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Resumen

El aumento de cepas de Streptococcus pneumoniae resistentes a antibioticos y su alta
tasa de mortalidad y morbilidad sobre todo en nifios y ancianos, ha provocado la necesidad del
desarrollo de nuevos antimicrobianos. Una de las dianas farmacologicas que se esta estudiando
actualmente son las proteinas de union a colina (CBPs) que son comunes en todas las cepas de
S. pneumoniae. Entre estas proteinas se encuentra LytA y a partir de su modulo de su mddulo
de union a colina C-LytA se ha desarrollado la proteina fusion F-LytA formada por dicho
maodulo y el dominio BioF de la fasina PhaF. Esta proteina F-LytA se ha comprobado que tiene
capacidad antimicrobiana actuando tanto sobre la viabilidad como sobre el crecimiento de un
cultivo de S. pneumoniae. Sin embargo, mediante el uso de la proteina control BioF-GFP se ha
determinado que el responsable del efecto antimicrobiano de F-LytA es Unicamente el mddulo
BioF, identificando asi un nuevo tipo de péptidos antibacterianos frente a S. pneumoniae.

Palabras clave: S. pneumoniae, antimicrobianos, proteinas de union a colina, viabilidad,

crecimiento, BioF.

Abstract

The increment of antibiotic resistant strains of Streptococcus pneumoniae and its high
mortality and morbidity, has caused the need to develop new antimicrobials. Currently one of
the most important pharmacologic targets are the choline binding proteins (CBPs) common to
all strains. LytA is one of these proteins and with his module C-LytA and the domain BioF from
the phasin PhaF we have developed the fusion protein F-LytA. The protein F-LytA has
antimicrobial ability as it causes an effect on the viability and growth in a S. pneumoniae
culture. However, the use of the control protein BioF-GFP has allowed to determine that the
module BioF is the only responsible of the antimicrobial effect from the F-LytA protein, thus

leading to a new type of antibacterial peptides against S. pneumoniae.

Key words: S. pneumoniae, antimicrobials, choline bindings proteins, viability, growth, BioF.



1. Introduccion

1.1.Streptococcus pneumoniae

Actualmente uno de los mayores retos a los que se enfrenta la comunidad sanitaria es el
aumento en la prevalencia de patdgenos resistentes a antibidticos. Esta problematica provoca
graves efectos socioecondémicos a nivel mundial; como la muerte de 25000 personas al afio solo
en Europa y unos costes por hospitalizacion que alcanzan los 1500 millones de euros (Bush y
cols., 2011).

Entre estos microorganismos destaca la bacteria Gram-positiva Streptococcus pneumoniae
(E. Tacconelli y cols., 2017). Este patégeno se encuentra generalmente colonizando la
nasofaringe de individuos sanos sin causar ningun problema y esta vinculado a patologias como
la neumonia, la otitis media, la meningitis bacteriana o la sepsis (McCullers y Tuomanen, 2001).
Estas enfermedades neumocacicas se estima que causan un total de 1,6 millones de muertes al
afio (OMS, 2007) constituyendo la cuarta causa de muerte a nivel mundial y la primera en el
caso de Europa y EEUU dentro de las enfermedades prevenibles con vacunas (Gamez y
Hammerschmidt, 2012).

Los principales obstaculos para el tratamiento de las enfermedades neumocdcicas son: la
aparicion de resistencia frente a los antimicrobianos actuales y la eficacia restringida de las
vacunas. Por un lado, las vacunas utilizadas hasta el momento solo cubren una pequefia parte
de los 96 serotipos distintos de neumococo y ademas se incrementan la incidencia de casos
clinicos originados por aquellos serotipos que no cubren las vacunas (Singleton y cols., 2007).
Por otro lado, la resistencia de este patdgeno frente a antimicrobianos convencionales ha
aumentado considerablemente; siendo Espafia y Francia paises donde las muestras no
susceptibles a penicilina y resistentes a macrolidos han aumentado mas de un 50 % (Albrich y
cols., 2004).

Por lo tanto, es de especial interés la busqueda de dianas farmacoldgicas distintas a las
estudiadas hasta el momento y el desarrollo de nuevos antimicrobianos que puedan hacer frente
a las infecciones ocasionadas por Streptococcus pneumoniae. Entre estas dianas alternativas
destacan las proteinas de superficie que son comunes en la mayoria de serotipos de neumococo

y ademas participan de manera importante en su virulencia.
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1.2.Las proteinas de union a colina

En la superficie de neumococo existe un total de 4 familias de proteinas que participan en
funciones cruciales para la viabilidad y la virulencia de éste patdgeno (Pérez-Dorado y cols.,
2012). Una de estas familias es la formada por las proteinas de union a colina (Choline Binding
Protein, CBP) que son comunes de todos los serotipos de neumococo y cuyo nimero varia entre
13 y 16 (Maestro y Sanz, 2016). Tal y como su nombre indica, estas proteinas se encuentran

unidas a residuos de colina que modifican

uno o los dos residuos de N- Cell wall ~ Phospho- Mambras
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supervivencia, entre las que se encuentran; Figura 1. Representacion esquematica de la pared celular S.

., , J pneumoniae. Las
adhesion a las células del huesped, la

proteinas CBPs se unen a los residuos de

fosforilcolina presentes en la superficie de la pared celular. (Victor M.

separacion de las células hijas resultantes Hernandez-Rocamoray cols., 2009)

de la division celular y la formacion de biopeliculas (Maestro y Sanz, 2016).

La estructura de las CBPs consiste es dos mddulos: un médulo de unién a colina y uno
funcional. Por un lado, el médulo funcional (FM) es especifico de cada proteina, le confiere
una actividad concreta y generalmente se dispone en el extremo N-terminal de la proteina. Por
otro lado, el modulo de union a colina (CBM) se encuentra en la mayoria de estas proteinas en
el extremo C-terminal y esta formado por motivos de unos 20 aminoacidos aromaticos que se
repiten (Choline Binding Repeats, CBRs). Estas repeticiones se estructuran en forma de bucle
y horquilla p generandose una superestructura en forma de ,-3 solenoide, y dando lugar a un
sitio de unidn a colina entre cada dos CBRs consecutivas; dicha union se produce debido a
interacciones de tipo cation-n y van der Waals entre la colina y los dos primeros triptofanos de

un CBR y la tirosina del siguiente (Maestro y Sanz, 2016).
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La proteina de unién a colina de S. pneumoniae mas estudiada es LytA. Esta proteina es una
amidasa que lleva a cabo la hidrolisis del peptidoglicano de la pared celular dando lugar a una
autolisis celular (Howard, L.V. y Gooder, H., 1974) que parece estar relacionada con su
virulencia ya que durante este proceso se liberan diferentes toxinas (Martner, A. y cols., 2008;
Eldholm, V. y cols., 2009).

Estructuralmente, el mddulo funcional de LytA se dispone en el extremo N-terminal y el de
union a colina o C-LytA en el extremo C-terminal (Garcia P. y cols., 1986). Este tltimo esta
formado por un total de seis CBRs (CBR1-CBR6) que tienen una estructura de bucle y horquilla
B, al igual que en la mayoria de proteinas de unién a colina (Fernandez-Tornero y cols., 2001;
Li, Q y cols., 2015). Estos seis CBRs dan lugar a cuatro sitios de unién a colina de alta y baja
afinidad (Medrano, F.J. y cols., 1996). Por ultimo, una de las caracteristicas a destacar de LytA
es que dimeriza en presencia de colina debido a la accién del motivo CBR6 (Usobiaga, P. y
cols., 1996).

Repeal2

J / ,

Figura 2. A) Estructura de la proteina LytA: Esta formada por 6 CBRs (Choline Binding Repeats) y
cada una estd compuesta por una horquilla 8 y un bucle que juntos dan lugar a un total de cuatro sitios
de unidn a colina (Victor M. Hernandez-Rocamora y cols., 2009). B) Estructura sitio de unién a
colina de LytA: La unio6n a colina se produce entre dos CBRs consecutivas (en azul y naranja oscuro)
y los residuos aromaticos se encuentra implicados en dicha unién (Maestro y Sanz, 2016).

Este alto conocimiento sobre LytA ha permitido el uso de su médulo C-LytA como etiqueta
de afinidad para la inmovilizacién de proteinas (Sanz, J.M. y cols., 1988; Sanchez-Puelles y
cols., 1990; Maestro y cols., 2008); y ademas abre la posibilidad al uso de CBMs como
antimicrobianos que sean capaces de desplazar las CBPs naturales presentes en la superficie de

S. pneumoniae.
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1.3. Las fasinas

Los polihidroxialcanoatos (PHAS) son poliésteres biodegradables, producidos por algunas
bacterias, que se acumulan en forma de granulos como reserva de energia durante periodos de
limitacion de nutrientes, pero en presencia de un exceso de fuentes de carbono (Anderson y
Dawes, 1990; Lee,1996). En los ultimos afios, estos compuestos estan adquiriendo una gran
importancia en el campo de la biomedicina, entre otros, debido a que presentan caracteristicas

similares a los plasticos y ademas son biodegradables y biocompatibles.

Estos granulos de PHA se encuentran rodeados por una capa de proteinas (granule-
associated proteins, GAPs) y fosfolipidos, aunque la presencia de éstos ultimos se encuentra
aun en discusiéon (Bresan y cols.,2016). Mientras que, en el caso de las proteinas han sido
identificadas cuatro tipos (Steinblchel y cols., 1995): PHA sintasas, PHA despolimerasas,
fasinas y un altimo grupo con proteinas heterogéneas involucradas en la sintesis de los
monomeros de PHA (Jendrossek y Pfeiffer, 2014; Sznajder y cols., 2015).

Las fasinas son las proteinas mas abundantes en el granulo de PHA (Mayer y cols., 1996),
presentan un bajo peso molecular y estan formadas por un dominio hidrofébico asociado al
PHA y un dominio hidrofilico expuesto al citoplasma (Potter y Steinbichel, 2005; Maestro y
cols., 2017). Ademas, muchas de ellas presentan un motivo cremallera de leucinas que sugiere
la oligomerizacion de estas proteinas (Maestro y cols., 2013). Entre las bacterias que dan lugar
a PHA destacan las especies del género Pseudomonas cuyos granulos de PHA estan cubiertos

por una capa con las fasinas PhaF y Phal (Prieto, M.A. y cols., 1999)

Dentro del género Pseudomonas, la principal fasina presente en los granulos de PHA es
PhaF vy; al igual que el resto de fasinas, estd formada por dos dominios (Prieto y cols., 1999;
Moldes y cols., 2004): el dominio N-terminal de unién a PHA y el dominio C-terminal de unién
a DNA (Prieto y cols., 1999; Galan y cols., 2011). Estructuralmente, la proteina PhaF consiste
en una hélice anfipatica en el dominio N-terminal de unién a PHA, separado del dominio de
unién a DNA por una cremallera de leucinas implicada presumiblemente en la tetramerizacion

de la proteina (Maestro y cols., 2013).
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El dominio N-terminal de la fasina PhaF de Pseudomonas putida se conoce como BioF y
ha sido utilizado debido a su alta afinidad por los granulos de PHA para la inmovilizacion y
purificacion de proteinas recombinantes de dichos granulos (Moldes y cols., 2004; Moldes y
cols., 2006).

Figura 3. Estrutura de la fasina PhaF. A la izquierda de la imagen se muestra el dominio de unién
a ADN en rojo y a la derecha también en rojo se representa el médulo BioF. En azul se muestra la
estructura de cremallera de Leucinas responsable de la oligomerizacion.

1.4. Derivados de las proteinas C-LytA y BioF

Tal y como se ha mencionado anteriormente, es interesante el estudio del médulo C-LytA
como posible antimicrobiano frente a S. pneumoniae, ya que actuaria compitiendo con la unién
a colina de la pared y desplazando la union de las CBPs naturales del patdgeno. Sin embargo,
también se debe tener en cuenta el uso de proteinas recombinantes formadas por la union de C-
LytA y otra proteina, de tal manera que la fusién provoque alguna mejora de su actividad
inhibitoria. Un ejemplo de tipo de proteinas recombinantes es F-LytA que consiste en el modulo
C-LytA y el dominio N-terminal de la fasina PhaF, BioF (Moldes y cols., 2004).

Por un lado, se ha demostrado la fusién BioF a otra proteina no provoca una alteracion ni
de la actividad enzimatica ni del plegamiento de los dominios de union (Moldes y cols., 2004;
Moldes y cols., 2006) y ademas podria formar tetrameros al igual que sucede en la proteina
completa PhaF, posibilitando en teoria una union mas fuerte a la pared celular.
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Sin embargo, en estudios anteriores realizados en este mismo laboratorio (Trabajo de Fin
Master de Marina Bernabéu Cant6) se ha realizado la caracterizaciéon de la estructura y el
plegamiento de la proteina recombinante F-LytA. mostrando dichos estudios que F-LytA es
menos estable quimica y termodindmicamente que el mdédulo C-LytA aislado; debido a que el
tag de afinidad BioF induce una transicion de horquilla B a hélice a en el modulo C-LytA
provocando que se desestabilice y explicando asi mismo la disminucién en su afinidad por

colina.

Por lo tanto, resulta evidente la importancia del estudio de la posible capacidad de BioF
como un antimicrobiano alternativo frente a S. pneumoniae; ya que el efecto desestabilizador
que induce sobre el mddulo C-LytA en la quimera F-LytA también podria producirse sobre las

CBPs naturales de éste patégeno.
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2. Antecedentes y objetivos

Tal y como se ha mencionado en el apartado introductorio es de gran interés el desarrollo
de nuevos antimicrobianos basados en el uso de los modulos de unién a colina de las CBP,
como C-LytA. Este modulo se ha demostrado que, afiadido de manera externa, produce un
efecto de agregacion celular en cultivo de S. pneumoniae, y que estos agregados son mas
facilmente fagocitados por los macréfagos (Sanchez-Angulo y cols., manuscrito en
preparacion). Por ello, es interesante la busqueda de nuevos antimicrobianos derivados de C-
LytA que confieran mejoras frente a la proteina aislada. Uno de estos derivados es la proteina
F-LytA que podria tetramerizar debido a la presencia de un motivo de cremallera de leucinas
presente en el dominio BioF, y ademas, unirse a PHB a través de dicho tag de afinidad. En
anteriores trabajos realizados en este mismo laboratorio la proteina F-LytA se ha logrado
caracterizar estructural y termodinamicamente, y se ha llegado a concluir que el tag de afinidad
BioF desestructura C-LytA, y provoca la disminucién de su afinidad por colina. Sin embargo,
se desconoce en quée medida afecta BioF a la accion de C-LytA in vivo y si la desestabilizacion

observada en F-LytA se produce también sobre las CBPs naturales de S. pneumoniae.
OBJETIVOS

Este trabajo se centra principalmente en determinar el efecto de F-LytA sobre cultivos de
S. pneumoniae y si dicho efecto es debido a la accién de BioF o a C-LytA, mediante la

determinacion del efecto de la fusién BioF-GFP:

e Objetivo 1: Determinacion del efecto F-Lyt sobre S. pneumoniae
e Objetivo 2: Puesta a punto de la purificacion de BioF-GFP y BioF-GST

e Objetivo 3: Determinacién efecto BioF-GFP sobre S. pneumoniae
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3. Materiales y métodos

3.1.Métodos generales

3.1.1. Preparacién de disoluciones y tampones

A lo largo de este trabajo se han utilizado diferentes disoluciones y la mayoria de ellas
se basan en el tampdn fosfato sodico 20 mM, pH 7,0; al cual se afiadieron las distintas sales y
componentes necesarios, segun el ensayo. Este tampon se obtuvo a partir de una disolucion
madre de fosfato monosodico y otra de disddico 1M en las proporciones de 39% y 61%,

respectivamente.

En todos los ensayos realizados con BioF-GFP se utilizo la disolucion anterior con
cloruro sodico a 300mM (Fosfato sddico 20 mM, 300 mM NaCl, pH 7,0). En el caso, de F-
LytA se utiliz6 este mismo tampdn de fosfato sodico, pero con 100 mM de cloruro sddico
(Fosfato sodico 20 mM, 100 mM NaCl, pH 7,0). Mientras que, para los ensayos realizados con
BioF-GST se utilizé un tampon de Tris 20 mM a pH 7.5.

3.1.2. Medida de la concentracion de proteinas

Para poder determinar la concentracion de proteina utilizamos su capacidad de absorber a
una longitud de onda de 280 nm. Dicha absorbancia se midi6 en el espectrofotometro Evolution
201 (Thermo Scientific), depositando la muestra en una cubeta de cuarzo de 10 mm de paso

Optico. A partir del valor obtenido se aplica la ley de Lamber-Beer:
Azgonm = C * g280nm * |

Siendo C la concentracion de la proteina, | el paso Optico de la cubeta y ¢ el coeficiente de
extincion molar que en el caso de BioF-GFP es 42.974 Mcm™, y el de F-LytA es 109.320 M-
lemL. Estos coeficientes se han obtenido a través del programa ProtParam de Expasy, el cual

los calcula a partir de la secuencia primaria de cada proteina (http://web.expasy.org/protparam).

3.1.3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Para poder confirmar la presencia las proteinas en las distintas etapas de su purificacion
se realizan electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970) utilizando el sistema Mini-Protean (Bio-Rad). Estos geles consisten
en un gel concentrador al 4 % (p/v) y un gel separador al 15 % (p/v). Ademas, se utiliza
EZBIlueTM (Sigma-Aldrich) para su tincion.
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3.1.4. Preparacion del medio de S. pneumoniae

Para los cultivos liquidos de S. pneumoniae se utiliza el medio C+Y que esta formado
por los compuestos que se muestran en la siguiente tabla, los cuales se esterilizaron previamente

mediante autoclave.

Compuesto Cantidad Composicion

Medio Pre-C 40 mL Sodio Acetato 3H20 (2 g); casaminoacidos DIFCO
(59); L-Trp (5 mg); L-Cys (50 mg); H20 (1000 mL)

Suplemento B 1,3mL 10 mL Sales 3 en 1 (MgCl>*6H.0, CaCl,*2H-0,
MnSOa, H20); glucosa 20% (20 ml); sacarosa 50%
(1 mL); adenosina 2 mg/mL (20 mL); uridina 2
mg/mL (20 mL)

L-glutamina (1 mg/ml) 1 mL

Adams 111 1mL 64 mL Adams I (Biotina, Ac. nicotinico,
Piridoxina, Pantotenato de Ca, Thiamina-HClI,
Riboflavina, H20); 16 ml Adams Il (SO4Fe*7H-0,
SO4Cu*5H20, SO4Zn*7H20, Cl2Mns*4H20, HCI,
H,0); L-asparagina (800 mg); colina (80 mg);
Cl.Ca 1% (0,64 ml); H20 (400 mL)

Piruvato 2% 0,5 mL

Tampoén fosfato 1,5mL KH2PO4 1M (2,65 mL); K:HPO4 1M (47,35 mL)
potasico pH=8

Extracto de levadura 0,9 ml Extracto de levadura (4 g); H20 (100 mL)
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3.2. Obtencion de la proteina F-Lyt

Tal y como se ha mencionado en el apartado introductorio la proteina F-Lyt es una fusion
formada por el médulo de unién a colina C-LytA y el dominio N-terminal de la fasina PhaF
(BioF). Ademas, entre ambos dominios se encuentra un conector formado por nueve

aminoacidos.

MAGKKNTEKEGSSWVGGIEKYSRKIWLAGLGIYSKIDQDGPKLFDSLVKDGEKAEKQAKKT
AEDVAETAKSSTTSRVSGVKDRALGKWSELEEAFDKRLNSAISRLGVPSRNEIKALHQQVDSL
TKQIEKLTGASVTPISSRDDPYPY L AKWEGISREQFKHDIENGLTIETGWOKNDTGYWYVHSDG
SYPKDKFEKINGTWY YFDSSGYMLADRWRKHTDGNWYWFDNSGEMATGWKKIADKWY YF
NEEGAMKTGWVKYKDTWYYLDAKEGAMVSNAFIQSADGTGWYYLKPDGTLADRPEFTVE
PDGLITVK

Figura 4. Secuencia de F-Lyt: En azul se encuentra la secuencia de BioF, en verde la correspondiente a C-LytA

y en gris la secuencia del conector.

Para purificar la proteina F-Lyt se siguen como indicaciones recogidas en las Tesis
Doctoral de Daniel Bello Gil (UMH, 2013). En primer lugar, se prepara un pre-inéculo de la
cepade E. coli C118 con el plasmido pNAF2 con 50 mL de LB liquido, conteniendo 100 uL/mL
de ampicilina. Este pre-in6culo se deja incubar toda la noche a 37 °C con agitacion suave. Una
vez obtenido el pre-inéculo, se preparan tres litros de LB liquido conteniendo 100 pg/mL de
ampicilina. Estos cultivos se dejan incubar a 37 °C con agitacién de 200 rpm hasta que alcancen
una densidad Optica de 0,6 determinada mediante espectroscopia de absorcién a 600 nm
(Evolution 201, Thermo Scientific). Una vez alcanzada esta densidad Optica se afiade a cada
cultivo IPTG a una concentracion final de 0,5 mM y se dejan incubar durante toda la noche a

30 °C con agitacion suave.

Tras el periodo de incubacidn los cultivos se centrifugan durante diez minutos a 5000xg
a 4°C; para obtener las células en el precipitado. Seguidamente se resuspenden en fosfato sodico
20 mM pH 7,0, 100 mM NaCl (50 mL de tampdn/L de cultivo) y el resultado obtenido se lisa
mediante sonicacion (Branson 250), 10 ciclos de 15 segundos a 4°C. El lisado resultante se
vuelve a centrifugar a 10000xg veinte minutos a 4 °C. De esta manera, se consigue que la
proteina F-Lyt que se encuentra formando cuerpos de inclusion en las células, se vaya al
precipitado. Seguidamente, dicho precipitado se resuspende en 30 mL de ureaa 8 M (10 mL/L
de cultivo) y se centrifuga de nuevo a 10000xg durante veinte minutos y a 4°C. El sobrenadante

obtenido de esta centrifugacion se utilizara en los sucesivos pasos para la purificacion de F-Lyt.
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Una vez que la proteina F-Lyt se encuentra completamente soluble en presencia de urea
se debe replegar mediante la eliminacion de este agente desnaturalizante. Para ello, utilizamos
una columna de Sephadex G-100 (50 x 1cm Bio-Rad) equilibrada en el mismo tampon en el
que se encuentra la proteina. De esta manera, se consigue que a lo largo de su paso por la

columna de filtracion en gel la proteina F-Lyt se repliegue debido a la separacion de la urea.

3.3. Ensayos de cultivos liquidos de S. pneumoniae

La cepa de S. pneumoniae utilizada para determinar el posible efecto de F-Lyt y BioF-GFP
es R6 que no es virulenta ya que no presenta capsula, si bien es la cepa de eleccion en todos los
laboratorios internacionales para la busqueda inicial de antimicrobianos. Para ello, se realizaron
tres tipos de ensayos: seguimiento de la curva de crecimiento, ensayo de viabilidad a

determinados tiempos del crecimiento y la obtencion de iméagenes en el microscopio 6ptico.

Para los tres ensayos, a partir de un pre-indculo que haya alcanzado una densidad 6ptica de
0,3 a 550 nm se realiza una dilucion 1:20 en medio C+Y liquido y se incuba a 37°C. Ademas,
se prepara otro cultivo en las mismas condiciones al que no se le afiade nada y que servira de

control en los distintos ensayos con S. pneumoniae.

Para el ensayo de crecimiento se van tomando mediadas de la densidad éptica del cultivo
anterior mediante espectroscopia de absorcién a 550 nm (Evolution 201, Thermo Scientific)
cada veinte minutos y cuando sea igual a 0,1 se afiade BioF-GFP o F-Lyt a una concentracion
final de 200 nM y se siguen determinando los valores de densidad 6ptica del cultivo.

En el caso del ensayo de viabilidad, a un tiempo determinado y en condiciones de esterilidad,
se toman muestras de 10 pL de cada cultivo con las que se realizan diluciones 102, 102, 103,
104,10 y 10°% en suero fisiologico. Estas tres tltimas diluciones se siembran por triplicado en
placas de agar sangre. Por tltimo, para obtener iméagenes en el microscopio 6ptico con contraste

de fases Bx50 (Olympus) Unicamente es necesario el uso muestra directa de cada cultivo.
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4. Resultados

4.1. Efecto de la proteina F-Lyt sobre cultivos liquidos de S. pneumoniae

Una vez determinada la concentracion de la proteina F-LytA pura mediante
espectroscopia se afiade a una concentracion de 200 nM sobre el cultivo liquido de S.

pneumoniae cuando la densidad Optica a 550 nm es 0,1.

La grafica de los valores de densidad dptica obtenida es la siguiente:
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Gréfica 1. Efecto de la proteina F-Lyt sobre el crecimiento de un cultivo liquido de S. pneumoniae.

La adicion de la proteina F-Lyt provoca una disminucién de la densidad Optica del cultivo
con respecto al control. Por lo tanto, este descenso en la densidad Optica supone una
disminucion en el crecimiento de S. pneumoniae inducida por F-Lyt. Al observarse que la
proteina F-Lyt provoca un efecto sobre cultivos liquidos de S. pneumoniae se decide comprobar
en gqué grado contribuye de alguna manera la regién BioF. Para ello, se crean las proteinas de

BioF-GFP y BioF-GST, ya que, el modulo BioF es muy insoluble y no se puede expresar solo.
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4.2. Obtencion de las proteinas BioF-GFP y BioF-GST

Las proteinas BioF-GFP y BioF-GST son proteinas recombinantes formadas por el médulo
N-terminal de la fasina PhaF, BioF, y por la proteina fluorescente verde (Green Fluorescent
Protein, GFP) y la glutation-S-transferasa (GST), respectivamente. Estas proteinas son

completamente nuevas; por ello, en este apartado se recogen los resultados obtenidos de la

puesta a punto del sistema de expresion.

MGSSHHHHHHSSGMAGKKNSEKEGSSWVGGIEKYSRKIWLAGLGIYSKIDQDGPKLFDSLVK

Figura 5. Secuencia de amino&cidos de la proteina BioF-GFP.En azul la secuencia de BioF y en verde la de
FP.

@)

Figura 6. Secuencia de aminoacidos de la proteina BioF-GST. En azul la secuencia de BioF y en verde la de la

®

ST.

Para obtener las proteinas BioF-GFP y BioF-GST, se utilizaron células competentes de
Escherichia coli BL21(DE3) las cuales se transformaron mediante choque térmico con los
plasmidos derivados de pET15b que contienen la secuencia codificante de cada proteina entre

los sitios BamHI y Ncol.

Una vez transformadas, se sembraron en una placa de medio LB-agar y ampicilinaa una

concentracion de 125 uL/L de cultivo y se incubaron a 37 °C durante toda la noche.

Tras la incubacidn, se seleccionaron tres colonias de cada placa y se sembraron mediante
estria. Ademas, se realizd un pre-inéculo a partir de cada una de estas colonias seleccionadas

en medio LB liquido conteniendo ampicilina a una concentracion final de 100 pg/mL y ademas
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se prepar0 un control que contenia unicamente LB liquido y ampicilina 100 pg/mL. De nuevo
se dejaron incubar a 37 °C y con agitacion durante toda la noche. Tras ese tiempo se realiz6 una
dilucion 1/100 del cultivo de cada colonia en medio LB con ampicilina a 100 pg/mL y se
dejaron crecer a 37°C con agitacion hasta que la densidad dptica a 600 nm fue 0,6 momento en
el cual se sometieron a distintas condiciones de expresion para determinar qué colonias y qué

condiciones son las mas idoneas.

>

¢+ Condicion 1: 37 °C durante toda la noche (control negativo, sin IPTG).

L)

«» Condicién 2: 0,5 mM IPTG, a 30 °C durante 3h

L)

X/
o

Condicién 3: 0,5 mM IPTG, a 30 °C durante toda la noche

>

«» Condicion 4: 0,5 mM IPTG, a 37 °C durante 3h

L)

« Condicién 5: 0,5 mM IPTG, a 37 °C durante toda la noche
*|IPTG: isopropilo-S-D-tiogalactopirandsido,

Tras ese periodo, las células se lisaron las células mediante el uso de un agitador vortex
Heidolph y la adicion de Cl2Mg a 0,1M; y se cargd un gel de poliacrilamida. De esta manera,

se puede determinar en qué colonias y en qué condiciones se ha expresado una mayor cantidad

de proteina.
GEL 1
Colonia 1 de BioF-GST Colonia 3 de BioF-GST
KDa PM 1 2 3 4 5 6 7 8
97/ -
BioF-GST
66,
45 | ——
— —
o e — T ——
— e —
30| —

Figura 7: Analisis condiciones de expresion de BioF-GST. PM: Marcador de peso molecular, 1: Control
negativo colonia 1, 2: Colonia 1, 30°C, 3h, 3: Colonia 1, 30°C, O/N, 4: Colonia 1, 37°C, 3h, 5: Colonia 1, 37°C,
OIN, 6: Control negativo colonia 3, 7: Colonia 3, 30°C, 3h, 8: Colonia 3, 30°C, O/N.
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GEL 2

Colonia 2 de BioF-GST Colonia 3 de BioF-GST
PM 1 2 3 4 5 6 7
kDa

97

66

45

30

Figura 8: Analisis condiciones de expresion de BioF-GST. PM: Marcador de peso molecular, 1: Control

negativo colonia 2, 2: Colonia 2, 30°C, 3h, 3: Colonia 2, 30°C, O/N, 4: Colonia 2, 37°C, 3h, 5: Colonia 2, 37°C,
O/N, 6: Colonia 3, 37°C, 3h 7: Colonia 3, 37°C, O/N.

GEL 3
Colonia 1 de BioF-GFP Colonia 2 de BioF-GFP
kDa PM 1 2 3 4 5 6 7 8
97

66

45

30

20.1

Figura 9: Analisis condiciones de expresion de BioF-GFP. PM: Marcador de peso molecular, 1: Control
negativo colonia 1, 2: Colonia 1, 30°C, 3h, 3: Colonia 1, 30°C, O/N, 4: Colonia 1, 37°C, 3h, 5: Colonia 1, 37°C,
OIN, 6: Control negativo colonia 2, 7: Colonia 2, 30°C, 3h, 8: Colonia 2, 30°C, O/N.
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GEL 4 Colonia 3 de BioF-GFP Colonia 2 de BioF-GFP

PM 1 2 3 4 5 6 7
kDa —
97  — BioF-GFP
66—

45 - e s——— -

e e | — S
0 o
20.1

Figura 10: Analisis_condiciones de expresion de BioF-GFP. PM: Marcador de peso molecular, 1: Control
negativo colonia 3, 2: Colonia 3, 30°C, 3h, 3: Colonia 3, 30°C, O/N, 4: Colonia 3, 37°C, 3h, 5: Colonia 3, 37°C,
O/N, 6: Colonia 2, 37°C, 3h, 7: Colonia 2, 37°C, 3h.

A la vista de estos resultados se puede concluir que las colonias 1 son las mas idoneas
para la expresion tanto de BioF-GFP como de BioF-GST; ambas se expresan en mayor cantidad
cuando se incuban a 30 °C durante 3 horas en el caso de BioF-GST y durante toda la noche en
el caso de BioF-GST.

Una vez determinadas las condiciones de expresion y las colonias idoneas para la
expresion de BioF-GST y BioF-GFP, se crecen dichas colonias en un total de dos litros para
cada cultivo. Tras la adicion de IPTG, el cultivo se incuba a 30 °C durante tres horas o toda la
noche, segun el caso, y se centrifugan a 5000xg durante 10 minutos. De esta manera se
recolectan las bacterias en el precipitado, que se resuspenden en 50 mL/L de cultivo del tampdn
correspondiente a cada proteina. Para lisar las células se tratan con el sonicador Branson 250
durante 15 ciclos de 15 segundos cada uno a 4 °C (para evitar que se degraden las proteinas de
interés). Tras haber lisado las células se toma una muestra de 100 pL y se centrifugan a 12400xg

durante 40 minutos a 4 °C.

Para comprobar si las proteinas de interés se encuentran en forma de precipitados
insolubles (cuerpos de inclusion) o bien solubles se corre un gel de poliacrilamida. En dicho
gel se carga tanto el sobrenadante de la centrifugacion anterior como la muestra que hemos
obtenido justo después de la sonicacion, donde se encuentran todas las fracciones del cultivo.

A continuacion, se muestra el gel obtenido:
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kDa PM 1 2 3 4

BioF-GFP

66 - BioF-GST
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Figura 11. Analisis de expresién BioF-GST vy BioF-GFP. PM: peso molecular, 1: Colonia 1 de BioF-GST

sonicada, 2: Colonia 1 de BioF-GST sonicada y centrifugada, 3: Colonia 1 de BioF-GFP sonicada, 4: Colonia 1

de BioF-GFP sonicada y centrifugada.

Tal y como se puede observar en el gel; tanto BioF-GFP como BioF-GST se encuentran
en la fraccion total de cada cultivo, pero no en la fraccién soluble. Por lo tanto, estas proteinas

se encuentran precipitadas en forma de cuerpos de inclusion.

Para solubilizar el precipitado obtenido de la sonicacion se emplean 10 mL de urea 8M
(5 mL/L de cultivo) y el resultado obtenido se centrifuga a 17400xg durante 20 minutos a 4 °C;
y se recoge el sobrenadante.

Llegados a este punto nos quedamos Unicamente con BioF-GFP para purificarla
completamente debido a que intentamos replegar la proteina BioF-GST, pero no se consiguié
y ademas la presencia de GFP en la proteina BioF-GFP nos permitiria determinar su
localizacion en un cultivo de S. pneumoniae de manera mas sencilla. La purificacion de esta
proteina se intentd primero mediante dilucién rapida para conseguir que se replegara
eliminando la urea y seguido del pase por una columna de Ni para obtener BioF-GFP
completamente pura. Sin embargo, este proceso no fue efectivo porque en el lavado se observa
una segunda banda de menor tamafio que la correspondiente a BioF-GFP y con una misma
intensidad, lo cual indica que o ben la proteina se ha degradado o se ha formado un multimero.
Por ello, finalmente se llevé a cabo la purificacion de BioF-GFP mediante el uso de una
Desalting Column (General Electric), lo cual se explicara detalladamente en el siguiente

apartado.
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4.3. Purificaciéon de BioF-GFP

Una vez que la proteina BioF-GFP se encuentra soluble en urea 8M es necesario separarla
de este agente desnaturalizante para asi conseguir que se repliegue completamente y se
encuentre soluble. Para ello, se utilizo la columna Zeba Spin Desalting Columns (0,5 mL)
(Thermo Fisher) que permite separar compuestos con un tamafio mayor de 7000 Da. El proceso
para este tipo de columna consiste en tres pasos: la eliminacién de la solucién de
almacenamiento mediante una centrifugacion a 5.000 rpm durante un minuto en la centrifuga
MiniSpin, el equilibrado de la columna con el tampon fosfato sodico 20 mM, 300 mM NacCl,
pH 7,0 mediante tres centrifugaciones y descartando el sobrenadante tras cada una de ellas, v,
por ultimo, se cargan 130 pL de la muestra de BioF-GFP en 8M de urea y se centrifuga durante

dos minutos.

La pureza de la proteina BioF-GFP se comprobd mediante una electroforesis en gel de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).

KDa PM 1 2

9

6

"- —

4

3 —
20

14, —

Figura 12. Analisis de la purificacion de la proteina BioF-GFP. PM: patrén de peso molecular, 1: Proteina
BioF-GFP en urea 8M, 2: Proteina BioF-GFP eluida

18| Pagina



4.4. Efecto de la proteina Bio-GFP sobre cultivos liquidos de S. pneumoniae

Tras determinar la concentracion de la proteina BioF-GFP pura mediante espectroscopia
se afiaden a una concentracion de 200 nM sobre el cultivo liquido de S. pneumoniae cuando la

densidad 6ptica a 550 nm es 0,1.

En la siguiente grafica se comparan los valores de densidad dptica obtenidos con BioF-

GFP y los correspondiente a F-Lyt (Grafica 1):
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Gréfica 2. Efecto de las proteinas F-Lyt y BioF-GFP sobre el crecimiento de un cultivo liquido de S.
pneumoniae.

La proteina BioF-GFP provoca una disminucion en el crecimiento de S. pneumoniae muy
similar al observado anteriormente con la proteina F-Lyt. Por lo tanto, se puede llegar a concluir

que el causante de este efecto es el modulo BioF presente en la proteina F-Lyt.
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4.5. Efecto de BioF-GFP y F-LytA sobre la viabilidad de S. pneumoniae

En el minuto 180 y 250 de los cultivos liquidos de S. pneumoniae a los que se afiadio 200
nM de F-LytA y Bio-GFP y de los controles; se realiza un ensayo de células viables con
diluciones en suero fisiologico y medio agar-sangre, tal y como se indica en el apartado de
Materiales y Métodos. La cantidad de células viables se ha expresado como el logaritmo en
base diez de unidades formadoras de colonia en un mililitro (log UCF/mL).

En la siguiente tabla se observan los resultados del ensayo de viabilidad:

Ensayo de viabilidad

10 m Control
m Con BioF-
9 GFP
mCon FLYT
N 8
£
(@)
LL
)
8 7
6
5
Minuto 180 Minuto 265

Gréfica 3. Efecto de BioF-GFP y F-LytA sobre la viabilidad de S. pneumoniae

La gréfica anterior nos permite observar como las proteinas BioF-GFP y F-LytA provocan
una disminucion drastica en la viabilidad de de S. pneumoniae tanto en la fase exponencial
como en la fase estacionaria. Este descenso es tal, que en el caso del minuto 265 las UFC/mL
se reducen hasta dos érdenes de magnitud con respecto al control, lo que se corresponde a una
disminucion de viabilidad del 99% de las células.
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4.6. Efecto de las proteinas F-Lyt y BioF-GFP en la morfologia de las células

de S. pneumoniae

Cuando los cultivos de S. pneumoniae alcanzan los minutos 145, 210 y 270 se toman
muestras de cada cultivo para el microscopico optico de contraste de fases y se obtienen las
imagenes que se muestran a continuacion. De esta manera, se determina si las proteinas BioF-

GFP y F-LytA han provocado algun efecto sobre la morfologia de S. pneumoniae.

R6 R6 R6

Con BioF-GFP Con F-LyT

A) 145 min

B) 210 min

C) 270 min

Figura 13. Efecto de BioF-GFP y F-LytA sobre la morfologia de un cultivo de S. pneumoniae.

El cultivo liquido de S. pneumoniae mantiene su morfologia aparente tanto en presencia
de la proteina F-LytA como de la proteina BioF-GFP, si bien se observa un mayor nimero de
células encadenadas. Por lo tanto, el posible efecto antimicrobiano observado en los ensayos
anteriores no afecta drasticamente a la morfologia de este microorganismo en el medio de
cultivo liquido C+Y.
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5. Discusion

5.1. Efecto de BioF-GFP y F-LytA sobre cultivos liquidos de S. pneumoniae

La adicion de F-LytA provoca una disminucion en el crecimiento de cultivos liquidos de
S. pneumoniae (Gréfica 1). A la vista de este efecto, se decide determinar la contribucion de la
region BioF mediante el uso de las proteinas BioF-GST y BioF-GFP. Para ello, fue necesario
la puesta a punto del sistema de expresion y purificacion de ambas proteinas, ya que son
completamente nuevas. Por un lado, para la méxima expresion de BioF-GST es necesario
incubar el cultivo a 30 °C durante toda la noche (Figura 7) mientras que, para la proteina BioF-
GFP las condiciones de expresion son 30 °C durante 3 horas (Figura 9). Por otro lado, el sistema
de purificacion de BioF-GST no se pudo determinar, pero si el de la proteina BioF-GFP que
consiste en el uso de la columna Zeba Spin Desalting Columns (0,5 mL) (Thermo Fisher)
(Figura 12).

Una vez, purificada la proteina BioF-GFP se determind que su efecto sobre cultivo
liquidos de S. pneumoniae era una disminucion en su crecimiento practicamente igual que la
observada con F-LytA (Grafica 2). Este retraso en el crecimiento se puede observar a partir del
minuto 95 (Grafica 1) cuando la bacteria ain se encuentra en la fase exponencial de su

crecimiento y se mantiene durante la fase estacionaria.

Ademas, aunque las dos imagenes obtenidas con el microscopio éptico de las distintas
muestras de cultivos (Figura 13) nos permiten determinar que ni BioF-GFP ni F-LytA provocan
ningdn tipo de alteracion sobre la morfologia de S. pneumoniae a excepciéon de un pequefio
encadenamiento, las dos proteinas provocan una disminucion similar y muy apreciable en el
namero de células viables con respecto al control (Gréfica 3). Por un lado, estos ensayos nos
permiten ratificar que en la proteina F-LytA el Unico mddulo que parece presentar capacidad
antimicrobiana es BioF-GFP, ya que el médulo C-LytA aislado no provoca ningun efecto sobre
la viabilidad. Por otro lado, la disminucién de la viabilidad de S. pneumoniae junto con la
observada en su crecimiento en medio liquido C+Y nos permite supone que el modulo BioF

actie como un compuesto bacteriolitico en esta bacteria.

Por lo tanto, esto nos lleva a descartar la posibilidad de que el médulo BioF esté
simplemente inhibiendo la actividad autolisina de las proteinas CBPs, sino que también sea

capaz de provocar la lisis celular por sus propiedades biosurfactantes.
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6. Conclusionesy perspectivas futuras

6.1. Conclusiones

Se ha observado que el modulo BioF es capaz de provocar una disminucion del
crecimiento como de la viabilidad del patdgeno S. pneumoniae, lo cual demuestra que presenta
capacidad antimicrobiana frente a este patdgeno. Es probable que la presencia de BioF
provoque una desestabilizacion de las CBPs del tipo amidasa que las induzca a llevar a cabo
una autolisis completa del cultivo de S. pneumoniae, o bien que se provoque de alguna manera
la desestabilizacion de la membrana por las propiedades anfipaticas de BioF. En todo caso,
estos resultados demuestran que el polipéptido BioF tiene una indudable capacidad de constituir

la base una nueva familia de péptidos antimicrobianos frente a este patogeno.
6.2. Perspectivas futuras

Las perspectivas futuras que se deberian desarrollar en el futuro se orientarian a averiguar

el mecanismo antibacteriano de BioF:
1. Determinacion de la localizacion de BioF-GFP en el cultivo de S. pneumoniae.

2. Laconfirmacion de la capacidad litica de BioF mediante el uso de microscopia confocal

que nos permita determinar las células con membrana dafada.

3. Caracterizacion mediante técnicas espectroscopicas del efecto de BioF sobre C-LytA

sin que se encuentre fusionadas en una misma proteina.

4. Comprobacion de la capacidad antimicrobiana de otras proteinas que presenten el

modulo BioF y sean mas sencillas de purificar.
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