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ANEXO: INDICE DE ABREVIATURAS

aa
Ala
CBM
CBP
CBR
C-CPL1
C-LytA
DAO
DO
FAD
GFP

LB

0.n.
PNa
SAXS

THY

aminoacidos

alanina

choline binding module

choline binding protein

choline binding repeats

C-terminal de la endolisina con actividad muraminidasa CPL-1
C-terminal de la autolisina neumocécica LytA
D-aminoé&cido oxidasa

densidad optica

flavin adenine dinucleotide

proteina fluorecente verde

Luria-Bertani medium

overnight

fosfato monosaodico

small angle X ray scattering

Todd-Hewitt Yeast medium
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1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

El incremento en los niveles de resistencia de microorganismos infecciosos a los
antimicrobianos tradicionales constituye un problema de primer orden en la sanidad actual,
con unos costes sociales y econdmicos de elevada magnitud. Uno de los microorganismos
que presenta dicha resistencia es Streptococcus pneumoniae. En el desarrollo de nuevos
antimicrobianos contra dicha bacteria, es de gran interés el uso de modulos de unién a
colina (CBMs). Hasta ahora habia sido estudiada la capacidad y estabilidad de la union a
colina por parte de C-LytA y C-CPL1, habiendo pocos datos acerca de cémo la adicion de
estos CBMs podrian afectar al crecimiento y viabilidad de S. pneumoniae. Se presenta un
trabajo donde se realiza un estudio comparativo de la capacidad de inferencia en el
crecimiento de la cepa R6 de S. pneumoniae por parte de los médulos de unién a colina
provenientes del C-terminal de la autolisina LytA (C-LytA), de sus variantes (C-LytA-GFP vy
C-LytA-DAO) y el C-terminal de la lisozima del fago Cp-1 (CPL-1).

Palabras clave: neumococo, proteinas de union a colina, antimicrobiano, médulos de unién

a colina, crecimiento

The increased levels of resistance of infectious microorganisms to traditional
antimicrobials is a major problem in today’s health, with elevated social and economic costs.
One of the microorganisms that have such resistance is Streptococcus pneumoniae. In the
development of new antimicrobials against these bacteria, is interesting to study the use of
choline-binding modules (CBMs). The capacity and stability of choline binding by C-LytA and
C-CPL1 had been studied, but we have little information about how the addition of these
CBMs could affect the growth and viability of S. pneumoniae. Some trials are presented to
compare the ability of inference in the growth of R6 strain of S. pneumoniae by adding the C-
LytA, C-LytA-GFP, C-LytA-DAO and C-CPL1 modules.

Keywords: pneumococcus, choline-binding proteins, antimicrobial, choline-binding modules,
growth



2. INTRODUCCION

2.1. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, también conocida como neumococo es una bacteria
Gram positiva con morfologia cocal. Esta bacteria se encuentra normalmente colonizando la
nasofaringe de individuos sanos, incluyendo aproximadamente la mitad de todos los nifios
(Revai y cols.,, 2006). Es importante en algunos casos de meningitis, afectando

principalmente a nifios y ancianos.

Hasta 1967 esta bacteria habia sido susceptible al tratamiento con penicilina. Sin
embargo, ese afio se describieron por primera vez cepas de neumococo resistentes a
penicilina que también mostraban resistencia a tetraciclina (Hansmann y Bullen, 1967). A
principios de siglo se introdujo la vacuna infantil antineumocdcica conjugada pentavalente
(PCVT7), observandose una disminucion en los niveles de resistencia a la penicilina en varios
paises (Kyaw y cols., 2006). A pesar de este hecho, se produjo un aumento de la resistencia
por parte de los serotipos no incluidos en la vacuna, en especial el 19A multirresistente, que
se ha observado en muchos paises desde 2005 hasta 2009 (Lifares, Ardanuy, Pallares y
Fenoll, 2010).

Las enfermedades neumocoécicas constituyen la 42 causa mundial de muerte, y
representan asimismo la mayor causa de mortalidad en EEUU y Europa dentro de las
enfermedades prevenibles por vacunas (Gamez y cols., 2012). A pesar de que en los paises
menos desarrollados siempre ha constituido una de las primeras causas de mortalidad
infantil, en las dltimas décadas la situacién se ha complicado también para los paises
desarrollados, ya que las vacunas actuales sé6lo cubren una pequefa parte de los mas de

90 serotipos distintos de neumococo (Singleton y cols., 2007).

Y en lo que respecta a los antibiéticos, Unicamente en el sur de Europa se ha pasado
de un 5% a un 50% de resistencia a los antibidticos B-lactamicos por parte de los analisis

clinicos de neumococo en solo una década (Albrich y cols., 2004).

Teniendo en cuenta estos datos nos encontramos frente a un panorama realmente
preocupante en el cual la Unica salida que tenemos es la identificacion de nuevas dianas

para el desarrollo de antibitticos.

2.2. Estructura de la superficie del neumococo

En la blsqueda de estos nuevos antimicrobianos se les esta prestando especial

atencion a las proteinas asociadas a la superficie S. pneumoniae constituyen una buena



diana para la produccion de nuevos antimicrobianos (Maestro y Sanz, 2007; Pérez-Dorado y
cols., 2012). Estas proteinas intervienen en procesos esenciales para la viabilidad y
virulencia bacterianas, como son: la adhesién al huésped, separacion de las células hijas al
final de la division celular, liberacion de toxinas, camuflaje frente al sistema inmune, etc...

(Bergmann y cols., 2006).

Dentro de estas proteinas asociadas a la superficie encontramos las proteinas de
unién a colina (Choline Binding Proteins, CBPs), muchas de las cuales estan implicadas en
la virulencia de S. pneumoniae (Rosenow et al., 1997). Las CBPs constituyen una familia de
alrededor de 15 miembros que comparten modulos de union a colina (Choline Binding
Module, CBMs). Estos modulos o dominios son los encargados de anclar las proteinas
CBPs a la superficie de la bacteria, pues se unen a la fosforilcolina de los &cidos teicoicos y
lipoteicoicos presentes en la pared celular (Bergmann y cols., 2006) (Figura 1). Una vez
ancladas, las CBPs pueden realizar su funcién biolégica, gracias a que tienen un médulo

catalitico (Figura 2).

Figura 1. Representacion de la pared celular neumocécica que muestra 12 de las proteinas de unién
a colina identificadas ancladas a los acidos teicoicos. In vivo, ciertas CBPs como CbpA o PspA son

mas abundantes que otras.
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Figura 2. En verde se representan los CBMs compuestos por varias CBRs. Los dominios funcionales
estan representados en otro color. (imagen adaptada de Pérez-Dorado, |., Galan-Bartual, S. &
Hermoso J.A:, 2012)

2.3. Médulos de unién a colina

Los CBMs usados en este estudio estan constituidos por motivos repetidos de
alrededor de 20 residuos (Choline Binding Repeats, CBRs), ricos en aminoacidos
aromaticos. Estos motivos se disponen a lo largo del eje de una solenoide y cada CBR
contiene un bucle y una horquilla-beta de forma que, cada sitio de unién a colina (constituido
por dos CBRs) esta configurado por dos horquillas consecutivas que aportan aminoacidos
aromaticos, los cuales son fundamentales, ya que la carga positiva de la colina interacciona

con los anillos 1T de los residuos aromaticos. Por tanto, esta interaccion junto con las de van



der Waals que se forman son responsables de la afinidad de los CBMs por la colina. (Figura

3) (Ferndndez-Tornero y cols., 2001; Pérez-Dorado y cols., 2012).

(Y} 7
1

Figura 3. Estructura de rayos X de C-LytA basado en el PDB 1HCX. Cada cadena del homodimero
contiene seis motivos estructurales (coloreados en rojo, verde, azul, amarillo, magenta y cian)
compuesto de una horquilla-B8 y un lazo largo, que juntos constituyen cuatro sitios de unién a colina,
ocupados en la estructura cristalina por tres residuos de colina y un residuo de N-6xido de N,N-dimetil

dodecilamina (esferas grises) (adaptado a partir de Hernandez-Rocamora, 2009).

2.4. Médulos de unidén a colina (CBMs): C-LytAy C-CPL1

C-LytA (15 kDa) es el médulo C-terminal de la autolisina neumocécica LytA vy, el
principal representante de las proteinas de union a colina. Este polipéptido de 135 aa
contiene seis horquillas-B conservadas que configuran cuatro sitios de unién a colina, cuya
estructura se muestra en la Figura 3. La afinidad de C-LytA por colina y sus analogos
estructurales ha dado como resultado el desarrollo de mdltiples aplicaciones, como es su
uso como “etiqueta” (tag) de afinidad para la purificacion e inmovilizacion de proteinas

(Sanchez-Puelles y cols., 1992).

Otro CBM usado ha sido el proveniente de la lisozima CPL-1. Esta es una proteina
del fago Cp-1, que infecta y lisa a S. pneumoniae. CPL-1 es una endolisina con actividad
muramidasa que hidroliza de forma especifica y dependiente de colina la pared celular del
neumococo. CPL1 posee un dominio catalitico en el extremo amino terminal, y un modulo de
unién a colina (C-CPL1) en el extremo carboxilo terminal, unidos por un conector de

amino&cidos cargados negativamente (Resch y cols., 2011).



A pesar de que los médulos C-CPL1 y C-LytA poseen una secuencia muy similar,
con mas del 50% de identidad y ambas con 6 repeticiones de unién a colina, la estructura
tridimensional es significativamente diferente (Figura 4). Mientras que C-LytA presenta un
anico pliegue formando una superhélice, como se indicaba anteriormente, C-CPL1 muestra
dos dominios claramente diferenciados dentro del modulo de union a colina, Cl y CII.
Ademas, CPL1 dimeriza en presencia de colina, al igual que ocurre con LytA. También lo
hacen los mdédulos C-CPL1 y C-LytA. Sin embargo, el mecanismo de dimerizacién podria
no ser el mismo, segun resultados obtenidos por la técnica SAXS (small angle X ray
scattering) (Buey y cols., 2007).

Figura 4. Superposicion estructural de
CPL1 (amarillo) y C-LytA (azul).

Se ha observado que los moédulos de unién a colina (CBMs) aislados presentan un
gran potencial como antibidticos proteicos, ya que son capaces de competir con las CBPs
completas del propio neumococo por la unién a colina, de manera que, la adicion de CBMs
exdgenos como C-LytA y C-CPL1 inhiben en un 45% y 80%, respectivamente la actividad
de las enzimas neumocdcicas LytA y CPL-1, al competir estas Gltimas por la unién a la
colina de la pared celular de la bacteria (Sanchez-Puelles y cols., 1990). Asi pues, estos

ma&dulos podrian constituir nuevos agentes antimicrobianos polipeptidicos.



3. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Como se ha ido comentando en los apartados anteriores, es de gran interés el uso
de mddulos de union a colina frente al neumococo, dadas sus potenciales aplicaciones
como antimicrobianos. Hasta ahora se habian hecho experimentos para comprobar la
capacidad y estabilidad de la unién a colina por parte de C-LytA y C-CPL1. Sin embargo,
existen pocos datos acerca de cémo la adicion de estos CBMs podrian afectar al
crecimiento y viabilidad de S. pneumoniae.

OBJETIVOS

En este trabajo se realiza un estudio comparativo de la capacidad de interferencia en
el crecimiento de la cepa R6 de S. pneumoniae por parte de los mdédulos de unién a colina
provenientes del C-terminal de la autolisina LytA (C-LytA), de sus variantes (C-LytA-GFP vy
C-LytA-DAO) y de la lisozima del fago Cp-1 (CPL-1), con los siguientes objetivos:

Objetivo 1: Poner a punto la técnica de crecimiento de cultivos de la cepa R6 de S.

pneumoniae

Objetivo 2: Observar los efectos producidos al afiadir en cultivos de S. pneumoniae las
distintas CBMs antes indicadas y determinar cual de ellas posee un mayor potencial

antimicrobiano

Objetivo 3: Comprobar el efecto sobre el crecimiento de neumococo debido a la generacion
de radicales libres usando una fusion C-LytA-DAO.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas usadas

Las cepas usadas en este trabajo pertenecen a la coleccion del laboratorio.
Streptococcus pneumoniae R6 es una cepa acapsulada y no virulenta. Para obtener la
proteina de fusiéon C-LytA-DAO se utilizé Escherichia coli BL21, con el plasmido pCPC21
(C. Moldes vy caols., resultados no publicados). EI manejo de las cepas y de los medios de
cultivo siempre fue en condiciones asépticas para asegurar la esterilidad y evitar

contaminaciones.
4.2. Medios de cultivo

Si no se indica lo contrario, todos los medios fueron esterilizados rutinariamente
mediante autoclavado a 121°C, 1,2 atmosferas de presion de vapor y 20 minutos de tiempo

de esterilizacion.

4.2.1. Medio de cultivo THY

El medio usado para el crecimiento de la cepa R6 ha sido el THY. Para la
preparacion de este medio se emplearon: 30 gr de Bacto Todd Hewitt (BD, Ref: 249240), 5

gr de Bacto Extracto Levadura (BD) y agua hasta un litro.

4.2.2. LB + ampicilina

El medio usado para el crecimiento de E.coli BL21 pCPC21 ha sido el medio Luria-
Bertani (LB) con ampicilina. Para su preparacion en el laboratorio se adicionaron los
siguientes componentes: 10g de Triptona, 5g de extracto de levadura y 10g de NaCl. Se
afiade agua hasta llegar a un litro. Para elaborar LB sélido se adicionaban 20g de agar (2%
final). En caso de requerir ampicilina se afiadia después de haber autoclavado y a una

concentracion final de 100 pg/mL.
4.3. Medidas de espectrofotometria

A lo largo de este trabajo se utilizé un espectrofotémetro Evolution 201 UV-Visible de
Thermofisher® tanto para la medicion rutinaria de la densidad 6ptica de los cultivos

bacterianos, como de la cuantificacion de proteinas.

Para determinar la densidad 6ptica de los cultivos de E. coli se utilizaron cubetas de

plastico desechables con paso éptico de 1 cm y se midi6 la absorbancia aparente a 600 nm.
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Para los cultivos de S. pneumoniae se utilizaron tubos SARTEDT de 5 mL con paso Optico

de 1 cm y se midié la absorbancia aparente a 550 nm.

Para la medicién de la concentracion de proteinas se usaron cubetas de cuarzo con

un paso optico de 1 cm.

4.4, Purificacién de C-LytA-DAO

Los siguientes tampones fueron usados rutinariamente para la purificacion y el

manejo de las proteinas purificadas durante la realizaciéon de este trabajo.

4.4.1. Tampones para la purificacion de C-LytA-DAO

e Tampbn de equilibrado: PNa 20 mM pH 7.5 con 20% de glicerol (P/V)

e Tampobn de lavado: PNa 20 mM pH 7.5 con 20% de glicerol y 1.5 M NacCl

e Tampdn de elucién: PNa 20 mM pH 7.5 con 20% de glicerol, 1.5 M NaCl y 140 mM
de colina al 2% (P/V)

e Tampdn de dialisis: PNa 20 mM pH 7.5 con 10% de glicerol
e FAD10 mM

4.4.2. Crecimiento E. coli BL21 pCPC21

Se inocul6 la cepa en 10 mL de medio LB con ampicilina en un matraz de 50 mL.
Una vez realizado este precultivo se dej6 incubar a 37 °C con agitacion durante toda la

noche.

Tras ese tiempo se afiaden los 10 mL del precultivo a un matraz que contiene 1L de
LB y se le adiciona de nuevo ampicilina. Se deja crecer a 37°C con agitacion hasta obtener
una densidad Optica de 0.5-0.6 a 600 nm. En ese momento se afiadi6 IPTG a una
concentracion final de 500 pmolar para activar la expresion de la proteina. El cultivo se

incubo a 30°C en agitacion durante toda la noche.
4.4.3. Ruptura de las células y extraccién de la enzima

Al dia siguiente las células se recogieron con una centrifugacion a 6000 rpm en una
centrifuga Avanti J-26 XP de Beckman Coulter® con un rotor J-20, a 4°C durante 10
minutos. Se resuspendié el pellet en 50 mL del tampdn de equilibrado manteniendo el tubo a

4°C. Almacenamos las células a -20°C.
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Tras la descongelacion afiadimos 500 pL de FAD 10 mM (cofactor necesario para
estabilizar la enzima y que posteriormente pueda actuar). A continuacion se realizan 10
ciclos de sonicacién, en un sonicador Branson SONIFIER® 250, de 15 segundos, una
centrifugacion en una centrifuga Avanti J-26 XP de Beckman Coulter® con un rotor J-14, a
4°C durante 10 minutos en la que quedara un precipitado que se descarta, quedandonos
con el sobrenadante.

4.4.4. Purificaciéon de C-LytA-DAO

La columna usada para purificar tiene 30 cm de largo y 2.5 cm de ancho. El lecho se
forma con 5 g de DEAE-celulosa en tampédn de equilibrado. Una vez se ha hinchado se
afiade un volumen de columna de tampén para estabilizar el lecho. A continuacion, se pasa
el extracto por la columna y se aflade el tampon de lavado (PNa 20 Mm pH 7.5 con 20% de
glicerol, NaCl 1.5 M) para eliminar las impurezas. Se afiade este tampdn hasta que en la
prueba Bradford (kit comercial para cuantificar proteina; se realiza segun indicaciones del
fabricante) no salga color (para la realizacion de la prueba se afiaden 5 pL de Bradford y 20
UL de muestra).

Una vez eliminadas las impurezas se procede a realizar la elucién de la proteina de
interés. El tampon de elucién contiene PNa 20 Mm pH 7.5 con 20% de glicerol, NaCl 1.5 My
140 mM de colina al 2% (P/V). La colina presente en el tampdn provoca que la CBM C-
LytA-DAO se una a ella a ella y por tanto, se suelte de la columna de DEAE. Este hecho es
el que nos permite eluir la proteina. Una vez recogida las diferentes fracciones que

contienen a C-LytDAO se congela a -20 °C.

4.4.5. Cuantificacién de la proteina

Se prepara una cubeta “blanco” la cual contiene 1 mL de tampdn de elucion y se

establece un rango de lectura de 240 a 320 nm.

Se afiade 1 mL de muestra a otra cubeta y se obtiene una curva con un maximo de
absorciéon a 280 nm, un hombro a 290 nm y un minimo a 260 nm, este Ultimo
correspondiente al ADN. Para calcular la concentraciébn en mg/mL, se utilizé la Ley de
Lambert-Beer, conociendo que el Coeficiente de Extincion Molar de dicha proteina. Una vez
calculada la concentracion se divide entre el peso molecular de la proteina (en este caso

61.203 Da) para obtener la molaridad.

4.4.6. Dialisis de la proteina
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Para la eliminacién de la colina y la sal de la muestra de proteina se realiz6 una
dialisis. Las membranas de didlisis fueron preparadas siguiendo las indicaciones del
fabricante. El volumen de la muestra a dializar fue de 3 mL de la proteina. . El volumen de
tampon de didlisis fue de 1 litro. Se realizaron 3 pases incubandose a 4°C con agitacion

suave durante unas 24 horas en total.

La muestra dializada fue centrifugada a 13000 rpm, a 4°C durante 3 minutos en una
centrifuga Eppendorf para conseguir precipitar cualquier rastro de proteina desnaturalizada.
Nos quedamos con la proteina soluble, presente en el sobrenadante.

4.4.7. Actividad de C-LytA-DAO

Una vez cuantificada la cantidad de proteina se calcula su actividad especifica. Para
ello se mezclan en un tubo eppendorf: 10ug de enzima y fenilglicina 25 mM como sustrato
de la enzima en tampdén PNa 20mM, pH7.5, glicerol 10%. El volumen de reaccién es 900 uL
y se deja reaccionar durante 10 minutos. Al pasar este tiempo se para la reaccién con acido
acético (el volumen total pasa a ser de 1 mL) y se mide la absorbancia del benzoil férmico,

el producto de la reaccién.

4.5. Proteinas con Médulos de Unién a Colina

Las siguientes proteinas purificadas utilizadas en este trabajo estaban disponibles en
la coleccion del laboratorio: C-LytA, C-LytA-GFP y C-Cpll. Todas las proteinas se
mantenian congeladas a -80°C. Antes de su utilizacion, se descongelaban, se centrifugaban
para eliminar la proteina desnaturalizada y posteriormente se determinaba su concentracion
mediante espectrofotometria UV. En el caso de C-CPL1, el coeficiente de extinciobn molar a
280 nm es de 81076 M™* cm™, para C-LytA es de 62540 M™ cm™ y para C-LytA-GFP es de
111855 M™* cm™.

4.6. Crecimiento de la cepa R6 e inoculacién

Los cultivos exponenciales de S. pneumoniae R6 utilizados en este trabajo se
prepararon de la siguiente manera. El dia anterior al experimento se preparan 4 tubos
estériles conteniendo 4 mL de medio de cultivo THY. Tres de esos tubos se inoculan con 80,
40 y 20 pL respectivamente de un congelado de la cepa. Estas cuatro alicuotas se
introducen en un bafo termostatizado de Polyscience, el cual se programa para que tenga
una temperatura de 15°C durante toda la noche. De esa manera la bacteria esta en estado
de latencia. A las 5 de la mafiana la temperatura del bafio se incrementa a 37°C
automaticamente. De esta forma, la bacteria comienza a crecer y al cabo de unas horas el

cultivo se encontrara en fase exponencial temprana. Sélo se utiliza uno de los cultivos para
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inocular los tubos en los que realizaremos el experimento, generalmente el que presentaba

una DOs5g cercana a 0,2.

El cultivo se diluye 100 veces en tubos que contiene medio THY precalentado a 37°C
y se comienza a seguir la evolucion de su densidad Optica a intervalos regulares,
generalmente de 20 minutos. Cuando los cultivos alcanzan la densidad Optica deseada, se
les afiade las diferentes CBPs a ensayar continuandose las medidas de su densidad éptica.
En algunos momentos también se tomaban muestras para observaciébn microscépica.
Dichas muestras eran fijadas con formaldehido al 1% de concentracion final. En todos los

casos siempre se realizaba un cultivo control al que so6lo se le afiadia tampon.

4.7. Microscopia

Las diferentes muestras para observacion microscopica fueron fijadas con
formaldehido al 1% de concentracion final y posteriormente almacenadas a 4° C para su
observacion posterior. Para la observacion en contraste de fases se us6 un microscopio
electrénico Olympus BX50. Para la microscopia confocal de fluorescencia se utiliz6 un

microscopio Leica TCS SPE.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. C-LytA-GFP se une a Streptococcus pneumoniae

Para demostrar que C-LytA era capaz de unirse a células vivas de S. pneumoniae se
realizd el siguiente experimento utilizando la proteina de fusién C-LytA-GFP. Se dispusieron
dos cultivos de S. pneumoniae R6. Cuando la densidad Optica alcanzo el valor de 0,1 se
afiadi6 C-LytA-GFP a una concentracion de 400 nM a uno de ellos. Se midi6 la densidad
Optica a intervalos regulares de tiempo. En paralelo se tomaron muestras para su

observaciéon microscépica.

El experimento fue duplicado obteniéndose un resultado muy similar. En el Figura 5
puede observarse que la adicion de C-LytA-GFP no parece afectar a la forma de crecer del
cultivo ya que su velocidad en la fase exponencial no se ve alterada. En cambio, si que

parece haber un efecto en la fase estacionaria.

En el cultivo control de R6 podemos observar el tipico comportamiento de esta
bacteria cuando es crecida en el medio liquido THY: una fase exponencial seguida de una
fase estacionaria de una duracion inferior a los 60 minutos y a continuacioén una bajada en la
densidad Optica que caracteristica de la fase de muerte producida por la activacién de las
autolisinas En el caso de haber afiadido C-LytA-GFP, lo que puede observarse es que la
bajada de densidad Optica se produce de manera mas temprana durante la fase
estacionaria. Sin embargo esa bajada no es debida a la activacién de las autolisinas, sino a

la formacién de grumos que sedimentan en el fondo del tubo.
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Figura 5. En estas gréaficas se representa el resultado de dos de los experimento: la DOssg
correspondiente al crecimiento del neumococo en presencia de C-LytA-GFP y en su ausencia, control

(agua destilada). Datos obtenidos al hacerlo por duplicado.

Para visualizar la presencia de C-LytA-GFP en la bacteria se observaron las
muestras al microscopio confocal y se tomaron fotos de los diferentes tiempos muestreados.
(Figura 6) La presencia de fluorescencia verde en las células nos indica que la proteina de
fusiébn se ha unido a la pared celular. En el caso del control, no se observé nada de

fluorescencia.
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Figura 6. Fotos realizadas al microscopio confocal del cultivo de S. pneumoniae con C-LytA-GFP 400

nM. Las imagenes, ordenadas por fila, se corresponden con los tiempos 5, 40, 80, 120, 160, 180, 220

min v o.n.
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Figura 7. Fotos realizada al microscopio confocal del cultivo de S. pneumoniae con C-LytA-GFP 400
nM a tiempo 110 min. Puede observarse el tipo de cadenas de células de las que se ha venido

hablando hasta ahora.

5.2. C-LytA provoca el alargamiento de las cadenas de S. pneumoniae

El siguiente paso fue comprobar si el médulo C-LytA aislado producia algun efecto
en cultivos exponenciales de neumococo. Se examind el efecto de afiadir dos
concentraciones distintas de C-LytA a los cultivos (400nM y 1 yM) cuando estos alcanzaban

una densidad Optica de 0.1.

En el caso de afiadir 400 nM de C-LytA se obtuvo un resultado muy similar al
observado con C-LytA-GFP afadida a la misma concentracion. Las células floculan y
sedimentan cuando ya estan en la fase estacionaria mucho antes que el cultivo control. Sin
embargo, con la concentracion de 1 yM de C-LytA, lo que se observé es que la floculacién

sucede antes de llegar a la fase estacionaria. (Figura 8)
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Figura 8. Representacion del crecimiento del neumococo obtenido tras la adicion de C-LytA a

concentraciones 1 uM y 400 nM y sin ella es decir, con el control (agua destilada).

Para entender por qué ocurre esa caida de DOssy antes de lo que lo haria
normalmente se tomaron muestras del cultivo a distintos tiempos y se observaron al
microscopio de contraste de fases. Lo que se pudo observar es que la adicion de C-LytA
provoca que las cadenas se hagan mas largas. Ademas, se comprobd que la caida de
densidad 6ptica se debe a que las cadenas tienden a hacerse mas largas, se entrelazan
entre si formando unos grandes agregados que al final sedimentan en comparacion con el

cultivo control.

19



22.7X 7.5 pm

22.7 X 7.0 ym

22.7 X 7.0 ym

22.7x 9.7 ym

22.7x 7.9 pm

. L -
AN
e g

22.7x 9.2 ym

22.7 x 8.8 ym

22.7 X 8.3 ym

21.8Xx 7.5 uym

21.8X 7.9 pm

21.8x 7.0 pm

21.8x 7.0 ym

21.8x 9.2 ym

21.8x 9.7 ym

21.8 x 8.3 ym

AR DS NAT)]

on
.y

21.8x 8.8 ym

Figura 9. Fotos realizadas al microscopio de contraste de fases del cultivo de S. pneumoniae con C-
LytA 1uM y el control (agua destilada). Las imagenes de la primera columna se corresponden con el

cultivo que contiene la CBM y el de la segunda con el control, a tiempo 0,20,40,60,80,100,160,180 y

220 minutos.
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Figura 10. Foto realizada al microscopio de contraste de fases del cultivo de S. pneumoniae en el
cual se pueden observar las grandes acumulaciones de cadenas que pueden llegar a generarse al

cabo de 180 minutos en presencia de C-LytA 1 uM.

5.3. C-CPL1 afecta al crecimiento de S. pneumoniae de manera mas efectiva que C-
LytA

Resultados previos del laboratorio indicaban que el médulo C-CPL1 habia mostrado
in vitro, una mayor afinidad a la colina. El siguiente paso fue comprobar si dicho modulo
podria tener un mayor efecto sobre el crecimiento del neumococo que el observado con C-
LytA. Para ello se adicionaron distintas concentraciones de C-CPL1 a cultivos exponenciales
de neumococo al igual que el resto de CBMs y se recogieron muestras a intervalos

regulares para su posterior analisis microscopico.

Al adicionar 400 nM de C-CPL1 en un cultivo al comienzo de su fase exponencial
(DOssp =0.1) (Figura 11 a)) se puede observar un comportamiento que recuerda al
observado cuando usamos 1 pM de C-LytA. Se comienza a observar la formacion de
grumos que van sedimentando lo que provoca una disminucion de la densidad Optica. Por
tanto, si se observa un cambio en el crecimiento del neumococo en presencia/ausencia de
la CBM.

Ademas, para comprobar si tenia algun efecto el adicionar C-CPL1 al inicio o justo
antes de la entrada en estado estacionario se realiz6 un segundo experimento con esta

CBM los resultados del cual se observan en el (Figura 11 b)). En él podemos ver como la
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adicién de C-CPL1 400 nM al inicio nos confirma lo observado en la gréafica anterior; y como,
su adiciéon en la entrada a la fase estacionaria no parece afectar al crecimiento del

microorganismo, la curva cae un poco antes, pero las diferencias no parecen significativas.

Por ultimo, y respecto a C-CPL1, se realizé un ensayo en el cual se adicioné esta CBM
justo antes de la entrada a estado estacionario a concentraciones de 40 y 400 nM (Figura
11 c¢)). En este ensayo se pudo comprobar lo observado en el anterior es decir, que la
adicion de C-CPL1 antes de la fase estacionaria, ya sea a una u otra concentracion parece

no tener efecto sobre el crecimiento del neumococo.

Para entender por qué ocurre esa caida de DOsg, (al adicionar la CBM a DO 0.1)
antes de lo que lo haria normalmente se tomaron muestras del cultivo a distintos tiempos y
se observaron al microscopio de contraste de fases. Lo que se pudo observar es que la
adicion de C-CPL1 provoca que las cadenas se hagan mas largas. Ademas, se comprob6
gue la caida de densidad Optica se debe a que las cadenas tienden a hacerse mas largas,
se entrelazan entre si formando unos grandes agregados que al final sedimentan en
comparacion con el cultivo control. (Figura 12) Puede comprobarse en la Figura 13 como

no se observan diferencias entre el control y la adicion de C-CPL1 400 nM a DO 0.6.
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Figura 11. Representacion grafica de los datos obtenidos en tres experimentos realizados. a) se
corresponde con la comparacion de la curva de crecimiento en ausencia o presencia de C-CPL1 400
nM. b) compara la adicion de C-CPL1 400 nM a DO 0.1 y a DO 0.6. ¢) nos representa una comparacion
entre la adicién de C-CPL1 400 nM y 40 nM a 0.6. Todas las graficas van acompafiadas del control

(aqua destilada).
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Figura 12. Fotos realizadas al microscopio del cultivo de S. pneumoniae con C-CPL1 400 nM (segunda

columna), adicionado a una DO 0.1, vy el control (primera columna). Las imagenes, ordenadas por fila,

se corresponden con los tiempos 15. 60. 105 v 180.

24



26.6 X 22.8 pm

0
24.8 x 22.8 ym

24.8 x 24.1 ym
0’
26.6 x 23.3 ym 25.3x 23.7 ym

0’

27.0 x 24.1 pm

b
9
120°
26.6 x 23.7 ym 25.3 X 23.7 ym

Figura 13. Fotos realizadas al microscopio del cultivo de S. pneumoniae con C-CPL1 400 nM (segunda

columna), afiadido a una DO de 0.6, y el control (primera columna). Las imagenes, ordenadas por fila,

se corresponden con los tiempos 0. 30. 90 v 120.
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5.4. C-LytA-DAO también se une a Streptococcus pneumoniae

El siguiente ensayo se realizé comprobar si C-LytA-DAO producia algin efecto en
cultivos exponenciales de heumococo. C-LytA-DAO esta formado por el mddulo de unién a
colina C-LytA al cual se ha incorporado la enzima DAO, D-aminoacido oxidasa, la cual lleva

a cabo una desaminacion oxidativa que genera radicales libres.

Los resultados obtenidos al adicionar C-LytA-DAO junto con su sustrato, D-Ala al mismo
tiempo (Figura 14), cuando se alcanzaba una densidad Optica de 0.1, no fueron los
esperados, ya que lo que deberiamos haber observado un efecto similar a lo ocurrido con C-
LytA (Figura 5); sin embargo lo que se observa es que en presencia o ausencia de C-LytA-
DAO el crecimiento es similar al control. Este resultado parece indicarnos que la DAO no
esta afectando al crecimiento, lo cual puede deberse a que o bien realmente no afecte, o a

que la cantidad adicionada de este CBM no sea suficiente como para observar efecto

alguno.
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Figura 14. En esta grafica se representa la DOsso correspondiente al crecimiento del neumococo en
presencia de C-LytA-DAO con y sin D-Alanina y en su ausencia. La D-Ala en todos los casos se

adiciono al mismo tiempo que C-LytA-DAO.

Para comprobar si efectivamente el problema observado se debia a lo comentado
en el parrafo anterior, se llevé a cabo otro experimento en el cual se adicionaron 250 uL de
C-LytA-DAO, y la D-Ala se adicioné en todos los casos 15 minutos después de haber

afiadido la CBM (Figura 15). En este caso lo que se observa es que en aquellos tubos
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donde no se adiciono C-LytA-DAO el crecimiento fue el que suele seguir la bacteria. Sin
embargo, en aquellos donde se adicion6 C-LytA-DAO sola o con su sustrato, la D-Ala, se
observo un efecto similar a C-LytA es decir, la curva cae antes, ya que el neumococo llega
antes al estado estacionario. Pero a pesar de que si existen diferencias respecto a la no
adicion de la CBM, no se observan diferencias entre la adicion del sustrato de la DAO o no.
Por tanto, es posible que la DAO no esté teniendo efecto sobre el crecimiento, y este efecto

se deba Unicamente a la presencia de C-LytA.
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Figura 15. En estas dos graficas se representa la DOss, correspondiente al crecimiento del
neumococo en presencia de C-LytA-DAO con y sin D-Alanina y en su ausencia. La D-Ala en todos los

casos se adicion6 15 minutos después de la adicion de C-LytA-DAO. Datos obtenidos al hacerlo por

duplicado.
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5.5. La adicién de colina 5 yM no aumenta el efecto de estas CBMs en los cultivos de
S.pneumoniae

En un experimento realizado in vitro se vio que al adicionar una pequefa cantidad de
colina junto con los CBMs, éstos aumentaban su afinidad por la unién a sustratos (Garcia-
Asencio et al. resultados sin publicar). Por tanto, y basado en esa observacién se realizé un

ensayo para comprobar si eso ocurria también en los cultivos in vivo.

Tal y como puede observarse en el Figura 16, si se comparan las DOsso Obtenidas
tanto en presencia como en ausencia de alguno de los CBMs o de colina, éstas son muy

similares por lo que, parece ser que in vivo la unién no es tan eficiente como in vitro.
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Figura 16. Representa una comparacion entre la adicion de C-CPL1 40 o 400 nM més colina 5 uM y

C-LytA 40 o0 400 nM mas colina 5 pM, con sus correspondientes controles.
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

Tras los ensayos realizados se ha podido observar como la adicion de médulos de
unioén a proteinas si interfiere en el crecimiento de S. pneumoniae. Este hecho es debido a
que las CBMs que se estan adicionando compiten eficientemente con la CBPs por la unién a
la fosfocolina existente en la pared celular de heumococo. Al existir esta competicion las
CBPs de la bacteria no pueden unirse a la fosfocolina y por tanto, no podran cumplir su
funcion. Recordemos que muchas de esas funciones son esenciales para la viabilidad
celular (ej.: procesos de division celular) o para su patogenicidad (ej.: liberacién de toxinas,
adhesion al hospedador). Claro ejemplo de ello es lo que se ha observado en la muestras al
microscopio y es que, al interferir en su division, las células no pueden separarse y se
forman largas cadenas de células no divididas. La formacién de cadenas y agregados se ha
visto que causa problemas en la viabilidad e infectividad de neumococo, y ademds estas
cadenas son mas susceptibles a ser eliminadas por los macrofagos (Maestro y Sanz, 2016).
Por otro lado al constituir un procedimiento antimicrobiano no litico, se minimiza la liberacién

de toxinas bacterianas al medio.

Hasta ahora lo que se habia conseguido era poder inhibir el crecimiento de S.
pneumoniae a base de adicionar exégenamente colina o analogos de ésta. Pero como
terapéuticamente hablando el uso de las cantidades de colina que serian necesarias que
ingiriera un humano no pueden administrarse, es necesario la busqueda de vias alternativas

y, una de ellas seria centrarse en los CBMs como tratamiento antimicrobiano.

En este trabajo se ha podido comprobar que tanto el CBM C-LytA con el C-CPL1
tienen efectos sobre S. pneumoniae. Con ambos modulos se obtiene una modificacién del
crecimiento de la bacteria siendo ésta mas pronunciada tras la adicion de C-CPL1 al inicio
del crecimiento. También ha podido observarse que tras la adicibn de C-LytA-DAO la
generacion de radicales libres por parte de esta proteina no tiene efecto sobre el crecimiento
y por lo tanto, no seria interesante su empleo como antimicrobiano. Por ultimo, se pudo
comprobar que a diferencia de lo ocurrido in vitro, el adicionar las CBMs junto con colina

parece no ser muy eficiente in vivo.

El estudio basado en la adicion de CBMs ser& util en un futuro para comprender
mejor la interaccion de las CBPs con sus sitios de union en la pared celular del neumococo
y, que finalmente esta comprension nos permita disefiar una forma de atacar a la bacteria

mucho mas efectiva.
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