biliar, fluido seminal, epitelio del
oido medio

Estédmago, duodeno, vesicula biliar, pancreas, fluido seminal, cérvix, epitelio del oido
medio

Glandula sublingual, glandula submaxilar, tracto respiratorio, ojos, epitelio del oido
medio.

Mucinas Secretadas no formadoras de gel
MUC7 Glandulas salivales, tracto respiratorio, epitelio del oido medio

Mucinas en superficie de células

Estdmago, pecho, vesicula biliar, cérvix, pancreas, tracto respiratorio, duodeno, colon,
rifién, ojos, células B, células T, células dendriticas, epitelio del oido medio

\"[[0Je=7iVAY  Intestino delgado, colon, vesicula biliar, duodeno, epitelio del oido medio
MUC4 Tracto respiratorio, colon, estdmago, cérvix, ojos, epitelio del oido medio
MUC12 Colon, intestino delgado, estdmago, pancreas, pulmon, rifidn, prostata, Utero

MUC13 Colon, intestino delgado, traquea, rifidn, apéndice, estdmago, epitelio del oido medio

MUC15 Bazo, timo, prostata, testiculo, ovario, intestino delgado, colon, leucocitos de sangre
periférica, médula dsea, nddulos linfaticos, amigdalas, pecho, higado fetal, pulmdn,
epitelio del oido medio

Mesotelio peritoneal, tracto reproductivo, tracto respiratorio, ojos, epitelio del oido
medio

Intestino delgado, colon, duodeno, estdmago, epitelio del oido medio

Rifidn, placenta, colon, pulmdn, préstata, higado, epitelio del oido medio

En el intestino delgado y colon existe un predominio de MUC2. Estudios recientes
demuestran que el complejo MUC2 O-glicano se encuentra altamente conservado
entre individuos, lo que tal vez sugiera un rol en la seleccién de la microbiota comensal
proporcionando sitios de unién a determinados microorganismos (Juge, 2012).

El proceso de ensamble de la capa de mucus comienza una vez que la mucina es
secretada por las globet cells, es hidratada y expandida formando una estructura
visco-eldstica organizada, con un gradiente de espesor que va desde 700 um en el
estdmago a 150-300 um en el intestino, siendo mas ancho hacia el final del colon. Esta
capa mucosa se puede dividir en dos secciones: una capa interna de mucus
estratificado que se encuentra fuertemente adherido a las células epiteliales con un
espesor de 50 um en ratones y 100 um en ratas. Esta capa interna, altamente
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condensada, da paso a la capa externa. En humanos se cree que este espesor seria
mayor pero aun no se ha determinado con exactitud debido a lo extenso del tejido
humano (Johansson et al., 2011). La segunda capa externa presenta una estructura
mas laxa o relajada, producto de la actividad proteolitica del huésped y de la
degradacion por parte de la microbiota comensal. Las bacterias adheridas a esta capa
generan glicosidasas que degradan enlaces para la obtencién de azucares. Algunos
patdégenos han desarrollado estrategias virulentas para degradar el mucus; por
ejemplo Helicobacter pylori reduce las uniones de puentes disulfuro a través de
sulfatasas. Pseudomona aeruginosa, Candida albicans, y Entamoeba histolytica
también son capaces de producir proteasas para penetrar a estratos mas profundos y
acceder hacia el interior de los tejidos (Scaldaferri et al., 2013; Ohland and
Macnaughton, 2010). La Figura 1.2 presenta la variacién en cuanto a composicién y
estructura de la capa de mucus en diferentes zonas del tracto gastrointestinal.

Stomach Small Intestine

MUCSAC MUGC2

Figura 1.2. Espesor y composicion de la capa de mucus. Representacion de la composicion de la capa de
mucus a través del tracto gastrointestinal. Imagen extraida de Johansson et al. (2011).

Mediante anticuerpos anti-mucina y técnicas de tincién del RNA ribosomal bacteriano
16S (rRNA FISH) se ha podido visualizar claramente la composicion de la capa de
mucus. A modo ilustrativo se presenta la Figura 1.3.

Figura 1.3. Organizacion de la capa de mucus: Inmunotincion de colon de ratén. El anticuerpo anti-MUC
marca en verde la presencia de mucina en las globet cells y sobre ellas la estructuracién de mucina en
capa interna y capa externa. La presencia de bacterias contrastadas en color rojo con DAPI, se puede
observar sobre la capa externa. Imagen extraida de Johansson et al. (2008).
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1.1.1.2. Células epiteliales.

La estructura del epitelio intestinal lo constituye una monocapa de células, entre las
que podemos encontrar 5 tipos de células diferentes: células endocrinas secretoras de
hormonas, células M, globet cells, Paneth cells y enterocitos, siendo los enterocitos los
mas abundantes. Estas células permanecen en constante recambio entre 4-7 dias, con
tal de mantener la integridad y la funcionalidad de las criptas de las vellosidades, cuya
funcion principal es inhibir la translocacion del contenido luminal al interior de los
tejidos (Jeon et al., 2013).

Las células del epitelio desarrollan diversas funciones que incluyen: secrecién de
mucus (globet cells), sintesis de péptidos con accién antibacteriana (Paneth cells),
captacion de antigenos del lumen (células M), regulacion del recambio celular,
mantenimiento de las uniones intercelulares y regulacién del paso de sustancias a
través de la via paracelular y transcitosis (enterocitos). En la superficie de las células
epiteliales podemos encontrar numerosos receptores de reconocimiento
denominados “Toll-like receptors” (TLRs), incluyendo TLR5, TLR1, TLR2, TLR3, TLR4,
TLR9, asi como receptores intracelulares como NOD2, que son capaces de estimular
inflamacién por produccion de factores quimiotacticos de las células linfoides y
mieloides presentes en la ldmina propia (McDermott and Huffnagle, 2014). Los TLRs
son proteinas transmembrana que unen ligandos especificos y promueven la sefial a
través de proteinas adaptadoras (MyD88, MAL/TIRAP, TRIF/TICAM-1 vy
TRAM/TIRP/TICAM-2) y vias de sefializacion que implican al factor nuclear NFkp,
protein quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) y factor regulador del interferdn.
Estas vias induciran la expresion de genes inflamatorios, citoquinas, proteinas inmuno-
reguladoras, moléculas de adhesidn, proteinas asociadas a estrés, y otros mediadores
celulares como células T, baséfilos, neutrdfilos, células dendriticas, células asesinas
naturales (NK) que en conjunto conducirdn a la eliminacion de patégenos (Sanz and De
Palma, 2009).

La integridad del tejido epitelial depende de varios tipos de uniones intercelulares que
regulan la permeabilidad de iones y moléculas desde el compartimento externo al
compartimiento interno (via paracelular). Estas uniones son variadas y clasificadas
como: tight junctions o uniones estrechas, uniones adherentes y desmosomas. Estas
uniones forman dos barreras diferentes, una entre la zona apical y la zona basolateral
de las membranas celulares y la segunda entre la zona apical y el compartimiento
basal. Las uniones adherentes y desmosomas forman sitios de unidn y permiten la
comunicacion entre células adyacentes pero no determinan permeabilidad paracelular
(Suzuki, 2013).

Estructuralmente las tight junctions estdn constituidas por 4 proteinas
transmembrana: ocludinas, claudinas, tricelulina y moléculas de unidon adhesiva o
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junctional adhesion molecules (JAM). Las tres primeras proteinas atraviesan la
membrana cuatro veces formando dos Jloops extracelulares implicados en la
interaccion homofilica y heterofilica con proteinas de las células adyacentes (en el
caso de tricelulina el contacto sera entre 3 células adyacentes). Los 3 dominios
intracelulares de estas proteinas interaccionan a nivel de su extremo carboxiterminal
con proteinas de la zonula occludens (Z0), formada por las proteinas citosdlicas ZO-1,
Z0-2 y Z0-3, que actuan como acopladores a proteinas del citoesqueleto (Figura 1.4).
En el dominio carboxiterminal se encuentran ademas sitios de fosforilacion
relacionados con varias protein quinasas como PKC, caseina quinasa y quinasa
dependiente de AMPc (PKA). Las fosforilaciones son claves para mantener regulado el
paso de moléculas a través de la via paracelular.

Por ultimo, las proteinas JAM provienen de la superfamilia de inmunoglobulinas y
estdn caracterizadas por dos dominios, uno transmembrana y otro C-terminal. Estas
proteinas establecen interacciones homofilicas, en las que un dominio extracelular
interacciona con otras proteinas de adhesién celular del mismo tipo en células
adyacentes, contribuyendo a la formacién de tight junctions (Assimakopoulos et al.,
2011).

La Resistencia Eléctrica Transepitelial (TER) representa la suma de las resistencias
ejercidas tanto a nivel paracelular como a nivel transcelular. Estas resistencias pueden
ser determinadas por el potencial de membrana celular a través de un voltimetro y por
determinacién de flujos a través de las membranas celulares.
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Figura 1.4. Uniones intercelulares en células epiteliales. Estructura de uniones intercelulares en tejido
epitelial, y asociacidn con proteinas citoplasmaticas. Imagen extraida de Suzuki (2013).
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1.1.1.3. Sistema inmunitario.

El sistema inmunitario intestinal constituye la parte mds extensa del sistema inmune, y
su funcién principal es distinguir entre patégenos invasivos y antigenos inocuos
procedentes de los alimentos y de bacterias comensales. El epitelio intestinal es una
barrera selectiva que separa el contenido luminal de los tejidos del huésped. Diversos
mecanismos como produccién de enzimas digestivas, sales biliares, el propio epitelio
intestinal y la microbiota comensal son las encargadas de mantener una barrera
funcional e impedir el paso de patdgenos.

Las células epiteliales, son las encargadas de iniciar la estimulacién de células
especializadas del sistema inmune presentes en la ldmina propia o GALT (Gut-
Associated Lymphoid Tissue) (Sanz and De Palma, 2009). Esto lleva a la expresién o co-
estimulacion de moléculas y componentes del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) y a la produccién de mediadores inflamatorios en respuesta a estimulos (TNF-a,
IL-8, MCP-1, etc).

GALT se divide en dos compartimientos: A) GALT organizado que serd inductor de la
respuesta inmune intestinal, constituido por foliculos linfoides aislados, foliculos
linfoides asociados a placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos y B) GALT
difuso o efector, integrado por poblaciones de linfocitos dispersos en el entramado
epitelial o en la ldamina propia intestinal (Ramiro-Puig et al., 2008).

Las placas de Peyer estdn conformadas por agregados linfoides y estan separadas del
lumen por una monocapa formada por los diferentes tipos de células epiteliales. Bajo
esta capa epitelial podemos encontrar también células dendriticas y macréfagos. En las
zonas interfoliculares encontramos linfocitos T, principalmente del tipo colaboradores
o helper (Th). Inmersos en las placas de Peyer encontramos linfocitos B de memoria,
precursores de células plasmaticas productoras de IgA. La distribucién de GALT es
diferente segun el tejido. Las células T y las placas de Peyer predominan en el intestino
delgado, mientras que las células B son predominantes en el intestino grueso (Ver
figura 1.5).(Sanz and De Palma, 2009; (McDermott and Huffnagle, 2014).

Los antigenos luminales pueden ser captados por las células M, que inician un proceso
de transcitosis (endocitosis o fagocitosis) y los transportan hacia células presentadoras
de antigenos (CPA). Estas células procesaran los antigenos y los expresaran en la
membrana plasmadtica asociados a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) para ser reconocidos por receptores de células T (TCR).
Una vez activados los linfocitos Th virgenes, se diferenciardan en dos subpoblaciones
segun el estimulo recibido: linfocitos T efectores, en concreto linfocitos T helper 1, 2 y
17 (LTh1, LTh2, LTh17) y linfocitos T reguladores (TR1 y Th3) (Figura 1.6).
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Figura 1.5. Composicion celular del sistema inmune y epitelio Intestinal. A) Estructura del intestino
delgado con predominio de células T y placas de Peyer. B) Estructura del intestino grueso con
predominio de células B, productoras de IgA. Imagen extraida de (McDermott and Huffnagle, 2014)).

Linfocitos T efectores \L Linfocitos T reguladores

IL-12 IL-4 IL-23 IL-10 TGF-B

ol T o
®@®

IFNy IL-4 IL-7 IL-10 TGF-B
IL-2 IL-5 IL-6
LT IL-13

Figura 1.6. Diferenciacion celular de linfocitos T. Diferenciacién segun estimulo de antigeno
presentado por las células presentadoras de antigeno y citoquinas expresadas por cada linea. Imagen
extraida de Ramiro-Puig et al. (2008).

Los linfocitos Th1l tienen por funcién la defensa mediada por fagocitosis contra
microorganismos intracelulares (virus, bacterias y algunos protozoos). Los linfocitos
Th2 actian como mediadores de reacciones alérgicas y en la defensa frente a
infecciones producidas por helmintos y artrépodos. Cada subpoblacién linfocitaria se
amplifica a si misma y ademas ejerce un papel regulador sobre la otra. La funciéon de
Th17 parece estar implicada en la defensa frente a infecciones bacterianas y fungicas
no cubiertas totalmente por la respuesta Thl y Th2. En cuanto a los linfocitos T
reguladores, TR1 y Th3, estos son importantes por regular la respuesta inmunitaria
durante procesos inflamatorios e infecciosos. Ademas contribuyen en el desarrollo de
tolerancia oral frente antigenos inocuos procedentes de la dieta y de la microbiota.
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Ciertas citoquinas como IL-4, IL-5 y TGF-B inducen ademds la sintesis de IgA en
linfocitos B presentes en los foliculos de las placas de Peyer (Ramiro-Puig et al., 2008).

1.1.2 FUNCIONES DE LA MICROBIOTA.

El uso de animales nacidos y criados en condiciones de esterilidad (germ-free) ha
permitido establecer la importancia de la microbiota intestinal y los efectos de la
colonizacién controlada tanto a nivel fisioldgico como patoldgico. Las funciones
especificas de la microbiota intestinal se clasifican como: metabdlicas, tréficas y de
proteccion.

1.1.2.1 Funcion Metabdlica.

La incorporacidon de gran cantidad de genes provenientes de las bacterias provee al
huésped de varias enzimas y vias bioquimicas que ayudan a los procesos de
fermentacion y degradacion de residuos no digeribles incorporados a través de la
dieta. Esta actividad proporciona energia metabdlica a través de la generacidon de
acidos grasos de cadena corta, fermentacién de polisacaridos vegetales de estructura
compleja (fibra) y degradacion del mucus enddgeno. Estas dos ultimas constituyen la
mayor fuente de energia en el colon. La degradacién de otros compuestos no
digeribles como celulosa, hemicelulosa, pectinas, asi como el metabolismo anaerébico
de proteinas y péptidos como la elastina y el coldgeno contribuyen también a la
produccién de energia. Toda esta compleja actividad metabdlica permitird nutrir tanto
al huésped como a las bacterias, contribuyendo en estas ultimas su propio proceso de
colonizacion.

Otra funcién metabdlica importante de los microorganismos es la sintesis de vitaminas
(vitamina K, biotina y folatos) y la absorcién de iones como calcio, magnesio y hierro
gue cumplen una posterior funcion fisiolédgica en el huésped (O’Hara and Shanahan,
2006; Guarner and Malagelada, 2003).

1.1.2.2 Funcion Trdéfica.

La funcidn trofica se abordara a dos niveles, uno a nivel de diferenciacién vy
proliferacion del tejido epitelial y otro sobre el sistema inmune.

A nivel de la diferenciacién y la proliferacion del tejido epitelial, la sintesis de acidos
grasos de cadena corta por parte de la microbiota cumple una importante funcién
trofica al estar implicados en la produccion de células de la cripta en el epitelio
intestinal. Estudios realizados en ratas libre de gérmenes asi lo indican. Estas ratas
producen un bajo nimero de células epiteliales, sugiriendo que la sintesis bacteriana
de 4acidos grasos ayuda a la proliferacion del tejido. Por otra parte compuestos
producidos por el metabolismo bacteriano, como el butirato, promueven la reversiéon
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de células neoplasicas a fenotipos no neoplasicos ya que inhibe la proliferacion celular
y estimula la diferenciacion de células neoplasicas in vitro. El rol de los acidos grasos de
cadena corta es proteger a los tejidos en estados patoldgicos como la colitis ulcerosa
cronica, o la carcinogénesis entre otras (Guarner and Malagelada, 2003).

En la funcién tréfica sobre el sistema inmune, la microbiota es esencial para el
desarrollo del sistema inmune. La correcta interpretacidn por parte del huésped para
distinguir entre organismos comensales y patdgenos llevara a la activacién de una
respuesta inmune para controlar la invasion o mantener un estado de
inmunotolerancia frente a bacterias comensales. Como ya se ha comentado, el epitelio
posee una primera linea celular de accién mediada por los enterocitos que a través de
TLR a nivel extracelular y de proteinas NOD a nivel intracelular, activaran factores de
transcripcion (NF-kappaB y otros). Estos factores estimularan la secreciéon de
citoquinas y quimioquinas que actuaran como sensores generando la respuesta innata
y adaptativa. En segundo lugar las células M son las encargadas de transportar los
microorganismos o estructuras antigénicas desde la luz intestinal hasta el tejido
linfoide subyacente que contiene las células presentadoras de antigeno. Estas células
presentan los antigenos a los linfocitos T dando lugar a la estimulacion de linfocitos T
helper encargados de secretar citoquinas inflamatorias reguladoras (IL-10, TGF-beta)
qgue mantendran un estado de inmunotolerancia frente a las bacterias reconocidas
como no patégenas (Figura 1.7). La tercera linea de defensa son las células dendriticas,
estas pueden atravesar entre los enterocitos e ingerir las bacterias comensales vy
transportarlas hasta los linfonodos mesentéricos donde se estimula una respuesta
inmune local (O’Hara and Shanahan, 2006; Guarner, 2011).

<4 B-defensin
IgA + Mucus

Commensal flora A 4
& ’ - - oat® & a " "
ot ! - e ») X N ® . ’ ) AR g
PRl s AR B v“r"':.-‘ ::' b‘a'u":‘c TR, 1.1 e

Intestinal .
epithelial PRR W e

cells
.
*
o
Dendrite l l \ 1. l !
* Adp 3 Cytokines YT A !!f
\ * Dendritic cells > § il Chemokines 3 PRR

“R%. Antigen l

5 l4  presenting

D B cells

. . ‘ i Th1/Th2 effector T cells
Naive T cells . T regulatory cells

Figura 1.7. Deteccion de antigenos bacterianos por componentes celulares. Inmuno-deteccidon de
bacterias en la superficie del epitelio intestinal y activacion de células efectoras que actuan controlando
la colonizacién. Imagen extraida de O’Hara and Shanahan (2006).
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1.1.2.3 Funcion Protectora.

La microbiota comensal ejerce una linea de resistencia frente a la colonizacién por
bacterias exdgenas proporcionando una alta prevencion ante la colonizacion por parte
de estos agentes foraneos. Las bacterias de la microbiota al permanecer establecidas a
lo largo del epitelio actuan frente a bacterias oportunistas compitiendo por la
disponibilidad de nutrientes.

Otra funcién de la microbiota es estimular en el epitelio intestinal la sintesis y
liberacion de proteinas antibacterianas. Estas proteinas pertenecen a diversas familias,
entre las que se incluyen defensinas, catelicidinas y lectinas tipo C. Muchas de estas
proteinas provocan la muerte bacteriana a través de un ataque enzimatico que causa
dafios en su membrana externa. Otra proteina, la lipocalina 1, compite por la captacion
de hierro. La expresién de estas proteinas esta regulada por diferentes senales
bacterianas a través de los TLR, aunque algunas se expresan constitutivamente. Estas
proteinas secretadas por el epitelio son retenidas en la capa de mucus limitando el
acceso de los microorganismos hacia el epitelio.

Otra proteina con funcion protectora que limita el acceso de las bacterias al epitelio es
la inmunoglobulina secretora IgA. Las células dendriticas son capaces de reconocer las
bacterias en la superficie e inducir la diferenciacion de células B en plasma cells IgA, las
cuales secretan dimeros de IgA que atraviesan la lamina propia y finalmente recubren
a los microorganismos (Hooper and Macpherson, 2010).

En condiciones normales, la estimulacion del sistema inmune por parte de la
microbiota comensal mantiene un bajo grado de inflamacién fisioldgica. La
homeostasis de la mucosa intestinal requiere un continuo balance entre componentes
pro y antiinflamatorios. En los ultimos afios se ha estudiado la correlacidon entre
disbiosis (desbalance en la composicién de la microbiota) y enfermedades intestinales
como el sindrome de colon irritable y enfermedades inflamatorias intestinales (colitis y
enfermedad de Crohn), asi como con enfermedades extra-intestinales como son
obesidad, alergias o enfermedades autoinmunes (Scaldaferri et al., 2013).

1.1.3 COMPOSICION DE LA MICROBIOTA HUMANA.

Hasta hace poco el conocimiento sobre la diversidad bacteriana en el intestino era
sesgada debido al desconocimiento de los requerimientos nutricionales de estas
bacterias y a la incapacidad de cultivarlas por métodos tradicionales. La aplicacién de
nuevas técnicas de biologia molecular y secuenciacion de DNA han permitido
identificar los componentes de la microbiota. Hay estudios en los que se amplifican y
secuencian regiones variables, localizadas entre secuencias altamente conservadas en
el RNA ribosomal 16S, lo que ha llevado a la identificacion de dominios, phyla y

Toloza L., Tesis doctoral



INTRODUCCION

especies bacterianas. Mas recientemente la aplicacién de técnicas de secuenciacién
masiva ha permitido obtener la secuencia de la totalidad de genes bacterianos
presentes en muestras intestinales. Cerca de dos millones de alineamientos estan
disponibles en la base de datos http:// rdp.cme.msu.edu/. El andlisis de estos datos ha

desarrollado el concepto de “metagendmica” que es el estudio del material genético
aislado de diferentes muestras, y constituye el colectivo genético de bacterias
simbidticas de un huésped. A parte de la clasificacion taxondmica es posible definir
propiedades funcionales, metabdlicas y relacién con enfermedades. Dos grandes
proyectos, uno el MetaHIT financiado por la Unidn Europea http://www.metahit.eu/ y

el otro el Human Microbiome Project subvencionado por el National Institute of
Health de los Estados Unidos. http://hmpdacc.org/ trabajan actualmente en descifrar

esta informacion (Robles Alonso and Guarner, 2013a).

Estos estudios han evidenciado que existen 55 phyla correspondientes a bacterias,
pero en muestras fecales sélo se encuentran presentes entre 7-9 phyla. Mds del 90%
de las bacterias pertenecen a Bacteroidetes y Firmicutes. Otros phyla en abundancia
son Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia. Cada individuo
presenta un perfil bacteriano Unico. La edad y factores externos como la dieta, ingesta
de farmacos, viajes, estrato social, habitos, estrés y ubicacién geografica introducen
variables en la composicién bacteriana a lo largo del tiempo. Sin embargo la
comparacion de genes asociados a funciones bioldgicas es bastante estable entre
individuos sanos. Entre estos genes se encuentran aquellos relacionados con las
principales rutas metabdlicas (metabolismo de hidratos de carbono); expresién génica
(DNA polimerasas) y otros relacionados con su supervivencia en el tracto
gastrointestinal como los genes de proteinas relacionadas con procesos de adhesiéon o
aprovechamiento de azucares (Robles-Alonso and Guarner, 2013a).

Estudios recientes basados en la composicién de la microbiota humana de diferentes
poblaciones europea, americana y japonesa han permitido agrupar a los individuos en
grupos denominados enterotipos en funcién del tipo de bacterias que predominan
(Enterotipo-1 Bacteroides, Enterotipo-2 Provotella y Enterotipo-3 Rumunococcus). Tal
clasificacién es independiente del género, edad, masa corporal y nacionalidad. El
enterotipo parece estar asociado al uso de diferentes rutas para generar energia desde
sustratos fermentables disponibles en el colon; asi Bacteroides utiliza carbohidratos,
Provotella mucinas y Ruminococcus mucinas y azucares (Arumugam et al., 2011). Por
otra parte otros investigadores apoyan la teoria que si podrian estar asociados a la
dieta ya que hay estudios que asocian al enterotipo-1 a dietas ricas en proteinas y
grasas y al enterotipo-2 al consumo de carbohidratos (Wu et al., 2012).

Las nuevas tecnologias del tipo “dmicas” metatranscriptomica, metaprotedmica vy
metaboldomica que analizan RNA, proteinas y metabolitos respectivamente nos
permiten estudiar claramente el concepto de “perfil metabdlico global” (Robles Alonso
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and Guarner, 2013b). El microbioma humano es altamente dindmico y tal plasticidad
abre nuevas estrategias de aplicaciones terapéuticas dirigidas a modular Ia
composicion de la microbiota asociada a determinadas patologias. Una de las
aproximaciones terapéuticas basada en la intervencién sobre la composiciéon de la
microbiota es la administracién de probiéticos.

1.1.4 PROBIOTICOS.

Los probidticos son definidos como microorganismos vivos que cuando se administran
en concentraciones adecuadas confieren un beneficio a la salud del consumidor (FAO
WHO, 2001). La sociedad espaiiola de probidticos y prebidticos (SEPyP) reconoce a los
prebidticos como aquellos compuestos no digeribles, presentes en la dieta, que
estimulan el crecimiento o la actividad de los microorganismos autdctonos, resultando
en un beneficio para la salud. Los productos simbidticos son aquellos constituidos por
una mezcla de uno o mas organismos probidticos con uno o varios compuestos
prebidticos. Los productos simbidticos fueron disefiados para mejorar la supervivencia
de los microorganismos probidticos administrados y mejorar la colonizacién en el
intestino (Ohland and Macnaughton, 2010). La funcién de los probiéticos es modular la
composicidon de la microbiota intestinal, y los efectos estan mediados por multiples
mecanismos que incluyen citoproteccidn, proliferacién celular, resistencia a la
apoptosis, sintesis de proteinas y expresion de genes (Rao and Samak, 2013).

El primer modo de accidn de los probidticos es por el efecto “barrera”, previniendo o
limitando la colonizacidn por parte de agentes patdgenos. Esta accion la realizan a
través de secrecion de bacteriocinas y biosurfactantes con accidon antibacteriana, o
generando &acidos grasos de cadena corta que disminuyen el pH, inhibiendo el
crecimiento de microorganismos que no toleran ciertos grados de acidez. Un segundo
modo de accidn es sobre la mucosa, estimulando vias que incrementen la produccion
de mucus o sintesis de defensinas. Ademas, ciertas especies de probidticos son
capaces de interactuar a nivel de las tight junctions aumentando la funcién de barrera
y disminuyendo la permeabilidad. El tercer mecanismo estd relacionado con la
modulacion de la respuesta inmune y la capacidad de estimular ciertas citoquinas
(Butel, 2014).

Entre las patologias asociadas al uso de probiéticos podemos encontrar el tratamiento
y prevencion de diarreas causadas por rotavirus, apariciéon de Clostridium difficile tras
el uso de antibidticos, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome de colon
irritable, alergias, infeccién por Helicobacter pylori, obesidad, diabetes tipo 2, ciertos
tipos de canceres generados en el tracto gastrointestinal, infecciones respiratorias del
tracto superior (Suzuki, 2013), estimulacién de la maduraciéon del sistema inmune en
neonatos (Butel, 2014) y patologias hepaticas (Sharma et al., 2013).
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Entre los microorganismos probidticos se encuentran principalmente bacterias gram-
positivas de los géneros Lactobaccillus, Bifidobacterium, Streptococcus y algunas
especies de Enterococcus y levaduras como Saccharomyces boulardii (Didari et al.,
2014). En cuanto a las bacterias gram-negativas la Unica cepa utilizada por sus
caracteristicas probidticas es Escherichia coli Nissle 1917 (EcN), objeto de estudio en
este trabajo.

1.1.4.1 Escherichia coli Nissle 1917 (EcN).

Escherichia coli Nissle 1917 (06:K5H1) fue descrita por el doctor Alfred Nissle, de ahi su
nombre. Esta bacteria fue aislada de las heces de un soldado en la primera guerra
mundial que sobrevivié a un brote diarreas causado por Shigella. El probidtico es
comercializada con el nombre de Mutaflor y es utilizado desde aproximadamente el
afio 1920 para tratar varias disfunciones y enfermedades del tracto intestinal. Este
probidtico es efectivo en la remisiéon de la colitis ulcerosa, constipacion y diarrea en
nifios (Hancock, et al., 2010a; Rund et al., 2013).

Estudios gendmicos han demostrado que EcN proviene de un ancestro patdgeno, la
cepa de E. coli CFT073, y que por procesos evolutivos (inserciones o delecciones y
mutaciones en el genoma) ha perdido su caracter patégeno y ha ganado genes que le
confieren el caracter probidtico (Vejborg et al., 2010). El genoma de EcN contiene 166
secuencias de DNA codificante que estan ausentes en la cepa CFT073 y cerca de 903
secuencias adicionales si la comparamos con la cepa de E. coli K-12 MG1655. Los genes
especificos de EcN se encuentran localizados en 4 islas génicas y algunas agrupaciones
menores (Grozdanov et al., 2004; Hancock et al., 2010b).

1.1.4.1.1 Mecanismos responsables de los efectos probidticos de la cepa EcN.

Los mecanismos que utiliza EcN para ejercer su efecto beneficioso en el hospedador es
la utilizacidn de factores fitness, factores de interferencia y factores moduladores.

Respecto a los factores fitness, estos comprenden una gran variedad de proteinas y
moléculas que promueven la competitividad bacteriana y contribuyen a la colonizacidn
del intestino. Entre estos factores se encuentran varias adhesinas (FimA, F1C, curli). La
adhesina tipo 1 FimA y la fimbria F1C son requeridas para la formacién de biofilms,
adherencia a células epiteliales, colonizacién intestinal y persistencia en el tracto
intestinal. ECN ademas posee seis sistemas de captaciéon de hierro diferentes que le
permiten competir por la adquisicion de este metal. El hierro es esencial para la
viabilidad de las bacterias en un entorno limitante como es el tracto gastrointestinal.
Para dicha captacién de hierro las bacterias sintetizan de moléculas sideréforas como:
yersiniabactina, aerobactina, salmochelina, receptores Chu, entre otros. Como factores
fitness, posiblemente implicados en la mejora de la colonizacidon, encontramos
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proteasas secretadas al medio, entre ellas Sat y Tsh, posiblemente relacionadas con
mejorar el proceso de colonizacidn. Algunas de estas proteasas estan consideradas
factores de virulencia en patégenos sin establecerse aun un papel claro en el contexto
de la cepa probidtica EcN (Grozdanov et al., 2004; Vejborg et al., 2010). Otro factor
fitness es el tipo de lipopolisacarido (LPS) de EcN, que contiene una mutacién que se
traduce en un coddn de parada en el gen del antigeno 06, por lo que presenta cadenas
mas cortas lo que contribuye a sensibilizar proteinas del sistema del complemento que
lo inactivan. Tal inactivacién de LPS es una de las propiedades de EcN para ser
administrada como una bacteria segura (Guttsches et al., 2012). Por dultimo, el
polisacarido capsular extracelular (capsula K5) estd implicado en la induccion de la
expresion de receptores TLR5 y de ciertas citoquinas en células del epitelio intestinal
(Behnsen et al., 2013). La composicién de los polisacaridos capsulares que componen
K5 son capaces de inducir la expresién de mCD14, un componente del sistema inmune
innato anclado a la membrana que potencia la actividad de los receptores TLR4 y TLR5
para incrementar una respuesta antiinflamatoria. Ademads, el aumento de adaptadores
moleculares como MyD88 y TRIF en células en cultivo esta directamente relacionado
con la dosis de K5 ensayada (Jacobi and Malfertheiner, 2011).

Respecto a los factores de interferencia cabe decir que EcN invierte gran cantidad de
energia para mantener sus mecanismos antibacterianos. Las bacterias comensales
también utilizan varios mecanismos para excluir otras bacterias. Entre estos
mecanismos encontramos produccién de bacteriocinas, deplecidn intracelular de ATP,
incremento en la permeabilidad de membrana, sensibilizacion de las membranas a la
accién litica, bloqueo de la motilidad flagelar y prevencidon de la internalizacién
bacteriana (Trebichavsky et al., 2010).

Las cepas intestinales de E. coli producen colicinas y microcinas que proporcionan un
efecto barrera contra otras cepas de E. coli patégenas. EcN sintetiza y secreta las
microcinas denominadas MccH47 y MccM. Estas proteinas actuan contra bacterias
genéticamente relacionadas a la cepa productora (Jacobi and Malfertheiner, 2011). En
esta misma linea, la flagelina, una proteina estructural del flagelo de EcN, es capaz de
activar en células de epitelio intestinal la sintesis de un péptido antibacteriano
denominado B-defensina-2. Esta activacion se produce a través de vias de sefializacion
gue implican los factores de transcripciéon NF-kB y AP-1. B-defensina-2 posee un gran
espectro de accion actuando sobre microorganismos gram-negativos, gram-positivos,
levaduras y virus (Behnsen et al., 2013; Jacobi and Malfertheiner, 2011).

Finalmente, respecto a los factores moduladores, EcN es capaz de modular diferentes
parametros de la homeostasis intestinal. Promueve la induccidn de citoquinas
proinflamatorias (IL-8), induccién de receptores de reconocimiento (TLR5),
mantenimiento de la barrera (tight junctions) y efectos antiinflamatorios e
inmunoestimuladores. El mecanismo de accion principal de este probidtico es la
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modulacion del balance entre citoquinas pro y anti-inflamatorias en favor de las anti-
inflamatorias. La flagelina es reconocida por receptores TLR5 de los enterocitos e
induce la secreciéon de IL-8. IL-8 es una de las citoquinas antibacterianas mas
importantes ya que actla como quimio-atrayente de neutrdfilos asegurando la
fagocitosis bacteriana in situ. Otras citoquinas y moléculas moduladoras secretadas
por el epitelio intestinal en presencia de EcN se presentan en la Figura 1.8.
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Figura 1.8. Mecanismos basicos de interaccion de la cepa EcN. Imagen extraida de Jacobi and
Malfertheiner (2011).

La capacidad de EcN de restaurar las tight junctions a nivel de células epiteliales es
mediante la reorganizacién de proteinas de la zonula occludens. Se ha descrito, que la
incubacién de células epiteliales con EcN provoca un aumento de TER de
aproximadamente un 20% como consecuencia de un aumento a nivel de membrana
plasmdtica de la proteina ZO-2, que ayuda a reforzar las tight junctions. Por el
contrario, la incubacién de células epiteliales con la cepa de E. coli enteropatégena
(EPEC) produce una disminuciéon de hasta un 70% en los niveles de TER de una
monocapa de células epiteliales. La infeccion con EPEC produce un aumento de la
proteina quinasa PKCE, que promueve la fosforilacion de ZO-2. La proteina Z0O-2
fosforilada es reconocida y retirada de la membrana provocando la ruptura de las tight
junctions. Es de destacar que EcN es capaz de restaurar el daio provocado por EPEC,
probablemente debido a una mayor expresién de ZO-2 y un silenciamiento de PKCE
(Zyrek et al., 2007). Recientemente, se ha descrito que EcN es capaz de secretar la
proteina TcpC, responsable de la sobre-expresién de la proteina claudina-14 a través
de la via de sefializacion de PKCE y ERK1/2, lo que lleva a un aumento de la TER en
cultivos celulares (Hering et al., 2013).
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Es importante sefialar que a pesar de las diversas propiedades probidticas, EcN es
capaz de sintetizar proteinas que pueden inducir dafio celular, como es el caso de la
proteina colibactina. Esta proteina es una genotoxina capaz de inducir roturas en el
DNA. Esta proteina se ha encontrado en casos esporddicos de cancer colorectal, sin
embargo, estudios in vivo realizados con un mutante de EcN deficiente en colibactina
han mostrado que esta proteina es necesaria para la correcta funcionalidad de EcN
como probidtico (Olier et al., 2012). Otra de las proteinas codificada en el genoma de
EcN con propiedades citotdxicas en cepas uropatogenas es la proteasa Sat (Serin
Autotransporter Toxin), que pertenece a la familia de las serin proteasas
autotransportadoras de enterobacterias. No se conoce cual es la funcién que cumple
Sat en el contexto de la cepa probidtica, siendo este el tema central de estudio de esta
tesis.

1.2. FAMILIA SERIN PROTEASAS AUTOTRANSPORTADORAS DE
ENTEROBACTERIACIAE.

Los autotransportadores representan una superfamilia de proteinas producidas por
una gran variedad de bacterias patdégenas gram-negativas. Algunas de estas proteasas
son toxinas y provocan efectos nocivos en las células del huésped.

La familia de las Serin Proteasas Autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATE)
constituye una gran familia que engloba proteinas con actividad serin proteasa. Se ha
visto que las proteinas que pertenecen a esta familia tienen una baja homologia de
secuencia (entre el 25 y el 55%) pero todas conservan la organizacion en dominios y un
cierto grado su estructura tridimensional. Los miembros de esta familia, que tienen
multiples funciones, comparten el mismo sistema de secrecién de tipo Va
(autotransportadores monomeéricos). Este es un subtipo del sistema de secrecién V
o de autotransporte, asociado generalmente al exporte de factores de virulencia en
enterobacterias (Henderson et al., 2004).

En general la estructura de las proteinas autotransportadoras posee una caracteristica
comun. Estas proteinas presentan varios dominios: (i) un péptido sefial en el extremo
N-terminal necesario para dirigir y exportar la proteina a través de la membrana
interna hacia el periplasma; (ii) un passenger domain, denominado también dominio a
gue corresponde a la parte de la proteina que serd secretada. Se trata en realidad del
dominio funcional de la proteina. Estas proteinas pueden actuar como adhesinas,
toxinas o enzimas digestivas que ayudaran o facilitaran la invasion del huésped
durante la infeccidn bacteriana. También se ha descrito que pueden actuar como
esterasas o lipasas. (iii) un dominio translocador, conocido como domino B, con
estructura de B-barrel en el extremo C-terminal capaz de formar un poro en la
membrana externa, a través del cual se procesa la porcién de la proteina catalitica y su
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exporte al medio extracelular (Figura 1.9A). Se trata por lo tanto de un dominio
necesario para la translocacién del passenger domain a través de la membrana
externa. Ademds, existe una zona intermedia entre el dominio C-terminal y el
passenger domain que es denominada dominio de uniéon o linker domain y es
requerido para ayudar a formar los pliegues del poro y estabilizar la estructura de B-
barrel (Dautin, 2010; Ruiz-Perez and Nataro, 2013). Existen tres autotransportadores
con dominio B cristalizado en la actualidad y se ha visto que la totalidad de ellos estan
conformados por 12 hélices en B-barrel (Figura 1.9B).
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Figura 1.9. Estructura de las proteinas de la familia SPATE. A) estructura general de las proteinas y sus
dominios. B) Representacidn del dominio 3 de tres proteasas de esta familia (EstA, NAIP y EspP). Este
dominio conforma el poro a nivel de la membrana externa. Imagen extraida de Dautin (2010).

El sistema de secrecidn de las proteinas autotransportadoras es Sec-dependiente. El
péptido sefial del extremo N-terminal es reconocido por proteinas del sistema Sec.
Este sistema evita que la proteina se pliegue completamente y la dirige hacia el
periplasma. Una vez en el periplasma y ya sin péptido sefal, las proteinas
autotransportadoras adoptan una forma intermediaria estable por interaccién con
chaperonas periplasmaticas (Skp, SurA, y DegP) y con el complejo Omp85/Bam de la
membrana externa (Figura 1.10). Este complejo ayuda al plegado e insercién del
dominio 3 en la membrana externa. En este punto el passenger domain parcialmente
desplegado inicia la translocacién a través del poro hidrofilico constituido por el
dominio B en un proceso asistido también por un complejo denominado complejo
Bam. Una vez que el passenger domain accede a la superficie de la bacteria, adquiere
su conformacion tridimensional. Dependiendo del tipo de proteinas
autotransportadoras, este dominio puede quedar anclado a la membrana o ser
escindido entre el dominio a y B, liberando asi la proteina al medio (Ruiz-Perez and
Nataro, 2013).
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Figura 1.10. Mecanismo de autotransporte de proteinas mediante el sistema de secrecion Sec.
Biogénesis de las proteinas autotransportadoras con participacién del sistema Sec, chaperonas y el
complejo Bam a través de la membrana. Imagen extraida de Ruiz-Perez and Nataro (2013).

En bacterias gram-negativas las serin proteasas de la familia SPATE estan normalmente
implicadas en virulencia. Estas proteasas son producidas no sélo por patdgenos
entéricos, sino también por uropatdgenos, englobando especies de Escherichia,
Shigella, Salmonella, Citrobacter y Edwardsiella. Los genes que codifican estas
proteinas se encuentran en elementos moviles como plasmidos, pro-fagos o islas
gendmicas de patogenicidad. Muchos de estos genes estdn flanqueados por
secuencias ricas en GC lo que sugiere que fueron incorporados al genoma por
transferencia horizontal (Ruiz-Perez and Nataro, 2013). Con la informacién obtenida de
la secuenciacién de genomas se ha visto que estos genes también se encuentran
presentes en cepas comensales, aunque con menor frecuencia.

La familia SPATE esta constituida actualmente por unas 25 proteasas diferentes (Tablas
1.2 y 1.3) que tienen en comun los siguientes elementos: (i) un larga secuencia del
péptido sefial (48-59 aa), (ii) una triada catalitica formada por residuos de His, Asp y
Ser, en la que el motivo GDSGS contiene la serina catalitica, v (iii) la presencia de dos
asparraginas consecutivas (N-N) que conectan los dominios « (passenger domain) y
(translocator domain). Con muy pocas excepciones, las proteinas de la familia SPATE
son procesadas dentro del poro mediante una reaccidén autocatalitica poco comun vy
liberadas al medio extracelular.

Las 25 proteinas que componen la familia SPATE se han clasificado en funcién de
criterios filogenéticos segun la estructura y actividad de la toxina en:
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Clase I: esta incluye proteinas citotdxicas in vitro que al penetrar en las células
eucariotas causan dafios en el citoesqueleto y actividad enterotdxica en tejidos

intestinales (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Serin Proteasas autotransportadoras de Clase I. Extraida de Ruiz-Perez and Nataro (2013)

Protein Species Disease Function/effect Biological substrate
Class-1 SPATEs
EspPfPssA EHEC Bloody diarrhea, hemorrhagic Cytotoxin, adherence, Factor V
EcM863-Clsp Swine-EPEC colitis/HUS biofilm C3/C3b,C5
*
Sat UPEC Cystitis, pyelonephritis Cytotoxin, enterotoxin, o spectrin
Shigella Bloody, mucoid diarthea impairment of tight Factor V
EAEC, DAEC Watery diarrhea Junctions, autophagy
Pet EAEC Watery diarrhea Cytotoxin o spectrin
Enterotoxin FAK
Factor ¥V
SigA Shigella, EAEC Bloody, mucoid diarrhea Cytotoxin o spectrin
Watery diarrhea Enterotoxin
EspC EPEC Watery diarrhea Cytotoxin, o spectrin
Enterotoxin Factor V haemo-
globin
EspC-like: C. rodentivm Diarrhea Unknown Unknown
CrClsp REPEC Diarrhea EspC-like effects? EspC-like sub-
RE22-Clsp Swine-ExPEC Meningitis, Septicemia strates?

EcPCNO33-Clsp

UPEC

Prostatitis
Crohn’s Discase

EcNAT14-Clsp AIEC
EcM605-Clsp

* Proteina Sat, motivo de estudio en este Trabajo en el contexto de la cepa probidtica EcN.

Clase II: Esta comprende aquellas proteinas sin actividad citotéxica conocida, pero que
deben ser importantes en la patogénesis porque producen su efecto en dianas
extracelulares (Tabla 1.3). En este caso, tambien se desconocen sus substratos
biolégicos y su mecanismo de acciéon. Muchas de las proteasas del tipo 2 estudiadas
hasta ahora presentan la capacidad de degradar mucinas y utilizarlas como sustrato,
lo que confiere una ventaja en la colonizaciéon (Ruiz-Perez et al., 2011). Sin embargo
estudios recientes sefialan que las dianas de estas proteinas son glicoproteinas
extracelulares presentes no sdélo en las células intestinales, sino también en la
superficie de casi todas las lineas celulares hematopoyéticas (Ruiz-Perez and Nataro,
2013).
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Tabla 1.3. Serin Proteasas autotransportadoras de Clase Il. Imagen extraida de Ruiz-Perez and Nataro

(2013)

Class-2 SPATEs

Pic Shigelia Bloody, mucoid diarrhea Mucinase Mucin
EAEC Watery Diarrhea Immunomodulation “O-linked glycopro-
Colonization leins:
Lectin-like hemagglutinin - CD43, CDdd CD45,
Mucus secretion activity CD93,
Serum resistant CDI62,CX3CLI
Pic-like: UPEC Cystitis, pyelonephritis Mucinase Mucin
Ficll Swine-EPEC Diarrhea Pic-like effects? Pic-like substrates?
EcTA206-Clsp
Cr-C2sp C. rodentiuin Diarrhea Unknown Pic-like substrates™
Pic-like effects?
Tsh/Hbp Septic E. coli Wound Infections Mucinase Mucin
APEC Seplicemia Immunomodulation Hemoglobin
Iron sequestering O-linked glyco-
Lectin -like hemagglu- proteins: CD43,
lmin CD45,0093,
ECM proteins binding CDia2, CXCLI
Wat APEC Septicemia, respiratory disease,  Vacuolating agent Unknown
cellulitis TshiHbp-like effects? TshiHbp-like sub-
strates?
Viar-like: UPEC Cysritis, pyelonephritis TshiHbp-like effecis? Unknown
Wat-ExEc Septicemic Septicemia, meningitis TshiHbp-like sub-
E. coli strates?
Boa Salmonella Marrhea Tsh/Hbp-like effects? Unknown
Boa like: Salmonella Diarrhea Tsh/Hbp-like sub-
Sea-Csp Edwardsiella Seplicemia strates?
Etarda-sp
AdcA C. rodentium Diarrhea Adherence Unknown
AdeA-like: REPEC Diarrhea TshiHbp-like effects? Tsh/Hbp-like sub-
RE22-C2-sp UPEC Prostatitis Intestinal colonization strates?
EcNAI14-C2-sp  Swine ExPEC Meningitis, septicemia
EcPCN033-C2-  STEC Diarrhea/HUS
sp REPEC Diarrhea
Eaa-5TEC
RpeA
SepA Shigella Bloody, mucoid diarrhea Enterotoxin Unknown
EcRN587-C2sp  EAEC Watery diarrhea SepA-like effects?
EPEC
EatA ETEC Watery diarrhea Enterotoxin EtpA adhesin
EatA-like: EatA-like effects? EatA-like substrates?
EcB7A-C2sp
EpeA STEC Diarrhea, HUS Mucinase Mucin
Espl Pic-like effects? Pic-like substrates?

1.2.1 SERIN AUTOTRANSPORTER TOXINA (Sat).

La serin proteasa Sat se ha estudiado en el contexto de cepas de E. coli uropatégenas
(UPEC), E. coli enteropatdégenas del tipo enteroagregativas (EAEC) y E. coli de adhesién
difusa (DAEC), asi como en Shigella sp (Tabla 1.2). No existen actualmente estudios
sobre la expresion y funcién de esta proteina en cepas comensales, tampoco en la
cepa probidtica EcN, aunque la presencia del gen sat en su genoma fue descrita ya en
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el afio 2004 (Grozdanov et al., 2004). Por este motivo a continuacion se hara referencia
a los mecanismos conocidos de patogenicidad asociados a Sat.

Sat fue descrita como un nuevo factor de virulencia en la cepa uropatégena E. coli
CFTO73 en el afio 2000. A nivel estructural, su secuencia amino terminal mostré alta
similitud con la de otras SPATEs conocidas, como las proteinas Pet y EspC. El peso
molecular de la proteina completa, conteniendo los tres dominios es de
aproximadamente 142kDa, siendo la fraccién liberada, el passenger domain, de
107kDa. Este dominio presenta la secuencia consenso (GDSGSG) caracteristica de las
serin proteasas de la familia SPATE. La proteina Sat de la cepa uropatégena mostré
actividad citotdxica en células VERO y HK-2 (lineas celulares de rifidn) y sobre la linea
HEp-2 (linea celular de vejiga). La actividad citotdxica sobre estas lineas celulares
conduce a la elongacién de las mismas, a la desunién de su soporte, asi como a
fenédmenos de vacuolizacién, siendo esta citotoxicidad dependiente de la actividad
proteasa (Guyer et al., 2000).

Estudios del mismo grupo, encaminados a comprender el mecanismo de accidn de Sat,
demostraron que Sat induce una marcada vacuolizacién de células del tracto urinario
in vitro. Ademds, estudios in vivo de colonizacién del tracto urinario demostraron
histolégicamente el dafio provocado por esta proteina, tanto a nivel del glomérulo
como en los tubulos proximales, confirmando el rol de la misma en la patogenicidad de
la bacteria CFT073. El posible rol de Sat en la colonizacién quedd descartado ya que
mutantes knockout del gen sat podian colonizar de igual forma el tracto urinario. Estos
resultados llevaron a considerar Sat como un factor de virulencia con capacidad de
danar los tejidos del huésped, facilitando su entrada a la circulacidon sanguinea.
Ademas, Sat induce una fuerte reacciéon inmune con alta produccién de anticuerpos en
ratones infectados con la cepa tipo wild type (Guyer et al., 2002).

El efecto citotéxico de Sat en células uroepiteliales estd asociado a su capacidad de
producir dafios en la actina del citoesqueleto o en proteinas asociadas a él. Se ha
descrito su capacidad de degradar tanto las cadenas a como las B de la fodrina
(espectrina no eritrocitaria). Fodrina es la proteina encargada de estabilizar la
estructura de la membrana, mantener la forma celular y unir filamentos de actina con
proteinas de membrana. Otra proteina blanco de Sat es una proteina con similitud
estructural a las fodrinas llamada leukocyte function-associated molecule 1 (LFA-1)
(Ruiz-Perez and Nataro, 2013). LFA-1 es miembro de la familia de las integrinas-f3, de
receptores de superficie celular y se encuentra presente en la membrana de células de
rifién (Maroncle et al., 2006), asi como también en la superficie de leucocitos. El
principal ligando de LFA-1 es la molécula de adhesién ICAM. La interaccion LFA-1/ICAM
modula importantes funciones, incluyendo, presentacion de antigenos, extravasacion
linfocitica y migracién celular (Zhang et al., 2002). Otras proteinas que son degradadas
por Sat, son la caseina y el Factor V de la coagulacién y no posee actividad sobre
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mucina, ni sobre pepsina (Dautin, 2010). En la figura 1.11 se presenta el efecto
citotdxico de Sat, en un modelo murino.

Recientemente se ha descrito la capacidad de Sat de producir autofagia. Estudios en
células Hela a una confluencia de 80-90% (células no polarizadas) y expuestas a
sobrenadantes concentrados de Sat, provenientes de una cepa recombinante de E.
coli, dieron como resultado el desensamblaje de la F-actina del citoesqueleto y a la
deformacion de la célula. La presencia de Sat lleva a la activacién y translocacion de
proteinas asociadas a microtubulos (protein light chain LC3), con la aparicion de
pequefias vacuolas (LC3 positivas). La formacién de estas vacuolas conlleva a una
aceleracion del flujo autofagico, que es el proceso encargado de degradar y reciclar
componentes celulares. La acumulacién de grandes vacuolas lleva, con el tiempo, a
superar los mecanismos de degradacion celular y conlleva a la muerte de la célula
(Liévin-Le Moal et al., 2011).

Sat mutante (satpcr704)
GRS o rnr e - g

Tejido Normal

Figura 1.11. Cortes histoldgicos de riiion de ratones CBA infectados con la cepa CFT073wt o el mutante
derivado knockout de Sat. A) y B) Imagenes correspondientes a cortes de rifién sin alteraciones en
glomérulos (G) Tubulos proximales (PT); C) Corte de rifidén infectado con CFT073 tipo wild type donde se
observan glomérulos con pérdida de células epiteliales; D) Visualizacién de la vacuolizacidn en tejidos
infectados con CFT073. Imagen extraida de Guyer et al. (2002).

El mecanismo citotéxico utilizado por Sat es el mecanismo tipico de las SPATEs de
clase | que incluye ademas las proteinas Pet y EspC. Estas tres proteinas producen una
desorganizacidn del citoesqueleto de las células huésped caracterizada por la pérdida
de filamentos de actina. Tal citotoxicidad estaria asociada a un proceso de virulencia,
para dafiar las células del huésped, a través de un mecanismo de exfoliacion de células
epiteliales durante la infeccion del tracto urinario (Liévin-Le Moal et al., 2011).
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Sat no sélo estd presente en cepas que infectan el tracto uroepitelial. Se ha
encontrado también asociada a cuadros diarreicos en los que estdn implicadas cepas
de E. coli de adherencia difusa (Guignot et al., 2007). En este patdgeno se ha estudiado
el efecto de Sat sobre las tight junctions. La proteina Sat provoca una reordenamiento
de las proteinas asociadas a tight junctions (ZO-1, ZO-3 y ocloudinas) en monocapas
polarizadas de células Caco2/TC7, sin producir efectos citotdxicos. La reorganizacion
no altera significativamente los valores de TER, pero si produce un incremento de la
permeabilidad paracelular. Esto se pudo constatar por el aumento en el nimero de
domos formados en la placa, producto del paso de fluidos bajo la mono-capa celular, y
por el aumento de la permeabilidad medida a través de paso de *H-manitol (Guignot et
al., 2007). La desorganizacién del citoesqueleto y la vacuolizacion inducida por Sat, no
se observaron en cultivos de células intestinales polarizadas.

1.3. VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA DE BACTERIAS GRAM-
NEGATIVAS.

Las bacterias gram-negativas, al igual que todas las células, interactian con el medio
ambiente. Sin embargo, esta interaccién muchas veces no se hace por contacto
directo, sino que a menudo se consigue mediante los efectos distales de las moléculas
secretadas. La secrecién permite a las células bacterianas interactuar con una amplia
area de superficie de su medio ambiente sin gasto de energia en su desplazamiento. El
material secretado es mds pequefio y no viable, por lo que puede alcanzar e influir en
entornos inaccesibles para la bacteria. El material secretado se considera
generalmente soluble, sin embargo, las células bacterianas cuentan con mecanismos
especificos para secretar también material insoluble. En el caso de las bacterias gram-
negativas una via de secrecidn insoluble es la secrecidon de vesiculas de membrana
externa (OMVs) (Kulp and Kuehn, 2010).

En el tracto intestinal no existe contacto directo entre microbiota y epitelio. Ambos
tipos celulares se encuentran separados por la capa de mucina mas interna. La propia
estructura de la mucina y factores solubles secretados por el huésped contribuyen a
esta separacién entre la microbiota y el epitelio intestinal (Johansson et al., 2008; Juge,
2012; (McDermott and Huffnagle, 2014). Todos ellos actian como componentes de un
sistema regulador feedback que detecta la densidad bacteriana cerca de la superficie
intestinal. Estos mecanismos son criticos en el control de la activacidon inmunitaria y en
el mantenimiento de las asociaciones mutualistas entre bacterias y el huésped. En este
contexto, es importante identificar los factores microbianos capaces de difundir a
través de la capa de mucina, acceder al epitelio y modular su funcién. A parte de las
proteinas secretadas por la microbiota, las OMVs pueden contribuir en este aspecto.
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La visualizacién de pequeiias vesiculas en bacterias de tipo gram-negativo se remonta
hacia los afios 40. El contenido, funcién y composicién de estas estructuras fue durante
mucho tiempo desconocido, creyendo que correspondian a restos celulares producto
de la lisis celular (Knox et al., 1966). Hoy sabemos que estas vesiculas son producto de
un proceso evolutivo que también han desarrollado las bacterias gram-positivas y
especies de arqueobacterias, aunque en este caso no reciben el mismo nombre por
poseer una envoltura celular diferente. En este trabajo nos referiremos
especificamente a las vesiculas de tipo OMVs, derivadas de bacterias gram-negativas.

La estructura de las OMVs es consecuencia de la envoltura celular de los organismos
gram-negativos. La envoltura celular consta de dos membranas, la membrana interna y
la externa entre las que se localiza una fina capa de peptidoglicano y el periplasma. Las
membranas difieren en la composicidon de lipidos y de proteinas. En la mayoria de
bacterias gram-negativas, la capa externa de la membrana externa (OM) se compone
principalmente de lipopolisacarido (LPS), mientras que la parte interior y las dos partes
de la membrana interna se componen de fosfolipidos. El espacio peripldsmico viscoso
entre las dos membranas constituye entre un 7 a un 40 % del volumen total de la
célula. Se trata de un entorno oxidante desprovisto de cualquier fuente de energia
conocida como ATP o NADPH. Dentro del periplasma hay una capa delgada de
peptidoglicano, rigida, unida a ambas membranas la externa y la interna, a través de
proteinas ancladas a la membrana como son la lipoproteina de Braun (LPP) y OmpA.
La envoltura celular contiene un gran nimero de proteinas y desempefia funciones
importantes para la célula. Permite la adquisicion de nutrientes, la adhesién, la
secrecion, la sefalizacion, y la proteccidn frente al medio ambiente.

Las OMVs son estructuras membranosas, esféricas, formadas por una bicapa lipidica
cuyo tamano oscila entre 10 y 300 nm. En su composicién encontramos componentes
de la membrana externa como fosfolipidos, LPS y algunas proteinas ancladas a la
membrana externa, asi como determinadas proteinas del espacio periplasmatico o
citosélicas, RNA y DNA. Las OMVs producidas por cepas patdgenas transportan
ademas toxinas, enzimas digestivas y otros factores de virulencia. Las adhesinas
presentes en las vesiculas u otras proteinas de superficie asociadas a la virulencia del
patégeno permiten dirigir las OMVs a células blanco especificas, derivando en una
accién también especifica (MacDonald and Kuehn, 2012; Bonnington and Kuehn,
2013).

1.3.1. BIOGENESIS DE LAS OMVs.

Tres procesos diferentes podrian favorecer la formacion de vesiculas, a) La pérdida del
contacto entre la membrana externa y el peptidoglicano subyacente, b) Un aumento
local de proteinas periplasmaticas que hace que el peptidoglicano ejerza presién y
empuje la membrana externa hacia el exterior, con la concomitante formacién de
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OMVs que llevan consigo grandes cantidades de la proteina en cuestion, c) Proteinas
integrales de membrana o posiblemente pequeiias moléculas dentro de la membrana
externa inducen la curvatura de la misma, y por tanto la vesiculacién (ver Figura 1.12).

j|‘ Outer membrane

- Peptidoglycan

= Inner membrane

OMV with nonenriched cargo OMV with enriched cargo OMV with enriched cargo

Curvature-inducing

OM protein Molecule associated with
curvature-inducing protein

' . OM-peptidoglycan-linking proteins ' Y Periplasmic proteins

B Brokenlinkto peptidoglycan

Figura 1.12. Modelo de formacion de OMVs. a) por rotura entre de las uniones entre la membrana
externa y el péptidoglicano, bien por movimiento de las proteinas de union (en rosa) o por ruptura de
las conexiones (naranja). b) por acimulo de proteinas periplasmaticas. c) Por acimulo de proteinas de la
membrana externa que inducen la curvatura de la misma. Imagen extraida de Kulp and Kuehn (2010).

1.3.2 REGULACION DE LA PRODUCCION DE OMVs.

Las OMVs se producen de forma constitutiva durante el crecimiento en fase
exponencial y estacionaria, tanto en cultivos sélidos como liquidos, dentro del biofilm,
en tejidos del huésped y durante la infeccién intracelular. Sin embargo su formacion y
composicion pueden verse modificadas dependiendo del nicho ecolégico o las
condiciones del cultivo. Asi, situaciones de estrés provocadas por tratamiento con
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antibidticos, limitacion de lisina, Mg2+, o infecciones por fago, entre otras, pueden
provocar una sobreproduccién de OMVs (Unal et al., 2011). El crecimiento a altas
temperaturas incrementa generalmente la produccion de OMVs, aunque este efecto
puede ser indirecto ya que en estas condiciones un mayor nimero de proteinas se
encuentran desnaturalizadas. Este hecho induce un estrés a la célula que incrementa
el proceso de vesiculacion, a la vez que las membranas se vuelven mas fluidas
facilitando la curvatura de la membrana externa y la liberacién de OMVs. También en
estas condiciones se incrementa la velocidad de divisidon, con un incremento en la
velocidad de crecimiento de la pared celular y en su recambio. El nimero de OMVs
también incrementa al final de la fase exponencial.

Se ha demostrado que la produccién de OMVs también puede estar regulada por
determinados genes. Asi se ha descrito que una mutacién en el gen to/lR comporta un
incremento en la produccién de OMVs en E. coli. Por el contrario, mutaciones en los
genes ypjA y nlpA disminuyen drasticamente la produccion de las mismas.

1.3.3. LAS OMVs COMO SISTEMA DE SECRECION Y LIBERACION DE FACTORES
MICROBIANOS.

Las OMVs constituyen un mecanismo de liberaciéon a distancia de factores
microbianos. Esta liberacidn se produce en una envuelta protectora y por tanto en un
entorno mas estable que la secrecion de proteinas solubles. Estas estructuras permiten
ademads la interaccién a distancia con el entorno y con otras células evitando el
contacto intercelular directo (Figura 1.13).

Las OMVs permiten la secrecién de lipidos bacterianos, proteinas de membrana, vy
otros compuestos insolubles. Muchas de las proteinas integrales de la membrana
externa de patdgenos son adhesinas, importantes para la colonizacion de los tejidos
del huésped ya que participan en la agregacién celular. De hecho, las OMVs de
Porphyromonas gingivalis causan la agregacion celular y ayudan al desarrollo de
biofilms de la placa dental. La proteina de quorum-signaling (PQS) es otra molécula de
sefializacion altamente hidrofdbica secretada en las OMVs de P. aeruginosa. Su
asociaciéon en OMVs permite la dispersion de esta molécula muy hidrofébica en un
entorno acuoso.

Las OMVs representan un medio por el cual, las proteinas solubles pueden ser
liberadas al medio ya sean englobadas en el lumen o asociadas a la superficie de
vesiculas. Las proteasas extracelulares a menudo degradan las proteinas secretadas,
sin embargo, las moléculas presentes en OMVs, y las proteinas solubles asociadas a la
superficie externa son altamente resistentes a las proteasas. Por tanto, el transporte
mediado por OMVs puede permitir que las moléculas menos estables, tales como
toxinas puedan llegar a mas destinos o puedan liberarse a largo plazo, proporcionando
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una actividad mas tardia. Las OMVs permiten ademas que las proteinas se liberen a
altas concentraciones y en estrecha proximidad a otros factores. Mediante el uso de
OMVs, las bacterias pueden liberar moléculas efectoras a una concentracidn superior
y a mayor distancia. Ademas, facilitan que varios efectores puedan llegar a un mismo
sitio a la vez y de forma dirigida a través de la especificidad de unién entre adhesinas
bacterianas expuestas a la superficie y receptores de la célula huésped (Figura 1.13).
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Figura 1.13. Mecanismo de liberacion de proteinas en bacterias. A) Mecanismo de liberacion de
material soluble B) Mecanismo de liberacion de material insoluble como las OMVs. Imagen extraida de
Kulp and Kuehn, (2010).

En relaciéon con la liberacién del contenido de OMVs se han propuesto diversos
mecanismos. El contenido soluble puede llegar a su destino a través de dos vias. En la
primera, se propone que la vesicula lise espontaneamente, permitiendo que el
contenido difunda. En la segunda, las OMVs se unirian a una proteina diana y cederian
su contenido por lisis proximal, internalizacidon o fusion. Existen pocas evidencias de
lisis espontanea de OMVs, sin embargo se ha visto que estas vesiculas lisan en
contacto con algunas especies bacterianas gram-positivas o gram-negativas. Se ha
propuesto que las OMVs se rompen al interaccionar con cargas positivas del
peptidoglicano de bacterias gram-positivas, mientras que se produciria fusidon de
membrana externa en el caso de contacto con bacterias gram-negativas. La fijacién de
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las OMVs y posterior fusién de la membrana permite liberar el contenido de las OMVs
directamente a las células diana. La combinacion de la fusion de membranas mediada
por OMVs y la capacidad de estas vesiculas de contener DNA implican a las OMVs en la
transferencia horizontal de genes entre diferentes cepas de bacterias gram-negativas,
incluso entre diferentes especies. La internalizacién mediada por endocitosis en células
del huésped se ha observado también en OMVs de varios patégenos.

1.3.4. FUNCIONES DE LAS OMVs.

Las principales funciones de las OMVs se detallan en la Figura 1.14. Las OMVs pueden
mediar la respuesta bacteriana a estrés, resistencia a antibidticos u otros toéxicos,
formacién de biofilms, quorum sensing, cooperacion inter-especies, modulacién de la
respuesta inmune del huésped, mecanismos de patogenicidad, virulencia, etc.

Se sabe que las OMVs son importantes para la supervivencia bacteriana ya que pueden
captar y eliminar del medio grandes cantidades de agentes dafiinos para la célula,
tanto intrinsecos como extrinsecos. La liberacidon de autolisinas a organismos gram-
negativos a través de un mecanismo de fusion de membranas puede permitir la
competencia bacteriana por un nicho ambiental. También pueden ayudar a la
captacién de nutrientes bien porque llevan enzimas que permiten la captacion o
porque transportan nutrientes esenciales que pueden ser captados por las células.
Ayudan también a la nucleacién y mantienen la cohesiéon de comunidades de biofilms.
En condiciones de estrés en que la envoltura de la célula se afecta por acumulacién de
agregados de proteinas o por exposicidon a agentes que dafian la envoltura, las OMVs
se encargan de retirar moléculas mal plegadas o toxicas (Lee et al., 2008).

LPS
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Figura 1.14. Principales funciones de OMVs. Imagen extraida de Lee et al. (2008).
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Las OMVs también estan relacionadas con patogénesis ya que pueden contener
toxinas que pueden ser transferidas al interior de la célula huésped utilizando una gran
diversidad de mecanismos. En los tejidos del huésped, las OMVs puede interaccionar
con células epiteliales o con células del sistema inmunitario.

Diversos estudios muestran la interaccién con células epiteliales y posterior
internalizacion de OMVs producidas por diversos patdgenos a través de adhesinas
especificas presentes en estas estructuras (Unal et al., 2011). Asi, las OMVs de
Helicobacter pylori se unen e invaden células del epitelio gastrico mediante endocitosis
mediada por clatrina, donde modulan apoptosis y estimulan la secrecién de citoquinas
pro-inflamatorias (Parker et al., 2010). Otro ejemplo de OMVs internalizadas por
células epiteliales se ha descrito para Moraxella catarrhalis. En este caso la
internalizacion tiene lugar a través de lipids rafts (balsas lipidicas) y conduce a una
respuesta pro-inflamatoria con expresion incrementada de IL-8 e ICAM-1 (Sharpe et
al., 2011). Un estudio realizado en P. gingivalis demuestra la union de OMVs a células
epiteliales humanas a través de fimbrias y su internalizacidn a través de lipids rafts y
vias que implican caveolina. Si bien las OMVs son conducidas al compartimento
lisosomal para su degradacidn, estas persisten intracelularmente durante 24 horas
(Furuta et al., 2009). Otros ejemplos de OMVs internalizadas en células epiteliales son
los de los patégenos Haemophilus influenzae (Sharpe et al.,, 2011) y E. coli
enterotoxigénica (Kesty et al., 2004) donde son capaces de alterar diversas funciones
celulares.

Tal como se ha comentado, las OMVs también son capaces de interaccionar con
células del sistema inmune. En este contexto se han descrito interacciones de OMVs de
patégenos gram-negativos con células del sistema inmune innato y adaptativo (Unal et
al.,, 2011). Un ejemplo lo constituyen las OMVs de M. catarrhalis que interaccionan
directamente y activan linfocitos B a través de un mecanismo independiente de células
T. La interaccidn tiene lugar a través de un superantigeno presente en las OMVs y el
receptor antigénico de las células B, lo que agrupa receptores en lipids rafts y
promueve la internalizacién de las OMVs (Vidakovics et al., 2010). En el caso de
M. catarrhalis las OMVs interaccionan con la via alternativa del sistema del
complemento, una parte central de la inmunidad innata. La interaccidn tiene lugar a
través de los factores de virulencia UspA1/A2 presentes en las OMVs con el factor C3
del complemento, lo que disminuye la activacién de este sistema (Unal et al., 2011).
Las OMVs de Salmonella typhimurium estimulan macréfagos y células dendriticas
activando la produccién de citoquinas inflamatorias como TNF-a e IL-12. Activan
también células B y T helper (Alaniz et al., 2007)

A pesar de la importancia de las OMVs como mediadores de la comunicacion
intercelular, apenas existen estudios funcionales relacionados con las OMVs de
bacterias gram-negativas presentes en la microbiota intestinal y sus efectos sobre la
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salud vy la homeostasis intestinal. Muy recientemente se ha publicado un estudio
sobre la cepa comensal Bacteroides fragilis, esta bacteria libera un polisacarido
capsular en vesiculas que induce efectos inmunomoduladores siendo capaz de
prevenir la colitis en un modelo experimental. Las células dendriticas detectan la
asociacion OMVs-polisacdrido a través de TLR2, resultando en una mayor regulacion
de células T y la produccidon de citoquinas antiinflamatorias, demostrando que
bacterias comensales son capaces de prevenir enfermedades a través de las OMVs
(Shen, Torchia, et al., 2012).

1.3.5. ESTUDIOS PROTEOMICOS DE LAS OMVs.

Los estudios protedmicos de OMVs pueden ser de gran ayuda para entender el
mecanismo de su formacién, asi como para profundizar en las funciones
fisiopatoldgicas de estas vesiculas. Este tipo de estudios ha incrementado en los
ultimos afios en el dmbito de patégenos (Schaar et al., 2011; Sharpe et al., 2011; Galka
et al., 2008; Pierson et al., 2011; Mullaney et al., 2009; Choi et al., 2011). Al inicio de
este trabajo, los estudios protedmicos en E. coli estaban limitados a la cepa de
laboratorio DH5a (Lee et al., 2007), y al patdgeno extraintestinal IHE3034 (Berlanda
Scorza et al., 2008). Nuestro grupo ha publicado recientemente el proteoma de las
OMVs producidas por la cepa probidtica EcN en medio LB (Aguilera et al.,, 2014).
Mediante separacion de las proteinas presentes en las OMVs a través de geles de
poliacrilamida-SDS y posterior analisis por espectrometria de masas se han identificado
un total de 192 proteinas en tres replicados bioldgicos independientes. Entre estas
proteinas, 18 son especificas de la cepa probidtica y 57 estdn también presentes en las
OMVs derivadas de patdgenos. Segun la informacién disponible en bases de datos
sobre prediccién de funcién, las proteinas identificadas estarian implicadas en
transporte y deteccién de nutrientes (como por ejemplo BtuB, FhuA, FadL or FepA),
competicion y destruccion de otras bacterias (como las murein hidrolasas MItS, MItB o
EmtA), eliminacion de compuestos tdxicos (como TolB), resistencia a factores
bactericidas (como OmpT), unién a células huésped y modulacién de la respuesta
inmune (porinas OmpA, OmpX, NmpC) y adhesion (como las fimbrias FimA o Fim1C).
Estas proteinas contribuyen a la capacidad de este probidtico de colonizar el tracto
intestinal, ya que en general desempenan funciones relacionadas con la adhesidn,
modulacion de la respuesta inmune o supervivencia de la bacteria en los tejidos del
huésped.

1.3.6. IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA DE LAS OMVs.

La vesiculacidon es probablemente un proceso esencial para la célula altamente
conservado. La formacién de vesiculas es un proceso regulado que permite el
empaguetamiento heterogéneo de proteinas y lipidos y no requiere ATP u otra fuente
de energia en el lugar de formacion de la vesicula. Un aspecto muy interesante a
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resaltar de las OMVs es su capacidad inmunogénica. Por ello, las OMVs estan siendo
utilizadas como base para el desarrollo de vacunas frente a varios patdgenos
(Schwechheimer et al.,, 2013; Manning and Kuehn, 2013). Ademas, por sus
caracteristicas estan siendo también explotadas como vehiculos para el transporte de
drogas anticancerosas u otros farmacos (Gujrati et al., 2014). Estas son algunas de las
multiples aplicaciones biotecnolégicas de las OMVs en el campo de la investigaciéon
biomédica, por lo que el conocimiento mas profundo de las mismas pueden ayudar a
utilizarlas como medios de comunicacidn selectivos con el huésped y para la liberacién
de compuestos de interés farmacoldgico.

Por tanto, aunque la induccién de la secrecién de vesiculas es un proceso
energéticamente costoso para la célula, el hecho de que sean secretadas hace pensar
que el beneficio que comportan es superior a los costos. Ademas su posible utilizacién
para la administracion de farmacos de forma mas dirigida, o su utilizacion como
vacunas, hacen que también sean beneficiosas para su utilizaciéon en biomedicina, por
lo que es de interés un conocimiento mas profundo de las mismas. En este trabajo
analizaremos las OMVs secretadas por la cepa probiética EcN en medio DMEM.
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2. OBJETIVOS.

El objetivo global de este proyecto es identificar y caracterizar proteinas secretadas
por la cepa probidtica E. coli Nissle 1917 (EcN) y determinar su contribucién en la
interaccién/comunicacién de este probidtico con el epitelio intestinal. A partir del
analisis de las proteinas secretadas por este probidtico se pretende seleccionar
proteinas de interés para abordar su caracterizacion funcional. En este trabajo se ha
seleccionado la proteina Sat.

Los objetivos especificos son:

1. Anadlisis protedmico de las proteinas secretadas por la cepa EcN:
e Analisis del secretoma global
e Analisis protedmico de vesiculas de membrana externa (OMVs)

2. Caracterizacion de la serin proteasa Sat de la cepa EcN:
e Andlisis de la expresién de Sat mediante fusiones de promotor
e Andlisis funcional de Sat en modelos in vitro
e Andlisis funcional de Sat en modelos in vivo de colonizacién intestinal
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3. MATERIALES.

3.1 CEPAS BACTERIANAS.

Las caracteristicas mas importantes de las cepas bacterianas usadas en este trabajo se

detallan en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo. Para cada cepa se indica su nombre, descripcion

del genotipo o fenotipo y su referencia.

CEPAS DE LABORATORIO

DESCRIPCION
Probidtico, aislado natural de humanos serotipo
(06:K5:H1A1)
Mutante knockout del gen sat derivado de EcN

$80d lacZAM15 recAl endAl N\ gyrA96 thi-1 hsdR17
(r« my’) phoA supEA44 relAl deoR A(lacZYA-argF) U169

(eSS F araD (argF-lac) rpsL (Str') relA flhD deoC ptsF rbs

FA IN(rrnD'rrnE) 1A(lac)X7 rpsL galk2 recD1903::Tn10d-
TE2680 Tet trpDC700::putPA1303::[Kn*-Cm®-lac]
V(BB recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F
proAB lac1°ZAM15Tn10(Tck)]

PRI EPEC, wild type, serotipo (0127:H6)

Aislada natural de Humano

RP4-2 tet: Mu -1 kan::Tn7 leu-63::1S10 recA1 creC510
hsdR17 endA1 zbf-5 uidA(AMul):pir+ thi Sp*/Sm"

EB6193

SR Tp® Sm" recA thi pro hsdR hsdM* RP4::2-Tc::Mu::Km Tn7 A

REFERENCIA

Ardeypharm,
Alemania
Este estudio
Gibco BRL
Casadaban

(1976)

Elliot
(1992)

Invitrogen

Donnenberg
(1990)

Ochman
(1984)

R. A Bender

Biomedal
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3.2 VECTORES.

Para la realizacién de este trabajo se han utilizado diferentes tipos de vectores, tanto
plasmidicos como fagicos. Los vectores plasmidicos fueron utilizados principalmente
para el clonaje de genes, la expresién y purificacién de proteinas, asi como en la
construccidon de fusiones transcripcionales entre otros. Por otro lado, los vectores
fagicos han sido utilizados para la transduccién de material genético entre cepas

bacterianas.

Tabla 3.2. Vectores utilizados en este trabajo. Para cada vector se indica su nombre, la descripcion de

sus principales caracteristicas y su origen o referencia.

pBR322 Clonacion del gen sat

pUC18 Not Plasmido auxiliar para

pCAT19 Mutagénesis dirigida.

pUTmIiniTn5Tc Mutagénesis dirigida.

Fusidn del promotor de

Fusidn del promotor de
sat al gen reportero

gfpmut3.1.

Expresidn de la proteina
mutada Sat-S256l.
PSAT(S256l) Expresién afuncional de
Sat
(ACEEEGE AN Clonacidn del promotor
de sat fusionado al gen
reportero gfpmut3.1
(8 B0 B Clonacion del promotor
de sat fusionado al gen
reportero lacZ

Transduccion

clonacién con dianas Not/

sat al gen reportero lacZ.

Amp® gen reportero

Amp®, TC? BioLabs

AmpR, a-LacZ; regidn de Biomedal

clonacién flanqueada por

dianas Notl.

Gen Th9CAT del pB325 Fuqua

clonado en pUC18 (1992)

AmpR, oriR6K, mobRP4, Biomedal

tnp*, mini-Tn5 Tc.

Amp® Kan® laczYA Simons et al.
(1987)

(Uliczka 2011)
gfpmut3.1

PLASMIDO Aplicacién Descripcion Referencia
RECOMBINATE

Gen sat clonado en Este estudio
pBR322

Mutacién de la Serina
256 del sitio catalitico de
Sat.

Promotor de sat clonado

en pFU34

Este estudio

Este estudio

Promotor de sat clonado Este estudio

en pRS551

Aplicacion Descripcion Referencia

P1 vir Miller (1992)
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3.3. LINEAS CELULARES.

e Caco-2: Células epiteliales derivadas de adenocarcinoma de colén humano.
American Type Culture Collection; ATCC HTB-37.

e HT29- MTX E12: Células epiteliales derivadas de adenocarcinoma de colén
humano resistentes a metrotexato y productora de mucus. Linea celular
cedida por la Dra. Thecla Lesuffleur, Hospital Robertt Debré, Paris.

3.4. ANIMALES.

En este estudio fueron utilizados ratones machos CD-1 de entre 5 a 8 semanas.

3.5. OLIGONUCLEOTIDOS.

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion por PCR y secuenciacion de
fragmentos de DNA fueron suministrados por Sigma-Aldrich. Como norma general, los
oligonucleétidos fueron disefiados 100% homélogos a la secuencia a la que debian
hibridar, excepto en algunos casos en que se anadieron al extremo 5’ secuencias
reconocidas por endonucleasas de restricciéon, de tal forma que se facilitase la
posterior clonacion del producto de PCR resultante.

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se detallan en ANEXO.1.

3.6. REACTIVOS Y KITS COMERCIALES.

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron adquiridos de la maxima pureza. La
conservaciéon (temperatura, humedad, efecto de la luz) y manipulacién (esterilidad,
toxicidad, preparacién extemporanea) se realizaron siguiendo las indicaciones del
fabricante.

Los kits utilizados han sido suministrados por diferentes casas comerciales, segun se
detallara oportunamente y salvo que se indique lo contrario, se siguieron los
protocolos en ellos incluidos.

3.7. SOPORTE INFORMATICO.
3.7.1. PROGRAMAS INFORMATICOS.

e Omiga v2.0: Programa desarrollado por Oxford Molecular Ldt (GCG, Madison,
WI. USA). Este programa permite acceder a bases de datos para recuperar
secuencias, conocer posibles marcos de lectura, elaborar mapas de restriccién,
alinear secuencias, etc. Se ha empleado para analizar secuencias tanto de
nucledtidos como de aminoacidos.

e Chromas Lite v2.01: Este programa ha sido utilizado para analizar los
resultados de las reacciones de secuenciacion del DNA. Se encuentra disponible
en la web http://www.technelysium.com.au/chromas lite.html.
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BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul et al. (1997): Este programa
se encuentra disponible a través de la pagina web del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov, y permite
hacer un estudio comparativo de las secuencias obtenidas con las descritas en
las bases de datos.

WEBCUTTER 2.0: Este programa ha sido utilizado para localizar dianas de
restriccion en las secuencias de DNA. Esta disponible a través de la pagina web
http://rna.lundberg.gu.se/cutter2  (Webcutter 2.0, copyright 1997 Max
Heiman).

PASW Statistics 17: Este programa se ha utilizado para analizar la significacion
estadistica de los resultados.

3.7.2. BASES DE DATOS.

Las principales bases de datos utilizadas en este trabajo han sido:

GENBANK: Es una base de datos de acidos nucleicos que estd producida y
mantenida por el NCBI en colaboracién con otros organismos como el EMBL
Benson et al., (1998) Se puede acceder en la direccién:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

SWISS-PROT: Base de datos de proteinas que incluye informacion de diferentes
fuentes. Se puede acceder en la direccién http://www.expansy.ch.

UniPRO: Es una base de datos de libre acceso de secuencias de proteina e
informacién funcional. Disponible a través de la pagina web en
http://www.uniprot.org/

GenProtecEC: este sitio web caracteriza el genoma y funciones de proteinas
codificadas en el genoma de Escherichia coli K-12 (cepa MG1655) definida en
GenBank Acceso NC_000913.2. Disponible a través de la pagina web en
http://genprotec.mbl.edu/
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4. METODOS.

4.1. METODOS MICROBIOLOGICOS.
4.1.1. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO BACTERIANO.

Los crecimientos bacterianos se realizaron utilizando distintos medios de cultivo,
completos o minimos, a diferentes condiciones de temperatura, en funcién de la cepa
utilizada y del tipo de experimento a realizar. Se utilizaron medios de cultivo liquidos y
solidos. Para los cultivos liquidos se usaron tubos de ensayo o matraces Erlenmeyers.
El volumen del cultivo fue normalmente un 10% del volumen total del recipiente
utilizado. En este caso, las cepas bacterianas se cultivaron siempre a una temperatura
Optima y en agitacién constante a 250 rpm, en un agitador orbital. El crecimiento
bacteriano se determiné midiendo la absorbancia de los cultivos a una A de 600nm
(DOgoo), en un espectrofotémetro Schimadzu UV240. Para la preparacion de los
cultivos sélidos se adiciond al medio liquido 1,5% (p/v) de agar bacterioldgico. Estos
cultivos se realizaron en placas de Petri y el crecimiento se llevd a cabo en un
incubador termostatizado a la temperatura deseada. Los medios de cultivo se
esterilizaron a 121°C y una atmosfera de presién durante 30 minutos. Los compuestos
termo-sensibles, fueron esterilizados mediante filtracién (tamafio de poro: 0,22um).

4.1.1.1. Composicion de los medios de cultivo.

Para el crecimiento de las cepas bacterianas se han utilizado dos tipos de medio de
cultivo. El medio completo o rico (medio LB) y el medio minimo (medio SM).

El medio completo contiene todos los nutrientes necesarios para el crecimiento de la
mayoria de cepas, por lo que no requiere la adicién de fuentes de carbono o nitrégeno
exogenas. Para este trabajo se utilizé el medio LB (Bertani, 2004).

El medio minimo utilizado es un medio mineral basal (SM) (Boronat and Aguilar, 1979).
Este fue suplementado con glucosa a una concentracion final de 60 mM de Carbono.
En el caso de la cepa EcN se adiciond ademds 0,02% de hidrolizado de caseina.

Medio LB (%p/v)

Extracto de levadura 0,5 64
0,001
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Cuando al medio de cultivo se adicionaban antibiéticos para el crecimiento de cepas
bacterianas, estos se preparaban a una concentracién 1000X, en solucién acuosa o en
solucion de etanol al 100% (cloramfenicol) o metanol 100% (rifampicina). Las
soluciones stock fueron congeladas a -20°C hasta su uso. Las concentraciones finales
utilizadas, se detallan en la tabla.

Antibiéticos (ng/ml)

—mmar [
20
2

Estreptomicina 100

Para la seleccion de mutantes espontaneos de estreptomicina se aumentd la
concentracion hasta 2 mg/ml de dicho antibidtico, segin protocolo que se detallara
mas adelante.

4.1.1.2. Mantenimiento de cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas fueron crecidas hasta fase exponencial en medio LB con su
correspondiente antibiético y guardadas a -80°C en presencia de una concentracién
final de glicerol al 15%.

4.1.2. OBTENCION DE CELULAS COMPETENTES.

Las células competentes son aquellas que han estado sometidas a un tratamiento que
aumenta su capacidad para incorporar DNA exdgeno. Se pueden obtener células
competentes mediante métodos quimicos o fisicos.

Para la realizacion de este trabajo se obtuvieron células competentes de distintas
cepas de Escherichia coli, mediante diferentes métodos: dos métodos quimicos, uno
gue utiliza un tampdn de transformacidon (TFB), un segundo que utiliza cloruro célcico
y un método fisico por electroporacion.

4.1.2.1. Métodos quimicos.
A) Método del TFB.

Este método descrito por Hanahan et al. (1995), se basa en la permeabilizacion de la
membrana celular mediante el catién divalente Mn™ presente en la solucién de TFB,
asi como por la presencia de DMSO y DTT.

Toloza L., Tesis doctoral



METODOS

Las células competentes obtenidas por este método presentan una eficiencia elevada
de transformacidon. Se recomienda utilizarlas inmediatamente después de su
obtencion, no siendo viable su almacenamiento.

Procedimiento:

1. Inocular la cepa que se quiere hacer competente en 2 ml de LB e incubar durante
16 horas a 37°C en constante agitacion.

2. Realizar una dilucién 1/50 de este cultivo en medio LB hasta un volumen final de
10 ml. Incubar en agitacion constante a 37°C hasta alcanzar una DOgq, de 0,5.

3. Detener el crecimiento enfriando las células a 4°C durante 10 minutos. (A partir

de este punto las células han de mantenerse siempre a esta temperatura).

Recoger las células mediante centrifugacion a 4.500xg durante 10 minutos.

Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en 3 ml de TFB.

Dejar 10 minutos en hielo.

Centrifugar 10 minutos a 4.500xg.

Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en 0,8ml de TFB.

Afadir 28 pl de DMSQO/DTT. Dejar 10 min en hielo.

10. Adicionar otros 28 ul de DMSO/DTT y dejar en hielo un minimo de 10 min. A
partir de este momento las células ya son competentes.

Lo NOU e

Guardar en alicuotas a -20°C

B) Método del CaCl,,

Este procedimiento se basa en el método descrito por Ausubel (1994), en el que la
membrana celular se permeabiliza mediante iones Ca®'. Este método tiene la ventaja
adicional de que las células competentes pueden conservarse a —80°C hasta su
utilizacion.

Procedimiento:

1. Inocular la cepa a tratar en LB. Incubar durante 16 horas a 37°C en constante
agitacion.

2. Reinocular 1 ml de este cultivo en 100 ml de LB. Incubar a 37°C en constante
agitacion hasta que el cultivo alcance una DOgy igual a 0,4 (por encima de este
valor disminuye la eficacia de transformacion).

3. Mantener el cultivo durante 10 minutos en hielo para detener el crecimiento

4. Recoger las células por centrifugacion a 4.500xg durante 10 minutos a 4°C. A
partir de este momento las células han de permanecer a esta temperatura.
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5. Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 20 ml de solucién de CaCl,
atemperada a 4°C.

6. Centrifugar a 4.500xg durante 5 minutos a 4°C.

7. Resuspender de nuevo el sedimento celular en 20 ml de solucién de CaCl,. Incubar
las células resuspendidas durante 30 minutos en hielo.

8. Centrifugar a 4.500xg durante 5 minutos a 4°C. Resuspender finalmente el
sedimento celular en 4 ml de solucién de CaCl,. Incubar durante un minimo de 1
hora en hielo.

9. Distribuir en alicuotas de 200 pl. Guardar a —80°C hasta el momento de su
utilizacién.

4.1.2.2 Métodos fisicos.
A) Mediante electroporacion.

En este caso a la vez que las células células se hacen competentes, el DNA se introduce
al interior del compartimiento celular de la bacteria. Mas detalle de este proceso se
dard en el apartado (Métodos 4.1.3.2).

4.1.3. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES.

El objetivo de la transformacién de células competentes es la internalizacién de DNA
circular exégeno a la célula bacteriana para que este pueda replicarse utilizando la
maquinaria celular. Las células que incorporan el DNA circular de interés se
seleccionan mediante resistencia al antibidtico que confiere el plasmido.

En este trabajo las células competentes obtenidas por métodos quimicos, mediante
TFB o CaCl, (Métodos 4.1.2.1), se transformaron por choque térmico.

4.1.3.1. Mediante choque térmico.

Este proceso consiste en provocar la entrada de DNA exdgeno al someter las células
competentes a cambios bruscos de temperatura.
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Procedimiento:

1. Poner en contacto 200 ul de células competentes con 1-500 ng del DNA a
transformar contenidos en un volumen maximo de 20 pl. Mantener la mezcla en
hielo durante 30 minutos.

2. Someter la mezcla a un choque térmico por incubacién a 37°C durante 5 minutos
0 42°C durante 2 minutos, seguido de una nueva incubacién de 2 minutos en
hielo.

3. Afadir medio de cultivo LB (800ul LB/200 pl células). Mezclar suavemente por
inversién e incubar durante 1 hora a 37°C sin agitacién.

4. Sembrar en placas de LB a las que se les ha afiadido el antibidtico adecuado para
seleccionar las células transformantes. Incubar 12-16 horas a 37°C.

4.1.3.2 Por electroporacion.

En este caso las células se procesan antes de someterlas al proceso de electroporacion.
Esta metodologia se utilizd6 segln la técnica descrita por Zabarovsky and Winberg,
(1990).

Procedimiento:

1. Hacer crecer las células en 10 ml de medio LB hasta alcanzar una DOgyde 0,5.
Recoger las células por centrifugacion a 4.500xg durante 10 minutos a 4 °C.
Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 1 ml de glicerol estéril al
10%.

4. Poner en contacto en una cubeta de electroporacién fria (Bio-Rad) 100 pl de las
células obtenidas anteriormente en glicerol al 10% y el DNA a transformar.

5. Realizar el choque eléctrico en el equipo Gene Pulser (Bio-Rad) por unos
segundos.

6. Agregar rapidamente 1 ml de LB a la suspension anterior y traspasarlo a un tubo
Eppendorf.

7. Incubar durante 1 hora a 37°C.

8. Sembrar en placas de LB a las que se les ha afiadido el antibiético adecuado para
seleccionar las células transformantes. Incubar 12-16 horas a 37°C.

4.1.4. TRANSDUCCION GENERALIZADA CON EL BACTERIOFAGO P1.

Este proceso permite la transferencia de material genético de una cepa donadora a
una receptora a través de la accion de un bacteriéfago o fago. El método utilizado para
la transduccién generalizada con el bacteriéfago P1 esta basado en el método descrito
por Goldberg et al. (1974).
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4.1.4.1. Preparacion de un lisado P1.

Los lisados se obtuvieron por crecimiento de la cepa donadora en presencia del fago
Pl y Ca’*. Este catidn permite la adsorcidn del fago a la pared bacteriana y la posterior
penetracién del mismo en la célula huésped. El fago se replica en el interior de la cepa
donadora incorporando en su genoma fragmentos de DNA de ésta y produciendo la
lisis bacteriana.

Procedimiento:

1. Inocular la cepa donadora en un tubo con 2 ml de LB suplementado con el
antibidtico apropiado e incubar a 37°C durante 12-16 horas en agitacién.

2. Transferir 200 ul de este cultivo a varios matraces con 10 ml de LB + CaCl, 5 mM.
Adicionar a cada matraz diluciones diferentes del bacteriéfago P1 salvaje
obtenidas a partir de una solucién de concentracién aproximada 10° PFU/ml e
incubar a 37°C en agitacion. Mantener un cultivo sin adicién de fago como
control.

3. Escoger el cultivo que haya lisado por completo en un periodo de 5 a 6 horas y
adicionar a este cultivo unas gotas de cloroformo. Mantener en agitacion a 37°C
durante 30 minutos.

4. Centrifugar el cultivo durante 15 minutos a 12.000xg a 4°C.

5. Transferir el sobrenadante, que constituye el lisado P1, a un tubo estéril, adicionar
unas gotas de cloroformo y guardar a 4°C.

4.1.4.2. Transduccion a genoma.

Para llevar a cabo el proceso de transduccidn se sigue un proceso andlogo al
desarrollado para la obtencion del lisado pero impidiendo, en este caso, que se
produzca la lisis bacteriana. La infeccidn se detiene mediante la adicidn de un agente
qguelante, citrato sddico, que secuestra el catién Ca’*. De esta forma se favorece la
lisogenia (incorporaciéon del material fagico al cromosoma bacteriano mediante
recombinacién homoéloga).

Procedimiento:

1. Inocular la cepa receptora en 2ml de LB + CaCl, 5 mM. Incubar a 37°C hasta
alcanzar la fase de crecimiento exponencial.

2.  Mezclar en un tubo estéril células receptoras y la solucion del fago P1 (obtenida
sobre la cepa donadora de interés) en proporcién 2:1 (v/v).

3. Incubar a 37°C sin agitacién durante 30 minutos.

4. Afadir citrato sodico (concentracién final de 20 mM). Mezclar y sembrar
diferentes volumenes en placas selectivas a las que se ha afadido citrato sédico
20 mM.

5. Incubar las placas a 37°C durante 12-16 horas.
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6. Purificar los transductantes obtenidos usando el mismo tipo de placa (3 veces).

4.1.5 CONJUGACION.

La conjugacion bacteriana es el proceso mediante el cual se transfiere material
genético desde una bacteria donadora (HFr) a otra bacteria receptora (F’), promovido
por determinados tipos de pldsmidos y que requiere contacto directo entre ambas,
con intervencion de estructuras largas y delgadas denominadas pilis sexuales. Es a
través de estas estructuras por donde tiene lugar la transferencia de material genético
a la cepa receptora F'. Para que este proceso tenga lugar, las células donadoras han de
contener las funciones implicadas en esta transferencia. En este trabajo se han
utilizado las cepas donadoras E. coli S17-1 A pir y E. coli EB6193 A pir en los procesos de
conjugacién llavados a cabo para la construccién de mutantes knockout mediante
recombinacién homologa en la cepa receptora EcN.

Para seleccionar los transconjugantes se han de tener en cuenta dos factores. En
primer lugar, disponer de un marcador contenido en el material que se transfiera (Ej.
resistencia a antibidticos). En segundo lugar, un marcador de la cepa receptora que no
se encuentre en la donadora (Ej. resistencia a antibiéticos o capacidad de metabolizar
determinados compuestos).

El protocolo de conjugacién aplicado en este trabajo estad basado en el propuesto por
Biomedal. Se utilizé la cepa E. coli S17-1 A pir que es termo-sensible, por lo que ha de
ser incubada a 30°C. Se recomienda emplear esta cepa solamente para la conjugacion,
por lo que los plasmidos a transferir se han de mantener en otra cepa, como EB6193.

Procedimiento:

1. Inocular una colonia de E. coli S17 A pir, transformada con el plasmido que sera
transferido, y una colonia de la cepa receptora en 2 ml de LB suplementados con
el antibiético adecuado. Incubar los dos cultivos durante 12-16 horas, en
constante agitacion a temperatura adecuada.

2.  Mezclar en 1ml de MgSO, 10mM los siguientes volumenes de ambas cepas:

i. 25l Donadoray 25 ul Receptora (Proporcién 1 Donadora: 1 Receptora)
ii. 50 ul Donadoray 25 ul Receptora (Proporcion 2 Donadora: 1 Receptora)
iii. 25 pl Donadoray 50 ul Receptora (Proporcidn 1 Donadora: 2 Receptora)

3. Centrifugar a 5.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

4. Resuspender el sedimento celular en 20 pl de MgSO, 10 mM vy depositarlo, sin
extenderlo, sobre una placa de LB. Incubar durante 12-16 horas a 30°C.

5. Recoger la mezcla de conjugacion y resuspenderla en 1 ml de MgSO, 10 mM.

6. Centrifugar a 5.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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7. Resuspender el sedimento celular en 1 ml de MgSO, 10 mM y extender 100 pl de
diferentes diluciones en placas de seleccidon. La mezcla de conjugacién puede
conservarse durante varias semanas a 4°C y durante varios meses a -80°C en
glicerol 15% v/v.

8. Incubar las placas durante 12-16 horas a la temperatura adecuada.

9. Purificar las colonias de los transconjugantes en el mismo medio de seleccién.

En este trabajo el mayor numero de transconjugantes se obtuvo siguiendo la
proporcién 2 Donadora: 1 Receptora.

4.1.6 OBTENCION DE MUTANTES.

4.1.6.1 Seleccion de mutantes espontdneos.

La obtencion de cepas bacterianas con resistencia a determinados antibidticos puede
ser generada de forma espontdnea cuando las bacterias son expuestas en su fase de
crecimiento al antibidtico de interés. Es asi que podemos obtener cepas bacterianas
con dos o mas resistencias, manteniendo siempre en las fases de crecimiento el
antibidtico inicial.

Con la finalidad de realizar estudios de colonizacién bacteriana se seleccionaron
mutantes espontdaneos resistentes a esteptomicina o a rifampicina. Las
concentraciones de antibiéticos utilizadas fueron 100 ug/ml inicial hasta obtener cepas
que toleraran los 2 mg/ml para la resistencia a estreptomicina y 25 pg/ml para
rifampicina. El procedimiento se detalla a continuacion.

Procedimiento:

1. Crecer la cepa bacteriana en 2 ml de medio LB O/N en presencia del antibidtico de
interés.

Centrifugar el cultivo 2 minutos a velocidad maxima.

Resuspender el sedimento bacteriano en 500 ul de medio LB.

Sembrar en placas de LB con el antibiético.

vk wN

Seleccionar las colonias y amplificar mediante PCR las cepas con resistencia a
estreptomicina con primers especificos para el gen rpsL y secuenciar el DNA para
identificar el tipo de mutacidn incorporada.

4.1.6.2 Mutantes knockout por disrupcion génica.

Para la construccion de un mutante knockout de sat se utilizé la metodologia de
disrupcion génica mediante la introduccién de un cassette de resistencia a
cloramfenicol (Cm).
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La region del gen sat que codifica el dominio secretado (3 kb) fue amplificada por PCR.
El fragmento amplificado fue clonado en el plasmido pUC18Not utilizando las dianas
EcoRl y BamHI. Por otra parte el gen cat que confiere resistencia a cloramfenicol
(cassette Cm) fue obtenido a partir del plasmido pCAT19 mediante digestidon con Smal
(enzima que deja extremos romos). Este fragmento fue purificado y clonado en la
diana Swal interna al gen sat clonado en pUC18Not, produciendo asi la disrupcion del
marco de lectura del gen sat. El gen sat mutado por insercién del cassette cat fue
obtenido partir de este plasmido recombinante mediante digestion con Notl. El
fragmento resultante se subclond en el plasmido suicida pUT-miniTn5 Tc y se transfirid
alacepaE. coli EB6193.

El inserto sat::cm fue transferido a la cepa EcN rifampicina resistente mediante
conjugacién, donde por recombinacion homodloga se generd el mutante knockout
EcNsat::cm. Después de la purificacion de los transconjugantes, la correcta
construccion del mutante knockout fue confirmada mediante PCR con primers que
flanquean el gen sat y primers especificos del cassette Cm. El procedimiento general de
este proceso se detalla a continuacién.

Procedimiento:

Clonar el gen que se desea mutar en pUC18Not.

Digerir el vector pCAT19 utilizando enzimas que reconozcan dianas del polykinker.
Estas dianas han de localizarse sélo una vez dentro del gen clonado, de tal manera
que al interrumpir dicho gen queden, al menos, 500 bp a ambos lados del gen cat.

3. Clonar el gen cat en el pldsmido recombinante que contiene el gen a mutar
utilizando la/s enzima/s de restriccidén especificas de las dianas que se especifican
en el punto 2.

4. Una vez construido el cassette, clonarlo en el vector pUTminiTn5Tc utilizando la
diana Notl.

5. Transformar la cepa EB6193 con el producto de la ligacién y sembrar la
transformacién en placas de LB suplementadas con Cm 20 pg/ml.

6. ldentificar mediante PCR un clon que haya insertado el cassette de Cm y obtener
su DNA plasmidico. Comprobar por digestiones enzimaticas y secuenciacion la
correcta insercion y orientacién del cassette de Cm.

7. Transformar la cepa E. coli S17 A pir con el plasmido circular pUTminiTn5Tc CAT y
sembrar en placas de LB suplementadas con Cm 20 pg/mly Tc 12,5 pug/ml.

8. Purificar una colonia de E. coli S17 A pir pUTminiTn5Tc CAT en placas de LB
suplementadas con Cm 20 pg/mly Tc 12,5 ug/ml.

9. Realizar un proceso de conjugacion entre E. coli S17 A pir pUTminiTn5Tc CAT vy
EcN rifampicina resistente (Rif"). La mezcla de conjugacién se siembra en placas
de medio LB suplementadas con Cm 20 pg/ml y Rif 25 pg/ml. Incubar durante 48
horas a 30°C.

10. Purificar las colonias transconjugantes en las mismas placas de seleccion. Incubar
durante 48 horas a 30°C.
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11. Sembrar colonias aisladas en LB suplementado con Cm 20 ug/ml y Rif 25 ug/ml.
Incubar durante 12-16 horas a 30°C.

12. De nuevo sembrar colonias aisladas en LB suplementado con Cm 20 pg/ml y Rif 25
pg/ml. Incubar durante 12-16 horas a 30°C. Repetir este proceso una vez mas.

13. Comprobar la correcta recombinacién del cassette mediante fenotipo y por PCR
(Ap®, Cm®, Tc2, RifY).

A continuacién se presenta un esquema donde se explica la construccién del mutante
knockout de sat por disrupcion génica mediante insercidn de un cassette de resistencia
a cloramfenicol.

Smal

EcoRI BamH| Crn, Smal

Sat Swal

Clonacidn de sat en
pUC18Not

Notl

Obtencion del cassette de
Notl resistencia a cm

d

pUC18Not cm
2715 pb

Clonacion del casete Cm en la

diana Swal interna al gen sat
E. Coli XL1-Blue (Ap") clonado en pUC18Not

v /
Notl

Tc

Notl Notl
—_— cm —
pPUC18Not _
2715 pb
Digestion con Clonacién en PUT mini- Transferencia a la
Notl Tn5 Tc ¢ cepa
E c:IlRX(I:Ib'!ue E. coli EB6193 Apir
(Ap’,Cm’) (Ap®, cm" Tc")
Conjugacion
— Recombinacién homoéloga y (Donadora S17 Apir)
seleccion
Recombinacion
homéloga — %
— R
EcNsat::cm EcN,Rf
(Ap®,cm", T’ ,RF7) (Receptora)
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4.1.6.3 Mutagénesis dirigida de DNA por PCR.

La técnica de PCR ha sido utilizada para la introducciéon de mutaciones puntuales de
ciertos nucledtidos de una secuencia de DNA subclonada en un vector, lo que da como
resultado un cambio de aminodcidos en la secuencia proteica.

El proceso basico utiliza un vector de DNA de doble cadena con el inserto de interés y
dos oligonucledtidos cebadores complementarios entre si, ambos con la mutacién
deseada en la region central de su secuencia. Cada uno de los cebadores es
complementario a una hebra opuesta del vector. La enzima PFU Turbo DNA polimerasa
es la encargada de extender la secuencia a partir de cada cebador durante los ciclos de
amplificacién por PCR. Los productos, al ser complementarios hibridaran entre si
formando un producto circular de doble cadena que contiene la mutacién. La
incorporacion de los oligonucledétidos genera un plasmido mutado con mellas.

Tras la amplificacidn por PCR, el producto es tratado con la endonucleasa Dpnl, que es
especifica para DNA metilado y hemimetilado, y es utilizada para digerir el DNA molde
original. El DNA aislado de la mayoria de las cepas de E. coli esta Dam metilado y por
ello es susceptible de digestién con Dpnl. Sin embargo el DNA amplificado no esta
metilado, asi se selecciona el DNA sintetizado conteniendo la mutacion. El vector con
la mutacidn es introducido en células XL1-Blue competentes. Tras la transformacién,
las propias células repararan las mellas en el plasmido mutado.

Posteriormente, cuatro de los clones obtenidos de la transformacion fueron crecidos
en medio liquido LB con el antibidtico adecuado. Se obtuvo el DNA plasmidico, para
secuenciar la cadena de DNA y confirmar la mutacién esperada y la ausencia de otras
mutaciones en dicha secuencia.

A la hora de disefiar los cebadores, se ha de tener una serie de consideraciones
adicionales para este método en particular.

« Ambos cebadores deben contener la mutacion deseada e hibridar a la misma
secuencia en hebras opuestas del pldasmido.

« Lalongitud de los cebadores debe ser proxima a las 20 bases.

« La mutacidn ha de estar en el centro de los oligonucledtidos.

« El contenido de G+C ha de ser del 40% aproximadamente.

Procedimiento:

1. Amplificar la regién del DNA correspondiente al vector pBR322 y al gen sat
completo con los cebadores que contienen la mutacién deseada.

2. Verificar el producto de amplificacién en un gel de agarosa al 1%. Debe verse una
banda con el tamafo del producto de PCR deseado.
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3. Purificar el producto de PCR desde el gel segln el protocolo descrito en Métodos
(4.8.9.2).

4. Digerir 5 pl de DNA purificado con 1 pul de enzima Dpnl y el buffer adecuado a un

volumen final de 15 pl, incubar a 37 °C durante 2 horas.

Transformar la cepa XL1-Blue con la preparacién anterior.

Seleccionar colonias en placas de LB, con el antibiético adecuado.

Obtener DNA plasmidico.

Secuenciar el DNA y seleccionar aquellas colonias que presenten sdlo la mutacién

O N o w

deseada.

4.2. CULTIVO DE CELULAS EUCARIOTAS.

Las diferentes lineas celulares utilizadas en este trabajo se cultivaron a 37°C, en
atmosfera humidificada y con un 5% de CO,.

Para el mantenimiento de los cultivos se utilizaban placas de 100 mm de didmetro
(Corning TC) y cuando los cultivos alcanzaban un 80-90% de confluencia se procedia a
su expansion por tripsinizacién. Para algunos ensayos en los que se requeria la
diferenciacion celular, se utilizaron placas de 6 pocillos de 9,6 cm? (Corning TC). En
este caso, una vez que los cultivos llegaban a completa confluencia, se procedia a
renovar el medio de cultivo cada dos dias, durante 21 dias.

En los estudios de permeabilidad e integridad de la barrera celular con células
diferenciadas, se utilizaron placas Transwell de 12 pocillos de 1,12 cmz, de tamaiio de
poro 0,4 um (Corning). El sistema Transwell esta compuesto por dos compartimentos,
la zona apical, donde se sembraban 0,1 ml de la suspension celular en un volumen final
de 0,5 ml de medio, a una densidad aproximada de 2x10° células/cm?, para garantizar
la formacién de una monocapa, y la zona basolateral, donde se adicionaban 1,5 ml de
medio de cultivo. Los cultivos se mantenian también durante 21 dias post-confluencia,
mediante renovacién del medio cada dos dias.

Para ensayos que debian ser analizados por microscopia 6ptica las células se
sembraban sobre cubreobjetos de 20 mm de didmetro, depositados previamente en
placas de 6 0 12 pocillos (Corning TC).

4.2.1. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

El medio de cultivo utilizado para el mantenimiento y diferenciacion de las células fue
el medio DMEM GlutaMAX (GIBCO) convenientemente suplementado, tal como se
describe en la tabla siguiente. La funcién principal del suero que se adiciona al medio
es suministrar hormonas y factores de crecimiento necesarios para el cultivo. Puesto
gue en el suero se encuentra presente el sistema del complemento, constituido por 20
glicoproteinas con alta actividad proteolitica, era necesaria la inactivacion por calor a
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56°C, durante 1 hora, para no alterar la viabilidad celular. El suero inactivado se
conservaba a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

MEDIO DMEM GLUTAMAX

Reactivo
DMEM GlutaMAX (Gibco)

Suero Fetal Bovino FBS (Gibco)
Aminoacidos no esenciales 100X (Gibco)
Penicilina-Estreptomicina 100X (Gibco)
Hepes 100X (Gibco)

Para los ensayos de infeccién bacteriana, se utilizé un medio de infeccion que no
contenia FBS, ni antibidticos, pero al que se le adicionaba manosa al 1% para prevenir
la adhesidn bacteriana (Guignot et al., 2000).

MEDIO DE INFECCION

Reactivo

DMEM GlutaMAX (Gibco) 500
Aminoacidos no esenciales 100X (Gibco) 5
Manosa 1 % (Sigma) 12,5

4.2.2. EXPANSION DE LOS CULTIVOS TRAS TRIPSINIZACION.

Cuando las células cultivadas en placas alcanzaban una confluencia del 80-90% se
subcultivaban tras el tratamiento con tripsina/EDTA al 0,05% (Sigma).

Procedimiento:

1. Atemperar la solucién de tripsina/EDTA a 37°C durante 15 minutos.
Aspirar el medio de cultivo de la placa y lavar con 5ml de PBS.

3. Agregar 2 ml de la solucidn de tripsina e incubar a 37°C durante 5-10 minutos
hasta lograr que las células se desprendan de la superficie de la placa.

4. Adicionar a la placa 4 ml de medio de cultivo, y mediante aspiracién con una
pipeta, facilitar que las células se separen y se visualicen al microscopio como
entidades aisladas.

5. Depositar en una placa nueva 8 ml de medio de cultivo y adicionar el volumen
necesario de la suspension celular (4x10° células aproximadamente) para obtener
un volumen final de 10 ml totales en la placa.

6. Agitar cuidadosamente las placas para que las células se distribuyan
homogéneamente en la superficie.

7. Incubar las placas hasta que se alcance nuevamente la confluencia de 80-90%.
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4.2.3. CRIOPRESERVACION DE LAS CELULAS.

El niumero de veces que se puede subcultivar una linea celular es limitado, por lo tanto

es importante disponer de un stock de células, con un bajo niumero de subcultivos.

Con este fin se procedid a la criopreservacién de cultivos confluentes. Los pases de

células para los ensayos fueron: Caco-2 (pases 10-20), HT29-MTX (pases 23-26).

Procedimiento:

Tripsinizar una placa al 80-90% de confluencia (Método 4.2.2.).

Diluir con medio de cultivo la resuspensién celular hasta un volumen final de 10
ml y traspasar a un tubo Falcon.

Centrifugar a 1.300 rpm durante 3 minutos para que sedimenten las células.
Aspirar el sobrenadante evitando arrastrar el sedimento celular.

Resuspender el sedimento celular con 1,5 ml de medio de cultivo y adicionar
DMSO al 10% (150ul), homogenizando la mezcla con una pipeta.

Traspasar la mezcla a un tubo de criocongelacién.

Congelar inmediatamente las células mediante gradiente de frio en un criobox,
que al contener isopropanol permite un descenso de temperatura de -1 °C por
minuto.

Mantener a -80°C un minimo de 2 horas y transferir al tanque de nitrégeno
liquido para su conservacion.

4.2.4. DESCONGELACION DE CELULAS.

Para iniciar los cultivos a partir de alicuotas celulares criopreservadas se utilizé el

siguiente procedimiento.

Procedimiento:

Descongelar gradualmente las células y diluir con medio de cultivo el contenido
del criotubo hasta un volumen de 10 ml.

Centrifugar inmediatamente a 1.300 rpm durante 3 minutos a 4°C, y eliminar el
sobrenadante, que contiene DMSO, ya que a temperatura ambiente es muy
téxico para las células.

Diluir el sedimento celular en 5 ml de medio de cultivo.

Depositar en una placa (100 mm de didametro) 5 ml de medio y adicionar los 5 ml
de la resuspension celular.

Agitar cuidadosamente las placas para que las células se depositen
homogéneamente en su superficie.

Incubar la placa a 37°C, durante 24 horas.

Aspirar el medio para retirar las células no viables y adicionar 10 ml de medio de
cultivo convenientemente atemperado.

Incubar la placa a 37°C hasta que alcance una confluencia del 80-90%.
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4.2.5. RECUENTO DE CELULAS.

Para el recuento de células se utilizé un contador automatico Countes® Automated cell
counter. El principio de este equipo es similar al de un hemocitdmetro y permite
realizar recuentos de células viables al mezclarlas con una solucién de Tripan blue.

Procedimiento:

1. Tripsinizar una placa al 80-90% de confluencia con 2 ml de solucién de
tripsina/EDTA.

2.  Agregar 4 ml de medio de cultivo una vez que las células estén desprendidas de la
placa y homogenizar la suspension celular.

3. Mezclar en un tubo tipo eppendorf 10 ul de diferentes diluciones de esta
suspension celular con 10 pl del reactivo Tripan blue.

4. Depositar 10 pl de la mezcla en el soporte de recuento del contador y determinar
la concentracidn de células vivas, siguiendo las instrucciones del fabricante.

5. Laviabilidad celular siempre fue superior al 90%.

4.3. INFECCION BACTERIANA DE CELULAS EUCARIOTAS.

En este estudio se utiliz6, como modelo in vitro de epitelio intestinal, cultivos en
monocapa de células Caco-2 diferenciadas durante 21 dias post-confluencia. Estos
cultivos se infectaron con distintas cepas bacterianas para estudiar los efectos sobre
las uniones estrechas intercelulares.

La infeccién bacteriana se llevaba a cabo con una multiplicidad (MOI) de 100 (1 célula:
100 bacterias). Para ello, fue necesario establecer una relacién entre el crecimiento de
los cultivos, medido por su DOggg y el nimero de UFC/ml de cultivo para las diferentes
cepas. En la tabla siguiente se muestra dicha relacién, obtenida en fase exponencial, a
una DOggg de 0,5.

EcN =1x10® UFC/ml
EcNsat::cm =1x10® UFC/ml
EPEC =3x10® UFC/ml

Tratamiento de los cultivos de células diferenciadas

1. Aspirar el medio de cultivo de las placas.
2. Lavar 3 veces con PBS para eliminar el medio residual y los restos de antibidticos
que podrian interferir en el crecimiento bacteriano.
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3. Adicionar a las placas transwell 1,5 ml de medio de infeccién ver (Método 4.2.1)
en la zona basolateral y 0,5 ml en la zona apical con la suspension bacteriana.

Tratamiento de los cultivos bacterianos

1. Cultivar las bacterias en 10 ml de medio LB (o DMEM en el caso de EPEC),
suplementado con el antibidtico de seleccién al que las cepas presentan
resistencia, hasta que alcancen una DOgy de 0,5.

2. Sedimentar las células por centrifugacion a 4.500xg durante 10 minutos, a 4°C.
Resuspender cuidadosamente el sedimento bacteriano en 5 ml de medio de
infeccidon y calcular la dilucién necesaria para que con 100 ul de la suspension se
obtenga una MOI de 100.

4. Infectar las células eucariotas con la suspension bacteriana durante 3 horas a 37°C
en estufa con atmosfera humidificada y un 5% de CO,.

4.4. ANALISIS DE LA PERMEABILIDAD PARACELULAR DE CELULAS Caco-2
DIFERENCIADAS.

La permeabilidad paracelular de monocapas de células Caco-2 diferenciadas se analizé
midiendo la resistencia eléctrica transepitelial y los flujos unidireccionales apical-
basolateral de D-manitol en placas transwell (Martin-Venegas et al., 2011).

4.4.1. MEDIDA DE LA RESISTENCIA ELECTRICA TRANSEPITELIAL.

La capacidad de las células de formar uniones estrechas intercelulares da como
resultado la llamada resistencia eléctrica transepitelial (TER) que es un indicador de
confluencia y de integridad de la monocapa celular. La TER es medida a partir de la
diferencia eléctrica que se genera entre el compartimiento apical y el basolateral, en
un sistema de placas transwell. La TER aumenta a medida que las células crecen vy
forman uniones, y disminuye cuando dichas uniones son alteradas, como por ejemplo,
por infeccidn con patdgenos entero-invasivos como Salmonella sp.

La TER se determindé mediante un voltimetro Millicell-ERS (Millipore, Bredford, MA) y
se expresaba como ‘Q.cm? de drea, de la superficie de la monocapa. A este valor se le
tenia que substraer la TER determinada en ausencia de la monocapa celular.

Procedimiento:

1. Tratar los cultivos de células diferenciadas en placas transwell, tal como se ha
descrito en Métodos 4.3.

2. Medir la TER inicial procurando que el electrodo no toque las superficies de la
placa ni la monocapa celular. La TER inicial debe ser superior a 800 Q.cm?. Infectar
los cultivos adicionando 0,1 ml de la suspension bacteriana en la zona apical
conteniendo 2x10 bacterias.
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3. Incubar a 37°C durante 3 horas.

4. Lavar 3 veces con PBS 1X y rellenar nuevamente la zona apical con 0,5 ml de
medio DMEM.

5. Medir nuevamente la TER.

Zonaapical con
monocapa caco-2

Zona basolateral

Sistema transwell

4.4.2. MEDIDA DE LOS FLUJOS UNIDIRECCIONALES APICAL-BASOLATERAL DE D-
MANITOL.

El paso de determinados compuestos, como el radiactivo *H-Manitol, a través de la
monocapa, se emplea para evaluar la integridad de la misma, ya que si ha ocurrido
algun dafio en las uniones intercelulares este dafio permitird el paso del compuesto
radioactivo desde la zona apical del sistema transwell hacia la zona basolateral.

Procedimiento:

1. Extraer los pocillos de las placas transwell que contienen las monocapas de células
diferenciadas y sumergirlos brevemente en un vaso de precipitados con tampdn
modificado de Krebs, a temperatura ambiente.

2. Depositar los pocillos sobre papel de filtro para eliminar el exceso de tampdn y
volver a introducirlos en una placa nueva.

3. Rellenar con tampdn los compartimentos apical y basolateral con 0,5 mly 1,5 ml,
respectivamente.

4. Preincubar unos minutos la placa sobre una fuente de calor a 37°C.

5. Vaciar el compartimento apical y adicionar a cada pocillo, a intervalos de 10
segundos, 0,5 ml de una solucién 0,2 mCi/ml de D-[2->H] manitol.

6. Incubar 15 minutos sobre la fuente de calor y traspasar alicuotas de 300 pl del
compartimento basolateral de cada pocillo, a viales conteniendo 3 ml de liquido
de centelleo. El contaje de la radioactividad se realizd en un contador de centelleo
liguido (1500 Tri-Carb®, Packard, Downers Grove, IL).

Medio de Krebs modificado(mmol/L)
pH7.4

cacl, 2,8

1
1
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4.5. ANALISIS Y PURIFICACION DE PROTEINAS.

4.5.1 OBTENCION DE SOBRENADANTES CONCENTRADOS DE CULTIVOS
BACTERIANOS.

La proteina Sat es una serin proteasa que se procesa en el interior de la célula y es

secretada

al medio extracelular. Para su estudio se obtuvieron sobrenadantes

concentrados de cultivos bacterianos tal como se describe seguidamente.

Procedimiento:

Cultivar la cepa de estudio en matraces de 250 ml de medio LB, en presencia del
correspondiente antibidtico de seleccién, hasta alcanzar una DOggy de 0,5.
Centrifugar los cultivos a 4.500g x10 minutos, a 4°C, y extraer los sobrenadantes.
Esterilizar los sobrenadantes mediante filtracién a través de filtros de 0,22 um de
poro.

Concentrar los sobrenadantes hasta un volumen de 1 ml, mediante filtros
concentradores (Centricon-plus70) con un limite de exclusiéon de 100.000 Daltons.
Distribuir los sobrenadantes en alicuotas y conservar a -80°C hasta su uso.

4.5.2. OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES.

Los extractos celulares se obtuvieron mediante disrupcidn por ultrasonidos segun el
procedimiento descrito por Boronat and Aguilar (1979).

Procedimiento

Cultivar la cepa de estudio en las condiciones que requiera el ensayo.

Sedimentar las bacterias por centrifugacién a 4.500xg a 4°C durante 10 minutos.
Resuspender el sedimento bacteriano en un volumen de solucién tampdn
equivalente a 4 veces su peso humedo. La composiciéon del tampdn varia en
funcién del ensayo.

Someter 1 ml de la suspensién celular a una descarga ultrasénica, a una amplitud
de onda de 12-14 micrones, durante 20 segundos (sonicador MSE, de 150W).
Repetir 4 veces a intervalos de 10 segundos.

Durante el proceso, mantener la muestra sumergida en una mezcla refrigerante
compuesta de agua, hielo y NacCl.

Centrifugar el homogenizado a 12.000xg a 4°C durante 30 minutos.

Separar la fraccion sobrenadante, que constituye el extracto celular o extracto
crudo, y que corresponde a los compartimentos periplasmatico y citosolico.

4.5.3. CUANTIFICACION DE PROTEINAS: METODO DE LOWRY.

La cuantificacidon de proteinas en los extractos celulares y en los sobrenadantes de

cultivos se determiné siguiendo una modificacion del método descrito por Lowry et al.
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(1951) que permite determinar la concentracién de proteinas en el rango de 20-200
pug/ml. Las determinaciones se hicieron por duplicado y a partir de diferentes
diluciones de la muestra problema. El valor de concentraciéon era la media de los
valores obtenidos, siempre que éstos no se diferenciasen de la media en mas de un
10%.

Procedimiento:

1. Preparar diferentes diluciones de albumina (BSA) en el rango 20-200 pg/ml con
NaCl 0,9%. Estas muestras serviran para elaborar la recta patréon.

2. Realizar diferentes diluciones de la muestra problema con NaCl 0,9%.
Preparar alicuotas de 200 ul de cada dilucién patrén y muestra problema.

4. Anadir 200 pl de reactivo alcalino. Agitar y dejar en reposo durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

5. Anadir 800 pl de reactivo de Folin Ciocalteu 0,1 N y agitar vigorosamente.

Reactivo alcalino Folin Ciocalteu

Tartrato sédico 10%  plv % del volumen final de Folin-Ciocalteu 2N
potasico = % del volumen final de H,0 destilada y
CuSo, 0,05% p/v desionizada
05 M
Na,CO, 10%  plv

*Preparar afiadiendo los reactivos en el orden
establecido en su composicién para evitar la formacion
de un precipitado.

4.5.4. CONCENTRACION DE PROTEINAS POR PRECIPITACION.

Cuando los niveles de proteina de los sobrenadantes de los cultivos no eran
suficientemente elevados para realizar los ensayos, éstos se concentraban por
precipitacion con acido tricloroacético (TCA).

Procedimiento:

1. Precipitar las proteinas de la muestra de interés mediante la adicion de TCA al
10%.

2. Incubar a 4°C durante 1 hora como minimo.
Centrifugar las proteinas precipitadas a 16.000 rpm a 4°C durante 30 minutos.

4. Descartar el sobrenadante, lavar las proteinas con acetona fria al 90% vy
centrifugar a 16.000 rpm durante 30 minutos. Repetir el proceso.

5. Descartar el sobrenadante y eliminar la acetona residual por evaporacién a 37 °C.

6. Resuspender las proteinas precipitadas con el tampdén adecuado para cada
experimento.

Toloza L., Tesis doctoral



DN METODOS

4.5.5. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

La determinaciéon de actividades enzimaticas se hizo utilizando métodos
espectrofotométricos o  colorimetros empleando un  espectrofotometro
termostatizado Shimadzu UV 1603 y un espectrometro Tecan Sunsise ™, para la
longitud de onda de 505 nm.

4.5.5.1. Actividad 8-galactosidasa.

La actividad B-galactosidasa se determiné segun el método descrito por Miller (1992).
El método se basa en el incremento de la absorbancia a 420 nm producido cuando la
enzima, expresada por células en medio de cultivo, hidroliza el sustrato O-nitrofenil-p-
D-galactopiranoside (ONPG).

Procedimiento:

Obtener extractos celulares segin Métodos 4.5.2.

Realizar una dilucién 1/100 de los extractos con PBS 1X.

Mezclar 100 pl de la dilucién anterior con 900 pl de tampon Z.

Afadir a la mezcla de reacciéon anterior 200 pl de una solucion de ONPG 4 mg/ml e
Incubar a 28°C durante un periodo maximo de 20 minutos.

5. Detener la reaccién por adicion de 500 ul de Na,CO; 1M. Anotar el tiempo de
reaccion.

P wNPR

6. Determinar la absorbancia de la muestra a 420nm y 550nm.
7. Calcular la actividad enzimatica de los extractos y expresarlos como nmol/min/mg
proteina.

Tampon Z

Na,HPO,
NaH,PO,
KCl
MgSO,
B-mercaptoetanol
Ajustara pH7.0

4.5.5.2. Actividad Serin proteasa Sat.

Para determinar la actividad proteasa de la proteina Sat utilizamos el método de la
p-nitroanilida (Benjelloun-Touimi et al., 1998). Este método utiliza un sustrato artificial
el metoxisuccinil-Ala-Ala-Pro-Val p-nitroanilida que al ser hidrolizado por la proteina a
37°C produce un compuesto cromégeno, cuya formacidén puede ser cuantificada por
medida de la absorbancia a 405nm.
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La reaccion se llevd a cabo en placas multipocillos de 96 pocillos y se utilizd una
concentracion 0,1mM del sustrato en el tampdn de reaccidn, cuya composicién se
describe a continuacién:

Tampon de reaccion pH7.2
0,1M
0,2M

0,01mM

Procedimiento:

1. Diluir con tampdn de reaccidn hasta un volumen final de 200 ul, alicuotas de los
sobrenadantes concentrados (Método 4.5.1) conteniendo 200 pg de proteina
total.

Adicionar 10 pl del sustrato preparado con tampén de reaccién.

Incubar a 37°C durante 18 horas.

Determinar la DOsggs.

vk wN

Determinar en igualdad de condiciones (control negativo) sobrenadantes
previamente incubados, durante 30 minutos, con una concentracion 1 mM del
inhibidor de proteasas, PMSF.

6. Expresar la actividad enzimatica en pmoles/pug de proteina, considerando que el
coeficiente de extincion molar (€) del compuesto sintético (p-nitroanilida) es:

€=8800Mxcm™

4.5.6. SEPARACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA.

4.5.6.1 Electroforesis Monodimensional.

Se realizaron electroforesis monodimensionales en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (PAGE-SDS) (Laemmli, 1970). Esta técnica se utiliza para separar
proteinas en funcién de su masa molecular. Las proteinas en presencia del detergente
aniénico SDS son desnaturalizadas y cargadas negativamente por lo que migran hacia
el dnodo en un campo eléctrico.

Para romper las interacciones no covalentes y los puentes disulfuro que pueden
formar las proteinas, previo a su aplicacién en el gel, se adiciona a las muestras el
tampodn de carga, que entre otros componentes contiene SDS y B-mercaptoetanol
como agente reductor. Seguidamente, se incuban las muestras a 95°C durante 5
minutos para que ocurra el proceso de desnaturalizacion.

En este trabajo se han utilizado geles con un porcentaje de acrilamida entre 8-12% en
funcién del peso molecular de la proteina de interés. Para la preparacion de los geles
se empled el kit Mini PROTEAN® 3 Electrophoresis cell (Bio-Rad).
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Como marcador de peso molecular se ha utilizado el BENCHMARK™ Prestained Protein
Ladder (Invitrogen) formado por una mezcla de proteinas de masa molecular
comprendida entre 9.3 y 172.6 kDa. Para los geles tefiidos tanto por nitrato de plata
como por Sypro® Ruby Protein Gel Stain se utilizo6 como marcador de proteinas el

BENCHMARK™ Protein Ladder (Invitrogen) que abarca un intervalo comprendido entre
10 y 220kDa.

La composicion de las soluciones utilizadas se muestra a continuacion:

Gel apilador Tampon de carga para proteinas (4x)

Tris-HCl pH 6.8 0,13M Tris-HCl pH 6.8 0,25M
ElNE * O
Acrilamida:Bi ilami 7.5:1 9
crilamida:Bisacrilamida (37.5:1) 4% m 40%
TEMED 0,075%(v/v)
Azul de bromofenol 0,08% (p/v)

Gel separador

Tampon de electroforesis

0,375M Tris-HCl pH 8.3 25mM
Acrilamida:Bisacrilamida (37.5:1) 8-15% _ 0,1%

La electroforesis se realiza a temperatura ambiente y se aplica un voltaje de 20 mA
por cada gel de 0.75mm de grosor. Las proteinas se visualizan mediante tincidon con
azul brillante de Coomassie, colorante que permite detectar bandas proteicas a partir

de 1 pg. Los geles pueden ser deshidratados al vacio mediante un desecador SCIE-PLAS
Gel Dryer Model GD4534.

Procedimiento de tincion con azul de Coomassie

1. Separar el gel de los vidrios utilizados para la electroforesis.

2. Sumergir el gel en la solucién de tincion. Mantener en agitacion durante 10
minutos.

3. Desteiiir el gel sumergiéndolo secuencialmente en la solucién | y I, mediante
agitacion, durante 20 minutos.

4. Depositar el gel sobre papel de filtro y deshidratarlo al vacio.
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L Tincion JSoluciinl L Solucionl

Acido acético glacial:Metanol:Agua destilada 1:5:5 1:5:5 1:1:18

Azul brillante de Coomassie 0,10% - --

En algunos casos las bandas fueron reveladas mediante tincién con nitrato de plata
(PlusOne Silver Staining Kit, GE Healthcare) o Sypro® Ruby Protein Gel Stain (Molecular
Probes), siguiendo la instrucciones de cada fabricante. En otros casos, los geles se

procesaron para posterior inmunodetecciéon por blot (Método 4.5.7).

4.5.6.2 Electroforesis bidimensional.

La electroforesis bidimensional (2D) es una técnica que permite analizar mezclas
complejas de proteinas. La separacion se hace en dos etapas consecutivas. En la primera
etapa, o dimensidn, las proteinas son separadas en funcién de su punto isoeléctrico (pl) a
lo largo de un gel con gradiente de pH. Cada proteina avanza bajo la accién del campo
eléctrico hasta alcanzar un valor de pH igual a su punto isoeléctrico. En una segunda
etapa o dimensidn, las proteinas son separadas entre si en funcién de su masa molecular,
en un gel de SDS-PAGE.

Procedimiento:

1. Preparar las muestras a analizar en tampdn de rehidratacién (RHB). La cantidad de
proteina de la muestra aplicada puede variar de acuerdo con su procedencia y
naturaleza.

2. Aplicar la muestra (125 pl) en una tira de IPG (Immobilized pH Gradiente) (Bio-
Rad) de 7 cm, de diferentes rangos de pH segln cada experimento. Cubrir la tira
con aceite mineral e hidratar a 20°C durante 12-16 sobre la placa Peltier (Bio-Rad).

3. Desarrollar el isoelectroenfoque utilizando el sistema Protean IEF-Cell (Bio-Rad),
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.

4. Sumergir seguidamente la tira IPG en un tampdn de equilibrado 1 durante 15
minutos.

5. Incubar la tira en el tampdn de equilibrado 2 durante 15 minutos mas.

6. Aplicar la tira equilibrada a un gel de poliacrilamida (el porcentaje de acrilamida
varia segun el experimento) y sellar el gel con solucién de agarosa.

7. Visualizar las proteinas mediante métodos de tincion adecuados o por
inmunodeteccidn.
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Tampon de equilibrado 1

Tampon de equilibrado 2

LY 0375M
130m S
B ' ECs
BEEER % O 0%y
B~ EET— 2o

Tampon de rehidratacion (RHB)

Solucion de agarosa

4.5.7. ANALISIS DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT.

Esta técnica permite detectar proteinas presentes en muestras bioldgicas mediante el
empleo de anticuerpos especificos. El anticuerpo primario especifico para Sat fue
fabricado por GenScript: Anticuerpo policlonal de conejo, dirigido contra un péptido
inmunogénico perteneciente a la fraccidn catalitica.

Procedimiento:

1. Someter la muestra a una separacion electroforética.

Transferir las proteinas a una membrana HyBond-P Polyvinylidene Difluoride
(PVDF) (GE Healthcare) a 4°C en un aparato de transferencia Bio-Rad
MiniTransblot Cell (Bio-Rad), con tampoén de transferencia durante lhora 40
minutos a 400mA vy en constante agitacidn.

3. Bloquear la membrana con solucién de bloqueo (PBS-Tween-20 al 0,05% y leche
desnatada al 5%) a temperatura ambiente durante 40 minutos como minimo.

4. Incubar la membrana con el anticuerpo primario especifico (diluciéon 1/5000) para
la proteina de interés a 4°C durante 12-16 horas. Diluir el anticuerpo en la misma
solucidn de bloqueo. La dilucién del anticuerpo puede variar segun su pureza y
especificidad.

5. Eliminar el exceso de anticuerpo primario, lavando la membrana con solucion de
lavado (PBS-Tween, 0,1%) durante 4 minutos, 4 veces.

6. Incubar la membrana con el anticuerpo secundario, conjugado a peroxidasa. Diluir
el anticuerpo en solucién de bloqueo (dilucidn 1/15.000).

7. Eliminar el exceso de anticuerpo secundario lavando la membrana durante 4
minutos, 4 veces.

8. Finalmente, detectar el complejo proteina-anticuerpo por el kit ECL™ Plus Western
blot Detection System (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Tampon de transferencia

0,2M

4.5.8. OBTENCION DE VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA.

Las vesiculas de membrana externa (outer membrane vesicles, OMVs) son liberadas al
medio extracelular desde donde se pueden aislar segin el protocolo descrito por
Kadurugamuwa and Beveridge (1995). A partir de sobrenadantes de cultivos
bacterianos filtrados, las proteinas y vesiculas del sobrenadante son concentradas y las
vesiculas son separadas a través de procesos de ultracentrifugacién.

Procedimiento:

Cultivar la cepa a estudiar en el medio de interés segun el experimento a realizar.
Recoger las bacterias por centrifugaciéon a 4.500xg, 10 minutos a 4°C y reservar el
sobrenadante, descartando las bacterias.

3. Esterilizar los sobrenadantes mediante filtracion a través de filtros de 0,22 um de
poro.

4. Concentrar los sobrenadantes hasta un volumen de 3 ml, mediante filtros
concentradores (Centricon-plus70) con un limite de exclusién de 10.000 Daltons.
Una parte de este concentrado fue precipitado por TCA para él andlisis de
Western blot.

5. Ultracentrifugar los sobrenadantes concentrados a 150.000xg durante 3 horas a
4°C.

6. Recoger el sobrenadante que corresponde a las proteinas solubles secretadas al
medio.

7. Resuspender el sedimento de que corresponde a la fraccién de vesiculas, en
tampdn TBS para volver a centrifugar.

8. Las fracciones de vesiculas obtenidas fueron resuspendidas en Tris-HCL 20 mM
pH 7,2.

4.5.9. IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Después de la electroforesis y la visualizacién de proteinas mediante el método de
tincion adecuado, se recortaron las bandas o spots de interés y se enviaron a la
Plataforma de Protedmica en el Parc Cientific de Barcelona para su posterior
identificacion.
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Procedimiento:
Digestion en gel.

Primeramente se realizd una limpieza de la muestra con tampdn de bicarbonato de
amonio (25mM NH4HCOs) y acetonitrilo. A continuacién, la muestra fue sometida a
reduccién (DTT 10mM; 30 minutos, 56°C) y alquilacién (iodoacetamida 55mM; 21°C,
15 min, en oscuridad). Finalmente las muestras se digirieron con tripsina porcina
(Tripsina Gold, Promega; 80 ng/muestra; 37°C, O/N, 12horas, en el robot automatico
Investigator Progest (Genomic Solutions)). Los péptidos resultantes fueron extraidos
de la matriz del gel mediante acido féormico al 10% y acetonitrilo, y fueron llevados a
sequedad mediante el sistema speed vac.

Andlisis por LC-MS/MS.

Los péptidos extraidos de las muestras resultantes del experimento de cross-linking
con formaldehido fueron analizados por cromatografia liquida combinada con
espectrometria de masas (Cap-LC-nano-ESI-Q-TOF) (CapLC, Micromass-Waters). Los
datos generados en archivos PKL fueron enviados para su andlisis en las bases de datos
en un servidor MASCOT.

Para el resto de experimentos, la identificacion de los péptidos se realizé mediante un
sistema de HPLC nanoAcquity (Waters) acoplado a espectrometro de masas
OrbitrapVelos (Thermo Scientific). Mediante el analisis del archivo generado raw data
se realizé la identificacion a través del software Proteome Discoverer (v.1.2.0.208) y el
motor de busqueda Sequest.

4.6. COLONIZACION DEL TRACTO GASTROINTESTINAL DE RATONES CON
CEPAS BACTERIANAS.

Para estudiar el efecto in vivo que la expresion de la proteina Sat de la cepa probidtica
EcN ejerce sobre la capacidad de colonizacion intestinal, se administraron por via
orogastrica suspensiones bacterianas de la cepa EcN estreptomicina resistente y del
mutante knockout (EcNsat::cm) estreptomicina resistente a ratones machos CD-1, de
5-8 semanas de edad.

Después del tratamiento se determind el nimero de bacterias de cada cepa, en las
heces y en el mucus intestinal de los ratones.

Con el fin de aumentar la eficiencia de la infeccidén, previamente los ratones eran
tratados con estreptomicina para eliminar los microorganismos anaerobios facultativos
de la microbiota, que competirian con las cepas administradas (Leatham et al., 2009).
Ademads, previa infeccidn, las heces de los ratones eran analizadas para descartar la
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presencia de flora intestinal resistente a estreptomicina. Para el caso de estudios de
expresion de fusiones de promotor, el procedimiento anterior fue modificado
cambiando el antibiético por ampicilina.

El procedimiento utilizado para este estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Experimentaciéon Animal del Departamento de agricultura, ramaderia y pesca, de la
Generalitat de Catalunya, con el nimero de orden DAAM6585.

Procedimiento de inoculacidn:

1. Adicionar 5 g/l de estreptomicina o ampicilina (segun el experimento) en el agua
de bebida de los ratones 24 horas antes de la infeccidn.

2. Retirar el alimento de las jaulas durante 3 horas previa infeccidn.
Administrar a los ratones, mediante sonda orogastrica, 200ul de las
correspondientes cepas bacterianas resuspendidas en PBS, conteniendo 1x10°
UFC/ml.

4. Distribuir los ratones en sus jaulas reponiendo el alimento y manteniendo el
antibidtico en el agua de bebida durante todo el proceso.

Procedimiento de obtencion y tratamiento de heces

1. Agrupar y mantener los ratones durante 18 dias después de la infeccidn en sus
correspondientes jaulas.

2. Separar los ratones en jaulas individuales durante 3 horas, cada dos dias, a lo
largo de estos 18 dias, privados de agua y alimento.

3. Recolectar las heces de manera individual para cada ratén en tubos de ensayo
previamente tarados y determinar su peso.

4. Homogenizar las heces en medio minimo en una proporcion de 1g/10 ml de SM,
mediante agitacién y la ayuda de una varilla de cristal.

5. Realizar diluciones seriadas y sembrar alicuotas de 100 pl en placas de LB
conteniendo respectivamente los antibidticos de seleccion: estreptomicina y
rifampicina para EcN, y estreptomicina, rifampicina y cloramfenicol para el
mutante knockout.

Procedimiento de obtencion y tratamiento del mucus intestinal

1. Sacrificar los ratones, transcurridos 18 dias de la infeccidon (para estudios de
colonizacion) y 4 dias (para estudios de expresidn del promotor) mediante asfixia
por CO,. Diseccionar los animales para extraer el tejido intestinal.

2. Lavar 3 veces la luz del tracto intestinal con 10 ml de PBS, mediante una jeringa.
Cortar una porcién de 3 cm del ileon distal y otra porcidn del colon, de las zonas
mas préximas al ciego.

4. Depositar los tejidos sobre un cristal y con un portaobjetos raspar su superficie
para extraer el mucus.

5. Transferir el mucus a tubos eppendorf estériles, previamente tarados, y
determinar su peso. Mantener los tubos en hielo.
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6. Resuspender el mucus en 1 ml de medio SM y proceder al recuento.

4.7. TECNICAS DE MICROSCOPIA.
4.7.1. TINCIONES DE CELULAS Y VESICULAS.
4.7.1.1 Tincién de Gram para células bacterianas.

La tinciéon de Gram se aplica principalmente para identificar las bacterias en dos grupos
segln la composicién de su pared celular: gram-positivos y gram- negativos.

La tincién de Gram requiere agua desionizada y cuatro soluciones diferentes: un
colorante basico (cristal violeta), un mordiente (lugol), un decolorante (alcohol o una
mezcla de alcohol y acetona) y un colorante de contraste (safranina).

Un mordiente es una sustancia que incrementa la afinidad entre la célula y el
colorante y por tanto mejora la fijacion del colorante a la célula.

El colorante de contraste es un colorante basico con un color distinto al del primer
colorante empleado. Se utiliza para tefir las células que no han retenido el primer
colorante después de ser destenidas con alcohol.

Procedimiento:

Cultivar las células bacterianas en las condiciones de interés.

Para cultivos sélidos, poner una gota de agua en el portaobjetos, transferir una
pequefia cantidad de cultivo con el asa de Kolle estéril y extender la suspension.
Para cultivos liquidos poner dos o tres gotas de cultivo con el asa en el
portaobjetos y extender.

3. Sujetar el portaobjetos a un extremo con una pinza y fijar la preparacién pasando
el portaobjetos rapidamente por la llama de Bunsen diversas veces hasta que se
observe que la preparacion este completamente seca.

4. Empezar la tincidn cubriendo la muestra con el colorante cristal violeta durante 1

minuto. Lavar con agua.

Cubrir la muestra con lugol durante 1 minuto. Lavar con agua.

Decolorar con etanol (10-20 segundos). Lavar con agua.

Tefir con safranina durante 1 minuto. Lavar nuevamente con agua.

Secar la preparacion.

Lo N Ww

Analizar las preparaciones mediante microscopia.

4.7.1.2 Tincion de Giemsa para células eucariotas y bacterias.

La tincién de Giemsa es una de las tinciones derivadas de la tincion de Romanowsky. El
colorante esta constituido por azul de metileno, eosina y varios azules en solucién
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acuosa y es utilizada generalmente para tincidén de frotis sanguineos ya que es capaz
de tefiir de diferentes tonalidades las estructuras celulares. El nucleo se observa de un
color azul intenso mientras que el citoplasma de un azul claro. Esta técnica también
permite identificar bacterias coloreadas de color azul intenso.

Procedimiento:

1. Fijar las células con 0,2 ml de metanol al 70% (v/v) durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

2. Aspirar el metanol y tefiir con el colorante Giemsa diluido al 10% durante 15
minutos.

3. Lavar con abundante agua destilada hasta que el sobrenadante se vea limpio y sin
restos de colorante.

4. Secar la preparacién y observar en microscopio dptico con aceite de inmersion.

Stock Giemsa concentrado Giemsa 10%

| Giemsa  NEEELENEN  Giemsastock [RNELEY
| Glicerol NECIUNN  Gicerol  [EELEY
| vetarol  JECLUNE T Vewno  [EVEY

Diluir el colorante en metanol y calentar a 60°C, agregar el glicerol y filtrar.

4.7.1.3 Tincion negativa para observacion de vesiculas.

La tincidon negativa se basa en la observaciéon de la muestra por adicién de metales
pesados, que tienen la capacidad de ocupar las regiones hidratadas de la superficie y el
interior de la muestra pero no se une a esta.

Procedimiento:

Preparar una rejilla con 15 pl de la muestra a observar y dejar secar.
Depositar 50 ul de H,0 dejar secar

3. Incubar la rejilla con 50 pl de acetato de uracilo durante un minuto, retirar el
exceso de colorante y guardar en un desecador, hasta el momento de la
observacién al microscopio.

4.7.2. VISUALIZACION DE PROTEINAS, FUSIONADAS A GFP POR MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA.

La expresidn de las fusiones transcripcionales de sat al gen reportero gfp fue analizada
utilizando un microscopio de fluorescencia (Modelo Leica D1000), a una longitud de
excitacion de 460-470nm.
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Procedimiento:

1. Recoger las bacterias crecidas en fase exponencial en diferentes medios de cultivos
(LB, DMEM o SM-glucosa) y a diferentes temperaturas (25°C y 37°C). Las bacterias
también podian ser aisladas de heces o raspado de mucus de ratones infectados.
Centrifugar las bacterias a maxima velocidad a 12.000 rpm durante 2 minutos.
Depositar el pellet bacteriano entre un portaobjeto y cubreobjeto.

4. Visualizar las muestras directamente en el microscopio de fluorescencia.

4.8. PREPARACION Y ANALISIS DE DNA.

Se siguieron los protocolos estandar descritos por Sambrook and Russell (2001).

4.8.1 OBTENCION DE DNA GENOMICO.

Para la obtencion de DNA gendmico se ha utilizado el kit comercial Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega). La obtencién del DNA gendmico fue efectuada
partiendo de 2 ml de cultivo de la cepa de interés, en fase estacionaria, siguiendo el
protocolo recomendado por la casa comercial para bacterias gram-negativas.

4.8.2 OBTENCION DE DNA PLASMIDICO.

Para obtener DNA plasmidico a pequefia y media escala se utilizaron respectivamente,
el kit Wizard" Plus SV Minipreps DNA Purification System y el kit Wizard™Plus SV
Midipreps DNA Purification System (Promega), tal como se describe en el protocolo de
la casa comercial.

4.8.3. DIGESTION ENZIMATICA DEL DNA.

La digestidn del DNA se llevé a cabo mediante enzimas de restriccidn siguiendo las
indicaciones de las casas comerciales y utilizando tampones especificos para cada
enzima. Se recomienda la utilizacién de 1U de enzima por 1 pug de DNA, incubando
como minimo durante 1 hora a la temperatura adecuada para cada enzima. Las
endonucleasas de restriccion utilizadas en este trabajo son termosensibles por lo que
se inactivaron a 65°C durante 15 minutos.

Los productos de la reaccién se comprobaron mediante electroforesis en geles de
agarosa.

4.8.4. LIGACION DE FRAGMENTOS DE DNA.

La reaccion de ligaciéon consiste en la unién de los fragmentos de DNA mediante una
reaccién enzimatica. Se utiliza DNA ligasa del bacteriéfago T4, enzima que cataliza la
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formacién de enlaces fosfodiéster entre los grupos 5’-fosfato y el grupo 3’-hidroxilo
terminales de fragmentos de DNA, en presencia de ATP y Mg**.

Procedimiento:

1. Preparar convenientemente tanto el vector como el inserto para la ligacién
(digestidn).

2. Determinar la concentracién de vector e inserto.
Preparar la reaccidn de ligacidn segun las siguientes proporciones:

Mezcla de reaccion

DNA vector variable™”
DNA inserto variable”
T4 DNA ligasa 1U

Tampodn de ligacion 1x

WNormalmente 100ng
@)La cantidad de inserto a ligar se calcula segun la siguiente férmula:

ng vector 02 inserto
X relacion molar ——

tamaio del vector (Kb) vector

ng inserto = tamaifo de inserto(kb) X

(Habitualmente se utilizd una relacién molar vector: inserto de 1:3)

4. Incubar la mezcla de reaccion durante toda la noche a temperatura ambiente.

4.8.5. REACCION DE LA POLIMERASA EN CADENA (PCR).

La técnica de PCR desarrollada en 1983 por Kary Mullis y posteriormente publicada por
Saiki et al. (1985), se utiliza para amplificar fragmentos de DNA a partir de un DNA
molde. La regién de DNA a amplificar queda limitada por la secuencia de los dos
oligonucleétidos utilizados que son complementarios a cada una de las cadenas de
DNA. Estos oligonucledtidos funcionan como cebadores para la sintesis del DNA por la
DNA polimerasa.

La secuencia de los cebadores utilizados depende del fragmento que se desea
amplificar. De forma general, los cebadores han de ser especificos, deben de tener de
18 a 25 nucledtidos, presentar entre 50-70% de residuos G/C y no formar dimeros o
estructuras secundarias. En algunos casos, para facilitar la clonacién dirigida del
fragmento de PCR, los cebadores contenian en su extremo 5’, la secuencia especifica
de reconocimiento para una enzima de restriccién.

Se utilizan polimerasas termoestables. En este trabajo se ha utilizado de forma general
la tag Biotools DNA Polymerase (Biotools), excepto cuando se requeria una alta
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fidelidad o que los fragmentos de DNA amplificados tuviesen los extremos romos; en
estos casos se utilizdé la Pfu Turbo™ DNA Polymerase (Stratagene). Las reacciones de
PCR son muy susceptibles al tipo de DNA molde utilizado, asi como a la concentracidn
de Mg2+, cebadores y dNTPs. Por este motivo, no existe un protocolo generalizado,
sino que cada reaccién necesita ser puesta a punto. Basicamente se siguié el protocolo
descrito por Sambrook and Russell (2001).

Procedimiento:

Preparar la mezcla de reaccién en tubos de 0,5 ml de capacidad y colocar en el termociclador.

Mezcla de reaccion

>
mg** 1,5-4 mM

W 2ng de DNA gendmico, 50ng de DNA plasmidico o una colonia bacteriana.

@ Siempre y cuando no estuviese incluido en el tampdn de reaccion.

) Volumen final de 100ul para la obtencidon de fragmentos de DNA y 20ul para el
andlisis de clones recombinantes.

1. Desnaturalizar el DNA molde a 94°C (1 minuto para DNA plasmidico y 5 minutos
para DNA gendmico libre o si se utiliza directamente colonia bacteriana).
2. Aplicar un numero variable de ciclos (20-30) con los siguientes pasos:

i Desnaturalizacién del DNA: 94°C, durante 45 segundos.

ii. Unidn de los cebadores: 45 segundos a la Tm dptima (especifica para
cada pareja de cebadores).

iii. Extension: 72°C durante el tiempo necesario (1 minuto por cada 1Kb
excepto cuando se utiliza la enzima Pfu (enzima altamente
termoestable) que amplifica 1Kb cada 2 minutos aproximadamente).

3. Aplicar un udltimo ciclo de extensién durante 10 minutos y a 72°C.
4. Purificar el DNA obtenido.

Las reacciones se realizaron en dos modelos diferentes de termociclador: Eppendorf
Mastercycler 5330 (Eppendorf) y MiniCycler™ (MJ Research).
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4.8.6. OBTENCION DE FRAGMENTOS DE DNA.

La técnica de PCR se utilizé para la obtencién de fragmentos de DNA que
posteriormente fueron clonados en diferentes plasmidos. Para comprobar que
durante el proceso de amplificacién la DNA polimerasa no hubiese introducido
mutaciones, todos los fragmentos obtenidos mediante esta técnica fueron
secuenciados (Método 4.8.8).

4.8.7. SELECCION DE CLONES RECOMBINANTES.

La técnica de PCR también permite la seleccién de clones recombinantes que
provienen de la ligacidn entre un fragmento de DNA y un vector de clonacidn. Para ello
se puede utilizar una pareja de cebadores pertenecientes al vector de clonacién, o
bien, un cebador del vector y otro del fragmento clonado.

Esta técnica no requiere la obtencidn previa del DNA plasmidico recombinante, ya que
es posible llevarla a cabo directamente utilizando colonias bacterianas.

4.8.8. SECUENCIACION AUTOMATICA DEL DNA.

Para la secuenciacion automatica de los fragmentos de DNA se ha seguido el protocolo
descrito en el kit ABI Prism Big Dye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.1
(PE Biosystems). En este sistema, se afiaden cuatro ddNTPs a la mezcla de PCR, dénde
cada ddNTPs estd marcado con un fluoréforo que emite a diferente longitud de onda.
La fluorescencia incorporada a las cadenas de DNA sintetizadas fue determinada por el
secuenciador 377 DNA Sequencer, ABI Prism de Perkin EImer (Serveis Cientifico-técnics
de la Universidad de Barcelona).

Condiciones de PCR

Mezcla de reaccion

1 min 30 seg Mix terminator (Kit) 1.5ul
30 seg Oligonucleétidos (10nM)  ECRTTRET L))
30 seg DNA a secuenciar 0.5pug
4 min H,0 desionizada csp 10pl
(Paso 2 a 4)

4.8.9. RESOLUCION Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA.

4.8.9.1. Separacion de fragmentos de DNA en geles de agarosa mediante
electroforesis.

La electroforesis en geles de agarosa permite la separacion de fragmentos de DNA en
funcién de su tamarfio. EIl DNA es una molécula cargada negativamente y se desplaza
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hacia el anodo en la matriz de agarosa al aplicar una corriente eléctrica. La
concentracion de agarosa del gel determina la resolucién de los fragmentos de DNA a
separar. La movilidad del DNA es inversamente proporcional al logaritmo de su
tamafio. En este trabajo se han utilizado geles de agarosa preparados al 1% (p/v).

La visualizacion de los fragmentos de DNA se ha llevado a cabo mediante la
incorporacién de bromuro de etidio (1 pg/ml; Sigma Aldrich) al gel de agarosa y la
posterior deteccion en un transiluminador con luz UV. Como marcador de tamafio se
utilizé DNA del fago A digerido con Hindlll (MBI Fermentas) para bandas mayores de 2
Kb, o el marcador de 100 pb (Invitrogen Life Technologies) para tamafios inferiores.

Antes de aplicar las muestras se les adicionaba tampdn de carga que contiene glicerol
y que aporta la densidad adecuada para depositarlas en los pocillos del gel. Ademas,
contiene un colorante que permite seguir el frente de la electroforesis. La
electroforesis se desarrollé a 80-90V y a temperatura ambiente.

Tampon de electroforesis (TAE 50x) Tampoén de carga

v CECE
Acido acético glacial Y Azul de bromofenol 5%

EDTA 50mM
Ajustar pH a 8.0

4.8.9.2. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Las bandas de interés separadas en un gel de agarosa eran recortadas y el DNA
purificado con el QIAquick™ Gel Extraction Kit (QIAGEN) siguiendo el protocolo
descrito por la casa comercial.

4.8.9.3. Purificacion de fragmentos de DNA obtenidos por PCR.

Para eliminar los cebadores, nucledtidos, sales y DNA polimerasa de los fragmentos de
DNA amplificados por PCR se empleaba el kit QIAquick™ PCR Purification Kit (QIAGEN),
tal como describe el fabricante.

4.8.10. CONSTRUCCION DE MOLECULAS HiBRIDAS DE DNA (OBTENCION DE DNA
RECOMBINANTE).

El primer paso consiste en la obtencién del vector de clonacién y del inserto que se
desea clonar. El inserto puede obtenerse mediante la técnica de PCR o por digestion a
partir de otro plasmido recombinante y posterior purificacién. A continuacidn, inserto
y vector, deben ser digeridos con las enzimas de restriccion adecuadas para la
obtencidon de moléculas con extremos compatibles. Seguidamente se procede a la
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ligacion de ambos DNAs por accion de la T4 DNA ligasa (Fast-Link™ Ligase) y
posteriormente, el producto de ligacidn es introducido en células de E. coli
competentes preparadas a partir de la cepa adecuada. Entre las colonias crecidas en
placas de seleccién, se identifican los clones recombinantes mediante PCR y
posteriormente se aisla el DNA plasmidico para su posterior analisis.

4.9 CARACTERIZACION DE PROMOTORES.
4.9.1. FUSION DE PROMOTORES AL GEN lacZ.

La fusién de promotores al gen lacZ es una técnica que permite estudiar la regulacién
de la transcripcién de genes. Mediante esta técnica es posible analizar la expresion del
gen o genes en estudio a través de la expresidon del gen marcador lacZ, que codifica la
enzima B-galactosidasa, cuantificable mediante un ensayo sencillo y sensible.

En este trabajo, se procedié a obtener fusiones del promotor del gen sat al gen lacZ
d(sat-lacZ) con la finalidad de estudiar in vitro la expresion del gen en condiciones que
simulen las del tracto gastrointestinal. En primer lugar se obtuvieron las fusiones de
promotor en forma de multicopia en los vectores de la familia pRS (Simons et al.,
1987) y a continuacidn se transfirieron al genoma de diferentes cepas Alac en forma
de monocopia (Elliott, 1992).

4.9.1.1 Obtencion de la fusion de promotor sat-lacZ en vector multicopia.

El vector utilizado para obtener la fusidon del promotor sat al gen lacZ (Pp(sat-lacZ))
pertenece a la familia pRS descrita por Simons et al. (1987). En concreto se utilizé el
plasmido multicopia pRS551.

El fragmento de DNA correspondiente al promotor de Sat (-939 a +60, posiciones
respecto al ATG) fue amplificado mediante PCR, utilizando una pareja de cebadores
gue incorporaban las dianas para las endonucleasas de restriccion BamH! y EcoR! en
sus respectivos extremos 5. De esta forma se facilitaba la posterior clonacién que
podia realizarse de forma dirigida. El plasmido recombinante fue secuenciado para
descartar mutaciones introducidas durante el proceso de amplificacion.
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Construccidn de la fusion del promotor del gen sat en el pldasmido pRS551.
4.9.1.2 Transferencia de fusiones de promotor al genoma bacteriano.

Las ¢p(sat-lacZ) fueron transferidas de plasmido a genoma bacteriano segun el método
descrito por Elliott (1992). En primer lugar la fusién se transfirié al genoma de la cepa
TE2680 para a continuaciéon, mediante un lisado P1, transferirla a la cepa en cuyo
fondo gendmico se queria estudiar la actividad promotora.

La cepa TE2680 contiene una mutacién en el gen recD. La deficiencia del gen recD
permite una eficiente recombinacién de DNA lineal con regiones homdlogas presentes
en su cromosoma. En concreto, la cepa TE2680 contiene, insertado a nivel del operdn
triptéfano, el gen de resistencia al antibiético cloramfenicol, flanqueado en 5’ por el
gen de resistencia a kanamicina (aunque con una mutaciéon que produce un fenotipo
kanamicina®) y en 3’ por los genes lacZ y lacY. De esta forma, cuando se transforma la
cepa TE2680 con DNA de un plasmido recombinante derivado de pRS551, previamente
linealizado, se produce la recombinacién homéloga entre los genes kan y lacZ del
plasmido y del cromosoma bacteriano, de manera que el gen de resistencia a
cloranfenicol es sustituido por la fusion de promotor presente en el vector. La
seleccion de las cepas recombinantes se lleva a cabo analizando su fenotipo segun la
siguiente pauta:

Kanamicina®: Las cepas recombinantes son resistentes al antibidtico kanamicina ya que
el gen kan mutado presente en la cepa TE2680 ha sido sustituido por el gen funcional
procedente del plasmido pRS.

Cloramfenicol®: Puesto que el gen que codifica la resistencia al antibidtico
cloramfenicol se ha perdido al producirse la recombinacion homéloga, las cepas
recombinantes son sensibles a este antibiético.
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Ampicilina®: Las cepas recombinantes son sensibles al antibiético ampicilina ya que el
gen bla presente en el plasmido pRS551 no recombina.

Hemos tenido en cuenta que todas las cepas portadoras en su genoma de la ¢(sat-
lacZ) presentaban auxotrofia para triptéfano, ya que la construccion se localiza
interrumpiendo la regién cromosdémica donde se localizan los genes implicados en la
biosintesis de este aminoacido.

Para la obtencion de la fusidn monocopia, primeramente se linealizd el DNA del
plasmido que contiene la ¢(sat-lacZ) con la endonucleasa de restriccion Xhol. La
secuencia reconocida por esta enzima de restriccion estd situada fuera de la region
delimitada por los genes kan y lacZ (la regién donde ha sido clonado el promotor
objeto de estudio y que ha de recombinar con el cromosoma de la cepa TE2680). Se
transformé la cepa TE2680 con el DNA lineal (Método 4.1.3.1) y se sembré en placas
de LB-kanamicina. Se comprobd el fenotipo de las colonias recombinantes en placas
conteniendo ampicilina y cloramfenicol. Se seleccionaron colonias con fenotipo
kanamicina®, cloramfenicol®, ampicilinas. A partir de una de estas colonias se realizé un
lisado P1 (Método 4.1.4.1) para poder transferir la fusidon a la cepa en cuyo fondo
gendmico se pretendia estudiar la actividad del promotor, concretamente en las cepas
EcN AlacZ y MC4100.

4.9.2. FUSION DE PROMOTORES AL GEN gfpmut3.2.

Para estudiar la expresion de sat en modelos in vivo se clond el promotor de este gen
en un plasmido de la serie PFU. Esta serie de plasmidos contienen un polilinker con
multiples dianas de restriccion y se diferencia en el gen reportero. En este caso se
utilizé el plasmido pFU34, que lleva como marcador el gen de resistencia a ampicilinay
como gen reportero el gen gfpmut3.1. Este gen expresa una versiéon mutada de la
proteina Green fluorescent protein (GFP) que emite mas fluorescencia que la proteina
no mutada, adecuada para el andlisis en células bacterianas (Uliczka et al., 2011).

El promotor amplificado correspondié a un fragmento de 349 pb por delante del coddn
ATG, conteniendo en sus extremos las dianas de restriccion para las enzimas BamH| y
Sall respectivamente.
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Fusion del promotor de sat, en el plasmido PFU34 para expresion de la proteina GFP.
Procedimiento:

Amplificar la regidn promotora de sat por PCR.

Purificar el fragmento amplificado con el kit Qiagen.

Digerir el inserto y el vector con las dos enzimas de restriccién seleccionadas.
Inactivar las enzimas por incubacién a 65°C durante 15 minutos.

vk N e

Purificar los productos de digestion y proceder a su ligacién utilizando el kit

Fastlink

6. Transformar la cepa de E. coli XL1-Blue con el producto de la ligacidn e incubar en
placas de LB-Ampicilina.

7. Seleccionar las colonias que contienen el plasmido recombinante mediante PCR.

8. Obtener el DNA plasmidico y secuenciar.

4.10. FORMACION DE BIOFILMS.

Biofilms o biopeliculas puede ser definido como una comunidad de microorganismos
unidos de forma irreversible a una superficie y que producen una sustancia polimérica
extracelular exhibiendo un estado metabdlico alterado comparado con el crecimiento
plancténico. (Lindsay and von Holy, 2006).

Este método de crecimiento aumenta la obtencidn de nutrientes favoreciendo la
colonizacidén, permitiendo la cooperacién entre las cepas bacterianas y aportando
proteccion frente a los mecanismos de defensa del huésped o a sustancias
antimicrobianas (Jefferson, 2004)

En este trabajo se evalio la capacidad productora de biofilms entre las cepas
probidticas EcN y EcNsat::cm.

La formacion de biofilms en este trabajo se estudié en presencia o ausencia de mucina
Tipo Il (Sigma) para evaluar si la presencia de este compuesto aumenta la adherencia
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bacteriana a células Caco-2. Para ello se incubaron las células Caco-2 a confluencia de
90% con una solucién de PBS1X en presencia o ausencia de mucina a 0.5 mg/ml
durante 1 hora a 37°C previo a la infeccién bacteriana. En el caso de superficies
abidticas la mucina fue adicionada directamente sobre los soportes a estudiar a igual
concentracion, temperatura y tiempo a los anteriormente sefialados.

4.10.1 FORMACION DE BIOFILMS EN SUPERFICIES ABIOTICAS.
Para evaluar la formacién de biofilms en superficies abidticas utilizamos:

Placas de poliestireno de 96 pocillos (Microlon), con un volumen de ensayo de 150ul
totales.

Procedimiento:

Inocular la cepa a estudiar en 2 ml de medio LB a 37°C O/N.
Las DOgy de los cultivos fue igualada para obtener similares concentraciones de
las cepas EcN vy la cepa EcNsat::cm.

3. Realizar una dilucion 1/100 de las cepas en LB y adicionar 150 pl a cada soporte
tratado o no con mucina.

4. Incubar los soportes con el cultivo bacteriano durante 24 horas a 37°C sin
agitacion.

5. Determinar la DOgy del crecimiento bacteriano en lector de placas Modulus
microplate (Biosystems).

6. Aspirar el medio, lavar los pocillos tres veces con agua destilada y secar las placas
a 37°C durante 20 minutos.

7. Teiir los biofilms adheridos en los pocillos con 150 ul de cristal violeta al 1%
(Panreac) durante 5 minutos.

8. Retirar el colorante y lavar 4 veces con agua destilada.

9. Secar las placas a temperatura ambiente durante 1 hora, y diluir el cristal violeta
adherido a las bacterias con 150 pl de etanol absoluto (Panreac).

10. Leer la DOsyq transcurridos 5 minutos. El color desarrollado serd proporcional a la
cantidad de bacterias adheridas al pocillo.

La formacion especifica de biofilms fue determinada segun la metodologia descrita por Niu
and Gilbert (2004) segun la siguiente férmula:

— -

FEB= indice de formacion especifica de biopelicula o biofilms. DOsyq

bacterias adheridas. DOsy, control (s6lo medio de cultivo sin bacterias)
para eliminar valores inespecificos o abidticos. DOgy cultivo del
crecimiento bacteriano en el medio.
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4.10.2 FORMACION DE BIOFILMS EN SUPERFICIES BIOTICAS.

Para estudiar la formacion de biofilms en superficies bidticas se utilizaron células Caco-
2 y mezclas celulares en proporcion 9:1 de células Caco-2 y HT29-MTX
respectivamente.

Las células fueron sembradas a una concentracién final de 1x10° células/pocillo en
placas de 12 pocillos. Las células llegaron a confluencia y fueron diferenciadas durante
21 dias.

Procedimiento:

1. Lavar las placas de los cultivos celulares diferenciados con o sin tratamiento de
mucina 3 veces con PBS.
2. Adicionar las bacterias a una MOI de 100 e incubar durante 3 horas a 37°C.

3. Aspirar los cultivos para eliminar las bacterias no adheridas vy lavar 3 veces con
PBS.

4. Tripsinizar con 1ml de Tripsina/EDTA durante 10 minutos a 37°C.

5. Recoger las células tripsinizadas en un tubo eppendorf.

6. Centrifugar a 1.300xg durante 15 minutos para separar las células de las bacterias.

7. Recuperar el sobrenadante y realizar diluciones seriadas en medio minimo SM.

8. Sembrar las diferentes diluciones en placas de seleccién para realizar los

recuentos bacterianos.

4.11 ENSAYOS DE COMPETICION BACTERIANA EN CRECIMIENTO
PLANCTONICO.

Los ensayos de competicion bacteriana fueron realizados en crecimiento plancténico y
en agitacién. Siempre las mezclas fueron de dos bacterias en competencia y
mezcladas en proporcién 1:1 segun el siguiente protocolo.

Procedimiento:

1. Preparar un preindculo de cada cepa en 2 ml de medio LB, incubar O/N a 37°C.
Reinocular 100 pl de cada cepa en 10 ml de medio LBy crecer hasta DOgy de 0,5.
Ajustar la DOgyo de cada cepa y reinocular 100 pl de cada suspensidn bacteriana en
un matraz de medio LB con el antibidtico adecuado. Este tiempo corresponde al
tiempo cero.

4. Tomar una alicuota del cultivo, realizar diluciones seriadas y sembrar en placas
(por triplicado) para realizar el recuento bacteriano y confirmar la proporcién 1:1.

5. Incubar los cultivos bacterianos 24 horas a 37 °C en agitacion y realizar un
recuento baceriano total.
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4.12 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD.

Células Caco-2 se sembraron en placas de cultivo de 12 pocillos (Corning TC) a una
concentracién de 1x10° células. Las células fueron diferenciadas durante 21 dias
(células polarizadas). Los ensayos se realizaron con 200 pg/pocillo de proteinas de los
sobrenadantes concentrados de cultivos obtenidos a partir de las diferentes cepas a
analizar (Método 4.5.1) y con cepas bacterianas con una MOI de 100 (Método 4.3)

Procedimiento:

1. Adicionar a los cultivos de células Caco-2 polarizadas, los sobrenadantes de
cultivos 0 100 pl del cultivo bacteriano a una MOI de 100.

Incubar 3 horas a 37°C en estufa de cultivo celular con 5% de CO,.

Aspirar el medio y realizar tres lavados con PBS 1X.

Realizar la tincién de Giemsa ver (Método 4.7.1.2).

Observar al microscopio con aumento mayor.

vk wN

4.13 ANALISIS ESTADISTICOS.

Para el andlisis de los resultados se utilizd el programa PASW Statistic 17. La diferencia
entre dos grupos se analizd mediante el test de la t de Student. Los andlisis de las
diferencias entre mds de dos grupos, se llevaron a cabo mediante el analisis de la
varianza “one-way ANOVA” seguido del test de Tukey. Un valor de P<0.05 ha sido
considerado estadisticamente significativo. Los resultados se expresan como la media
+ el error estandar (SE).
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RESULTADOS Y DISCUSION

5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. IDENTIFICACION DE PROTEINAS SECRETADAS POR LA CEPA EcN.

Puesto que las proteinas secretadas por las bacterias tienen un papel clave en la
interaccion con el huésped, nos planteamos abordar estudios protedmicos
encaminados a caracterizar el secretoma de la cepa EcN. En el contexto de un
probidtico, las proteinas extracelulares codificadas por genes especificos de esta cepa
son dianas de interés para realizar estudios funcionales ya que estas proteinas pueden
tener un papel determinante en los efectos beneficiosos y especificos del probidtico.

La identificacidn de las proteinas secretadas por la cepa probidtica EcN se llevd a cabo
a partir de sobrenadantes de cultivos de esta cepa en LB. Las bacterias fueron
separadas por centrifugacion y el sobrenadante filtrado para eliminar cualquier
bacteria presente. Este filtrado constituye la fraccion de proteinas secretadas vy
comprende tanto las proteinas secretadas de manera soluble como las asociadas a
vesiculas de membrana externa (OMVs). Las proteinas de esta fraccion fueron
precipitadas con TCA, resuspendidas y sometidas a separacidon por electroforesis
bidimensional (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Separacion por electroforesis bidimensional de las proteinas secretadas por la cepa EcN. La
muestra corresponde al sobrenadante de cultivos de esta cepa en medio LB sometidos a precipitacion
con TCA. La separacidn se llevé a cabo por isoelectroenfoque en un gradiente de pH de 4-7 (primera
dimensién), seguido de electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 12%. Las proteinas fueron
visualizadas tras tincidn con Sypro® Ruby Protein Gel Stain. Como marcador de proteinas se utilizé el
BENCHMARK™ Protein Ladder (Invitrogen) que abarca un intervalo comprendido entre 10 y 220kDa.
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Como ya se ha comentado esta fraccidn contiene las proteinas secretadas de manera
soluble y las asociadas a OMVs. Sin embargo el nimero de spots visualizados en el gel
fue bajo. Cabe destacar que aunque se realizaron separaciones por isoelectroenfoque
en diferentes rangos de pH (3-10, 4-7, 5-8) no se consiguié obtener una buena
resolucién en la separacidon bidimensional de esta muestra. La zona del gel que
contenia las proteinas con pl entre 3-5 aparecia siempre difusa. La dificultad en
obtener una buena resolucién de muestras de secretoma total de bacterias gram-
negativas puede deberse a varios factores. Quizas el factor mds importante puede ser
atribuido a la presencia de OMVs en esta fraccion. Las OMVs tienen una elevada
hidofobicidad dado su alto contenido en lipidos. Muchas de las proteinas presentes en
estas estructuras vesiculares son también hidrofdbicas lo que las hace refractarias a los
protocolos normales de solubilizacién y conduce a su precipitacidon en los tampones
para isoelectroenfoque. Se reduce asi su transferencia al gel de electroforesis de la
segunda dimensién (Lee et al., 2008). Otro factor a considerar en este caso podria ser
la interferencia en la separacién por isoelectroenfoque debida a un exceso de péptidos
procedentes de la triptona, uno de los componentes del medio LB utilizado en el
cultivo de partida.

Si bien este andlisis debe tomarse como preliminar por los problemas de solubilizacién
y resoluciéon de las proteinas, 21 spots fueron recortados del gel, las proteinas
extraidas y digeridas con tripsina e identificadas por espectrometria de masas en la
Plataforma de Proteémica del Parc Cientific de Barcelona. La separacién e
identificacion de los péptidos se realizd mediante HPLC nanoAcquity (Waters)
acoplado al espectrofotémetro de masas OrbitrapVelos (Thermo Scientific) (Métodos
4.5.9).

El analisis de los péptidos permitié identificar 22 proteinas, detalladas en la Tabla 5.1.
Algunas de estas proteinas han sido identificadas en el proteoma de OMVs aisladas de
la cepa de laboratorio E. coli DH5a. (Lee et al. 2007) o de varios patdgenos gram-
negativos (Sharpe et al., 2011; Choi et al., 2011).

Entre las proteinas identificadas en este estudio encontramos proteinas implicadas en
motilidad y adhesion como FimC1, FliC, FIiD, FIgE, FlgG y FIgK. La adhesién a las células
epiteliales es un paso esencial para la colonizacién de los tejidos del huésped y esta
normalmente mediada por estructuras fibrilares tales como pili, flagelo, fimbria o curli.
Estas estructuras juegan un papel importante en la formaciéon de biofilms, un proceso
gue contribuye a la colonizacion del intestino (Houdt and Michiels, 2005). Fim1C esta
codificada en la isla gendmica | de EcN. Esta fimbria se ha asociado con la colonizacién
del tracto urinario y virulencia en cepas de E. coli uropatégenas, mientras que en la
cepa EcN Fim1C es requerida para la formacién de biofilms, adhesidon a superficies
abidticas y bidticas asi como también en la colonizacidn intestinal.
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Tabla 5.1. Proteinas identificadas por espectrometria de masas a partir de la separacién bidimensional
de sobrenadantes de cultivos de la cepa EcN en medio LB.

Acgeso Proteina
Uniprot

Procesos celulares

P04949  Flagellin Motilidad celular
flgK P33235 Flagellar hook-associated 57.9 4.47  Motilidad celular
protein 1
fliD P24216 Flagellar hook-associated 48.4 5.08 Motilidad celular
protein 2
flgE P75937 Flagellar hook protein FIgE 42 4.68 Motilidad celular
flgG POABX5  Flagellar basal-body rod 27.7 4.68 Motilidad celular
protein
focA P62606 Type-1 fimbrial protein, C 18.3 6.52  Adhesién
chain
ompC Q8CVW1  Outer membrane protein C 41.2 4.83 Biogénesis de membrana
externa
ompA POA911 Outer membrane protein A 37.2 6.42 Biogénesis de membrana
externa
ompX P0OA919 Outer membrane protein X 18.6 7.17  Biogénesis de membrana
externa
A1AJ51 60 kDa chaperonin 1 57.3 4.94 Chaperonas
Sat Q8FDW4  Serine protease sat 140 6.24  Degradacion de
autotransporter macromoléculas

Metabolismo

ginH POAEQ5  GIn-binding periplasmic 27.2 8.44  Transporte de aminoacidos
protein
malE POAEYQ  Maltose-binding periplasmic 43.4 5.71  Transporte de
protein carbohidratos
rbsB P02925 Ribose-binding periplasmic 30.9 7.47  Transporte de
protein carbohidratos
ansB P00805 L-asparaginase 2 36.8 6.38  Metabolismo de
aminoacidos
Mdh A7ZSD0  Malate dehydrogenase 32.3 5.77  Produccioén y conversion
de energia
gapA P0A9B4 GAPDH 35.5 7.11  Metabolismo de
carbohidratos
tpiA P0OA858 Triosephosphate isomerase 27 5.64 Metabolismo de
carbohidratos
POAFH8  Osmotically-inducible protein Y 211 6.81  Adaptacion al stress
hdhA POAET8 7-a-hydroxysteroid 26.8 5.22  Metabolismo secundario
dehydrogenase

Transferencia de la informacion
tuf1 A7ZSL4 Elongation factor Tu 1 43.3 5.45  Traduccién
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Otras proteinas citadas en este grupo son componentes del flagelo. El flagelo actua
como una importante adhesina que permite la unién al mucus del epitelio intestinal a
través de su interacciéon con gluconato (Troge et al., 2012), y ademas induce la
produccién por parte del epitelio del péptido antimicrobiano B-defensina 2 (Schlee et
al., 2007). Las proteinas FIgE y FlgK estan implicadas en el ensamblaje del flagelo. Estas
proteinas han sido identificadas en las OMVs de Pseudomonas y se ha descrito su
capacidad de activar la inmunidad innata del huésped a través de su interaccidon con
receptores TLR5 (Choi et al., 2011).

En el secretoma de EcN encontramos también porinas del tipo OmpC, OmpA y OmpX.
Estas porinas representan una fraccién abundante dentro de las proteinas de
membrana externa (aproximadamente un 2% del total) y forman canales de gran
tamano que permiten la difusién pasiva de iones y moléculas hidrofilicas a través de la

membrana. Algunas de estas porinas (OmpA y OmpX) estan implicadas en la
interaccién con la célula huésped y la induccién de la respuesta inmune (Lee et al.,
2008).

RbsB, MalE, GInH son proteinas periplasmaticas que forman parte de sistemas de
transporte ABC de los carbohidratos ribosa y maltosa o del aminodcido glutamina
respectivamente. Estas proteinas se han descrito localizadas en vesiculas de patdgenos
gram-negativos y pueden ser de gran importancia para la supervivencia de las
bacterias en un habitat hostil.

OsmE es una proteina de membrana que se induce por estrés. Su expresidn se ve
incrementada cuando la osmolaridad es elevada o cuando la célula finaliza su
crecimiento para entrar en fase estacionaria (Gutierrez et al., 1987; Conter et al.,
1997).

HdhA es una proteina con actividad 7-a-hidroxiesteroide deshidrogenasa que participa
en el metabolismo de dacidos biliares. La capacidad de metabolizar acidos biliares
permite a la bacteria sobrevivir en el tracto intestinal, sobre todo en la parte superior
del intestino delgado, donde dichas sales son secretadas desde la vesicula biliar, y por
tanto se encuentran en mas elevada concentracion (Pumbwe et al., 2007).

Otras proteinas identificadas en este estudio son proteinas moonligthing o
multifuncionales. Estas proteinas, inicialmente clasificadas como citoplasmaticas, con
funciones bien definidas en este compartimento celular, son también secretadas al
medio ya sea en forma libre o asociadas a OMVs. En este grupo encontramos enzimas
de la glicdlisis (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, triosa-fosfato isomerasa), del
ciclo de Krebs (malato deshidrogenasa), metabolismo de aminodcidos (L-
asparraginasa), chaperonas (Grol), o factores implicados en la sintesis de proteinas
(EF-Tu). Estas proteinas, ademdas de su funcidon basica en el metabolismo, son
secretadas por patégenos y probidticos y juegan un papel clave en la adhesion con el
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huésped y/o en virulencia. Como se ha comentado en la introduccién, una vez en el
espacio extracelular estas proteinas interaccionan con componentes del huésped o
directamente con las células del huésped para activar vias de transduccién de sefal,
contribuyendo asi a la colonizacién por parte del patégeno, o incluso a la modulacién
de la respuesta inmunitaria del huésped. Una de las proteinas moonligthing
identificada es gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Esta proteina posee
la habilidad de interaccionar con varios componentes del huésped como transferrina,
plasmindgeno y componentes de la matriz extracelular (Egea et al., 2007; Schaumburg
et al., 2004; Jin et al., 2005). Nuestro grupo ha demostrado que la forma extracelular
de GAPDH puede actuar como diana de oxidacidn y proteger a la bacteria frente a la
respuesta oxidativa del huésped (Aguilera et al., 2009).

Entre las proteinas identificadas en este estudio protedmico 2D se encuentra la
proteasa Sat (secreted autotransporter toxin). Esta proteina, junto con la fimbria
Fim1C, son las Unicas proteinas codificadas por genes presentes en islas gendmicas de
la cepa EcN. Sat estd codificada por un gen localizado en la isla Il. Dada su actividad
proteolitica, esta serin proteasa autotransportadora podria contribuir a la colonizacidn
y persistencia del probidtico en el tracto intestinal.

El gen sat estd presente también en el genoma de la cepa uropatégena CFT073, y de
algunos patdégenos del tracto intestinal (introduccién, Tabla 1.2). La actividad proteasa
parece estar implicada en los efectos citopdticos mediados por esta proteina en células
uroepiteliales en cultivo, aunque existen discrepancias en los resultados obtenidos por
diversos grupos en cuanto a su capacidad de alterar la permeabilidad paracelular o de
desestructurar el citoesqueleto de actina en diferentes modelos de epitelio intestinal
(Guyer et al., 2002; Guignot et al., 2007). El efecto observado depende en gran medida
de la expresion simultanea de adhesinas especificas que permiten el acercamiento de
Sat a su receptor todavia desconocido.

A parte de su presencia en patégenos, el gen sat ha sido identificado en el genoma de
dos cepas de E. coli consideradas probidticas, las cepas EcN y 83972 (Vejborg et al.,
2010). Ambas cepas estan relacionadas genéticamente con la uropatégena CFT073. No
se conoce cual es la funcidon de Sat en el contexto de las cepas probidticas Destacar
que la proteina Sat de la cepa EcN difiere sélo en 8 residuos de aminoacidos de la
proteina Sat de la cepa uropatoégena CFT073. Estas diferencias podrian determinar
perfiles funcionales distintos en el contexto de su interaccidon con proteinas sustrato
(Figura 5.2).

Puesto que Sat es considerada un factor de virulencia con elevada prevalencia en
cepas uropatogenas, la caracterizacidén funcional de la proteina Sat de la cepa EcN, asi
como el estudio de las condiciones que determinan su expresiéon en el entorno
intestinal, son necesarios para establecer si esta proteina es de hecho un factor de
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virulencia o ha de ser considerada un factor de competitividad que contribuye a la
colonizacidn intestinal.

CFT073 EcN
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Figura 5.2 Diferencias en la secuencia aminoacidica de Sat codificada por la cepa uropatégena CFT073
o por la cepa probidtica EcN. Se muestra la estructura general en dominios de la proteina Sat. En la
parte superior se indica la posicion de los ocho residuos aminoacidicos diferenciales entre ambas
proteinas, asi como el cambio de aminoacido.

Por tanto, analizados los resultados de este estudio preliminar sobre el secretoma de
la cepa probidtica EcN nos hemos planteado: (i) utilizar metodologias especificas para
el aislamiento y andlisis protedmico de las OMVs producidas por este probidtico en
diferentes condiciones de cultivo y (ii) abordar el estudio funcional de Sat en la cepa
probidtica

5.2. ANALISIS PROTEOMICO DE LAS OMVs GENERADAS POR LA CEPA
PROBIOTICA EcN EN MEDIO DMEM.

Tal como se ha presentado anteriormente, el andlisis del secretoma global de la cepa
EcN mediante electroforesis bidimensional generd una informacién parcial debido a la
baja solubilidad de las proteinas presentes en estructuras vesiculares. En un intento de
profundizar mas en el estudio de los factores secretados por esta cepa probidtica, nos
planteamos identificar las proteinas secretadas a través de OMVs. El analisis
protedmico de las OMVs de la cepa EcN se realizd a partir de dos medios de cultivo,
medio LB y medio DMEM.

El analisis protedmico de las OMVs de EcN obtenidas a partir de cultivos en LB estaba
ya en desarrollo al inicio de este trabajo de tesis doctoral. Mi participacién en este
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proyecto fue parcial, colaborando en los procesos de obtencién de preparaciones de
OMVs y su cuantificacion. Por este motivo no se presentan en esta memoria los
resultados de este analisis en medio LB. Tal como se presenta en la introduccion se
identificaron un total de 192 proteinas, 18 de ellas especificas de esta cepa probidtica
y 57 forman parte de proteomas de OMVs derivadas de patdgenos. Las proteinas
identificadas pueden contribuir a la capacidad de este probidtico de colonizar el tracto
intestinal, ya que en general desempefnan funciones relacionadas con la adhesidn,
modulacion de la respuesta inmune o supervivencia de la bacteria en los tejidos del
huésped (Aguilera et al. 2014).

En bacterias gram-negativas la formacidn de vesiculas es universal y tiene lugar tanto
en medios liquidos, sélidos o en biofilms. Normalmente, las OMVs contienen proteinas
recién sintetizadas y no engloban productos de lisis. La produccion de OMVs y su
composicidon parece depender de diversos factores, entre los que se encuentran las
condiciones medioambientales, patogenicidad y todas las condiciones que puedan
afectar al metabolismo de la célula. Por ello ni la velocidad de produccién de vesiculas
entre especies diferentes, ni la composicion de las mismas dentro de una misma
especie son siempre las mismas.

El medio DMEM mimetiza las condiciones de crecimiento de las células eucariotas y
contiene bicarbonato sddico, un componente presente en el tracto gastrointestinal.
Este medio es habitualmente utilizado para el cultivo de lineas celulares de epitelio
intestinal como son las células Caco-2, utilizadas en este trabajo. A partir de cultivos de
la cepa probidtica EcN en DMEM se obtuvo el sobrenadante por centrifugacion. El
sobrenadante fue filtrado para la eliminacién de las bacterias, concentrado y sometido
a ultracentrifugacion. La fraccién sedimentada (OMVs) fue resuspendida en Tris-HCI 20
mM pH 7,2 (Métodos 4.5.8). Una alicuota de esta fraccién fue utilizada para la
visualizacién de las OMVs mediante microscopia electrénica (Métodos 4.7.1.3). La
separacion de las proteinas presentes en las OMVs se llevd a cabo mediante
electroforesis mono-dimensional en geles de poliacrilamida-SDS y las bandas fueron
visualizadas por tincion con Sypro® Ruby Protein Gel Stain (Biorad). Las diferentes
bandas fueron extraidas del gel y analizadas mediante LC-MS/MS utilizando un
espectrometro de masas de alta resolucion Orvitrap Velos (Métodos 4.5.9).

El analisis por microscopia de transmision electrénica de las muestras obtenidas reveld
vesiculas de un tamano variable comprendido entre 20-120 nm de didmetro (Figura
5.3A) y por tanto de un tamafio mas disperso que las OMVs obtenidas en medio LB
(OMVs de 20 a 60 nm en diametro).

La separacidn de las proteinas presentes en OMVs a través de electroforesis en geles
de poliacrilamida- SDS se presenta en la Figura 5.3B. El gel fue recortado en 22 trozos
para el analisis total de las proteinas mediante espectrofotometria de masas (Métodos
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4.5.9). La identificacién de las proteinas fue realizada con el software Proteoma
Discover (v.1.3.0.339) utilizando una base de datos que contenia la informacion del
genoma de EcN disponible en DDBJ/EMBL7GenBank en enero de 2013
(CAPMO01000000). Los resultados obtenidos fueron comparados con las proteinas
identificadas en las OMVs a partir de cultivos de la cepa EcN en medio LB (Aguilera et
al., 2014). Las funciones fueron clasificadas segun las bases UniProt y GenProtecEC.
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Figura 5.3. Obtencion de OMVs secretadas por la cepa EcN en medio DMEM. A) Imagen de las OMVs
aisladas, obtenida por microscopia electrénica tras tincién negativa. B) Electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS al 10%. Se aplicaron 10 pg de la fracciéon de OMVs y las proteinas fueron visualizadas
tras tincién con Sypro® Ruby Protein Gel Stain. Como referencia de peso molecular se utilizé como
marcador de proteinas el BENCHMARK™ Protein Ladder (Invitrogen) que abarca un intervalo

comprendido entre 10 y 220kDa.

El analisis de las OMVs obtenidas de cultivos de la cepa EcN en medio DMEM identific
148 proteinas en total. De estas, 114 habian sido identificadas también en las OMVs
obtenidas de cultivos en LB (Fig. 5.4A) y corresponden en su gran mayoria a proteinas
gue contribuyen a los procesos de colonizacidn y supervivencia en el tracto intestinal
por su implicacion en procesos de adhesién (fimbrias), sistemas captadores de hierro o
enzimas de tipo proteasa. El listado total de estas proteinas se presenta en el apartado

Anexo 2.

La distribucion subcelular de las 148 proteinas del proteoma vesicular en DMEM se
presenta en la Figura 5.4B. Al comparar los datos con los obtenidos del proteoma de
las OMVs producidas en medio LB, se observd una buena correlacién en las proteinas
de origen citoplasmatico, siendo estas las mas abundantes. Con respecto a las
proteinas restantes se observa una clara diferencia ya que mientras en las vesiculas de
la cepa EcN en DMEM la mayoria de las proteinas identificadas son de membrana
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interna, en LB son de membrana externa. Asimismo, el porcentaje de proteinas de
origen periplasmatico es muy reducido, menor que el descrito en el proteoma de las
OMVs obtenidas de medio LB. Estos resultados sugieren que la preparacion de
vesiculas obtenidas a partir de cultivos en medio DMEM puede estar mas enriquecida
en un tipo de vesiculas recientemente descritas que se origina a partir de la membrana
interna y engloba componentes citoplasmaticos (Pérez-Cruz et al. 2013). Estas
vesiculas tienen un tamafio medio superior al de las originadas a partir de membrana
externa, lo que estaria de acuerdo con la dispersion de tamafio de las vesiculas
obtenidas de cultivos en DMEM (Fig. 5.3A).
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Figura 5.4. Anadlisis de las 148 proteinas identificadas en las OMVs de la cepa EcN en medio de cultivo
DMEM vy su comparacion con las 192 proteinas presentes en las OMVs obtenidas de la misma cepa en
medio LB. A) Diagrama de Venn de las proteinas vesiculares identificadas a partir de cultivos en los medios
indicados. B) Ubicacion subcelular de las proteinas identificadas en las preparaciones de OMVs obtenidas a
partir de cultivos en los medios indicados. C) Clasificacidon funcional de las proteinas identificadas en las
preparaciones de OMVs obtenidas a partir de cultivos en los medios indicados. Las funciones fueron
clasificadas segun la base de datos UniProt y GenProtecEC.

La clasificacidén de las proteinas en grupos segun su funcion bioldgica se presenta en la
Figura 5.4C, se observa una distribucion muy similar en las OMVs obtenidas a partir de
cultivos en ambos medios. En ningln caso la diferencia dentro de cada grupo funcional
fue superior al 10%.

Entre las 114 proteinas que también fueron identificadas en el proteoma de las OMVs
en medio LB (Taba 9.1 en Anexos) encontramos varias proteinas asociadas a la
membrana externa implicadas en adhesiéon como son la proteina denominada
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Antigeno 43 o las subunidades de la fimbria F1C (FocF, FocG, FocA y FocH), codificada
especificamente en el genoma de la cepa EcN y de cepas uropatégenas. La formacién
de fimbrias es un requisito indispensable para la formaciéon de biofilms sobre la
superficie intestinal. Estas fimbrias, expresadas tanto en medio LB como DMEM,
contribuyen a la adhesion de la cepa probidtica a la mucosa intestinal. Otras proteinas
comunes a ambos proteomas son componentes de sistemas de captacién de hierro
como lutA, IroN, FhuA. La presencia de proteinas transportadoras de nutrientes e
iones inorgdnicos en las OMVs de bacterias gram-negativas es un hecho comun. Se ha
sugerido que en esta localizacion vesicular, estos transportadores actuarian como
sensores de estas moléculas esenciales contribuyendo asi a la supervivencia de la
bacteria en ambientes con limitacion de estos nutrientes. El hierro es un metal esencial
para todas las bacterias, patdgenas y no patégenas. Este metal es bastante insoluble y
se encuentra preferentemente unido a proteinas en los tejidos del huésped. La
presencia de multiples sistemas de transporte de hierro en la cepa EcN le confieren a
este probidtico una gran adaptabilidad y potencial para competir con otras bacterias
comensales y enteropatégenos por la colonizacién del tracto intestinal. Dentro del
grupo de proteinas transportadoras de nutrientes se han identificado componentes
periplasmaticos de sistemas de transporte de aminodcidos como MetQ en las OMVs
obtenidas de la cepa EcN en cultivos tanto en medio LB como DMEM. Ademds, en la
relaciéon de las 114 proteinas vesiculares comunes a ambos proteomas existen varias
proteinas moonlighting como gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. La funcién de
estas proteinas en la interaccién con el huésped ha sido ya comentada en el apartado
anterior (resultados 5.1).

Las 34 proteinas identificadas de manera selectiva en proteoma de las OMVs aisladas
de cultivos de la cepa EcN en medio DMEM se presentan en Tabla 5.2.

En esta relacidon encontramos proteinas descritas como proteinas multifuncionales o
moonlighting asociadas al catabolismo de carbohidratos como piruvato quinasa,
glucosa 6-fosfato isomerasa, triosa fosfato isomerasa y uronato isomerasa
(denominada también glucuronato isomerasa). La mayoria de estos enzimas participan
en la glicdlisis. EI medio DMEM contiene una elevada concentraciéon de glucosa (25
mM) por lo que la presencia de estas enzimas en las OMVs obtenidas a partir de
cultivos de la cepa EcN en este medio de cultivo podria deberse a la induccién de su
expresion en estas condiciones de crecimiento. La menor expresiéon de estas enzimas
en la cepa EcN crecida en medio LB (no contiene glucosa) podria limitar su deteccién
en las vesiculas aisladas en estas condiciones.
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Tabla 5.2. Proteinas identificadas en el proteoma de las OMVs aisladas de cultivos de la cepa EcN en
medio DMEM, no presentes en el proteoma vesicular en LB.
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Alkyl hydroperoxide reductase protein C
Universal stress protein G
Excinuclease ABC subunit A

DNA-binding protein stpA

DNA-binding protein HU-alpha

DNA gyrase subunit A
Leucine-responsive regulatory protein,
regulator for leucine (or Irp) regulon
and high-affinity branched-chain amino
acid transport system

LSU ribosomal protein L24p (L26e)
LSU ribosomal protein L21p
Translation initiation factor 2
Methionyl-tRNA synthetase

LSU ribosomal protein L29p (L35e)
RNA-binding protein Hfq
Phenylalanyl-tRNA synthetase beta
chain

SSU ribosomal protein S16p
Lysyl-tRNA synthetase (class Il)
Carbamoyl-phosphate synthase large
chain

Pyruvate kinase

Cytosine deaminase

IMP cyclohydrolase
Phosphoribosylaminoimidazole
carboxylase catalytic subunit
Aspartate carbamoyltransferase

regulatory chain (Pyrl)
Glucose-6-phosphate isomerase

MEMBRANA INTERNA

FIG002903: a protein of unknown
function perhaps involved in purine
metabolism
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rplX
rplU
infB
metG
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hfq
pheT
rpsP
lysS
carB(pyrA)
pykF
codA
purH
purk
pyrl

pgi

hflD

Procesos celulares - Adaptacidn a estrés
Procesos celulares - Adaptacion a estrés
Procesos celulares - Adaptacion a estrés

Cellular processes - Posttranslational
modification, protein turnover,
chaperones

Transferencia de Informacion —
Condensacién cromosomal
Transferencia de Informacion —
Replicacion , reparacion y recombinacion
de DNA

Transferencia de informacion -
Translacion

Transferencia de informacion -
Translacion

Transferencia de informacion -
Translacion

Transferencia de informacion -
Translacion

Transferencia de informacion -
Translacion

Transferencia de informacion -
Translacion

Transferencia de informacion -
Translacion

Transferencia de informacion -
Translacion

Transferencia de informacion -
Translacion

Transferencia de informacion —
Translacion

Metabolismo - Transporte y metabolismo
de aminodcidos

Metabolismo - Produccién y conversién
de energia

Metabolismo - Transporte y metabolismo
de nucledtidos

Metabolismo - Transporte y metabolismo
de nucledtidos

Metabolismo - Transporte y metabolismo
de nucledtidos

Metabolismo - Transporte y metabolismo
de nucledtidos

Metabolismo - Produccién y conversion
de energia

Procesos celulares - Adaptacion a estrés
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442606674 Protein-export membrane protein SecD secD Procesos celulares - Transporte de

(TC3.A.5.1.1) Proteinas
Preprotein translocase subunit YajC (TC yajC Procesos celulares - Transporte de
3.A.5.1.1) Proteinas
442607422 Preprotein translocase subunit Seck (TC secE Procesos celulares - Transporte de
- 3.A.5.1.1) Proteinas
442605807 Methionine ABC transporter permease metl! Metabolismo - Transporte y
- protein metabolismo de aminoacidos
Large-conductance mechanosensitive mscl Metabolismo - Transporte y
cannel metabolismo de iones inorgénicos
Mg(2+) transport ATPase, P-type mgtA Metabolismo - Transporte y
metabolismo de iones inorganicos

MEMBRANA EXTERNA
442605964 CFA/I fimbrial major subunit matB Procesos celulares - adhesion celular
(yagz)

NO CARACTERIZADAS
442605961 CFA/I fimbrial minor adhesin yagW Funcidon no conocida

442605636 FIG136845: Rhodanese-related yibN Funcién no conocida
sulfurtransferase

442605304 Uronate isomerase uxaC Metabolismo- transporte y metabolismo
de Carbohidratos

Dentro de las 34 proteinas identificadas exclusivamente en vesiculas aisladas de
cultivos en DMEM se encontraron varias proteinas que responden a procesos de
adaptacion a estrés como son UspG, la excinucleasa ABC y la alquil hidroperéxido
reductasa. A continuacion se comenta la funcién de estas proteinas.

Proteina universal de estrés G (UspG): A pesar de su amplia distribucién en distintas
especies, la mayoria de la informacién sobre las propiedades bioquimicas y fisioldgicas
de las proteinas USPs derivan del estudio de UspA en E. coli, primer miembro de esta
familia en ser descrito (O’Toole and Williams, 2003). La sintesis de esta pequeiia
proteina citoplasmatica (144 aminoacidos) aumenta cuando el crecimiento de la
bacteria es inhibido por falta de nutrientes tales como carbono, nitrégeno, fosfato,
sulfato, aminodcidos o en presencia de agentes téxicos como metales pesados,
oxidantes, acidos, antibidticos, asi como por exposicion al calor y dafio en el DNA
(O’Toole and Williams, 2003; Nystrom and Neidhardt, 1992). Debido a la capacidad de
conferir resistencia a un amplio rango de condiciones de estrés se le dio el nombre de
proteina universal del estrés A, o UspA. El genoma de E. coli codifica seis USPs, las
cuales se dividen en tres clases segun la similitud de su regulacién y en la secuencia de
aminodacidos. Una de estas clases agrupa a UspF y UspG. Se sabe que UspG se induce
en condiciones de estrés y que es capaz de autofosforilarse y autoadenilarse. Se trata
de una proteina con un elevado nimero de cargas negativas en su superficie y a la cual
no se le ha atribuido todavia una funcién determinada. Se desconoce cual es la sefial
para su expresion en medio DMEM. Este medio contiene bicarbonato sédico, un
compuesto que induce la expresion de determinados genes de virulencia en
enteropatdgenos (Abe et al., 2002). Se podria especular que esta fuera la sefial que
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induce la expresién de UspG y su secrecidn a través de OMVs en cultivos de la cepa
EcN en medio DMEM.

Exinucleasa ABC: se trata de un complejo enzimatico que reconoce la zona lesionada
en el DNA y corta la cadena a una distancia de 4 6 5 nucledtidos hacia el lado 3" de la
lesién y a 8 nucledtidos hacia el lado 5, generandose de esta forma un fragmento de
12 6 13 nucledtidos que tiene en los extremos un grupo 3’ hidroxilo y uno 5’fosfato.
Esta descrito que las OMVs contienen DNA, el cual puede ser transferido a bacterias de
la misma especie o de distinta especie mediante fusion de las vesiculas con la
membrana de las bacterias receptoras. Mediante este mecanismo las OMVs
contribuyen a los procesos de transferencia horizontal de genes (Kulp and Kuehn,
2010). La presencia en OMVs de proteinas de este tipo, probablemente asociadas al
DNA vesicular, podria favorecer el procesado y recombinacién del material genético
entre bacterias. Recientemente, se ha descrito que las OMVs aisladas de varias cepas
de E. coli tienen actividad genotéxica sobre células de epitelio intestinal (Tyrer et al.,
2014). La excinucleasa identificada en las OMVs de la cepa EcN podria contribuir a este
efecto. De hecho, otras proteinas con actividad genotdxica son expresadas por esta
cepa probidtica. Una de estas proteinas es colibactina. Estudios realizados con un
mutante de EcN deficiente en colibactina han mostrado que esta proteina, a pesar de
su potencial téxico, es necesaria para la correcta funcionalidad de EcN como probiético
(Olier et al., 2012).

Alquil hidroperdxido reductasa: es una proteina que participa en la eliminacién del
agua oxigenada transformdndola en agua y oxigeno. En el contexto de las bacterias
gue colonizan el intestino es importante tener en cuenta la produccién intracelular de
perdxido de hidrégeno y especies reactivas de oxigeno por parte del huésped como
mecanismo de defensa y destruccidon frente a patdgenos invasivos. Ademas de este
mecanismo dirigido contra patégenos invasivos, los enterocitos también liberan estos
compuestos al espacio intersticial de la mucosa. Se ha descrito que las células
epiteliales del intestino producen peréxido de hidrégeno por accién de NAPDH
oxidasas (Duox) y lo liberan al medio intersticial de la mucosa estableciendo un
gradiente de baja concentracién que no destruye a las bacterias del tracto intestinal,
sino que ejerce un efecto repelente como mecanismo para prevenir su adhesion e
infeccion (Boncompain et al., 2010; Botteaux et al., 2009). En este contexto, tal como
se ha propuesto para las OMVs de F. novicida, la presencia de enzimas capaces de
degradar peroxido de hidrogeno como la alquil hidroperdxido reductasa o la catalasa
(identificada en las vesiculas de EcN obtenidas a partir de medio LB) ejercerian un
papel protector frente a la respuesta oxidativa del huésped (Pierson et al., 2011).

Dentro de este grupo de 34 proteinas identificadas sélo en las OMVs aisladas de
cultivos en DMEM se destaca como relevante la aparicién de proteinas codificadas por
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genes cripticos o pseudogenes en cepas de laboratorio o en cepas de E. coli no
patdgenas, como la proteina CFA/1 codificada por el gen yagW.

En base a los datos obtenidos del andlisis por espectrometria de masas, una de las
proteinas mds abundantes en el proteoma vesicular de la cepa EcN en DMEM fue la
proteina CFA/1 (colonization factor antigen). Esta proteina presenta la estructura de
fimbrias o adhesinas asociadas a procesos de colonizacidn intestinal. Las proteinas CFA
son capaces de asociarse con diferentes tipos de pili y proporcionan una fijacién
especifica de la bacteria sobre la superficie epitelial (Caron and Scott, 1990). Se han
caracterizado mas de 20 antigenos CFA. Especificamente, se ha descrito que CFA/1
esta presente en el 75% de los casos de diarreas producidas por E. coli
enterotoxigénica (ETEC). Estos antigenos con alto potencial inmunogénico han sido
considerados por sus caracteristicas como candidatos para el uso de vacunas para
prevenir diarreas (Lidi et al., 2006). Mutaciones en el gen que codifica esta fimbria
anulan la expresién de la proteina CFA/1 funcional en las cepas de E. coli no patdgenas.
La expresién de esta fimbria en la cepa EcN confiere a este probidtico una ventaja para
la colonizacion del tracto intestinal frente bacterias comensales, a la vez que le permite
competir con patégenos por la adhesion. Por ello, la fimbria CFA/1 debe ser
considerada uno de los factores fitness de EcN.

El resto de proteinas identificadas participan en la sintesis de proteinas. Por un lado
estan las proteinas ribosomales. Este tipo de proteinas aparecen en gran nimero en
las OMVs de todas las bacterias gram-negativas estudiadas. Por otro lado se han
identificado varias aminoacil-tRNA sintetasas. Esto podria estar de acuerdo con la
composicion del medio DMEM ya que la mayoria de las enzimas identificadas estan
asociadas a aminoacidos presentes en este medio de cultivo, como fenilalanina o
metionina.

Los resultados de los estudios protedmicos de las OMVs obtenidas de cultivos de la
cepa probiotica EcN en LB (Aguilera et al., 2014) o en medio DMEM, presentados en
este trabajo, permiten evidenciar que, a pesar de compartir muchas de las proteinas,
el medio de crecimiento determina la composicion de estas vesiculas. Este hecho
deberia de ser considerado en los estudios funcionales de OMVs generadas por
microorganismos gram-negativos.

Si bien no se conocen todavia los mecanismos de formacion de OMVs y muchas de las
implicaciones fisioldgicas y/o patoldgicas de estas estructuras vesiculares, el nimero
de estudios funcionales y protedmicos de OMVs estd creciendo de manera exponencial
en los ultimos afios, sobretodo de patdgenos. Este es un campo de investigacion
emergente que estd aportando datos relevantes sobre la biogénesis, composicién y
funciones de las OMVs. Estudios recientes han demostrado la formacién de dos tipos
de vesiculas por parte de bacterias gram-negativas: (i) las convencionales, originadas a
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partir de la membrana externa, estan formadas por una bicapa lipidica con el
periplasma atrapado en el interior, y (ii) un tipo mucho mas complejo de vesiculas que
en su formacién arrastra la membrana interna y material citoplasmdtico, incluido
proteinas y DNA. Este estudio realizado en Shewanella vesiculosa M7 (T), una bacteria
aislada de la Antartida y adaptada a vivir en condiciones extremas de temperatura,
libera los dos tipos de OMVs. Este estudio sugiere que la amplia diversidad de OMVs
requiere un analisis mucho mas profundo en cuanto a morfologia y composicién de
estas vesiculas que pueden determinar perfiles funcionales distintos (Pérez-Cruz et al.,
2013).

El conocimiento mas profundo de las vesiculas producidas por patégenos o bacterias
comensales ha de sentar las bases para el futuro desarrollo de vacunas y antibidticos
efectivos contra bacterias patdgenas, o contribuir a la generacién de cepas probidticas
mas eficientes, con mayor capacidad de adhesién y de desplazamiento de patégenos.

En la actualidad son muchas las evidencias cientificas sobre la implicaciéon de la
microbiota intestinal en el estado de salud de un individuo. Puesto que alteraciones
en la composicién de la microbiota pueden llevar al desarrollo de patologias
intestinales o metabdlicas, la microbiota estd siendo explotada como diana
terapéutica. En este sentido actua la administracion de probidticos. Sin embargo, los
factores responsables de los efectos probidticos y las bases moleculares de su
mecanismo de accidn son en muchos casos desconocidos. Nuestro estudio sobre el
proteoma de las OMVs de la cepa EcN representa el primer anadlisis proteédmico de
vesiculas producidas por un probidtico. Nuestros resultados evidencian que las OMVs
de cepas probidticas contienen proteinas que pueden dirigir estas vesiculas hacia
células y estructuras extracelulares del huésped y mediar, al menos en parte, los
efectos beneficiosos sobre la homeostasis intestinal.

Ademas, este estudio representa un punto de partida para el desarrollo de estudios
protedmicos de vesiculas producidas por otros probidticos o cepas comensales. Hay
gue destacar que la produccion de vesiculas no esta restringida a las bacterias gram-
negativas. Diversos estudios han evidenciado la produccién de vesiculas por bacterias
gram-positivas. En este caso, las vesiculas derivan de la membrana citoplasmatica y
son diferentes en composicidn y estructura, pero parecen ejercer funciones similares a
la vesiculas de membrana externa (MacDonald and Kuehn, 2012). En conclusién,
estudios protedmicos similares a los desarrollados por nuestro grupo en el contexto de
las OMVs producidas por el probidtico gram-negativo EcN podrian ser aplicados a
probidticos gram-positivos, entre ellos los de mayor uso, pertenecientes a los géneros
Bifidobacterium o Lactobacillus.
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5.3. ANALISIS FUNCIONAL DE Sat EN LA CEPA PROBIOTICA EcN.

5.3.1. LA PROTEINA Sat ES AUTOTRANSPORTADA Y SU DOMINO FUNCIONAL
LIBERADO AL MEDIO EXTRACELULAR EN CULTIVOS DE LA CEPA EcN.

Sat pertenece a la subfamilia de serin proteasas autotransportadoras de
enterobacterias (SPATEs). En esta proteina se localizan los tres dominios tipicos de los
miembros de esta familia (Figura 5.5) que determinan su sintesis en forma de
precursor (142 kDa), el cual es procesado en el extremo N-terminal en su paso hacia el
espacio periplasmatico a través del sistema de secrecion Sec (residuos 1-49). Esta
proteina se autotransporta después al medio a través de la membrana externa y sufre
otro procesamiento proteolitico que libera el dominio funcional (dominio a o
passenger domain) con actividad proteasa (residuos 50-1018, 107 kDa) y deja anclado
su dominio C-terminal en la membrana externa (residuos 1019-1295, 31 kDa).

El analisis del secretoma presentado en el apartado anterior habia sido realizado con
sobrenadantes de un cultivo de la cepa EcN en medio LB, donde estaban presentes
tanto las proteinas libres en el medio de cultivo como las asociadas a OMVs. El analisis
de los péptidos de Sat identificados por espectrometria de masas nos permitié
evidenciar que todos ellos correspondian a péptidos del dominio secretado funcional
(Figura 5.5).

Para confirmar que la proteasa Sat es autotransportada y liberada al medio de cultivo
en forma soluble procedimos al fraccionamiento del sobrenadante de un cultivo de la
cepa EcN en medio LB siguiendo el esquema detallado en la Figura 5.6. Un cultivo de
la cepa EcN crecido en medio LB durante 16-18 horas fue centrifugado para separar las
bacterias de los componentes secretados presentes en el sobrenadante del cultivo. A
partir del sedimento bacteriano se procedid a obtener el extracto celular que contiene
las proteinas intracelulares y de membrana plasmatica (F4, Figura 5.6).

El sobrenadante del cultivo fue filtrado a través de un filtro de 0,22 um para eliminar
cualquier bacteria presente en el mismo después de la etapa de centrifugacién
(sobrenadante libre de células). Una alicuota de este sobrenadante fue precipitada con
TCA (F1, Fig. 5.6) generando la fraccién total de proteinas secretadas (contiene las
proteinas secretadas de manera soluble y las OMVs). Otra alicuota del cultivo fue
sometida a ultracentrifugacién (150.000xg, 90 min). En este paso las proteinas
secretadas de manera soluble permanecen en solucion (F2, Fig. 5.6), mientras que la
fraccién sedimentada corresponde a las OMVs (F3, Fig. 5.6). La presencia de Sat en
estas fracciones se analizé mediante Western blot utilizando un anticuerpo policlonal
de conejo (anticuerpo anti-Sat). Este anticuerpo fue obtenido por GensScript a través
de un protocolo de inmunizacién de conejos con un péptido inmunogénico del
dominio o de Sat. El péptido utilizado fue CKSNNQQTSFDQPDW (Fig. 5.5).
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MNKIYSLKYSAATGGLIAVSELAKRVSGKTNRKLVATMLSLAVA
GTVNAANIDISNVWARDYLDLAQNKGIFQPGATDVTITLKNGDKFSFHNLSIPDFSGA
AASGAATAIGGSYSVTVAHNKKNPQAAETQVYAQSSYKVVDRRNSNDFEIQRLNKFEFVV

ETVGATPAETNPTTYSDALERYGIVTSDGSKKIIGFRAGSGGTSFINGESKISTNSAY
256

SHDLLSASLFEVTQWDSYGMMIYKNDKTFRNLEI YLYDNKLEKWVLVGTT
HGIASVNGDQLTWITKYNDKLVSELKDTYSHKINLNGNNVTIKNTDITLHQNNADTTG
TQEKITKDKDIVFTNGGNVLFKDNLDFGSGGIIFDEGHEYNINGQGFTFKGAGIDIGK
ESIVNWNALYSSDDVLHKIGPGTLNVQKKQGANIKIGEGNVILNEEGTFNNIYLASGN
GKVILNKDNSLGNDQYAGIFFTKRGGTLDLNGHNQTFTRIAATDDGTTITNSDTTKEA
VLAINNEDSYIYHGNINGNIKLTHNINSQDKKTNAKLILDGSVNTKNDVEVSNASLTM
QGHATEHAIFRSTANHCSLVFLCGTDWVTVLKETESSYNKKFNSDHKSNNQQTSFDQP
DWKTGVFKFDTLHLNNADFSISRNANVEGNISANKSAITIGDKNAYIDNLAGKNITNN
GFDFKQTISTNLSIGETKFTGGITAHNSQIAIGDQAVVTLNGATFLNNTPISIDKGAK
VIAQNSMFTTKGIDISGELTMMGIPEQNSKTVTPGLHYAADGFRLSGGNANFIARNMA
SVIGNIYADDAATITLGQPETETPTISSAYQAWAETLLYGFDTAYRGAITAPKATVSM
NNAIWHLNSQSSINRLETKDSMVRFTGDNGKFTTLTVDNLTIDDSAFVLRANLAQADQ
LVVNKSLSGKNNLLLVDFIEKNGNSNGLNIDLVSAPKGTAVDVFKATTRSIGFSDVTP
VIEQKNDTDKATWTLIGYKSVANADAAKKATLLMSGGYKAFLAEVNNLNKRMGDLRDI
NGESGAWARIMSGTGSAGGGFSDNYTHVQVGADNKHELDGLDLFTGVTMTYTDSHAGS
DAFSGETKSVGAGLYASAMFESGAYIDLIGKYVHHDNEYTATFAGLGTRDYSSHSWYA
GAEVGYRYHVTDSAWIEPQAELVYGAVSGKQFSWKDQGMNLTMKDKDFNPLIGRTGVD
VGKSFSGKDWKVTARAGLGYQFDLFANGETVLRDASGEKRIKGEKDGRMLMNVGLNAE

IRDNLRFGLEFEKSAFGKYNVDNAINANFRYSF

Figura 5.5. Secuencia aminoacidica de la proteina Sat de EcN. La secuencia sefial de direccién a
periplasma y el dominio que queda anclado en la membrana externa (domino ) después del proceso de
autotransporte y secrecidn de la proteina al medio extracelular se indican en color gris. En rojo y azul se
muestran los péptidos identificados por espectrometria de masas en el estudio del secretoma de EcN.
En amarillo se resalta la secuencia consenso tipica de las serin proteasas y la posicion de la Ser”®
marcada en negrita en la secuencia. El péptido seleccionado para la obtencion de anticuerpos anti-sat se

muestra subrayado.
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Cultivo EcN
LB- O/N

Centrifugacion 4.500xg

v

Bacterias

Sobrenadante
(Libre de Células)

Sonicado

TCA @ Centrifugacion )

Concentracion Extracto celular

Proteinas

(Proteinas Totales Secretadas) Centrifugacion 150.000xg

Sobrenadantes
(proteinas solubles)

Pellets= OMVs
(proteinas asociadas a OMVs)

Figura 5.6. Fraccionamiento de un cultivo de la cepa EcN. F1= Sobrenadante del cultivo filtrado y
precipitado con TCA (contiene todos los componentes secretados por la bacteria); F2=Proteinas
secretadas de manera soluble obtenidas por ultracentrifugacién del sobrenadante del cultivo a
150.000xg; F3= OMVs sedimentadas por ultracentrifugacion del sobrenadante del cultivo a 150.00xg;
F4=Extractos celulares obtenidos por sonicacidn de las bacterias recogidas por centrifugacién del cultivo.

El resultado de este analisis por Western blot se presenta en el Figura 5.7. Como
control de que no se habia producido lisis celular, las diferentes fracciones fueron
analizadas en paralelo con un anticuerpo especifico frente a la B-galactosidasa (LacZ),
una proteina citosdlica no secretada. Dicha proteina fue inmunodetectada en la
muestra F4 (proteinas celulares) pero no en las demas fracciones, lo que descarta
fendmenos de lisis en estas condiciones.

F1 F2 F3 F4

- s

—-— Lo

Figura 5.7. Analisis mediante Western blot de la secrecién de Sat en cultivos de EcN en medio LB. Las
muestras analizadas corresponden a las diferentes fracciones obtenidas tras aplicar el proceso de
separacidén presentado en la Figura 5.6: F1= Proteinas secretadas totales; F2=Proteinas secretadas de
manera soluble; F3=Proteinas secretadas a través de OMVs; F4=Extractos celulares (5 pg). La
inmunodeteccidn se llevd a cabo usando anticuerpos anti-Sat, o anti-LacZ como control para descartar
lisis celular.
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Se observa la presencia de Sat en la fraccidn F1 correspondiente al precipitado total de
las proteinas secretadas. Esta fraccién es equivalente a la muestra utilizada en los
estudios del secretoma de EcN presentados anteriormente (apartado 5.1). La
presencia de Sat en la fraccion F2 demuestra que esta proteina es liberada al medio en
forma soluble. La ausencia de Sat en la fraccidn F3 indica que Sat no es secretada a
través de OMVs. La ausencia de banda reactiva frente a los anticuerpos anti-Sat en la
muestra F4 correspondiente al extracto celular es compatible con la localizacién de
una proteina autotransportadora, cuyo destino es su liberacidn al medio extracelular.

Si bien no hemos localizado Sat en la fraccion de vesiculas, estudios protedmicos de las
OMVs aisladas de cultivos de la cepa EcN en LB han identificado péptidos del dominio
B-barrel de Sat (Aguilera et al., 2014). Este es el dominio que queda anclado a la
membrana externa y por tanto puede quedar englobado en la formacién de la
vesicula. La ausencia de deteccidén de este dominio en nuestro analisis por Western
blot queda justificada ya que los anticuerpos utilizados fueron obtenidos frente a un
péptido del dominio catalitico secretado.

5.3.2. ESTUDIO DE LAS CONDICIONES DE INDUCCION DE sat.

Nuestros resultados sobre el secretoma de la cepa EcN indicaban que Sat se expresa
en cultivos en LB. Cabe destacar que no existen estudios sobre las condiciones de
induccion del gen sat en el contexto de la cepa probidtica EcN que pudieran favorecer
su expresion en el entorno intestinal.

Un estudio transcriptdmico reciente identificd sat como uno de los genes inducibles
por crecimiento en orina tanto en la cepa uropatdégena CFT073 como en la cepa
probidtica Nissle 1917 (Hancock et al., 2010b). Si bien Sat es considerada un factor de
virulencia con elevada prevalencia en cepas uropatdgenas, el habitat natural de la cepa
probidtica es el tracto intestinal. Es por ello que el estudio de las condiciones que
determinan la expresién de Sat en el entorno intestinal resulta de interés para
establecer si esta proteina es un factor de virulencia o ha de ser considerada un factor
de competitividad que contribuye a la colonizacién intestinal. Por ello, nos propusimos
analizar la expresion del gen sat en la cepa EcN tanto en cultivos bacterianos en
presencia de diferentes compuestos del tracto intestinal (analisis in vitro), como en el
intestino de ratones (analisis in vivo).

Para abordar el analisis de la expresion de sat se optd por la construccion de fusiones
de promotor a genes reporteros. En este trabajo se han construido y analizado dos
tipos de fusiones transcripcionales: (i) fusiones del promotor de sat al gen lacZ
transferidas al genoma de la cepa EcN (utilizadas para los andlisis de expresion in vitro)
y (ii) fusiones del promotor de sat al gen que codifica GFP en plasmidos multicopia
(disenadas especificamente para los andlisis de expresion in vivo).
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5.3.2.1. Andlisis de fusiones del promotor del gen sat al gen reportero lacZ.

En primer lugar se construyd la fusion transcripcional ¢(sat-lacZ) para analizar la
expresion de sat a través del ensayo de la actividad B-galactosidasa en cultivos de la
cepa EcN.

Para obtener dicha construccién se amplificéd por PCR, a partir de DNA gendmico de la
cepa EcN, un fragmento de 999 pb comprendido entre las posiciones -939 pb respecto
al codén de inicio ATG del gen sat y +60 dentro de la regién codificante del gen. Este
fragmento comprende toda la region intergénica entre el gen sat y el gen iutA
precedente en la isla genémica Il de la cepa EcN, por lo que con toda probabilidad
contiene todos los elementos de regulacion transcripcional. Este fragmento fue
clonado en el plasmido pRS551 (Simons et al., 1987). Este plasmido contiene el gen
lacZ carente de promotor y genes que le confieren resistencia a kanamicina y
ampicilina. Los plasmidos recombinantes que habian incorporado el promotor de sat,
fueron seleccionados como colonias azules en placas de medio LB que contenian X-Gal,
kanamicina y ampicilina. La presencia del inserto correspondiente al promotor de sat
en las colonias seleccionadas fue confirmada por PCR, utilizando un primer forward
gue contenia secuencias del promotor y un primer reverse correspondiente a
secuencias del gen lacZ presente en el plasmido pRS551. De todas las colonias
obtenidas se seleccionaron 4 para su posterior analisis. A partir de ellas se extrajo el
DNA plasmidico de (Método 4.8.2) y la region del promotor de sat fue secuenciada
para descartar mutaciones (Método 4.8.8). El DNA plasmidico de una de ellas fue
linealizado e incorporado en el fondo gendmico de la cepa TE2680 por recombinacion
homoéloga (Elliott, 1992) y posteriormente en el fondo gendmico de las cepas EcNAlacZ
y MC4100 mediante transduccién generalizada con el fago P1. Los transductantes
fueron seleccionados por su resistencia a kanamicina y sensibilidad a ampicilina y
cloramfenicol.

La cepa MC4100 es una cepa Alac muy utilizada en el laboratorio como fondo para
estudios de expresién de fusiones de promotor al gen lacZ, de la cual disponiamos en
nuestra coleccién de cepas. La cepa EcNAlacZ fue obtenida en este trabajo a partir de
la cepa EcN por transferencia de la mutacion presente en la cepa CAG18439 (lacZ118
lacl42::Tn10) (Singer et al., 1989) mediante transduccién generalizada con el
bacteriéfago P1. Los mutantes EcNAlacZ se seleccionaron por el fenotipo tetraciclina® y
fueron confirmados por la formacién de colonias blancas en placas de agar MacConkey
en presencia de lactosa.

Una vez obtenidas las construcciones monocopia integradas en el genoma de las cepas
de interés, EcNAlacZ ¢(sat-lacZ) y MCA4100 ¢(sat-lacZ), se procedid a establecer las
condiciones dptimas de expresién de Sat por medida de la actividad B-galactosidasa
(Método 4.5.5.1) en extractos celulares obtenidos a partir de dichas cepas crecidas en
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diferentes medios de cultivo. Los medios utilizados fueron: (i) LB, medio bacterioldgico
rico con alta concentracidn de proteinas del tipo caseina, (i) DMEM medio de cultivo
de células eucariotas que contiene glucosa, bicarbonato sédico (3.7 g/l) y una mezcla
de aminodcidos esenciales y (iii) SM-glucosa, medio minimo con glucosa 0.2% como
fuente de carbono suplementado con hidrolizado de caseina 0.02% y triptéfano 0.2%
(las cepas que contienen integrada la fusién ¢(sat-lacZ) presentan auxotrofia para este
aminodcido). Los cultivos fueron incubados a 37°C hasta fase exponencial (6-8 horas) o
hasta fase estacionaria (16-18 horas) y las bacterias fueron procesadas para la
obtencién de los extractos celulares, donde se determind la actividad B-galactosidasa.
Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 5.8. Los valores de actividad
enzimatica se expresan en U/mg, donde una unidad de actividad B-galactosidasa
corresponde a la cantidad de enzima que hidroliza 1 nmol de ONPG por minuto.

| Exponencial

M Estacionaria
2500
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1500

Figura 5.8. Analisis de la expresion de
¢ (sat-lacZ) en el fondo genédmico de la
cepa EcNAlacZ en diferentes medios de
cultivo. La actividad B-galactosidasa fue
determinada por triplicado en extractos
celulares obtenidos a partir de cultivos

de esta cepa en los medios indicados. Los

Actividad B-galactosidasa (U/mg)

1000 valores de actividad p-galactosidasa

500 = (expresados en U/mg) corresponden a la

Ei media +SE de tres experimentos

0 Eﬁ— independientes.  *P=0.000, vs LB
LB DMEM SM-glu

exponencial.

Se puede observar que la mayor expresién de sat tiene lugar en medio rico LB y
ademas esta actividad se ve incrementada unas 3 veces en fase estacionaria respecto a
la observada en fase exponencial. Los resultados también indican que Sat se expresa
en medio DMEM y SM-glucosa, pero a un nivel mucho mds bajo (entre 5-10 veces
inferior) al observado en medio LB, no existiendo en ambos casos diferencias
significativas de expresion entre la fase exponencial y la estacionaria. Estos resultados
sugieren que la regulacidn de la expresidon del gen sat, al menos en medio LB, es
dependiente de la fase de crecimiento.

El analisis de expresion de ¢p(sat-lacZ) en el fondo gendmico de la cepa de laboratorio
MC4100 mostrd el mismo patrén de expresién que el obtenido con la cepa EcNAlacZ
(resultados no mostrados). Estos resultados sugieren que la expresion del gen sat, asi
como su posible regulacién por fase de crecimiento no es especifica de la cepa
probidtica EcN, sino que en ella participan reguladores generales codificados en el
genoma base de E.coli.
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Las condiciones éptimas de oxigenacion fueron evaluadas en cultivos de EcN ¢(sat-
lacZ) en medio LB crecidos hasta fase exponencial a 37°C. Se prepararon cultivos en
ausencia de oxigeno (anaerdbicos) o en presencia de oxigeno, bien con agitacion en
shaker orbital (aerdbicos) o incubados en condiciones estaticas (microaerofilicos). Los
resultados se muestran en la Figura 5. 9.
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Figura 5.9. Analisis de la expresion de ¢(sat-lacZ) en el fondo genémico de la cepa EcNAlacZ en
diferentes condiciones de oxigenacion. La actividad B-galactosidasa fue determinada por triplicado en
extractos celulares obtenidos a partir de cultivos en LB incubados en las condiciones indicadas. Los
valores de actividad PB-galactosidasa (expresados en U/mg) corresponden a la media *SE de tres
experimentos independientes. *P<0.05.

Los resultaron muestran una maxima expresién de Sat en condiciones de aerobiosis.
Los cultivos de la cepa crecidos en anaerobiosis y de forma estatica presentaron una
menor expresion del gen, del orden del 50% inferior.

Puesto que la maxima expresién de sat se obtuvo en medio LB (Figura 5.8), cuyo
componente mayoritario es la triptona (caseina digerida con enzimas pancreaticas),
nos planteamos analizar si el gen sat es inducible por proteina. Para este estudio se
prepararon cultivos de la cepa EcNd(sat-lacZ) en medio SM-glucosa al que se
adicionaron diferentes proteinas (albimina de suero bovino o caseina nativa), asi
como cada uno de los componentes presentes en el medio LB por separado (triptona o
extracto de levadura). Como control se adiciond LB completo al medio basal SM-
glucosa. Cuando los cultivos alcanzaron la fase estacionaria, las bacterias fueron
recogidas por centrifugacion y procesadas para la obtencidn de los extractos celulares
donde se determind la actividad [-galactosidasa. Los resultados se presentan en la
Figura 5.10.

La expresion de sat es inducida unas 7 veces por la adicion de LB al medio basal SM-
glucosa. Este resultado indica que la glucosa no ejerce represidon catabdlica sobre la
expresiéon de sat ya que los niveles de actividad [B-galactosidasa observados en
presencia de SM-glucosa-LB son del mismo orden que los observados en LB.
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Figura 5.10. Analisis de la expresion de ¢(sat-lacZ) en el fondo genémico de la cepa EcNAlacZ en
presencia de diferentes fuentes de proteina. La actividad B-galactosidasa fue determinada por
triplicado en extractos celulares obtenidos a partir de cultivos de esta cepa en medio SM-glucosa en
presencia de las proteinas indicadas a la concentracién de 0.3%. Los valores de actividad B-galactosidasa
(expresados en U/mg) corresponden a la media +SE de tres experimentos independientes. *P=0.000, vs
SM-glu.

Al analizar los componentes del LB por separado observamos que la triptona (caseina
digerida por accién de enzimas pancredticas) no ejerce ningun efecto en la expresién
de sat con respecto a los niveles basales obtenidos en SM-glucosa. Tampoco se
observé efecto alguno por la adicién de otras fuentes de proteina como caseina o
albdmina. Sin embargo, el extracto de levadura produjo una marcada induccién en la
expresion de sat. Lo niveles de actividad 3-galactosidasa en este caso eran préximos a
los obtenidos por la adicién del medio LB completo. Estos resultados indican que la
presencia de proteinas (en general) no es un factor de induccion para la expresion de
sat en la cepa probidtica EcN. La elevada expresidn del gen sat observada en LB se
debe a alglin componente presente en el extracto de levadura. Este extracto consiste
en un extracto concentrado producto de autolisis de Saccharomyces cerevisiae. Este
producto es rico en vitaminas, aminoacidos y otros factores de crecimiento. Es
probable que algin componente producto de la digestién de las levaduras o presente
en las membranas celulares sean los responsables de la induccién del gen sat.

A continuacion se procedié a analizar la induccién de &(sat-lacZ) por compuestos
presentes en el tracto gastrointestinal con la finalidad de simular el ambiente al que se
expone una bacteria en el interior del intestino. La induccién del gen en presencia de
estos compuestos podria sugerir una posible implicacion de Sat en la adaptacion
/interaccién de este probidtico con el huésped en su entorno habitual. Como
condiciones base para este estudio se selecciond el medio minimo SM-glucosa al que
se adicionaron los siguientes compuestos: bicarbonato sddico a una concentracion de
3.7 g/l, desoxicolato sddico (sal biliar) a concentraciones entre 0.1-0.5 mg/ml o
mucinas denominadas de Tipo Il y de Tipo Ill al 0.3%. Estas mucinas comercializadas
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por Sigma (Referencias M2378 y M1778) corresponden a mucina de estémago de
cerdo cuya diferencia entre ellas radica en el grado de purificacién. La mucina Tipo I
corresponde a la fraccién en bruto obtenida por digestion del estomago de cerdo,
mientras que la Tipo Il es obtenida mediante purificacion a partir de la mucina Tipo Il
aplicando el procedimiento descrito por Glenister et al. (1988). En concreto, la mucina
Tipo Il es disuelta (10% p/v) en una solucién de NaCl 0.1 M (pH 7.0) y se mantiene en
agitacion O/N. Las impurezas o restos celulares se eliminan por centrifugacion a
10.000xg y la mucina recuperada en el sobrenadante es precipitada con etanol al 60%
(v/v). El precipitado obtenido por centrifugacion es resuspendido en NaCl 0,1M vy el
producto obtenido es liofilizado y comercializado. Segun este protocolo, la mucina Tipo
Il corresponderia a la fraccidon de mucina secretada en el estomago, mayoritariamente
MUCS5A (Tabla 1.1).

El analisis se llevd a cabo en cultivos en fase estacionaria de la cepa EcN ¢(sat-lacZ) en
SM-glucosa en presencia de los citados compuestos. En paralelo se procesé un cultivo
en SM-glucosa como control. Los resultados se presentan en la Figura 5.11.

La expresién de sat no es inducida por bicarbonato sédico ni tampoco por sales biliares
(desoxicolato sédico). El bicarbonato sédico actia como inductor de la expresion de
determinados genes de virulencia presentes en islas gendmicas de cepas
enteropatdgenas de E. coli (Abe et al., 2002). Los valores de actividad [-galactosidasa
presentados en la Figura 5.11, asi como los obtenidos en medio DMEM (Fig. 5.8)
descartan que este compuesto sea inductor de la expresién de sat en la cepa EcN.
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Figura 5.11. Analisis de la induccion de ¢(sat-lacZ) en el fondo genémico de EcN en presencia de
compuestos que podrian actuar como seiales intestinales. La actividad p-galactosidasa fue
determinada por triplicado en extractos celulares obtenidos a partir de cultivos de la cepa EcN en los
medios indicados. Los valores de actividad B-galactosidasa (expresados en U/mg) corresponden a la
media +SE de tres experimentos independientes. *P=0.000 respecto a SM-glu.

Sélo se observa una clara induccién significativa con mucina Tipo Il. La expresion de
d(sat-lacZ) en presencia de esta mucina comercial supera 3 veces aproximadamente
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los valores basales del control. Sin embargo, la mucina Tipo Ill no ejerce ningun efecto
sobre la expresién de sat. Estos resultados sugieren que la preparacion de mucina Tipo
Il contiene algin compuesto inductor que ha sido eliminado durante el proceso de
purificacion de la mucina Tipo III.

Tal como refleja la Tabla 1.1 del apartado introduccién, en el estdmago podemos
encontrar diferentes tipos de mucinas: mucinas secretadas como MUC5AC y MUC6 vy
mucinas de superficie celular, ancladas a la membrana plasmatica, como MUCI],
MUC4, MUC12, MUC13 y MUC17. El proceso de purificacidon seguido para la obtencidn
de la mucina Tipo Il elimina los restos celulares por centrifugacion y con ellos las
mucinas asociadas a la membrana. El factor inductor de la expresion de Sat ha de estar
en esta fraccion. De todas las mucinas presentes en el estomago, MUC1, MUC12 y
MUC13 también se encuentran presentes en la membrana plasmatica de células del
rindn. Teniendo en cuenta la estrecha relacion filogenética existente entre la cepa
uropatégena CFT073 y la cepa probidtica EcN se puede especular que alguna de estas
mucinas comunes a ambos epitelios (renal e intestinal) puede estar implicada en la
induccion de Sat. En este caso la mucina, o algin componente derivado de su
estructura (oligosacdrido) activarian la expresion del gen sat de cepas uropatégenas en
el rifdn, asi como la expresion de la cepa EcN en su paso por el estdmago.

A nivel del intestino hay que considerar que MUCL1 estd presente en células del sistema
inmune como células dendriticas, en linfocitos T activados y en células B (Linden et al.,
2008; Wykes et al., 2002; Mukherjee et al., 2005), y las mucinas MUC12 y MUC13 se
encuentran también en células epiteliales del intestino delgado y colon (Tabla 1.1). Un
estudio protedmico del mucus de las diferentes partes del tracto gastrointestinal de
ratones ha identificado la mucina MUC13 en el mucus raspado de todas las partes del
mismo: estdmago, yeyuno, ileon, colon proximal y distal. La presencia de esta mucina
transmembrana en la capa mucosa secretada es debida a su exporte via vesiculas
exociticas (McConnell et al., 2009). De hecho, se ha descrito que los enterocitos de las
microvellosidades intestinales, asi como las globet cells generan gran cantidad de
vesiculas exociticas que son liberadas a la capa de mucus. Estas vesiculas contienen
ademas proteinas intracelulares, las cuales acceden al mucus a través de este
mecanismo. Entre estas proteinas se encuentran componentes del citoesqueleto o
proteinas asociadas al mismo (McConnell et al., 2009; McDole et al.,, 2012). La
identificacion de fodrina, una de las proteinas sustrato de la serin proteasa Sat, en el
proteoma del mucus de diferentes partes del tracto intestinal de ratones (Rodriguez-
Pifieiro et al., 2013) abre nuevas especulaciones en relacidn a la induccion del gen sat
en el tracto gastrointestinal. La presencia de mucina MUC13 o de proteinas diana de
Sat (como fodrina o espectrina) en las vesiculas exociticas liberadas a la capa de mucus
por células epiteliales del intestino mantendrian la expresion del gen sat a lo largo del
tracto gastrointestinal.
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5.3.2.2. Anadlisis de fusiones del promotor del gen sat al gen reportero gfp.

Para confirmar la expresién de sat en el tracto intestinal nos planteamos llevar a cabo
estudios in vivo en modelos murinos. Con esta finalidad se obtuvieron fusiones de
promotor al gen reportero gfp. Las proteinas reporteras fluorescentes o luminiscentes
son muy utiles para el estudio de la expresién de genes de virulencia en los tejidos
infectados en diferentes etapas de colonizacién (Uliczka et al., 2011).

El fragmento utilizado para la construccion de la fusion del promotor de sat al gen gfp
se obtuvo por PCR a partir de DNA gendmico de la cepa EcN. Este fragmento de 349 pb
se extendia 349 pb corriente arriba del coddn ATG. Esta regién contiene los elementos
necesarios para dirigir la expresion del gen sat de cepas patégenas de E. coli, cuando
es clonado en el plasmido pACYC184 (Guignot et al., 2007). Los primers utilizados en la
reaccion de PCR contenian en su extremo 5’ la diana de restriccién para la enzima
BamH| (primer forward) y para Sall (primer reverse). El fragmento amplificado fue
clonado en el plasmido PFU34 que lleva como marcador el gen de resistencia a la
ampicilina y que contiene como gen reportero el gen gfpmut3.1 que expresa una
version mutada de la proteina Green fluorescent protein (GFP). Esta proteina es capaz
de emitir mayor intensidad de fluorescencia que la proteina GFP wild type. El plasmido
recombinante se selecciond después de transformar células competentes de la cepa
XL1-Blue, obtener el DNA plasmidico de los transformantes y comprobar por PCR la
presencia del fragmento clonado, asi como la ausencia de mutaciones por
secuenciacion del mismo. El plasmido recombinante obtenido (PFU34-¢sat) se utilizd
para transformar células competentes de la cepa EcN mediante electroporacién. Como
control negativo se transformd la cepa EcN con el vector (PFU34) en el que el gen
gfpmut3.1 carece de promotor. Los clones recombinantes fueron seleccionados en
placas de LB-ampicilina. (Método 4.9.2).

5.3.2.2.1. Andlisis in vitro.

En primer lugar se procedié al analisis in vitro de la expresion de la construccién ¢(sat-
gfpmut3.1) en cultivos de la cepa EcN transformada con el plasmido PFU34-¢sat o con
el vector PFU34 como control. Los cultivos fueron estandarizados para evaluar las
condiciones dptimas de emisién de fluorescencia. Los medios de cultivo utilizados
fueron LB, DMEM y SM-glucosa. Las condiciones de temperatura analizadas fueron
25°Cy 37°C (Método 4.9.2).
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Figura 5.12. Analisis de la expresion de sat a partir de la construccion PFU34-¢sat y PFU34 en la cepa
EcN en diferentes condiciones de cultivo. A) La cepa EcN (PFU34-¢sat) fue crecida en los medios de
cultivo y temperatura indicados y las bacterias del cultivo visualizadas mediante microscopia de
fluorescencia. B) La cepa EcN (PFU34) fue crecida en medio LB a 37°C como control negativo. Las
bacterias del cultivo fueron procesadas para observacion mediante microscopia de fluorescencia,

microscopia de contraste de fases y microscopia éptica después de realizar Tincién de Gram.

Los resultados obtenidos muestran la expresién de la proteina GFP a partir del
promotor de sat (bacterias verdes) tanto a 25°C como a 37°C en los diferentes medios
de cultivos ensayados (Fig. 5.12.A). Se observa una mayor intensidad de fluorescencia
en medio LB con respecto a los medios SM-glucosa y DMEM. Estos resultados estan de
acuerdo con los obtenidos en el analisis de la expresion de la fusion del
promotor ¢(sat-lacZ) integrada en el genoma, presentado en el apartado anterior. La
expresion de sat no depende de la temperatura de crecimiento. Determinados genes
de virulencia estdn sujetos a regulacidon transcripcional por temperatura. En estos
casos, la expresién del gen tiene lugar a la temperatura a la cual el patégeno se
encuentra en los tejidos del huésped. Un ejemplo es el gen de virulencia de Yersinia
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pseudotuberculosis yadA que se expresa a 37°C pero no a 25°C (Uliczka et al., 2011).
Nuestros resultados indican que la expresiéon de sat no estd sujeta a este tipo de
regulacion tipica de genes de virulencia.

Los resultados obtenidos con la cepa EcN transformada con el pldasmido PFU34 (control
negativo) confirman la funcionalidad del promotor de sat clonado y validan la
construccion PFU34-¢sat para estudios de expresion in vivo. El crecimiento en medio
LB a 37°C es el que proporciona una mayor expresion de sat, sin embargo no se
observa emisién de fluorescencia por parte de las bacterias transformadas con el
plasmido vector PFU34 (Fig. 5.12.B). La presencia de bacterias en el cultivo fue
evidenciada por microscopia por contraste de fases y por tincion Gram.

La region promotora clonada en la construccidn PFU34-¢sat es menor que la utilizada
para la construccion de la fusion ¢(sat-lacZ). Por ello nos planteamos analizar con esta
nueva construccion la expresion de sat en presencia de los compuestos del tracto
intestinal mucina de Tipo Il, mucina de Tipo lll, bicarbonato sddico y desoxicolato
sddico. La cepa EcN (PFU34-¢sat) fue crecida en medio SM-glucosa a 37°C en ausencia
o presencia de los citados compuestos durante 16-18 horas. A continuacion se obtuvo
los extractos celulares (Métodos 4.5.2). La concentracién de proteina en estas
muestras fue determinada por el método de Lowry (Métodos 4.5.3) y la medicién de
unidades de fluorescencia relativa (RFU) se realizé con el equipo Turner BioSystems
Modulus Microplate en placas negras de 96 pocillos. Los resultados obtenidos se
presentan en la Figura 5.13.

Estos resultados confirman los resultados obtenidos con la cepa EcN ¢(sat-lacZ). Se
observa inducciéon de sat en presencia de mucina Tipo Il mientras que los otros
compuestos no ejercen ningun efecto sobre el valor basal en medio SM-glucosa. Es
importante destacar que las RFU obtenidas en este ensayo corresponden a la
expresion de la fusidn transcripcional clonada en un pldsmido multicopia, en cambio
las unidades de actividad 3-galactosidasa fueron obtenidas de la expresion de la fusion
monocopia integrada en el genoma por recombinacion homdloga.
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Figura 5.13. Andlisis de la expresidn de sat a partir de construccién PFU34-¢sat en la cepa EcN en
presencia de diferentes compuestos ensayados como inductores. Las muestras ensayadas por
triplicado corresponden a los extractos celulares obtenidos a partir de cultivos en SM-glucosa de la cepa
EcN (PFU34-¢sat) en ausencia o presencia de los compuestos indicados. Los valores de actividad
promotora, expresados como unidades relativas de fluorescencia RFU/mg de proteina, corresponden a
la media +SE de dos experimentos independientes. *P=0.000, respecto a SM-glu.

5.3.2.2.2. Andlisis in vivo

Para analizar la expresion del gen sat en el intestino, 2 ratones CD-1 fueron inoculados
por sonda orogastrica con 0.2 ml de una solucién que contenia 10° UFC/ml de la cepa
EcN (PFU34-¢sat) y otros 2 ratones fueron inoculados con 0.2 ml de una solucién que
contenia 10° UFC/ml de la cepa EcN (PFU34) (control negativo) segin (Métodos 4.6.)
24 horas antes se administrd ampicilina a los ratones en el agua de bebida con la
finalidad de eliminar las cepas resistentes a este antibidtico y facilitar la colonizacién
con las cepas en estudio. La ampicilina fue mantenida en el agua de bebida durante
todo el experimento. Al tercer dia de la inoculacién se procedié al sacrificio de los
ratones para obtener por raspado el mucus de ileon y colon y realizar los recuentos
bacterianos en placas de LB-ampicilina. Horas previas al sacrificio, las heces de los
ratones fueron recogidas y tratadas segun el protocolo descrito en el apartado de
Métodos 4.6, para proceder al recuento bacteriano y observacidn por microscopia de
fluorescencia. La expresidn de sat en el intestino daria como resultado la expresion de
GFP a partir de la construcciéon (PFU34-¢sat), lo que permitiria visualizar las bacterias a
partir de la fluorescencia emitida (Métodos 4.7.2).

Los recuentos bacterianos obtenidos tanto en heces como en mucus (ileon y colon) se
muestran en la Tabla 5.3.
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Tabla 5.3. Recuento bacteriano en heces y mucus de ratones colonizados. Cada muestra fue
procesada por triplicado.

Cepautilizada HECES MUCUS (ileon) | MUCUS (Colon)
UFC/g Heces UFC/g Mucus UFC/g Mucus

EcN (PFU34-fsat)  1,37x 109 3,37 x 104 4.12x 10°

I eon(PFU34Afsat) 12X 10° 4,1 10° 3.85x 104

EcN (PFU34) 1,1x10° 2,35x 10* 2.96x 10
EcN (PFU34) 1,8x 10° 5,2x 10 3.41x 10

Los recuentos bacterianos en heces mostraron un nivel de colonizacién equivalente en
todos los ratones. La observacién mediante microscopia de fluorescencia de las
suspensiones bacterianas obtenidas de las heces mostré emisién de fluorescencia sélo
en las cepas que portaban la fusién de promotor (PFU34-¢sat) (ratones 1 y 2). Las
suspensiones de heces obtenidas de los ratones control, inoculados con la cepa
probidtica transformada con el vector (PFU34), no mostraron emisién de fluorescencia
(ratones 3 y 4) (Figura 5.14A).

En el mucus aislado de fracciones correspondiente a ileon y colon de los ratones, el
recuento de bacterias adheridas expresados como UFC/g mucus), mostré resultados
similares en todos los ratones (Tabla 5.3). Sin embargo, sélo se observaron bacterias
fluorescentes en el mucus obtenido a partir de ratones inoculados con la cepa EcN
(PFU34-¢sat) tanto a nivel de ileon como colon (Figura 5.14B).

De las colonias seleccionadas en placas de LB-ampicilina utilizadas para los recuentos
bacterianos de heces y mucus, se seleccionaron al azar un par de cada condicién. Para
confirmar que estas colonias correspondian a la cepa EcN inoculada a los ratones, se
llevé a cabo una reaccion de PCR con primers que permitian amplificar un fragmento
de aproximadamente 500pb, correspondiente a la regién codificante del gen sat
presente en el cromosoma de la cepa EcN, cepa portadora de los plasmidos PFU34 o
(PFU34-¢sat) (Figura 5.15). La amplificacion mediante PCR demostré que todas las
colonias seleccionadas tanto de heces como de mucus correspondian a EcN. Estos
resultados corroboran que las tasas de colonizacion estimadas se deben a las cepas
inoculadas a los ratones y no a componentes de la microbiota intestinal resistentes a
ampicilina.
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A HECES

Tincion de Gram Fluorescencia

EcN (PFU34-@psat)

EcN (PFU34)

Contraste de Fase Fluorescencia Fluorescencia
lleén lleon Colon

EcN(PFU34-@sat)

EcN (PFU34)

Figura 5.14. Estudios de expresion de sat in vivo en muestras de ratones CD-1 colonizados con las
cepas indicadas. A) Heces y B) Raspado de mucus de ratones inoculados con las cepas indicadas,
observadas por diferentes técnicas de microscopia. Las imagenes presentadas corresponden a muestras
procedentes del ratén 1 (inoculado con EcN (PFU34-dsat)) y del ratdn 3 inoculado con EcN (PFU34).
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EcN (PFU34-¢sat) EcN (PFU34)

B EcN Heces Mucus Heces Mucus

500 pb

S D R B e e e e

Figura 5.15. Comprobacion mediante PCR de las colonias aisladas de muestras de los ratones
inoculados con las cepas indicadas. Mediante PCR se amplificd una regién interna del gen sat a partir de
colonias aisladas en placas de LB-ampicilina a partir de heces y mucus de ratones inoculados con las
cepas EcN (PFU34-¢sat) o EcN (PFU34). Como control positivo se utilizé la cepa EcN. B, blanco de la
reaccion de PCR (sin DNA).

La construccién de la fusion del promotor de sat al gen reportero que codifica GFP en
el pldasmido PFU34 ha resultado eficaz para el andlisis de la expresién del sat in vivo en
el tracto gastrointestinal de ratones. Este estudio demostré una colonizacién en todos
los ratones con similar nimero de recuentos bacterianos, del orden de 10° UFC/g de
heces y de 10* UFC/g mucus. Las imagenes de la fluorescencia emitida por bacterias
aisladas de heces y mucus (ileon y colon) de ratones inoculados con la cepa EcN
(PFU34-¢sat) demuestran la expresidon de sat en el tracto intestinal de ratones. La
expresion es independiente de su ubicacién dentro del nicho intestinal, ya que se
observa tanto en las bacterias en transito presentes en las heces, como en las
bacterias adheridas al mucus.

La expresidon de Sat a partir del gen cromosdmico en el intestino de ratones fue
confirmada mediante analisis de Western blot de las muestras de mucus de ileon y
colon obtenidas a partir de los ratones inoculados con la cepa EcN (PFU34-¢sat) o con
la cepa EcN (PFU34). Como control se procesaron en paralelo muestras de mucus de
las mismas regiones del intestino obtenidas de ratones no inoculados tratados con
ampicilina (ratones control). Estas muestras fueron resuspendidas en PBS, precipitadas
con TCA y analizadas mediante inmunodeteccidon con anticuerpos anti-Sat. En la Figura
5.16 se presenta el resultado de una muestra procedente de un ratén inoculado y de
un ratén control (no inoculado).
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Raspado de Mucus

Ratén Control Ratén EcN (PFU34-dsat)
C(+) fleon Colon fleon Colon
Sat  w— - e

Figura 5.16. Inmunodeteccién de la proteina Sat en el mucus intestinal de ratones. Raspado de mucus
de ileon y colon de ratones CD-1 inoculados con EcN (PFU34-¢sat) o no inoculados como control. Como
control positivo de la inmunodeteccidn se utilizéd un sobrenadante concentrado de un cultivo de la cepa
EcN en LB. La inmunodeteccidn se llevd a cabo con anticuerpos anti-Sat.

La presencia de Sat en el mucus de ratones inoculados con las cepa EcN (PFU34) o EcN
(PFU34-¢sat) demuestra la expresidn del gen sat presente en la isla Il del genoma de la
cepa EcN y la secrecién de la proteina Sat que permanece asociada a la mucosa
intestinal.

Ya que el gen sat de la cepa probidtica EcN se expresa en el intestino, es importante
estudiar cual es la funcién de la serin proteasa Sat en este entorno, asi como
establecer su contribucidn a los procesos de colonizacién intestinal.

Hasta el momento se han presentado estudios que demuestran la expresién de Sat
codificada en el genoma de EcN. Simulando condiciones presentes en el entorno
intestinal se ha determinado que la expresién de Sat es inducible por mucina Tipo Il y
que el gen se expresa también en el intestino tanto en ileon (intestino delgado) como
en coldn (intestino grueso). Con el fin de aproximarnos a conocer las funciones de Sat
se realizaron una serie de construcciones tales como la clonacién del gen sat, la
mutagénesis dirigida de la serina catalitica o la obtencién de mutantes knockout para
ser ensayadas in vitro, en cultivos celulares o en modelos murinos.

5.3.3 OBTENCION DE CONSTRUCCIONES Y MUTANTES PARA EL ANALISIS FUNCIONAL
DE Sat.

5.3.3.1 Clonacidn del gen sat en el vector pBR322.

El gen sat de EcN fue amplificado mediante PCR con primers que contenian dianas de
restriccion para las enzimas BamH| y Nrul. El segmento amplificado de 4.395 pb (-435y
+3960) comprende la secuencia codificante de la proteina Sat y la regién corriente
arriba que dirige su transcripcidn. La proteina expresada a partir de este constructo
corresponde a la proteina completa de 142 kDa con los 3 dominios tipicos de las
proteinas de la familia SPATE. El procesado de esta proteina en células de E. coli dard
como resultado la secrecién del dominio catalitico de 107 kDa.
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El fragmento amplificado fue clonado en el pldsmido pBR322 entre las dianas de
restriccion BamH| y Nrul. Se selecciond para esta clonacién el pldsmido pBR322 de bajo
numero de copias debido a que la sobreexpresion de Sat podria resultar téxica para los
cultivos bacterianos. Células competentes de la cepa DH5a fueron transformadas con
el producto de ligacién. Los clones recombinantes fueron seleccionados por resistencia
a ampicilina y comprobados por PCR. A partir de 4 colonias recombinantes se purificd
el DNA plasmidico para proceder a la secuenciacién del fragmento clonado y confirmar
la ausencia de mutaciones. Se selecciond asi un clon, al que se denominé pSAT.

5.3.3.2 Mutagénesis dirigida de la serina catalitica de Sat.

Con la finalidad de analizar la implicacién de la actividad proteasa de Sat en los efectos
mediados por esta proteina nos planteamos la construccién de una variante de esta
proteasa cataliticamente inactiva.

Todas las proteinas con actividad serin proteasa poseen un sitio o centro activo
formado por tres aminodcidos absolutamente conservados: serina, histidina vy
aspartato, conjunto que recibe el nombre de triada catalitica. La serina catalitica esta
contenida en el motivo GDSGS conservado en las proteinas de la familia SPATE. El
centro catalitico de Sat contiene dos serinas en posiciones 256 y 258. Estudios previos
dirigidos a evaluar la actividad de Sat de cepas de E. coli enteropatdgenas habian
introducido mutaciones en las posiciones sefialadas. La mutacidon en la serina 256
(52561) inhibia completamente la actividad proteasa de Sat sobre sustratos especificos
como fodrina y factor V de la coagulacidn, mientras que una mutaciéon en la posicién
258 (S258A) produjo una disminucién de la actividad hasta un 60% (Maroncle et al.,
2006). Por esta razén nos propusimos mutar la serina 256 del gen sat de la cepa EcN.

La mutagénesis dirigida de la serina catalitica de Sat (S256) se realizd segun el
proprocedimiento descrito en Métodos 4.1.6.3. Para ello se utilizaron primers
complementarios que contenian un cambio en el coddn de la serina de manera que el
nuevo coddén especificaba isoleucina (S2561) (Figura 5.17). El producto de la
amplificacién (8778 pb) a partir del plasmido recombinante pSAT fue incubado con la
endonucleasa Dpnl que es especifica para DNA metilado y hemimetilado. Esta enzima
es capaz de reconocer el DNA parental molde y digerirlo dejando sdlo el DNA recién
amplificado que contiene la mutacion introducida (Figura 5.17). Después de realizar la
transformacién en células XL1-Blue, los plasmidos recombinantes fueron seleccionados
en placas de LB-ampicilina. Cuatro colonias fueron seleccionadas, se obtuvo el DNA
plasmidico y la correcta incorporacion de la mutaciéon fue comprobada mediante
secuenciacion. Se descartd asi también la posible incorporacién de otras mutaciones
en el DNA durante el proceso de amplificacidon del fragmento por PCR. Se seleccioné de
esta manera el plasmido recombinante pSAT (S256l).
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DNA molde EcN (gensat) TCGGAGACAGCGGCTCTGG

T
Serina 256

FW Mut: TCGGAGACATCGGCTCTGG
RW Mut: CCAGAGCCGATGTCTCCGA
l_Y_J

Isoleucina

Figura 5.17. Secuencia nucleétidica de la region que contiene el codén de la serina catalitica (5256) de
la proteina Sat codificada en el genoma de la cepa EcN. Debajo de esta secuencia se indican los primers
utilizados en la mutagénesis dirigida del gen clonado en pSAT para cambiar este coddn por un triplete
que determina Isoleucina.

5.3.3.3 Construccion de un mutante EcN knockout del gen sat.

La construccién de una cepa mutante deficiente en Sat, se construyd con la finalidad
de estudiar como la deficiencia en Sat afectaba al comportamiento de la cepa
probidtica EcN.

Para la construccién del mutante knockout de sat se utilizd la metodologia de
disrupcion génica mediante introduccién de un cassette de resistencia a cloramfenicol
(Cm) (Métodos 4.1.6.2). Brevemente, la regién del gen sat que codifica el dominio
secretado (3 kb) fue amplificada por PCR y clonada en el plasmido pUC18Not utilizando
las dianas EcoRl y BamH|. Por otra parte el gen que confiere resistencia a cloramfenicol
(cassette Cm) fue obtenido a partir del plasmido pCAT19 mediante digestion con Smal
(enzima que deja extremos romos). Este fragmento fue purificado y clonado en la
diana Swal interna al gen sat clonado en pUC18Not, produciendo asi la disrupcion del
marco de lectura del gen sat. El gen sat mutado por insercién fue obtenido partir de
este plasmido recombinante mediante digestién con Not/ y subclonado en el plasmido
suicida pUT-miniTn5 Tc. Este plasmido fue introducido en la cepa E.coli S17 Apir, y
posteriormente mediante conjugacién transferido a la cepa EcN rifampicina®, donde
tras recombinacion homadloga se selecciond el mutante knockout EcNsat::cm. Después
de la purificacidn de los transconjugantes, la correcta construccion del mutante
knockout fue confirmada mediante PCR con primers que flanquean el gen sat vy
primers especificos del cassette Cm.

5.3.4 ENSAYOS IN VITRO DE LA ACTIVIDAD PROTEASA DE Sat DE LA CEPA EcN.

A continuacion se abordaron ensayos de actividad enzimatica encaminados a
confirmar que la proteina Sat de la cepa EcN presenta actividad proteasa y que esta
actividad depende de la S256. En paralelo, para comprobar la expresién de Sat a partir
de los clones recombinante pSAT y pSAT(S2561), asi como para confirmar la disrupcién
del gen sat en el mutante knockout, se abordaron ensayos de Western blot.
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Para este estudio se seleccionaron las siguientes cepas: (i) la cepa de laboratorio
HB101 (carente de gen sat) transformada con los plasmidos recombinantes pSAT o
pSAT(S256l), (ii) el mutante EcNsat::cm, (iii) la cepa mutante EcNsat::cm transformada
con los plasmidos pSAT o pSAT(S2561) y (iv) la cepa probidtica EcCN como control.

La determinacién de la actividad proteasa y el analisis por Western blot fueron
realizados a partir de cultivos en fase estacionaria de cada cepa en medio LB en
presencia de los antibidticos adecuados. Después de centrifugar los cultivos, los
sobrenadantes fueron filtrados y concentrados unas 500 veces con dispositivos
Centricon-plus70, con un tamaio de poro de exclusion de 100 KDa.

La actividad proteasa de las fracciones concentradas fue determinada a través de la
hidrdlisis del sustrato N-Metoxisuccinil-Ala-Ala-Pro-Val-p-Nitroanilida (Sigma). Este
sustrato fue seleccionado en base a resultados publicados sobre la actividad vy
especificidad de diversas proteasas de la familia SPATE (Dutta et al., 2002). La hidrélisis
de este sustrato artificial por accién de proteasas libera el croméforo p-Nitroanilida
que absorbe a 505 nm. El ensayo se llevd a cabo en placas de 96 multipocillos en un
volumen final de 100 pl, conteniendo 200 pg de proteina (Métodos 4.5.5.2). Las placas
se incubaron durante 18 horas a 37°C (Figura 5.18A). Como control, la actividad
proteasa de las muestras fue determinada también en presencia del inhibidor de la
actividad proteasa PMSF a concentracion de 1mM. En este caso los sobrenadantes
concentrados (200 pg totales de proteina) fueron incubados con el inhibidor durante
30 minutos previos a la determinacion de la actividad. En todos los casos se observo
que la actividad proteasa se inhibia por PMSF.

La immunodeteccion de la proteina Sat en estas muestras (200 pg) fue evaluada
mediante analisis por Western blot con anticuerpos anti-Sat. Los resultados de este
estudio se presentan en la Figura 5.18B.

La ausencia de banda inmunoreactiva asi como de actividad proteasa en el
sobrenadante de la cepa HB101 es concordante con la ausencia del gen sat en su
genoma. La ausencia de Sat (proteina y actividad) en el mutante EcNsat::cm confirma
la correcta disrupcién del gen. En consecuencia este mutante resulta un buen modelo
para abordar estudios funcionales basados en la deficiencia en Sat.

La actividad proteasa asi como la inmunodeteccidén de Sat en los sobrenadantes de la
cepa HB101 y del mutante knockout transformadas con el plasmido pSAT confirman
gue el gen sat de la cepa probidtica EcN codifica una serin proteasa funcional. Estos
resultados confirman ademas el correcto procesado y secrecién de la proteina
expresada a partir del gen clonado. Este resultado avala la utilizacion del plasmido
recombinante pSAT para analizar los efectos de la expresion Sat en el fondo de la cepa
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probidtica y de cepas de laboratorio. El plasmido pSAT deriva del plasmido pBR322, el
cual se mantiene dentro de las células transformadas en unas 20 copias por célula.
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Figura 5.18. Actividad proteolitica de Sat sobre el Sustrato Artificial: p-nitroanilida-Ala-Ala-Pro-Val.
(A) La actividad proteasa de Sat fue evaluada en sobrenadantes concentrados, obtenidos a partir de
cultivos en LB de las cepas indicadas. Los valores de actividad proteasa (expresados en pmoles/ug de
proteina) corresponden a la media +SE de puntos dobles de tres experimentos independientes. (B)
Correlacidn con los niveles de proteina Sat detectados por Western blot. Para la inmunodeteccidn de Sat
se utilizaron anticuerpos especificos anti-Sat. Para normalizar los resultados, las muestras ensayadas
correspondian en todos los casos a 200 pg de proteina total. *P<0.05, **P=0.000.

En las muestras que contienen una proteina Sat activa, los niveles de actividad
enzimatica se correlacionan con los de la proteina detectada mediante anticuerpos
especificos. Asi, los sobrenadantes de las cepas transformadas con el plasmido pSAT
presentan niveles superiores de actividad y de proteina inmunoreactiva en
comparacion con los valores de la cepa probidtica EcN wild-type.

La presencia de proteina Sat en los sobrenadantes de la cepa HB101 y en el mutante
knockout transformadas con el plasmido pSAT(S2561) demuestra la expresion y
secrecion de la proteina mutada. Sin embargo, dicha proteina Sat S256l no presenta
actividad proteasa lo que confirma la funcionalidad de la S256 en el mecanismo
catalitico. Esta construccidn sera de utilidad para valorar la implicacion de la actividad
proteasa de Sat en los efectos mediados por esta proteina sobre monocapas de células
Caco-2 en cultivo.

En conjunto estos resultados demuestran que el gen sat de la cepa probidtica EcN
codifica una serin proteasa funcional. Recordar que la proteina Sat de la cepa EcN
difiere en 8 residuos de aminoacidos de la proteina Sat de la cepa uropatégena
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CFTO073. Nuestros resultados indican que estas diferencias no anulan la actividad
proteasa de Sat de EcN, ni el autotransporte y secrecién de la proteina. En las cepas
que expresan una proteina Sat activa (a partir del gen cromosédmico o clonado en
pldsmido) los niveles de actividad enzimatica se correlacionan con los niveles de
proteina Sat sintetizada y secretada.

5.3.5 EFECTO DE LA SERIN PROTEASA Sat SOBRE LA PERMEABILIDAD PARACELULAR
DE MONOCAPAS DE EPITELIO INTESTINAL EN CULTIVO.

Las uniones estrechas o tight junctions son complejos de uniones intercelulares que
mantienen la integridad de los epitelios. Segun algunos autores la cepa probidtica EcN
reforzaria estds uniones en el epitelio intestinal, estimulando la inducciéon y/o
reorganizacion de proteinas ZOs de la zonula occludens (Zyrek et al., 2007). Sin
embargo, esta descrito que la expresidn de Sat en cepas enteropatdgenas contribuye a
la desestabilizacion de estas uniones en células Caco-2 en cultivo (Guignot et al., 2007).

Para determinar el efecto de la proteina Sat sobre las tight junctions utilizamos el
modelo de células Caco-2 polarizadas incubadas con suspensiones bacterianas (cepas
gue expresan Sat o cepas deficientes en Sat) o con sobrenadantes concentrados
obtenidos a partir de sus cultivos en LB. Después de un periodo de incubacidn, la
integridad de la monocapa fue evaluada mediante determinaciéon de la TER y por
ensayos de permeabilidad al manitol.

Las células Caco-2 fueron descongeladas y sembradas en placas de cultivo en medio
DMEM suplementado con 25 mM HEPES, aminoacidos no escenciales, penicilina-
G/estreptomicina y 10% de suero bovino fetal. Se realizaron 3 pases de tripsinizacion
antes de proceder a la siembra y diferenciacion de las células en placas Transwell. Las
células Caco-2 fueron sembradas en la membrana de policarbonato de placas transwell
de 12 pocillos (2x10° células/cm?). Los cultivos celulares fueron mantenidos a 37°C para
su diferenciacion durante 21 dias en presencia de 5% de CO, cambiando el medio en
dias alternos durante todo el proceso.

La resistencia transepitelial (TER, Q.cm?) generada por las células en cultivo fue uti-
lizada como parametro para evaluar la confluencia e integridad de la monocapa de
células Caco-2 diferenciadas. Estas mediciones se realizaron empleando el voltimetro
Millicell--ERS siguiendo las recomendaciones del fabricante.

A los 21 dias, una vez diferenciadas las células Caco-2, se llevé a cabo la incubacién con
las suspensiones bacterianas (Métodos 4.3). Como cepas en estudio se seleccionaron
la cepa de laboratorio HB101 y la cepa mutante EcNsat::cm, ambas deficientes en la
sintesis de proteina Sat. Las mismas cepas transformadas con el plasmido
recombinante pSAT fueron incluidas como modelo de cepas que expresan y secretan
Sat cataliticamente activa. Finalmente, estas cepas transformadas con el plasmido
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pSAT(S2561) fueron utilizadas para evaluar si el efecto producido por Sat en la
integridad de la monocapa depende de su actividad proteasa. De esta forma, las
bacterias ensayadas expresan niveles similares de proteina Sat, ya sea la proteina wild-
type o la proteina mutada Sat-S256I.

Las diferentes cepas bacterianas en estudio fueron cultivadas a 37°C, O/N, en medio LB
en presencia del antibidtico requerido. Al dia siguiente fueron re-inoculadas en
matraces de 10 ml del mismo medio y crecidas hasta alcanzar la fase exponencial
(DOgoo alrededor de 0.6). Después, los cultivos fueron centrifugados y el sedimento
bacteriano fue resuspendido en medio de infeccidn al que se adicioné D-manosa 1%. El
volumen de medio para la resuspension fue calculado para ajustar la concentracion de
la suspensién bacteriana (UFC/ml) para que, una vez adicionada a la parte apical de la
monocapa de células Caco-2 se obtuviera una MOI de 100.

Previo a la adicion de las suspensiones bacterianas se realizé la medicion inicial de la
TER en todos los pocillos de la placa como control de la integridad de la monocapa de
partida. El tiempo de incubacidn con las suspensiones bacterianas fue de 3 horas a
37°C, concluido el cual se volvié a medir la TER para evaluar el impacto de los
diferentes cultivos sobre las tight junctions. Como control se analizaron en paralelo
pocillos de células Caco-2 sin tratar. Los resultados se presentan en el Figura 5.19.
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Figura 5.19. Resistencia Transepitelial (TER) de monocapas de células Caco-2 después de incubar
durante 3 horas con suspensiones de las cepas indicadas (MOI 1:100). Los valores, expresados como
porcentaje del valor de TER respecto al valor determinado antes de la adicion de las suspensiones
bacterianas, corresponden a la media +SE puntos dobles y de tres experimentos independientes. * P<
0,05 vs control. Como control se representan los valores de células Caco-2 no tratadas.

La cepa de laboratorio HB101 no altera la TER de la monocapa de células Caco-2. Sin
embargo, cuando esta cepa expresa la proteina Sat a partir del clon pSAT produce una
disminucion de un 20% de la TER de la monocapa. Esta disminucion no se observa con
la cepa HB101 que expresa proteina Sat-S256l, cataliticamente inactiva. Este resultado
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sugiere que la proteina Sat de la cepa probidtica tiene un efecto desestabilizador de la
estructura de las tight junctions, y que este efecto depende de su actividad proteasa.
Es de destacar que la disminucidn en la TER de la monocapa no se observa en las
incubaciones realizadas con suspensiones de la cepa EcNsat::cm transformada con el
pldsmido pSAT. Este resultado sugiere que el efecto desestabilizador de la proteina Sat
sobre las tight junctions no se manifiesta en el contexto de la cepa probidtica;
probablemente es contrarrestado por otros factores producidos por la cepa EcN.

Una vez concluida la medicién de la TER, las monocapas de células Caco-2 fueron
lavadas con tampdén de Krebs pH 7,4 y mantenidas a 37°C en este tampdn con
volumenes de 1,5 ml en la zona basolateral y 0,5 ml en la zona apical. Con el fin de
determinar el paso del radioisétopo *H-manitol a través de la monocapa de células
Caco-2, la parte apical de las placas fue vaciada y se agregd a cada pocillo, a intervalos
de 10 segundos, 0,5 ml de una solucién de *H-manitol a una concentracién de 0,5
uCi/ml. A los 15 minutos de exposicién con el radioisétopo se transfirieron alicuotas
de 300 ul de cada pocillo desde la zona basolateral a un vial que contenia 3 ml de
liguido de centelleo.

Los resultados se presentan en la Figura 5.20A y se expresan como porcentaje de
recuperacioén del radioisdtopo a través de la capa celular desde la zona apical a la zona
basolateral, respecto a las células control.

Los resultados son congruentes con los valores de TER determinados para estos
mismos cultivos (Fig. 5.19). Asi, sélo se observa un incremento significativo de la
permeabilidad paracelular al manitol en monocapas incubadas con la cepa de
laboratorio HB101 (pSAT) que expresa la proteina Sat a partir del clon recombinante.
Este incremento depende de la actividad proteasa de la proteina expresada. Cabe
destacar que los valores de permeabilidad obtenidos son bajos, pero similares a los
descritos por otros autores cuando la proteina Sat de cepas enteropatdgenas es
expresada a partir del plasmido pACYC184 en la cepa HB101 (Guignot et al., 2007). De
hecho, el dafio producido por la proteasa Sat de estas cepas patégenas altera la
permeabilidad al manitol (182 Da) pero no afecta el paso de moléculas de mayor
tamafio como el acido sulfénico fluoresceina-5 (478 Da) lo que indica que Sat sélo
produce una ligera desestructuracion de las uniones entre enterocitos.

La expresion de Sat a partir plasmido pSAT en la cepa EcNsat::cm no altera la
permeabilidad de la monocapa al manitol. Este resultado es consistente con el efecto
protector de la cepa EcN sobre la integridad de la barrera intestinal. Por tanto, las
cepas que no expresan Sat (EcNsat::cm) o las que expresan la forma mutada Sat-S256I
no producen efecto alguno sobre la integridad de la monocapa.

El ensayo de flujo de manitol fue validado reproduciendo el experimento anterior,
pero reemplazando el indculo bacteriano por los sobrenadantes concentrados
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obtenidos a partir de cultivos en LB de las mismas cepas, ajustando la concentracién
de proteina a 200 pg por pocillo. Al igual que en el experimento descrito
anteriormente las células diferenciadas fueron incubadas con los sobrenadantes
concentrados durante 3h y posteriormente se realizo el estudio de permeabilidad por
medida de flujo de *H-manitol en las mismas condiciones descritas anteriormente
(Figura 5.208B).
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Figura 5.20. Flujo de *H-manitol a través de monocapas de células Caco-2. A) Flujo de’*H-manitol
después de incubar durante 3 horas con suspensiones de las cepas indicadas (MOI 1:100). B) Flujo de
*H-manitol después de incubar durante 3 horas con sobrenadantes concentrados (200 pg de
proteina/pocillo) obtenidos a partir de cultivos de las cepas bacterianas indicadas. Los valores,
expresados como porcentaje de recuperacién del radiois6topo en la zona basolateral con respecto a
células control no tratadas, corresponden a la media #SE calculada a partir de duplicados de tres
experimentos independientes. *P< 0,05 vs control.

Los resultados de este ensayo son consistentes con los obtenidos en las incubaciones
con suspensiones bacterianas. La presencia de Sat en el sobrenadante de la cepa de
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laboratorio produce un incremento en la permeabilidad paracelular asociado a su
actividad proteasa, sin embargo, la presencia de Sat en el sobrenadante de la cepa
probidtica no produce tal efecto (5.20B).

En conjunto estos resultados indican que la proteina Sat, aunque posee actividad
proteasa, no produce alteraciones en las tight junctions del epitelio intestinal en el
contexto de la cepa probidtica EcN. Esta descrito que la cepa EcN regula positivamente
la formacidon de las tight junctions, incluso es capaz de proteger y restaurar el dafio
producido por enteropatdgenos en monocapas de células epiteliales de intestino. Por
tanto, otros factores producidos por esta cepa pueden contrarrestar el efecto
desestabilizador de la proteasa Sat sobre estas uniones intercelulares. Entre estos
factores esta la proteina TcpC. Esta proteina, secretada por la cepa probidtica, induce
en células HT-29/B6 la expresion de Claudina 14 y promueve su localizacién a nivel de
la membrana de la célula epitelial, lo que se traduce en un aumento de TER (Hering et
al., 2013). Otros autores describen que EcN provoca en células Caco-2 una
redistribucion de la proteina ZO-2 movilizdndola hacia la periferia y contribuyendo asi
al refuerzo entre las tight junctions (Zyrek et al., 2007). Este efecto esta mediado por
la activacion de la PKCE, si bien se desconoce cudl es el factor producido por la cepa
EcN responsable de este efecto.

En este estudio realizado por Zyrek et al. (2007) se describe que la cepa EcN es capaz
de aumentar en un 20% el valor de TER en monocapas de células T84, una linea celular
de epitelio intestinal. Ademas, dicha cepa probidtica evita la destruccién de la barrera
causada por E. coli enteropatégena (EPEC). Asi, la disminucién del 70% en el valor de
TER determinada en monocapas de células T84 infectadas con EPEC durante 2 horas
no se producia cuando EPEC era coincubada en presencia de EcN (la suspension de
bacterias correspondia a una MOI de 100, en la que cada cepa contribuia en un 50%).
Este efecto protector de EcN fue observado también sobre monocapas de células
Caco-2. Estos estudios habian sido realizados con suspensiones bacterianas, por lo que
nos planteamos analizar en este trabajo si el sobrenadante concentrado de la cepa
probidtica era igualmente capaz de ejercer este efecto protector. Se pretendia asi
evaluar si el efecto protector de EcN sobre las tight junctions era mediado por
componentes extracelulares.

Para ello se sembraron células Caco-2 en placas transwell de 12 pocillos (2x10°
céIuIas/cmZ). Después de su diferenciacién durante 21 dias, las células Caco-2
polarizadas fueron incubadas con el patégeno EPEC (MOI 1:100) en ausencia o
presencia de sobrenadantes concentrados (200 ug de proteina) obtenidos de cultivos
de la cepa EcN en medio LB. El mismo ensayo se llevé a cabo co-incubando EPEC con
suspensiones de la cepa EcN como control (MOI 50:50). Los resultados se presentan en
la Figura 5.21.
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Figura 5.21. Analisis del efecto protector de EcN sobre la disminuciéon de la TER causada por el
patégeno EPEC en células Caco-2 polarizadas. A) Valores de TER de monocapas de células Caco-2
incubadas con las cepas EcN o EPEC (MOI 100) o con co-cultivos de EcN y EPEC (MOI 50:50) a los
tiempos indicados. B) Valores de TER de monocapas de células Caco-2 incubadas con la cepa EPEC (MOI
100) en ausencia o presencia de sobrenadante concentrado (SN) de la cepa EcN (200 ug de proteina) a
los tiempos indicados. Se presenta el valor de TER de células Caco-2 polarizadas incubadas con
sobrenadante concentrado de EcN (200 pg de proteina) en ausencia de EPEC. Como control se presenta
la TER de monocapas de células Caco-2 no tratadas. Los resultados corresponden a la media *SE
calculada a partir de duplicados de tres experimentos independientes. *P<0.005 vs EPEC- Omin.

La TER de las células control se mantuvo estable durante el tiempo del ensayo,
mientras que las células Caco-2 incubadas con suspensiones de la cepa probidtica EcN
mostraron un aumento de TER de alrededor del 15%, después de 2 horas de
incubacién. La infeccién con EPEC produjo una disminucidon de aproximadamente un
60% en la TER. Este efecto quedd compensado cuando el patégeno fue afiadido en co-
incubacién con suspensiones de la cepa EcN. En este caso la disminucién de TER fue
solo del 17.4% (Fig. 5.21A). Estos resultados estan de acuerdo con los descritos por
Zyrek et al. (2007). Los resultados de los ensayos realizados utilizando el sobrenadante
concentrado de cultivos de EcN demuestran que el efecto protector o beneficioso de
EcN sobre las tight junctions es mediado por componentes secretados al medio
extracelular. Asi, después de 2 horas de incubacién con suspensiones de EPEC en
presencia del sobrenadante concentrado de EcN, la TER de la monocapa sélo
disminuyd un 18%, mientras que en ausencia de esta fraccion de medio extracelular de
EcN, el patégeno provocd una disminucion de la TER del 54% (Figura 5.21B).

Estos resultados muestran que algin componente presente en el sobrenadante de EcN
es capaz de contrarrestar el dano causado por la cepa EPEC. Un estudio reciente
describe un probable mecanismo asociado al efecto protector de EcN a través del
bloqueo de los sistemas de secrecion de factores de virulencia utilizados por los
patégenos (Kleta et al., 2014). Estos autores describen que sobrenadantes de cultivos
de EcN son capaces de inhibir la secrecion de los factores de virulencia de EPEC EspA,
EspB y Tir. Esto sugiere que el sistema de secrecién T3SS utilizado por las bacterias
patdgenas para liberar estos componentes y translocarlos al interior de la célula
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infectada se veria afectado por algin componente presente en el sobrenadante de
cultivos de EcN (Kleta et al., 2014).

Del conjunto de estos resultados podemos concluir que el sobrenadante de cultivos de
la cepa EcN, aun conteniendo proteasa Sat, es capaz de proteger a células Caco-2
polarizadas frente al dafio causado sobre las tight junctions por cepas enteropatdgenas
como EPEC. El mismo factor o factores responsables de este efecto protector estarian
compensando el efecto posible proteolitico de Sat sobre las tight junctions. El efecto
téxico de Sat parece depender de una combinacién de factores producidos por la
propia bacteria. Por ello, en el contexto de una cepa probidtica como EcN, Sat no
ejerceria ningun efecto nocivo sobre la barrera intestinal y por tanto no deberia ser
considerada un factor de virulencia en esta cepa.

5.3.6 ANALISIS DE LA IMPLICACION DE Sat EN LA FORMACION DE BIOFILMS EN LA
CEPA EcN.

El tracto gastrointestinal es un lugar altamente colonizado por microorganismos. La
capacidad de formacidn de biofilms de una bacteria por lo tanto jugara un importante
rol en el proceso de colonizacion. Se ha descrito que la cepa EcN es un excelente
colonizador que puede competir con cepas comensales y establecerse en el tracto
gastrointestinal (Leatham et al., 2009). Estudios in vitro han evidenciado que EcN es
capaz de competir con cepas patégenas en su capacidad de formar biofilms sobre
superficies abidticas. De ahi su utilizacidon en el tratamiento de diarreas causadas por
bacterias enteropatdgenas (Hancock et al., 2010a). Debemos recordar que EcN expresa
diferentes adhesinas relacionadas con los procesos de adhesién como son las fimbrias
de tipo |, Ag 43, curliy celulosa (Hancock et al., 2010a).

De entre las serin proteasas de la familia SPATE, EspP (clase I) ha sido relacionada con
la formacidn de biofilms (Tabla 1.2 apartado introduccién). Con estos antecedentes,
nos propusimos evaluar la capacidad de formacién de biofilms de la cepa EcN y del
mutante derivado EcNsat::cm. La finalidad de este estudio era evaluar si la deficiencia
en la expresién y secrecidn de Sat podria modificar la capacidad de adhesién de la cepa
probidtica sobre diferentes superficies. Para ello realizamos ensayos de formacién de
biofilms sobre superficies abidticas y superficies bidticas. Para simular las condiciones
de adhesién y colonizacién en el intestino estas superficies fueron recubiertas con
mucina comercial Tipo Il.

5.3.6.1 Formacidn de biofilms en superficies abidticas.

Para el estudio de la formacién de biofilms sobre superficies abidticas se utilizaron
placas de poliestireno (placas de 96 pocillos). Se analizé la capacidad de las cepas EcN y
EcNsat::cm de adherirse a estas placas, bien sin tratar o con los pocillos recubiertos de
mucina Tipo Il. Las cepas fueron crecidas en medio LB y procesadas para la
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cuantificacion del indice de formacion especifica de biopelicula o biofilm (FEB) segun se
detalla en el apartado de Métodos 4.10. Los resultados obtenidos se presentan en la
Figura 5.22A. No se observaron diferencias significativas entre ambas cepas en los
indices de formacién de biofilms. Ambas cepas son capaces de formar biopeliculas
sobre poliestireno. La formacién del biofilm no se ve incrementada en presencia de
mucina en ninguna de las cepas ensayadas. Estos resultados sugieren que la serin
proteasa Sat no es determinante en los procesos de adhesion a superficies abidticas.

5.3.6.2 Formacion de biofilms sobre superficies bidticas.

La capacidad de algunas cepas probidticas de inhibir la colonizacién por parte de
patogenos se ha relacionado con su capacidad de adherirse al mucus y/o a las células
epiteliales. Estas condiciones pueden simularse en modelos in vitro (Laparra and Sanz,
2009). Para ello utilizamos diferentes modelos: (i) células Caco-2 en cultivo, (ii) células
Caco-2 recubiertas con mucina Tipo Il y (iii) co-cultivos (90:10) de células Caco-2 y
células HT29-MTX (linea de epitelio intestinal productora de mucinas). Se prepararon
cultivos de estas lineas celulares en placas de 12 pocillos y se incubaron 21 dias para su
diferenciacién. Estas células fueron incubadas durante 3 horas con suspensiones de la
cepa probidtica wild type o con el mutante EcNsat::cm a una MOI de 100. Transcurrido
este tiempo las bacterias no adheridas fueron retiradas y la monocapa de células
epiteliales tripsinizada para la posterior recuperacion y recuento de las bacterias
adheridas (Método 4.10.2). Los resultados de este ensayo se presentan en la Figura
5.22B.

No se observaron diferencias significativas entre la cepa EcN y el mutante deficiente en
Sat en ninguno de los modelos analizados. Ni la adicién de mucina comercial (mucina
Tipo Il de Sigma) ni la secrecidn de mucina por las propias células HT29-MTX
provocaron un incremento en la capacidad de adhesién de estas cepas. El origen y
composicion de estas mucinas son diferentes pero algunos componentes son
comunes. La mucina comercial Tipo Il (Sigma) derivada de estédmago contiene las
mucinas MUC5AC, MUC6, MUC1, MUC4, MUC12, MUC13 y MUC17. La linea HT29-MTX
es una linea celular productora de mucina, obtenida a partir de la linea HT-29
mediante un tratamiento establecido con metotrexato. Los principales componentes
de la mucina secretada por estas células son MUC5AC y MUC6 y en menor proporcion
MUC2 (Lesuffleur et al., 1993; Leteurtre et al.,, 2004). El hecho que la adicion de
mucina no mejore la formacidon de biofilms sobre células Caco-2 ha sido también
descrito para otras cepas de E. coli (Laparra and Sanz, 2009).

En conjunto estos resultados indican que la serin proteasa Sat no esta implicada en la
formacién de biofilms en modelos in vitro. Los factores de EcN implicados en la
formacion de estas biopeliculas estan presentes en ambas cepas, la tipo wild type y el
mutante sat::cm, y la deficiencia en Sat no altera dicha capacidad.
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Figuras 5.22. Formacion de biofilms por las cepas EcN y EcNsat::cm. A) Biofilms sobre superficies
abidticas. Las cepas indicadas fueron crecidas sin agitacion durante 18 horas a 37°C en placas de
poliestireno (recubiertas o no con mucina Tipo Il) que contenian medio LB. La capacidad de adhesion a
estas superficies fue evaluada por tincidn con cristal violeta. Los resultados, expresados en funcién del
indice FEB, representan la media + SE de tres experimentos. B) Biofilms sobre superficies bidticas. Se
utilizaron células Caco-2 en cultivo (recubiertas o no con mucina Tipo Il) y co-cultivos de células Caco-
2/HT29MTX. Estos cultivos fueron incubados con suspensiones de las cepas indicadas (MOI 100) durante
en 3 horas. Los resultados, expresados como n2 de bacterias (UFC) adheridas, corresponden a la media
+SE calculada a partir de triplicados de tres experimentos independientes.

5.3.7 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE Sat EN MONOCAPAS DE CELULAS Caco-2.

En este estudio nos propusimos analizar el efecto citotéxico de Sat sobre células
Caco-2 diferenciadas. Los ensayos se realizaron incubando cada pocillo con los
sobrenadantes concentrados (200 pg de proteina) de cultivos de las diferentes cepas a
analizar (Método 4.12). Tras 3 horas de incubacidn, las células fueron lavadas, fijadas y
tefiidas con Giemsa para su visualizacion al microscopio.
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Para este estudio se utilizaron sobrenadantes procedentes de cultivos de las cepas
HB101, EcNsat::cm, las mismas cepas transformadas con el plasmido pSAT que expresa
la serin proteasa Sat o transformadas con un pldsmido que expresa la variante mutada
de Sat-S256l. Los resultados se presentan en la Figura 5.23. Se puede observar como
ninguno de los sobrenadantes produjo una alteracién de la morfologia de las células
Caco-2 en las condiciones ensayadas.

Control

Figura 5.23. Analisis de citotoxicidad de Sat sobre células Caco-2 polarizadas. Imagenes de la tincidn
Giemsa de células Caco-2 previamente incubadas durante 3 horas con 200 pg de sobrenadantes
concentrados obtenidos a partir de cultivos en LB de las cepas indicadas.

Una de las funciones descritas para la proteina Sat de la cepa uropatégena CFT073 es
su capacidad de producir citotoxicidad en varias lineas celulares. Concretamente se ha
descrito la capacidad de Sat de inducir dafio en lineas celulares derivadas de tejido
uroepitelial, como son células Vero (primarias de rifién) y células epiteliales humanas
de vejiga o rifidn (Guyer et al., 2000). Estudios posteriores realizados por el mismo
grupo confirmaron el efecto de Sat de la cepa uropatégena en un modelo animal de
infeccion ascendente. En este modelo, Sat provocé dafio tanto en glomérulos como en
tubulos proximales, causando vacuolizacion y citotoxicidad (Guyer et al., 2002). Este
dano es debido a la capacidad de la proteasa Sat de introducirse al interior de la célula
del huésped y provocar la alteracion del citoesqueleto y la desestructuracién de los
filamentos de actina.

También se demostrd que la proteina Sat de la cepa uropatégena CFT073 es capaz de
degradar una proteina tipo integrina presente en la superficie de la célula renal que
presenta similitud a la proteina especifica de membrana LFA-1 de leucocitos. Ademas
de LFA-1, Sat también es capaz de degradar estructuras del citoesqueleto celular
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(fodrina) y del nucleo (proteinas MAPs entre otras) de células epiteliales del tracto
urinario (Maroncle et al., 2006; Guyer et al., 2000).

Estudios sobre Sat de cepas de E. coli entero-adherentes (DAEC) describen que esta
proteina es capaz de inducir la redistribuciéon de proteinas tales como Z0O-1, ZO-3,
ocloudinas y claudinas-1, presentes en el citoplasma de células Caco-2/TC7
polarizadas, causando un incremento en la permeabilidad paracelular de manitol. Sin
embargo, en este tipo y modelo de células diferenciadas Sat no es capaz de producir
dafios a nivel de filamentos de F-actina (Guignot et al., 2007). Por otra parte, la
proteina Sat proveniente de la misma cepa desestabiliza los filamentos de actina y
produce autofagia en células Hela (Liévin-Le Moal et al., 2011). En conjunto estos
estudios y nuestros resultados indican que la citotoxicidad de Sat a nivel intracelular
(alteracion del citoesqueleto, vacuolizacién y autofagia) no se observa en células
polarizadas de epitelio intestinal, modelo celular que simula la barrera del tejido
epitelial del intestino. Aun asi, algunos resultados son contradictorios puesto que
algunos autores describen que la proteina Sat proveniente de cepas DAEC presenta
capacidad citotéxica y enterotéxica sobre tejido de ileon de conejo. En estos estudios
se observd una pronunciada acumulacién de fluidos en loops de ileon expuestos a Sat,
aungue no se describe el mecanismo por el que se produce dicha acumulacién de
fluidos (Taddei et al., 2005).

De todo lo expuesto podriamos concluir que la accién de Sat depende de varios
factores: (i) del tipo celular y estadio de diferenciaciéon, probablemente porque la
entrada de la proteina al citoplasma de las células del huésped sea a través de un
receptor especifico todavia no identificado, y (ii) de la capacidad de la bacteria que
expresa Sat de contrarrestar el efecto de esta proteasa a través de la secrecion de
factores bacterianos, como por ejemplo TcpC, que modulan positivamente la
expresiéon de proteinas de la zonula occludens involucradas en la formacién y
regulacion de las tight junctions (Hering et al., 2013).

5.3.8 ANALISIS DE LA IMPLICACION DE Sat EN LA COLONIZACION DEL TRACTO
GASTROINTESTINAL DE RATONES.

Los resultados presentados hasta ahora descartaban la implicacién de Sat en Ia
formacién de biofilms in vitro sobre monocapas de lineas celulares derivadas de
epitelio intestinal. A continuacién, nos planteamos abordar estudios in vivo con la
finalidad de analizar la implicacion de Sat en la colonizacién del tracto intestinal de
ratones. Este modelo permite obtener una vision mas real de su funcién en el habitat
natural del probidtico, donde coexisten otros actores y mediadores importantes en la
interaccidon y comunicacion con el huésped.

Para estos estudios se siguido el modelo de colonizacion en ratones tratados con
estreptomicina, descrito en varias publicaciones (Leatham et al., 2009; Alteri and
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Mobley, 2007; Harrington et al.,, 2009). Este modelo evita la resistencia a la
colonizacidn observada para algunas bacterias en animales convencionales y resulta
muy adecuado para estudios de competicion entre varias cepas de E. coli. La
estreptomicina (5 g/l) es introducida en el agua de bebida de estos ratones entre 24-48
horas antes de la administracidon oral del probidtico y se mantiene durante todo el
proceso. Este tratamiento elimina la gran mayoria de bacterias anaerobias facultativas,
por lo que las diferencias en la colonizacién entre una cepa mutante deficiente en una
determinada proteina respecto a la cepa parental son un reflejo de la funcién de esta
proteina. Con esta aproximacién se pretendia comparar la capacidad de colonizacién
entre la cepa EcN wild type y el mutante deficiente en Sat, EcNsat::cm.

5.3.8.1. Obtencion de mutantes espontdneos resistentes a estreptomicina derivados
de la cepa EcN.

Los mutantes resistentes a estreptomicina fueron seleccionados a partir de la cepa
EcN-rifampicina®. Para ello se sembraron 10° - 10" UFC de esta cepa en placas de LB
que contenian estreptomicina (100 ug/ml). Las placas fueron incubadas 18 horas a
37°C. La presencia de resistencia doble en la cepa permite descartar mutantes
espontaneos resistentes a estreptomicina durante el protocolo de colonizacién. Para
estos estudios de colonizacién las cepas seleccionadas han tolerar concentraciones de
estreptomicina de 2 mg/ml. Una de las colonias capaz de crecer en presencia de esta
alta concentracion de estreptomicina fue analizada. Se amplificé la region
correspondiente al gen rpsL (mutaciones en este gen confieren resistencia a
estreptomicina) y el producto de la amplificacion fue secuenciado para determinar el
tipo de mutacién. Se determind que la mutacién espontanea habia afectado al codén
43 (AAA) que especifica lisina. Un cambio puntual en este coddn (ATA) habia cambiado
el aminodcido 43 a isoleucina.

Una vez seleccionada la cepa EcN estreptomicina®-rifampicina®, se utilizé la
metodologia del plasmido suicida pUT-miniTn5-Tc para obtener, mediante
recombinacion homoéloga, el mutante knockout EcNsat::cm tal como se describe en el
apartado Métodos 4.1.6.2. De esta manera, la cepa mutante deficiente en Sat contiene
la misma mutacion que confiere resistencia a estreptomicina en la cepa EcN wild type.
Este hecho es importante, ya que permite descartar que las posibles diferencias
observadas en la colonizacidn intestinal sean debidas a la diferente capacidad de estas
cepas de tolerar la estreptomicina presente en el agua de bebida de los ratones.

Las cepas seleccionadas para este estudio presentaban el siguiente fenotipo:
EcN: Str°- Rf®

EcNsat::cm: Str°- Rff- Cm"
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A continuacién se realizé una curva de crecimiento en medio LB en presencia de
estreptomicina 2mg/ml para confirmar que no habia diferencias en el tiempo de
duplicacién de ambas cepas a altas dosis de antibiético (Figura 5.24)

=== EcN

=== EcNsat::cm

0 & 1 1 1 J
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0

Tiempo (Horas)

Figura 5.24. Curvas de crecimiento de las cepas EcN y EcNsat:.cm en LB en presencia de
estreptomicina 2 mg/ml. EcN y EcNsat::cm en medio LB en presencia de 2 mg/ml de estreptomicina. Los
cultivos fueron incubados a 37°C en condiciones aerdbicas.

5.3.8.2. Estudios de colonizacion en ratones CD-1.

Los estudios de colonizacién se llevaron a cabo en ratones CD-1 machos de entre 5-8
semanas. Dos dias antes del inicio del experimento los ratones recibieron
estreptomicina (5 g/l) en el agua de bebida y este antibiético se mantuvo a lo largo de
todo el periodo de estudio. Asimismo, antes del inicio del protocolo se comprobd la
ausencia de microbiota resistente a estreptomicina en las heces de los ratones.

Los ratones fueron convenientemente marcados y separados en 4 grupos distintos.
Cada ratdén fue administrado por via orogdstrica con una dosis total de bacterias de
2x10° UFC, previo ayuno de 3 horas. El niimero de animales en cada grupo, asi como el
protocolo de administracidon se detallan en la siguiente tabla:

Solucién de PBS estéril

2x10° UFC (Cepa EcN)

2x10° UFC (Cepa EcNsat::cm)
2x10° UFC (Cepas EcN+EcNsat::cm)

*En este grupo se llevaron a cabo 2 experimentos bioldgicos independientes (n=6 en cada experimento)
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Una vez administradas las bacterias, los ratones fueron devueltos a sus respectivas
jaulas. Transcurridos 3 dias se separaron en jaulas individuales limpias para realizar la
recogida de heces (Método 4.6) y proceder al posterior recuento bacteriano. Los
recuentos fueron realizados en dias alternos durante 18 dias. Al final del experimento
(dia 18) los ratones fueron sacrificados por asfixia en camara de CO,, Los ratones
fueron diseccionados para la obtencién de fragmentos correspondientes al ileon y
colon (Método 4.6.) y realizar los recuentos de bacterias adheridas al mucus intestinal.

En las heces del grupo control no se seleccionaron cepas resistentes estreptomicina a
lo largo de los 18 dias del protocolo (resultados no mostrados).

Los resultados obtenidos a partir del recuento de heces de los grupos por separado
con la cepa EcN wild-type (grupo probidtico) o con el mutante EcNsat::cm (grupo
knockout) se presentan en la Figura 5.25. Se observa colonizacidn en ambos grupos a
partir del dia 3 después de la administracion, con recuentos del orden de 10%-10°
UFC/g heces. La colonizacién se mantuvo estable y fue similar entre ambos grupos a lo
largo de los 18 dias que durd el experimento, no encontrandose diferencias
significativas en los recuentos bacterianos de las heces entre ambos grupos de estudio.
Estos resultados indican que tanto la cepa probidtica EcN como el mutante derivado
EcNsat::cm, cuando son administradas de manera individual a ratones CD-1, son
capaces de colonizar y mantenerse estable en el tiempo.

Los resultados de los recuentos bacterianos obtenidos del raspado de mucus de ileon 'y
colon tanto del grupo probidtico como del grupo knockout (Figura 5.24B) eran
consistentes con los resultados obtenidos en sus heces. Cuando las cepas EcN y
EcNsat::cm eran administradas por separado, ambas cepas se hallaron adheridas al
mucus del ileon y colon, no observandose diferencias significativas entre sus recuentos
bacterianos (Figura 5.25B).

Por tanto, podriamos concluir que la presencia de Sat no es requerida para la
colonizacidn del tracto intestinal. Estudios similares fueron llevados por Guyer et al.
(2000) con cepas deficientes en Sat provenientes de cepas uropatdgenas en modelos
murinos de ascension por el tracto urinario. Para ello un grupo de ratones CBA fueron
sondados transuretralmente con la cepa CFT073wt o con la cepa CFT073 mutante en
Sat. Al cabo de 4 dias de la administracién, los ratones fueron sacrificados y se
extrajeron muestras de vejiga, orina y rifidn para determinar las UFCs. No se
encontraron diferencias significativas en el nimero de colonias entre los grupos
inoculados con la cepa wild type o con el mutante deficiente en Sat, hallandose
solamente una fuerte produccién de anticuerpos anti-Sat en el grupo de ratones
infectados con la cepa wild type.
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Figura 5.25. Colonizacion de ratones CD-1 administrados por via orogastrica con las cepas EcN (grupo
Probidtico) o con la cepa EcNsat::cm (grupo knockout). A) Recuento en Heces. Los recuentos de UFCs
se llevaron a cabo para el grupo probidtico (n=4), en placas de LB suplementadas con estreptomicina y
rifampicina y para el grupo knockout (n=4) en placas de LB suplementadas con estreptomicina y
cloramfenicol. Los resultados, se expresan como Logl0 UFC/g heces. B) Recuento en Mucus. Los
recuentos se realizaron a partir de raspado de mucus de los ratones CD-1 infectados con las diferentes
cepas (n=4) en cada grupo Los resultados se expresan como UFC/g de mucus. Los valores corresponden
a la media £ SE de los datos obtenidos de cuatro ratones, para cada grupo.

Respecto al grupo de ratones administrados con una mezcla (1:1) de las cepas EcNy
EcNsat::cm (grupo coinfeccion). Los resultados obtenidos a partir del recuento de
heces se presentan en la Figura 5.26A. Se puede apreciar que a pesar de obtener
recuentos similares al inicio del ensayo del orden de 108UFC/g heces, a partir del dia 10
los valores del recuento bacteriano mostraron un descenso de bacterias viables en el
caso de la cepa EcN (alrededor de 10°-10” UFC/g heces) con respecto a la cepa mutante
EcNsat::cm (10%-10° UFC/g heces). El porcentaje final de los recuentos bacterianos en
heces (dia 18) mostré que la cepa EcNsat::cm representa el 70% del total de las
bacterias aisladas de heces, mientras que la cepa EcN representa sélo el 30%. A los 22
dias post-infeccion, el porcentaje de colonizacién por parte del mutante EcNsat::cm,
estimado por recuento bacteriano en heces, alcanzé un 80-90% (datos no mostrados
obtenidos del analisis de 3 ratones).

En este grupo “coinfeccion” el recuento de bacterias a partir del raspado del mucus de
fragmentos de ileon y colon mostré una predominancia significativa de la cepa
EcNsat::cm respecto a la cepa EcN tanto a nivel de colon como de ileon (Figura 5.25B).
A partir de estos datos se puede estimar que la cepa EcNsat::cm representa entre el
70-80% del total de las bacterias adheridas a la mucosa intestinal, mientras que la cepa
EcN representa sélo el 20-30%. Estos resultados estan de acuerdo con los valores
obtenidos del recuento de bacterias en las heces de estos ratones e indican una buena
correlacién entre las bacterias que transitan en el tracto intestinal (heces) y las
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adheridas a la capa de mucus. La cepa deficiente en Sat consigue desplazar a la cepa
tipo wild type tanto en el lumen del intestino como en la adhesidén a mucosa intestinal.

H EcN
A emmgu= FcNsat::cm B % % M EcNsat::cm

5 e ECN é 80 *
9 =< 70
g O3 —a 3 o
s 7,5 S 50

w7 €

S 65 g 40
5 6 S 30
S 45 10
4 1 1 1 1 1 1 J 0

0 3 6 9 12 15 18 21 lledn colén

Dias postinfeccion Raspado de Mucus

Figura 5.26. Colonizacion de ratones CD-1 coinfectados con las cepas EcN y EcNsat::cm (proporcion
1:1). A) Recuento bacteriano en heces. El recuento de UFCs se llevd a cabo en placas LB suplementadas
con estreptomicina y rifampicina. Para diferenciar entre las cepas, 100 colonias de cada placa fueron
repicadas en placas de LB suplementadas con estreptomicina y cloramfenicol. Los resultados,
expresados como Logl0 UFC/ g heces, representan la media = SE del conjunto de datos obtenidos en
dos experimentos independientes (n=6 / experimento; n total=12). *P<0,05 Knockout vs Probidtico;
**Pp=0,000 knockout vs probiético. B) Recuento bacteriano en mucus. El recuento se llevé a cabo a partir
del raspado de mucus. Los resultados, expresados como UCF/g mucus, representan la media + SE del
conjunto de datos obtenidos en dos experimentos independientes (n=6 / experimento; n total=12).
*P =0.000, vs EcN.

Del conjunto de estos resultados podemos concluir que los ratones inoculados con las
cepas bacterianas por separado no presentan diferencias de colonizacién ni de
adhesién al mucus del tejido epitelial. Al igual que en los ensayos de formacion de
biofilms sobre superficies de células en cultivo recubiertas o no con mucina, en este
estudio in vivo tampoco se observaron diferencias en el recuento de bacterias
adheridas a mucus entre la cepa EcN y el mutante deficiente en Sat. Sin embargo
cuando los ratones fueron inoculados con una suspensidon mixta de ambas cepas, EcN y
EcNsat::cm; la cepa deficiente en Sat fue capaz de sobrevivir mas tiempo en el tracto
gastrointestinal, logrando desplazar a la cepa EcN. Estos resultados nos llevan a
plantear la cuestidn si la eliminacion del gen sat de la cepa EcN la convierte en un
mejor colonizador.

Suponiendo que la sintesis y procesado de la proteina Sat requiere un esfuerzo extra
por parte de la bacteria productora, este gasto energético utilizado por la cepa EcN se
traduciria en un mayor tiempo de duplicacion celular lo que llevaria a su mutante a
superarla en nimero. Siendo asi, esta diferencia deberia observarse también cuando
se administran estas cepas por separado.
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5.3.9. ENSAYOS DE COMPETICION ENTRE CEPAS BACTERIANAS.

Con la finalidad de determinar si la competencia ejercida por el mutante deficiente en
Sat sobre la cepa tipo wild type depende del entorno intestinal, donde pueden
contribuir otros factores como por ejemplo el sistema inmune del huésped, nos
planteamos llevar a cabo estudios de competiciéon entre ambas cepas en condiciones
in vitro. Para ello, se evalud el crecimiento de las cepas EcN y EcNsat::cm en medio LB
en cultivos individuales y en co-cultivo. En estos estudios se quiso también analizar si la
deficiencia en Sat afecta a la capacidad de competicion en estado plancténico de la
cepa probidtica frente a un patdgeno intestinal como es EPEC.

Con esta finalidad se partié de cultivos individuales de las cepas EcN, EcNsat::cm y
EPEC en medio LB crecidos O/N a 37°C. Estos fueron utilizados como indculo para
cultivos en matraces de 10 ml de medio LB, que fueron incubados en agitacién hasta
alcanzar una DOgy de 0.5. A partir de estos cultivos en fase exponencial y teniendo en
cuenta la relacion entre el valor de la DOggo y el nimero de UFCs/ml para estas cepas
en medio LB (Métodos 4.3) se prepararon co-cultivos de 10 ml en medio LB con un
in6culo inicial de 2x10° bacterias totales (1:1 de cada cepa). En estos estudios de
competicidon se preprararon los siguientes co-cultivos: EcN/EcNsat::cm, EcN/EPEC,
EcNsat::cm/EPEC. En este punto se separd una alicuota de cada cultivo para proceder
al recuento de UFCs y confirmar que el cultivo se iniciaba con igual nimero de
bacterias de cada cepa. Los cultivos fueron incubados a 37°C en agitacion durante 18h.
A continuacidon se realizaron diluciones seriadas de los cultivos y los recuentos
bacterianos se realizaron en placas de LB en presencia del antibidtico adecuado segun
cada caso. Los resultados de estos ensayos se presentan en la figura 5.27. En todos los
co-cultivos se estimé una concentracion de bacterias alrededor de 1x10™° UFCs
totales/ml.

El andlisis de los datos indica que en cultivos mixtos en LB el mutante deficiente en Sat,
la cepa EcNsat::cm, consigue superar en numero a la cepa EcN tipo wild type. Después
de 18 horas de crecimiento en medio LB, la poblacién del mutante deficiente en Sat
representa cerca del 60% de la poblacidn bacteriana total. Estos resultados estan de
acuerdo con los obtenidos en modelos in vivo. Cabe destacar que en cultivos
individuales ambas cepas, EcN wild type y EcNsat::cm, presentan el mismo tiempo de
duplicacién y rendimiento final del cultivo. La capacidad de competicion de la cepa
mutante EcNsat::cm es todavia mayor frente a la cepa de E. coli enteropatogena EPEC.
En este caso, al final de la fase de crecimiento en medio LB la cepa patégena ha sido
desplazada por la cepa EcNsat::cm y representa sélo el 30% de la poblacion bacteriana
total.
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Figura 5.26. Competicion entre la cepa probidtica EcN, su derivado EcNsat::cm y el patogeno intestinal
EPEC en crecimiento planctonico en medio LB. Los co-cultivos indicados fueron iniciados con un
namero igual de células de cada cepa e incubados a 37°C en agitacion durante 18 horas. Transcurrido
este tiempo las bacterias fueron sembradas en placas de seleccion para realizar el recuento de UFCs/ml
(A) y estimar el porcentaje de UFCs de cada cepa (B). Los datos son la media de valores de dos
experimentos independientes.

Sin embargo, la cepa probidética EcN wild type no fue capaz de competir en crecimiento
plancténico con la cepa patégena EPEC. En este caso el cultivo mixto mostré a las 18
horas una proporcion cercana al 50% de cada cepa. Estd descrito que en condiciones
de formacidén de biofilms sobre diferentes superficies la cepa EcN es capaz de desplazar
varios patdgenos como Salmonella, Yersinia, Shigella, Legionella, Listeria y E. coli EPEC
(Kleta et al., 2014), asi como a otros cepas de E. coli, tanto estirpes no patéogenas como
patégenas del tipo E. coli enterotoxigénica (Hancock et al., 2010a). Nuestros resultados
indican que esta capacidad de competencia de la cepa probidtica frente a la adhesidn
de estos patégenos no se manifiesta en condiciones de crecimiento plancténico.

Los resultados obtenidos con la cepa EcNsat::cm demuestran que la deficiencia en Sat
no disminuye la capacidad del probidtico EcN de formar biofilms sobre diferentes
superficies ni tampoco la de colonizar el tracto intestinal de ratones CD-1. Sin
embargo, el mutante EcNsat::cm presenta una mayor capacidad de desplazar o

Toloza L., Tesis doctoral



RESULTADOS Y DISCUSION

dificultar el crecimiento planctdnico de cepas patdgenas. En conjunto estos resultados
podrian sugerir que la cepa deficiente en Sat podria ser incluso mejor probidtico que la
cepa EcN wild-type.

5.3.10 APORTACIONES DE ESTE TRABAJO EN LA INTERACCION DEL PROBIOTICO EcN
CON EL HUESPED A NIVEL INTESTINAL.

Si bien EcN es uno de los probidticos muy estudiado por sus efectos antiinflamatorios,
y por su accidn positiva en la remision de brotes de colitis ulcerosa, los determinantes
genéticos y los factores microbianos responsables de su efecto probidtico no han sido
todavia bien establecidos.

Sobre EcN, aunque se conoce bien su genoma, existe escasa informacién sobre los
mecanismos utilizados por esta cepa para liberar y “entregar” las moléculas efectoras
que median su accién sobre la homeostasis intestinal. Ademas, se sabe que esta cepa
probidtica contiene en su genoma un gran nimero de genes e islas génicas presentes
en estirpes de E. coli patégenas. De hecho, comparte un gran nimero de genes con
cepas uropatégenas como CFT073. Muchos de estos genes codifican adhesinas y
factores fitness que contribuyen a la colonizacién y supervivencia de la bacteria en el
nicho intestinal. Sin embargo, algunos de ellos codifican proteinas consideradas
factores de virulencia en patégenos y se desconoce en muchos casos cudl es su funcién
en el contexto de la cepa probidtica.

El trabajo desarrollado en esta tesis doctoral ha contribuido al conocimiento de las
proteinas secretadas por EcN e identificar aquellas que son secretadas a través de
OMVs, asi como a la caracterizacién de la toxina Sat secretada por esta cepa
probidtica.

5.3.10.1 Las OMVs de probidticos como vehiculos de liberacion de moléculas
efectoras en la homeostasis intestinal

Los estudios protedmicos desarrollados en este trabajo, en especial los relacionados
con las OMVs aisladas de la cepa EcN a partir de dos medios de cultivo (LB y DMEM),
han aportado evidencias sobre la funcidn de estas vesiculas en el transporte y
liberacion de proteinas efectoras a través de la mucosa intestinal. Estos estudios en
conjunto han permitido identificar en el proteoma vesicular de la cepa EcN proteinas
codificadas por genes especificos, codificadas por pseudogenes o genes cripticos en
cepas no patdgenas, asi como proteinas exportadas selectivamente por patégenos a
través de OMVs (Aguilera et al., 2014). Las proteinas identificadas pueden contribuir a
la capacidad del probidtico de colonizar el intestino humano ya que desempefian
funciones relacionadas con la adhesién a los tejidos del huésped, a la supervivencia de
la bacteria en el nicho intestinal asi como a la modulacién del sistema inmune del
huésped.
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A pesar de la importancia de las OMVs como mediadores de la comunicacién
intercelular, al inicio de este trabajo no existian estudios protedmicos ni funcionales
sobre los efectos de estas vesiculas producidas por componentes de la microbiota
intestinal sobre el huésped. En el afio 2012 se publicé el primer estudio funcional de
las OMVs producidas por Bacteriodes fragilis (Shen et al., 2012).

Nuestro trabajo representa la primera descripcién del proteoma de OMVs de una cepa
probidtica y demuestra que las OMVs de probidticos contienen proteinas que pueden
dirigir estas vesiculas hacia las células diana del huésped y mediar los efectos
beneficiosos sobre la funcion intestinal.

5.3.10.2 La proteina Sat no debe ser considerada un factor de virulencia en la cepa
probiotica EcN.

La serin proteasa Sat forma parte del conjunto de proteinas con actividad citotéxica
codificadas en el genoma de la cepa EcN. Esta proteina estd codificada en la isla
gendmica Il de esta cepa probidtica. El gen sat presenta una elevada prevalencia en
cepas de E. coli patégenas y hasta el inicio de este trabajo todos los estudios llevados a
cabo con Sat habian sido realizados en el contexto de la cepa uropatégena CFT073, o
de estirpes de E. coli de adhesion difusa (DAEC). En estos patégenos es considerada un
factor de virulencia que contribuye, junto con otros factores, a los mecanismos de
patogénesis. Aunque la experiencia acumulada con los afos indica que la cepa EcN es
un probidtico seguro, la presencia de posibles genes de patogenicidad en su genoma
sugiere ciertos riesgos en su uso como probidtico y abre el debate sobre la idoneidad
de esta cepa (Guignot et al., 2007; Taddei et al., 2005).

La identificaciéon de Sat en el secretoma de la cepa EcN en medio LB indicaba su
expresion en medios de cultivo bacterioldgicos. Dado el posible cardcter toxico de esta
proteina, estimamos oportuno llevar a cabo la caracterizacion funcional de la proteina
Sat de la cepa EcN, asi como el estudio de las condiciones que determinan su expresion
en el entorno intestinal, con la finalidad de establecer si esta proteina es de hecho un
factor de virulencia o debe ser considerada un factor de competitividad que contribuye
a la colonizacion intestinal.

Hasta el presente no habia estudios que demostraran la expresiéon de Sat en el
intestino. Los resultados presentados en este trabajo indican que Sat se expresa en el
tracto intestinal de ratones. La induccion del gen sat puede ser estar mediada por
algin componente presente las membranas de las células epiteliales del tracto
gastrointestinal.

La proteina Sat codificada en el genoma de la cepa probidtica es una serin proteasa
funcional. Esta proteina cuando es expresada en una cepa de laboratorio a partir del
gen clonado en un plasmido de bajo numero de copias es capaz de alterar ligeramente
la permeabilidad paracelular de monocapas de células Caco-2 polarizadas, a nivel del
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mismo orden que los descritos para la proteina Sat de cepas DAEC. En estos
patégenos, Sat no degrada las proteinas implicadas en las tight junctions, sino que
induce una redistribucién de la proteina ZO-2 que conduce a una desestabilizacién
parcial de la barrera (Guignot et al., 2007).

En este trabajo hemos demostrado que Sat no produce ningun efecto significativo
sobre la permeabilidad paracelular cuando se expresa en la cepa EcN. Otros factores
secretados por la cepa probidtica impiden la posible desestructuracién de la barrera.
Estos resultados, junto con la ausencia de citotoxicidad observada sobre células Caco-2
polarizadas nos llevan a proponer que Sat no actia como un factor de virulencia en la
cepa probidtica.

Otras proteinas consideradas factores de virulencia en patégenos o con efectos téxicos
sobre células epiteliales son expresadas por la cepa EcN y contribuyen a su caracter
probidtico. Una de estas proteinas es TcpC. Esta proteina, de elevada prevalencia en
varios patdgenos, presenta un dominio del tipo Toll/IL-1. A través de este dominio,
TcpC interacciona con MyD88 y TLR4 impidiendo la sefializacién a través de este
receptor y bloqueando la induccién de citoquinas. En base a este mecanismo de
subversion de la inmunidad del huésped, basado en mimetizar las superficies
moleculares de interaccidn, las proteinas con dominios TIR (entre ellas TcpC) han sido
propuestas como una nueva clase de factores de virulencia (Snyder et al., 2013; Cirl
and Miethke, 2010; Xiao, 2010). Sin embargo, en la cepa probidtica EcN, la proteina
TcpC contribuye a la estabilizacidon de la barrera epitelial a través de la induccidn de la
expresion de la proteina Claudina-14 via PKCE y ERK1/2 (Hering et al., 2013).

Dentro del grupo de proteinas toxicas expresada por la cepa EcN se encuentra la
Colibactina. Se trata de un péptido hibrido poliquétido (hybrid peptide polyketide) con
propiedades genotodxicas. Este péptido induce roturas en el DNA de doble cadena en
las células eucariotas. Estudios llevados a cabo con la cepa EcN demuestran la
actividad de este péptido sobre el DNA produciendo roturas de cadena y aberraciones
cromosémicas en células de epitelio intestinal IEC-6. Sin embargo, esta actividad
genotoxica es esencial para el caracter probidtico de EcN puesto que en un modelo de
colitis en ratones, el mutante deficiente en la sintesis de colibactina no es capaz de
impedir ni prevenir la colitis inducida por DSS. El mutante no es capaz de modular la
expresion de citoquinas del mismo modo que la cepa EcN wild type (Olier et al., 2012).
La eliminacion de los genes que llevan a la sintesis del péptido genotdxico no convierte
a la cepa EcN en un mejor probidtico, lo que llevd a estos autores a proponer que un
probidtico efeciente podria tener efectos secundarios igual que cualquier otro
farmaco.

Nuestros resultados indican que Sat tampoco contribuye a la formacién de biofilms o a
la colonizacion del tracto intestinal. La deficiencia en Sat no altera la capacidad de
colonizar el tracto intestinal en un modelo in vivo de ratones tratados con
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estreptomicina. Sin embargo, en estudios de colonizacidn in vivo en competicidén con la
cepa parental EcN, el mutante deficiente en Sat es capaz de desplazar y superar en
numero a la cepa wild type. Esta capacidad se manifiesta también en crecimiento
plancténico en medio LB, no sélo frente a la cepa EcN wild type sino también frente a
cepas de E. coli enteropatdgenas, incluso con mayor eficacia. No sabemos cual es la
base molecular de esta mayor competencia observada en ausencia de Sat. Mds
estudios han de ser realizados en este sentido, asi como evaluar si el mutante
deficiente en Sat evita la colonizacién por parte de EPEC mejor que la cepa EcN wild

type.

Queda por definir cual es la funcién de Sat en el contexto de la cepa probidtica EcN y
su interaccién con el huésped en el tracto intestinal. Aunque la presencia del gen sat
se ha vinculado mayoritariamente con cepas patdgenas, resultados obtenidos en
nuestro grupo evidencian una alta prevalencia del gen sat en cepas comensales. Existe
una gran diversidad en el genotipo de cepas comensales. La coleccion EcoR, con 72
cepas de E. coli de referencia (Ochman and Selander, 1984), se considera
representativa del grado de variacion genotipica de aislados naturales de esta especie.
Estas cepas se clasifican en tres grupos, siendo el tercero el que contiene mayor
numero de cepas que presentan genes de virulencia. De las 72 cepas de la coleccién,
62 han sido aisladas de heces de mamiferos sanos, 27 de ellas son de origen intestinal
humano. El screening de estas 27 cepas mediante PCR ha permitido identificar 14
cepas que contienen el gen sat en su genoma. El analisis por Western blot del
sobrenadante de cultivos en LB de estas cepas ha permitido confirmar la expresién y
secrecion de la proteina Sat en todas ellas, indicando que el gen es funcional
(Resultados obtenidos por Carina Alvarez). Destacar que las 14 cepas positivas para Sat
estan distribuidas entre los 3 grupos de la coleccidon EcoR, con mayor prevalencia en el
grupo Il, y por tanto no limitadas al grupo que acumula mas genes considerados de
virulencia. La elevada prevalencia del gen sat en cepas de la microbiota comensal
sugiere que la expresidon de Sat puede representar una ventaja para la adaptacion y
supervivencia de estas bacterias en el nicho intesinal.

Nuestros resultados y otros datos disponibles en la literatura indican que la expresion
de proteinas consideradas factores de virulencia en patdégenos por cepas de la
microbiota comensal no debe ser considerada un factor negativo. En algln caso cierto
grado de toxicidad es necesario para obtener el efecto probidtico (como ejemplo la
colibactina), en otros, la toxicidad o efecto nocivo depende de otros factores (como
ejemplo Sat). Tal como hemos comentado a lo largo de la memoria los efectos toxicos
de Sat dependen de una combinacidn de factores. Por un lado influye el tipo celular
sobre el que la proteasa actua asi como su estado de diferenciacién. La mayor parte de
efectos citotdxicos, vacuolizantes y de desestructuracién del citoesqueleto han sido
reportados en células en cultivo a una confluencia del 80-90% (células no
diferenciadas). Por otra parte la accion de la proteina depende de la expresion de otros
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factores y proteinas por parte de la bacteria productora. Asi, en patégenos la
expresion de Sat tiene lugar conjuntamente con otros factores de virulencia, cuya
combinacion puede determinar la accidn toxica de Sat (por ejemplo facilitar su entrada
al interior de la célula infectada para que la proteina Sat pueda interactuar con algun
factor o diana). Sin embargo, la cepa EcN expresa y secreta otras proteinas que
contrarrestan o impiden la posible accién citotdxica de Sat.

Toloza L., Tesis doctoral



6. CONCLUSIONES






CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES

1. El andlisis in silico de las 22 proteinas identificadas en el secretoma de la cepa
EcN en medio LB sugiere su implicacion en procesos de colonizacion,
interaccion con el huésped o induccién de la respuesta inmune.

2.  El andlisis protedmico de OMVs aisladas de cultivos de la cepa EcN en medio
DMEM comparados con los realizados en medio LB evidenciaron que los
componentes presentes en el medio de crecimiento determinan Ia
composicion de las vesiculas generadas, observandose en el proteoma
obtenido en DMEM 34 proteinas que no estan presentes en el proteoma
vesicular de cultivos en LB.

3.  Entre las proteinas secretadas por la cepa EcN se identificé la proteina Sat, un
miembro de la familia de serin proteasas autotransportadoras de
enterobacterias, considerada factor de virulencia en patégenos. La proteina
Sat de la cepa EcN es secretada de forme soluble no ligada a vesiculas. El
dominio secretado presenta actividad serin proteasa y dicha actividad
depende de la Ser256 del sitio catalitico.

4. El gen sat presenta una expresion basal en medio minimo. La expresién es
inducida por crecimiento en medio LB o en presencia de Mucina Tipo Il.
Estudios in vivo demuestran la expresion de Sat en el tracto intestinal de
ratones.

5. La proteasa Sat de la cepa EcN produce una ligera desestructuracién de las
uniones entre enterocitos cuando es expresada en cepas de laboratorio, sin
embargo este efecto no se observa en el contexto de la cepa probidtica EcN.

6. Sat no presenta citotoxicidad en cultivos de células Caco-2 polarizadas. Los
efectos de Sat dependen del tipo celular sobre el que actua, su estadio de
diferenciacion, asi como de otras proteinas y mecanismos expresados por la
propia bacteria capaces de contrarrestar el efecto de esta proteasa.

7. La proteina Sat no esta implicada en la formacidon de biofilms ni en la
colonizacién del tracto intestinal. Sin embargo, en estudios de competicidn in
vivo, el mutante de EcN deficiente en Sat es capaz de desplazar a la cepa tipo
salvaje y alcanzar una mayor proporcién tanto en heces como en mucus
aislado de ileon y colon.
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8.  Sat no es un factor de virulencia en la cepa probidtica EcN, tampoco un factor
fitness implicado en colonizacidn, si bien la deficiencia en Sat confiere a la
cepa EcN la capacidad de competir en crecimiento plancténico y desplazar
cepas de E. coli enteropatdgenas, por lo que la mutacién del gen sat podria
resultar en la generaciéon de un mejor probidtico.
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ANEXO 1: OLIGONUCLEOTIDOS

OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS COMO CEBADORES

Cebadores empleados en el estudio del promotor Sat

FW o(sat-lacZ) TACGAATTCGGATGCTTTTGCAACAAGGGT
RW ¢(sat-lacZ) TACGGATCCTTCAGAAACAGCAATGAGTC
FW ¢(sat-gfpmut3.1) TACGAATTCGGATGCTTTTGCAACAAGGGT
RW ¢(sat-gfomut3.1) TACGGATCCTTCAGAAACAGCAATGAGTC
RW M13 GTAAAACGACGGCAGT

RW PFU34 CGCATGCTTAATTTCTCCTCG

Cebadores empleados para construccion del mutante de Serina®® de Sat

FW Mut 256 TCGGAGACATCGGCTCTGG
RW Mut 256 CCAGAGCCGATGTCTCCGA

Cebadores empleados para la construccion del knockout de Sat

FW knockout TAGAGTTGAGAGAATATATGAATAAAATATACTCC

RW knockout TCAGAAAGAGTAACGGAAGTTG

RW cassette CM CCCAAGCTTTTATTACGCCCCGCCCTGCCACTC

Cebadores para la construccion de Sat

FW Clon TACGGATCCGGATCAGGGTTGGCAATATCG

RW Clon TAGAAGGATCCGCTAATAATGAGAGCAAGAGCGAT
FW pBR322 ATCGACTACGCGATCATGG

RW pBR322 CCAGCAACCGCACCTGTG

Cebadores para amplificacion de Sat

CAGCATATAGCCATGATCTCTG
AGGCCCCGGTACTCTGAATGTTCA
ATACATTACACCTGAACAATGC
GTATGGCTTTGATACCGCCTATCG

FW Fraccion Catalitica TAGAAGGAGAAGGATGGCAAATATTGATATATCAAATG
RW Fraccion Catalitica GTTGACCTCAGCAAGGAAG

Otros Cebadores

FW gen rpsl ATGGCAACAGTTAACCAGCTG
RW gen rpsl TTAAGCCTTAGGACGCTTCACG
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Anexo 2:

Proteinas asociadas a vesiculas aisladas de cultivos de la cepa EcN, en medio DMEM,
presentes también enel proteoma de las OMVs obtenidas de cultivos en LB (114
proteinas en total).

N° Acceso Nombre de la proteina BIOLOGICAL FUNCTION
(EcN)

Cytoplasm

ZZyLIEEYON  Polyribonucleotide
nucleotidyltransferase

cZyLIOLEESY  Prophage Clp protease-like
protein

ZZyLN RN Heat shock protein 60 family
chaperone GroEL

22y EIEE  Non-specific DNA-binding protein
Dps / Iron-binding ferritin-like
antioxidant protein / Ferroxidase

CLyIiLEFAE  Integration host factor alpha
subunit

ZZyLre s DNA-directed RNA polymerase
beta' subunit

cEZIdy e DNA-binding protein H-NS
CEyIreyGE DNA-directed RNA polymerase
beta subunit

cZyLOEOD Y Cyclic AMP receptor protein
cZylrg&kl  Phage shock protein A
CEPINEEEY S SSU ribosomal protein S1p
CryIiEyel  LSU ribosomal protein L19p
ZZyLreyd N LSU ribosomal protein L17p
ZZyLre e SSU ribosomal protein S5p (S2e)
CEIEER  LSU ribosomal protein L9p
CryIe el LSU ribosomal protein L15p
(L27Ae)

CEyLre sl LSU ribosomal protein L6p (L9e)
CryIiEEFeE  LSU ribosomal protein L20p
cryIre il LSU ribosomal protein L11p
(L12e)

cEyIire 08 LSU ribosomal protein L18p (L5e)

cryIre SSU ribosomal protein S6p

pnp
clpP

groL

dps

ihfA

rpoC
hns
rpoB
crp
PSPA
rpsA
plS
plQ
rpsE
rpll
rplO
rplF
rplT
rplK
pIR

rpsF

Cellular processes -
Macromolecule degradation

Cellular processes -
Macromolecule degradation

Cellular processes -
Posttranslational
modification, protein
turnover, chaperones
Information transfer -
Chromosome condensation

Information transfer - DNA
replication, repair and
recombination

Information transfer —
Transcription

Information transfer —
Transcription
Information transfer —
Transcription
Information transfer —
Transcription
Information transfer —
Transcription
Information transfer —
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
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442607449

442607466

442607450

442607447

442607032

442607418

442607456

442607467

442607419

442607468

442607451

442607445

442603988

442605427

442605426

442607444

442605371

442605276

442607457

442607446

442607443

442604380

442607453

442607301

442603989

442606453

442606139

>
=2
m
x
@)
(V)

LSU ribosomal protein L22p
(L17e)

SSU ribosomal protein S13p
(S18e)

SSU ribosomal protein S3p (S3e)

LSU ribosomal protein L2p (L8e)
SSU ribosomal protein S20p

LSU ribosomal protein L10p (PO)
LSU ribosomal protein L5p (L11e)

SSU ribosomal protein S11p
(S14e)

LSU ribosomal protein L1p
(L10Ae)

SSU ribosomal protein S4p (S9e)

LSU ribosomal protein L16p
(L10e)
LSU ribosomal protein L4p (L1e)

Translation elongation factor G

LSU ribosomal protein L13p
(L13Ae)

SSU ribosomal protein S9p
(S16e)

LSU ribosomal protein L3p (L3e)

SSU ribosomal protein S15p
(S13e)
SSU ribosomal protein S21p

SSU ribosomal protein S14p
(S29¢e) @ SSU ribosomal protein
S14p (S29e), zinc-independent

LSU ribosomal protein L23p
(L23Ae)

SSU ribosomal protein S10p
(S20e)

Translation initiation factor 3

SSU ribosomal protein S17p
(S11e)

SSU ribosomal protein S2p (SAe)
SSU ribosomal protein S7p (S5e)

Pyruvate formate-lyase

Aspartate ammonia-lyase

plv
rpsM
psC
rplB

rpsT
rplJ

rplE
rpskK
rplA

rpsD
plP

rplD

fusA

rpIM
rpsl

plC
rpsO
rpsU

rpsN

rplW
rpsd
infC
msQ
rpsB
psG
pfiB

aspA

Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation
Information transfer -
Translation

Information transfer -
Translation

Information transfer -
Translation

Information transfer -
Translation

Information transfer -
Translation

Information transfer -
Translation

Information transfer -
Translation

Metabolism - Amino acid
transport and metabolism

Metabolism - Amino acid
transport and metabolism
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cZyLOEERS  Glycine dehydrogenase gcvP Metabolism - Amino acid
[decarboxylating] (glycine transport and metabolism
cleavage system P protein)
ZZyLNgtyd Dihydrolipoamide acefF Metabolism - Energy
acetyltransferase component of production and conversion
pyruvate dehydrogenase complex
ZZyLOEEN  Alcohol dehydrogenase adhE Metabolism - Energy
production and conversion

cnyLN ke Succinate dehydrogenase sdhA Metabolism - Energy
flavoprotein subunit production and conversion

cZyLNLyARE  NADP-dependent malic enzyme maeB Metabolism - Energy
production and conversion

CZyLN KT Succinate dehydrogenase frdA Metabolism - Energy
flavoprotein subunit production and conversion

coyLrgstl  Pyruvate dehydrogenase E1 aceE Metabolism - Energy
component production and conversion

442604842 mez-ic-1F-EY) katG Metabolism - Inorganic ion

transport and metabolism

CnyLrgktl  (3R)-hydroxymyristoyl-[acyl fabZ Metabolism - Lipid transport
carrier protein] dehydratase and metabolism

cnZIEEEYE  Biotin carboxylase of acetyl-CoA accC Metabolism - Lipid transport
carboxylase and metabolism

ZnyLNEEEERN - 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] fabG Metabolism - Lipid transport
reductase and metabolism

CLYIIERTER  Ribosome-binding factor A rbfA Information transfer - RNA

modification

CLyLaVgA  Glutamine synthetase type | ginA Metabolism - Amino acid

transport and metabolism
cnyLOLEEEE  NAD-dependent glyceraldehyde- gapA Metabolism - Energy
3-phosphate dehydrogenase production and conversion

CEZIEEDE  Thioredoxin trxA Metabolism - Energy

production and conversion
cZyl2iy  Ferritin-like protein 2 ftnA Metabolism - Inorganic ion
transport and metabolism

Inner membrane

2yl Es  Membrane-bound lytic murein emtA Cellular processes - Cell
transglycosylase E wall / membrane
biogenesis
CLYIETE PR ATP synthase beta chain atpD Metabolism - Energy
production and conversion
CEyLNEYEEE  ATP synthase alpha chain atpA Metabolism - Energy
production and conversion

Poorly carachterized

cZylrsED N Phage tail fiber protein c1591 Cellular processes -
Macromolecule degradation
ciyINEYARE  FIG00921676: hypothetical c1204 Function unknown
protein
Outer membrane
CygNEREEE  FocA protein focA Cellular processes - Cell
adhesion
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442603770

442604205

442604339

442607993

442606499

442608028

442604303

442604447

442606296

442606479

442606799

442604815

442607384

442603673

442607318

442605916

442607597

47600594

47600595

442605241

>
=2
m
x
@)
(V)

type 1 fimbrae adaptor subunit
FimF

type 1 fimbriae major subunit
FimA

major outer membrane lipoprotein

Outer membrane protein C
precursor

Outer membrane protein A
precursor

Uncharacterized protein YfaZ
precursor

Outer membrane lipoprotein pcp
precursor [Escherichia coli Nissle
1917]

MItA-interacting protein MipA

18K peptidoglycan-associated
outer membrane lipoprotein;
Peptidoglycan-associated
lipoprotein precursor; Outer
membrane protein P6;
OmpA/MotB precursor

Outer membrane protein F
precursor

Protease VII (Omptin) precursor

Outer membrane vitamin B12
receptor BtuB

Aerobactin siderophore receptor
lutA @ TonB-dependent
siderophore receptor

Outer Membrane Siderophore
Receptor IroN

Ferric hydroxamate outer
membrane receptor FhuA
Ferrichrome-iron receptor

Putative TonB dependent outer
membrane receptor
FocG protein

FocH protein

Type | secretion outer membrane
protein, TolC precursor

focF

c1936

Ipp

ompC

ompA

yfaZ

slyB

mipA

pal

ompF

ompT

btuB

iutA

iroN
fhuA
c2518/c0294

prrA/c1646

focG
focH

tolC

Cellular processes - Cell
adhesion

Cellular processes - Cell
adhesion

Cellular processes - Cell
wall / membrane
biogenesis

Cellular processes - Cell
wall / membrane
biogenesis

Cellular processes - Cell
wall / membrane
biogenesis

Cellular processes - Cell
wall / membrane
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2 ZyLERYg4  Outer membrane protein A yiaD Cellular processes - Cell
precursor wall / membrane
biogenesis
cnZIEYEDE  Outer membrane protein NipB, nlpB (bamC) Cellular processes - Cell
lipoprotein component of the wall / membrane
protein assembly complex (forms biogenesis
a complex with YaeT, YfiO, and
YfgL); Lipoprotein-34 precursor
ZnyLIEEY#S  Lipoprotein YcfM, part of a IpoB Cellular processes - Cell
salvage pathway of unknown wall / membrane
substrate biogenesis
CEPINEEE  Rare lipoprotein A precursor ripA Cellular processes - Cell
wall / membrane
biogenesis
CEyIrelkl Outer membrane protein yaeT Cellular processes - Cell
assembly factor YaeT precursor wall / membrane
biogenesis
JLyLN ey LPS-assembly lipoprotein RIpB IptE Cellular processes - Cell
precursor (Rare lipoprotein B) wall / membrane
biogenesis
(LY y#RH  Glycoprotein-polysaccharide ybaY Cellular processes - Cell
metabolism wall / membrane
biogenesis
CEPINERDER  Protein ResF rcsF Cellular processes - Cell
wall / membrane
biogenesis
crylrsrse  Per-activated serine protease sat Cellular processes -
autotransporter enterotoxin EspC Macromolecule degradation
Flagellar hook-associated protein fliD Cellular processes - Motility
FliD
cEyIErOk e Hypothetical lipoprotein YajG yajG Function unknown
precursor
Heat shock protein hslJ hslJ Function unknown
Lipoprotein Bor borD Function unknown
CUYIRPAR  Pectinesterase ybhC Metabolism - Carbohydrate
transport and metabolism

Periplasm
cZyLrgi Y Outer membrane protein H ompH Cellular processes - Cell

precursor wall / membrane
biogenesis
CZyLNEYEN L, D-transpeptidase YbiS ybiS Cellular processes - Cell
wall / membrane
biogenesis
(IR R Capsular polysaccharide export kpsD Cellular processes - Cell
system periplasmic protein KpsD wall / membrane
biogenesis
CEPINECEDE  Outer membrane stress sensor degQ Cellular processes -
protease DegQ,serine protease Posttranslational

modification, protein
turnover, chaperones
cnyIyRER  tolB protein precursor, tolB Cellular processes - Protein
periplasmic protein involved in transport

the tonb-independent uptake of

group A colicins

cEyIEEEER  FIG00640199: hypothetical yedD Function unknown
protein
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cZylzkEYS  DerB protein precursor
cZyLN LG Protein ydgH precursor

CEyIEEIES  Methionine ABC transporter
substrate-binding protein

CCZIEREE 21 kDa hemolysin precursor

CEyIEEDER  Methionine ABC transporter
substrate-binding protein

derB
ydgH
metQ

yraP
metQ

Function unknown
Function unknown
Metabolism - Amino acid
transport and metabolism
Function unknown

Metabolism - Amino acid
transport and metabolism
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