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RESUMEN

Diego Francisco Benitez Chao Fecha de graduacion: 2021
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de Estudio: Control poblacional y oscilatorio utilizando el Quorum Sensing
de Staphylococcus aureus mediante un circuito genético de Escherichia coli

Numero de paginas: 156 Candidato para el Grado de Doctor en Ciencias con

Orientacion en Microbiologia Aplicada
Area de estudio: Microbiologia Aplicada, Biologia Sintética y Bacteriocinas.

Propésito y Método de Estudio: El incremento de infecciones por S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) ha ganado importancia en los sistemas de salud
publicos mundiales en las ultimas décadas. Diversos agentes terapéuticos
alternativos a los antibidticos han sido desarrollados para el tratamiento de este
tipo de infecciones. Recientemente, bajo los principios de la Biologia Sintética,
se han habilitado células enteras que sirvan como biosensores, detectando
moléculas producidas por patégenos y que como resultado, liberen una
sustancia antimicrobiana que erradique al patégeno, como las bacteriocinas.
Actualmente, los péptidos sefiales y los péptidos de fusion han sido
ampliamente usados para mejorar la produccion y purificacion de bacteriocinas
en sistemas recombinantes. En este trabajo, presentamos el disefio in silico que
emula a E. coli para que actie como biosensor al detectar moléculas de
Quorum Sensing (QS) de MRSA productoras de sefiales AIP-Il y que en
respuesta, produzca Lacticina Q (LngQ), una bacteriocina con antecedentes
contra células MRSA. Adicionalmente, experimentamos la capacidad del
péptido sefial N-AmyE y el péptido de fusion SmbP para la produccién
heter6loga de LngQ en el periplasma y el citoplasma de células de E. coli,
respectivamente.

Contribuciones y Conclusiones: En primera instancia, se construyeron dos modulos
genéticos: biosensor y de bacteriocina; ambos médulos fueron ensamblados en
el plasmido Dual Biosensor-Killer. Ambos mddulos fueron optimizados para su
expresion en E. coli para incrementar el rendimiento de produccién de proteinas
recombinantes. El andlisis predictivo del vector nos permite intuir que su efecto
en las células E. coli las emularia para detectar moléculas de QS producidas
por MRSA productoras de AIP clase Il y ademas para producir y excretar LnqQ
en funcion a la concentracion externa al péptido autoinductor de MRSA. Los
resultados predictivos abren la posibilidad de disefiar antibioticos terapéuticos
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inteligentes que puedan atacar patégenos de resistencia. Con relaciéon al
péptido sefial N-AmyE y al péptido de fusibn SmbP, observamos que nivel
predictivo ambos eran candidatos potenciales para la produccion periplasmica y
citopldsmica de LngQ en células de E. coli, respectivamente. Sin embargo,
nuestros resultados experimentales demostraron que la bacteriocina LnqQ no
logré ser producida ni purificada cuando estuvo acoplada con N-AmyE o SmbP.
Estos resultados enriquecen la literatura sobre ambas etiquetas proteicas asi
como también descubrimos puntos a consideracion que pudieran ser
importantes en afectar la produccién y purificacién cuando LngQ es acoplada
con diferentes etiquetas proteicas en células de E. coli.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

A lo largo de nuestra historia, los humanos hemos desarrollado soluciones a los
problemas del mundo que nos rodea. No es extrafio que el combate a las
enfermedades sean uno de los temas mas recurrentes. Existen referencias
histéricas entre las diferentes civilizaciones de la antigiedad como los chinos
(Nicola & Abagyan, 2009), aztecas (Davidson & De Montellano, 1983) y los nubia-
sudaneses (Bassett, Keith, Armelagos, Martin, & Villanueva, 1980) del uso
empirico de sustancias para tratar infecciones y enfermedades. Hace unos
doscientos afios atras, se pensod que los subproductos de la revolucién industrial
serian tratamiento efectivo contra infecciones y aunque los resultados fueron
alentadores al principios, los resultados observados ante otro tipo de infecciones
no tuvieron el mismo éxito (Gaynes, 2017).

1.1. Eradelos antibioticos

En 1928, Alexander Fleming encontré una solucion efectiva para contrarrestar las
infecciones al describir al hongo Penicillium notatum que tenia efectos antagonicos
sobre diferentes cepas estafilococicas (Fleming, 1929), inaugurando asi la
conocida era dorada en descubrimiento de los antibiéticos (Podolsky, 2018). Las
virtudes observadas en los antibiéticos fueron rapidamente puestas en juicio
cuando el mismo Fleming vaticind en su discurso de entrega al premio Nobel que
el abuso y uso excesivo de los antibiéticos podria generar brotes de patégenos
resistentes a los antibioticos (Fleming, 1945): Cada vez que un nuevo antibiético
era liberado a los sistemas de salud publicos, pronto se reportaba un brote de
resistencia relacionado a antibiético (Clatworthy, Pierson, & Hung, 2007). Con el
boom de nuevas clases de antibiéticos desde los 1940s hasta principios de 1970s,
la alerta por resistencia a los antibioticos qued6 practicamente inadvertida. De
hecho, entre los 1960s y 1970s, existe evidencia que la comunidad cientifica
internacional fue apatica y minimiz6 el hecho de que el abuso de los antibi6ticos
fuera una causa de resistencia a los farmacos en las bacterias patdgenas
(Podolsky, 2018).



El tema de la resistencia a los antibiéticos no tuvo impacto suficiente hasta que
con el paso de las décadas, surgieron de brotes de patdgenos resistentes de
importancia clinica como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA,
por sus siglas en inglés) tanto en Reino Unido (Gardner, Oxon, Stamp, Bowgen, &
Moore, 1962) como en Estados Unidos (Barrett, McGehee, & Finland, 1968), y
ademas las nuevas clases de antibidticos empezaron a escasear desde los 1980s
hasta casi los 2000s. Adicionalmente, los inversionistas se motivaron a encontrar
nuevas clases antibidticos al observar mas ganancias en descubrir compuestos
anticancerigenos (Ventola, 2015), los reglamentos sanitarios se volvieron mas
estrictos para la liberacion de antibidticos para prevenir la presentacion de
infecciones multirresistentes emergentes (Davies, 2006). Todos estos factores,
incluyendo otros que tal vez no fueron mencionados, allanaron el establecimiento
de politicas en salud publica para buscar o sintetizar algin farmaco o sustancia
que contrarreste el avance de microorganismos patdégenos resistentes de

relevancia clinica (World Health Organization, 2017).

1.2. Infecciones resistentes a los antibiodticos: amenaza mundial

Cifras de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) mostraron el peligroso
ascenso de infecciones por bacterias resistentes en las Ultimas décadas donde se
calcula un promedio de 700,000 muertes anuales para el 2019 (World Health
Organization, 2019b) y la advertencia de que si los gobiernos y organizaciones
responsables de la salud publica a nivel mundial no elaboran politicas efectivas
para el 2050, tendremos un promedio de 10 millones de muertes al afio por

consecuencias de este tipo de infecciones (Dadgostar, 2019).

En México carecemos de un sistema de recoleccion de datos confiables en este
tipo de infecciones (Amabile-Cuevas, 2010), pero en un estudio realizado durante
seis meses del 2019 se recuperaron 23,000 cepas resistentes a farmacos en 47
centros de salud publicos de todo el pais, siendo algunas de las mas comunes E.
coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp.,
Enterococcus faecium resistente a vancomicina y Staphylococccus aureus

resistente a meticilina (MRSA) (Vazquez-Rodriguez et al., 2018).
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En todas las regiones del mundo, las infecciones resistentes han tenido un
peligroso ascenso. En Estados Unidos, las muertas anuales por infecciones
resistentes pasaron de 23,000 muertes en 2013 (Frieden, 2013) a 35,000 durante
el 2019 (CDC, 2019). Por otro lado, en Europa, las muertes atribuibles a
infecciones resistentes aumentaron de 25,000 en 2007 (European Centre for
Disease Prevention and Control, 2009) a 33,110 en 2015 (Cassini et al., 2019). En
42 paises del continente africano, se registraron 54,000 casos atribuibles a
tuberculosis multirresistente (MDR, multi-resistant) y en ocho paises se registraron
3,200 muertes relacionadas a la variante extremadamente resistente (XDR,
extreme resistant) en un periodo del 2004 al 2011 (Ndihokubwayo et al., 2013). En
el continente asiatico, en China por ejemplo, el rango de bacterias aislados que
eran resistentes a los antibiéticos pas6 de 22,774 casos a 190,610 de 2005 a
2017, respectivamente (Qu, Huang, & Lv, 2019); en la India, un estudio reporta
que el 70% de aislados clinicos tipo Gram negativos son resistentes a los
farmacos y entre ellos se podian encontrar cepas de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (Taneja &
Sharma, 2019).

Las infecciones resistentes son material incluso de interés para el sector
econdémico. El Banco Mundial ha elaborado dos escenarios para predecir el
impacto econdmico de las infecciones resistentes para el 2050: en un escenario
de bajo impacto, el Producto Interno Bruto (PIB) mundial podria disminuir hasta un
1.1%. Sin embargo, en un escenario de alto impacto, el dafio al PIB global podria
representar hasta una disminucion de 3.8%. Los costos al sistema de salud
publico en el mundo podrian oscilar entre los $300 mil millones a $1 cuatrillén,
presentando incluso un serio riesgo para el sector ganadero ya que en el
escenario de bajo impacto, esto representaria una disminucion de 2.6% esperado

a un 7.5% en un escenario de alto impacto (The World Bank, 2016).

Las infecciones resistentes representa un punto de interés incluso para la
Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
Food and Agriculture Organization), ya que actualmente se presume que en 42
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paises donde existen datos confiables de consumo de antibidticos en el sector
ganadero y de agricultura, se estima que en el 2010, el consumo era de 63,000
toneladas de antibiético/afio mientras que para el 2030 se estima un consumo
105,600 toneladas de antibiotico/afio, representando un incremento de 67%. Los
indices de metabolizacion de antibidticos tanto en ganado como en produccion
pesquera presentan una baja metabolizacién, ya que entre un 70-80% y un 75-
90%, respectivamente, son excretados a las fuentes acuiferas. La produccion de
cultivos consume entre un 0.2% a 0.4% del total de antibi6ticos en relacion con la

produccion ganadera (FAO, s/f).

La relevancia sanitaria mundial de S. aureus es porque se trata de un miembro del
grupo ESKAPE, un grupo de patdégenos localizados en infraestructuras
hospitalarias, asilos 0 en equipos e instrumentos médicos como ventiladores y
catéteres y que son habitualmente resistentes a los antibiéticos (Rice, 2008). Esta
bacteria es la primera causa nosocomial tanto en Latinoamérica (26%),
Norteamérica (26.0%) y la segunda causa nosocomial de Europa (19.5%)
(Biedenbach, Moet, & Jones, 2004). Se presume que un 30% de la poblacion total
de humanos estad colonizado con al menos una subespecie de S. aureus
(Wertheim et al., 2005) y esto podria ser porque el habitat de esta bacteria en los
humanos es la parte anterior de las fosas nasales (Mulcahy & McLoughlin, 2016).

1.3. Problema sanitario con Staphylococcus aureus resistentes

S. aureus es una bacteria Gram positiva y es considerada una de las principales
causas de enfermedades en piel (Foster, 1996). Ademas, es capaz de desarrollar
biopeliculas en dispositivos implantados en seres humanos y catéteres causando
infecciones croénicas y persistentes (Dunne, 2002). La osteomielitis y periodontitis
también son producto de la biopelicula; este patégeno esta involucrado en heridas
cronicas en pacientes diabéticos con Ulceras y esta relacionado a infecciones al
endocardio, oculares y en casos de rinosinusitis cronica (Archer et al., 2011). Se
considera que es un patdégeno de alto riesgo para pacientes con Fibrosis Quistica
ya que es el mas reportado entre personas con 11 a 15 afios con esta condicién
(Razvi et al., 2009).
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Ahora bien, se estima que entre un 13% al 74% del total de infecciones resistentes
en el mundo son causados por una variante resistente de S. aureus resistente a la
meticilina, la cepa MRSA (Kock et al., 2010), la cual est4 es sefalada desde el
2017 por la OMS como un patdgeno de alta prioridad al que debe encontrarse una
solucion pronta y efectiva (World Health Organization, 2017). Por ejemplo, en
Estados Unidos, el total de pacientes por infecciones nosocomiales tipo MRSA
ascendio de 2.4% en 1975 a un 29% en 1991 (Panlilio et al., 1992) y hasta casi
57% para el afio 2000 (NNIS, 2004). En la actualidad, el MRSA es considerado
endémico en ese pais, ya que se estima que el 2% de la poblacion es acarreador

de este estafilococo (Kavanagh, 2019).

En México, los primeros casos de MRSA asociado a comunidad (CA-MRSA) cepa
USA300 fueron reportados a inicios del 2008 (Maria E. Velazquez-Meza et al.,
2011) y durante el 2010, un estudio anuncid que la cepa de MRSA mas
frecuentemente aislada en nuestro pais era la New York/Japan (Rodriguez-
Noriega et al., 2010). También se conoce que cepas de MRSA en hospitales
publicos en nuestro pais, fluctué entre un 7% al 30% en pacientes entre las
décadas de 1980s a 2000s (M E Velazquez-Meza et al., 2004) mientras que el
Instituto Nacional de Cancerologia determin6 que 1.7% de las cepas aisladas de
3,000 hemocultivos recuperados entre el 2005 al 2015 de pacientes con cancer
correspondian a MRSA (Velazquez-Acosta, Cornejo-Juarez, & Volkow-Fernandez,
2018).

1.4. Tratamientos actuales para el combate a infecciones

resistentes

En la actualidad, las clases mas comunes de antibidticos para combatir
infecciones resistentes a los antibiéticos son las penicilinas, cefalosporinas,
quinolonas, macrdlidos, tetraciclinas, glucopéptidos y monobactamicos (Taylor,
Stapleton, & Paul Luzio, 2002). En las ultimas dos décadas, se han aprobado una
gran variedad de antibioticos para el tratamiento de infecciones causados por
bacterias tanto Gram positivos como Gram negativos. Los antibiéticos mas

recientemente reportados para el tratamiento de bacterias multirresistentes Gram
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positivas incluyen pB-lactdmicos (ceftarolina y ceftobiprol), glicopéptidos
(dalbavancin, oritavancin y telavancin), oxazolidinonas (tedizolid fosfato),
quinolonas (besifloxacina, delafloxacin 'y ozenoxacina) y tetraciclinas
(omadaciclina) (Koulenti et al., 2019). Segun la OMS, hasta el 2019, se sabe de 50
agentes antimicrobianos que se encuentran en desarrollo clinico donde 32 son
antibiéticos activos contra patégenos de prioridad de la OMS, diez son agentes
biolégicos, 2 son clasificados como agentes novedosos y dos pertenecen al grupo

de bacterias Gram negativas multirresistentes (World Health Organization, 2019a).

1.5. Tratamientos alternativos a los antibiéticos

Los patdgenos resisten a los antibidticos bajo tres grandes mecanismos de
resistencia: intrinseca, adaptativa, y/o adquirida (Arzanlou, Chai, & Venter, 2017;
Blair, Webber, Baylay, Ogbolu, & Piddock, 2015; Sandoval-Motta & Aldana, 2016).
Es por ello que urge desarrollar una solucion pronta y efectiva para contrarrestar
las infecciones causadas por patdégenos resistentes a los antibiéticos, los cuales

son uno de los puntos que la OMS ha declarado como prioritarios (O’Neill, 2016).

En la guerra contra la resistencia a los antibiéticos, nuestro grupo de investigacion
ha participado en la creacidbn de compuestos que puedan combatirlos como
tratamientos mixtos de antibiéticos (Montelongo-Peralta, Lebén-Buitimea, Palma-
Nicolas, Gonzalez-Christen, & Morones-Ramirez, 2019), nanoparticulas de plata
asociados con metales de transiciéon (Javier A. Garza-Cervantes et al., 2017),
nanomateriales asociados con nanoparticulas de plata sintetizados con polimeros
sensibles al ambiente (Ruben Morones & Frey, 2007) o producidos de manera
sustentable (Escarcega-Gonzéalez et al., 2018) o a partir de un exopolisacéarido
producido por una levadura que actia como agente reductor y que estan
capeados por agentes con actividad antimicrobiana y antibiopelicula (Javier
Alberto Garza-Cervantes et al., 2019).

Otros grupos de investigacion también han desarrollado otro tipo de armas contra
la resistencia a los antibidticos como el uso de técnicas de decorado en
bacteriéfagos (phage display) para producir vacunas en la capside de
bacteriéfagos inhabilitados (Bao et al., 2019) o uso de agentes de control bioldgico
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contra patdgenos de alimentos (Gutiérrez, Fernandez, Rodriguez, & Garcia, 2019)

o para el tratamiento de aguas residuales (Jassim, Limoges, & EI-Cheikh, 2016).

Los esfuerzos actuales se han focalizado en encontrar y/o desarrollar nuevas
clases de antibibticos y agentes antimicrobianos contra bacterias resistentes (Fair
& Tor, 2014) y de prioridad ante la OMS (World Health Organization, 2017). Las
corrientes alternativas a los antibidticos mas reconocidas en la actualidad estan
clasificadas en dos grandes enfoques: el enfoque de prevencion a las
enfermedades donde se desarrollan y se utilizan vacunas, probidticos o
prebidticos mientras que en el enfoque por tratamiento a las enfermedades se
utilizan la terapia de fagos, la aplicacion directa de endolisinas y/o exolisinas, el
uso de microorganismos depredadores vivos 0 el uso directo de bacteriocinas
(Allen, Trachsel, Looft, & Casey, 2014). También la Biologia Sintética se ha
involucrado en resolver la problematica de infecciones resistentes a los farmacos
al participar en el disefio de biosensores basados en células completas que sean
capaces de destruir patbgenos mediante la previa de deteccion de moléculas
excretadas por microrganismos de interés (Benitez-Chao, Balderas-Cisneros,

Ledn-Buitimea, & Morones-Ramirez, 2021).

La biosintesis, purificacion y aplicacién de bacteriocinas contra patbgenos Gram
negativos y Gram positivos ha sido punto central para diversos grupos de
investigacion (Cabral, Penumutchu, Norris, Morones-Ramirez, & Belenky, 2018;
McAuliffe et al., 1998; Rea, Ross, Cotter, & Hill, 2011; Sandiford & Upton, 2012;
Wong et al., 2015) asi como la sintesis de nanocompuestos como liposomas,
quitosano y nanoparticulas hechos a base de compuestos de plantas (Sidhu &
Nehra, 2017) o de nanofibras (Fahim, Khairalla, & EI-Gendy, 2016) que estén
acomplejados con bacteriocinas. Mas adelante se describiran detalles sobre las
bacteriocinas y su relacion en el combate a las infecciones resistentes a los

antibioéticos.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Control bioldgico poblacional por microorganismos

En la Naturaleza, todos los seres vivos estan interactuando y compitiendo por
nichos ecoldgicos para sobrevivir, crecer y reproducirse para una adaptacion
efectiva en el ambiente donde se desarrollan. Este fendmeno es universal ya que
pueden encontrarse en estilos de vida unicelulares y multicelulares (Grice et al.,
2009). Para competir por los nutrientes, los microorganismos contienen
compuestos que matan o limitan el crecimiento de otra poblacion. Estos
compuestos pueden ser antibioticos, péptidos antimicrobianos, moléculas de bajo

peso molecular, entre otros mas (Gonzalez et al., 2011, 2010).

Cuando microorganismos Vvivos por sus caracteristicas bioldgicas son usados para
suprimir la densidad poblacional de un tipo especifico de organismo, haciéndolo
menos abundante o dafiino, se le conoce como control bioldégico. Es importante
mencionar que esta definicibn solo incluye a especimenes vivos como
depredadores, parasitos, nematodos, hongos, bacterias, protozoarios, inclusive
virus. Sin embargo, genes sin un recipiente bioldgico o metabolitos producidos por
un organismo de control sin que éste se encuentre presente durante el control

poblacional son excluidos de esta definicion (Eilenberg, Hajek, & Lomer, 2001).

Por ejemplo, cultivos de Candida albicans (Peters et al., 2010), Pseudomonas
aeruginosa (Filkins etal.,, 2015), Bacillus subtilis (Gonzalez etal., 2011),
Enterococcus faecium (Vigosa et al., 2018), Acanthamoeba polyphaga (de Souza,
Soares, Benitez, & Rott, 2017) disminuyeron la expresion de patogenicidad en S.
aureus. Incluso, cultivos de E. coli han mostrado actividad fungicida contra cultivos
de C. albicans (Cabral et al., 2018).

2.2. Biologia Sintéticay su papel en produccion de bacteriocinas
2.2.1. Introduccién ala Biologia Sintética

La Biologia Sintética consiste en disefar librerias de elementos genéticos como
promotores, secuencias codificadoras, terminadores, factores de transcripcion,

entre otras mas; asi también se enfoca en el ensamblaje de circuitos genéticos
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hasta en el disefio y creacién de organismos completos. Este campo utiliza datos
cuantitativos para crear modelos biolégicos y matematicos que permitan predecir
el comportamiento de un sistema biolégico (Cameron, Bashor, & Collins, 2014;
Garcia-Granados, Lerma-Escalera, & Morones-Ramirez, 2019).

En la publicacion de Brophy y Voigt se revisan los principios basicos para el
disefio de circuitos genéticos para que los sistemas biolégicos sean emulados
para cumplir con tareas o puedan fabricar materiales; es importante considerar la
correcta eleccion de reguladores asi como puntos de control que cuantifiquen el

impacto en el rendimiento (Brophy & Voigt, 2014).

2.2.2. Definicion de los biosensores

Un sensor quimico es un dispositivo que transforma en una informacion quimica
en una sefial analitica de utilidad y puede detectar desde la concentracién de una
muestra especifica hasta el analisis total de sus compuestos. Este tipo de
sensores contiene dos unidades funcionales basicas: un receptor y un transductor.
El receptor transforma la informacion quimica de la muestra en una forma de
energia que puede ser medido por un transductor. El transductor transforma la
energia en una sefal analitica atil (Hulanicki, Glab, & Ingman, 1991). De esta
manera, comprendemos que un biosensor es “un dispositivo que, a través de
reacciones especificas de enzimas aisladas, sistemas inmunes, tejidos, organelos

o células enteras, sirve para detectar compuestos” (IUPAC, 1992).

Asi, en los biosensores basados en células completas, un analito de interés
ingresa al interior celular y es reconocido por un factor transcripcional, el cual
controla la transcripcion de un gen mediante el reconocimiento de un promotor
especifico. Estos biosensores pueden reconocer diferentes analitos como
hidrocarburos, metales pesados, antibidticos (Garnier-Rocha, 2019). Incluso,
algunos modelos biosensores se han aprovechado del fendbmeno de quorum
sensing para crear sistemas de comunicacion sintéticos con la capacidad de

controlar poblaciones (Balagaddé et al., 2008).
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2.3. Quorum Sensing: Comunicacién entre células.

El concepto QS refiere a que es un mecanismo de comunicacion entre
microorganismos que dependen de sefiales quimicas (moléculas sefalizadoras)
gue son excretadas al medio extracelular y que dependen la densidad celular
(Fugqua, Winans, & Greenberg, 1994). Las bacterias, similares a organismos de
diferentes dominios, se sostienen de mecanismos de comunicacién y se valen de
diferentes moléculas. Esta interaccion puede ser intrinseca (es decir, intracelular o
adentro de la misma célula) o extrinseca (es decir, extracelular o afuera de la
célula) y crea un fenotipo de respuesta en una poblacion especifica del mismo
(Fuqua et al., 1994).

Mientras los cultivos productores de QS estén creciendo, éstos pueden producir,
excretar, acumular y detectar moléculas de sefalizacion quimicas externas
conocidas como autoinductores, los cuales son producidos a niveles basales pero
gue se acumulan en el exterior celular. Cuando la densidad celular de bacterias y
la concentracion de moléculas autoinductoras alcanzan un umbral de
concentracion especifico, el cultivo experimenta un cambio en su fenotipo (Garg,
Manchanda, & Kumar, 2014; Rutherford & Bassler, 2012). Esta respuesta varia
segun el tipo de sefal emitido ya que su forma y composicién quimica es diferente
segun la especie que la produzca (Fuqua et al., 1994) siendo las respuestas mas
comunes: la formulacion de esporulados, factores de virulencia asociados a
invasion, bioluminiscencia, virulencia y/o la creacion biopeliculas (Miller & Bassler,
2002).

El fendbmeno de QS sucede tanto en bacterias productoras Gram negativas y las
Gram positivas pero las moléculas auto inductoras son de diferente composicion
quimica. En las bacterias Gram negativas, las moléculas de sefalizacion son
conocidas como homoserina lactonada aciladas (HSL) mientras que en bacterias
Gram positivas, el mecanismo es a través de péptidos excretados (Miller &
Bassler, 2002).

En el modelo general de QS en Gram positivos: en primera instancia, el gen que

contiene el precursor de la molécula sefializadora (también conocido como
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autoinductor inmaduro) es transcrito y traducido, y ésta es posteriormente
parcialmente hidrolizada para crear un autoinductor maduro. Este Ultimo es
enviado al exterior celular por un transportador tipo ABC. Cuando la concentracion
del autoinductor maduro alcanza un umbral minimo de activacion, una proteina
tipo quinasa sensor de histidina localizada en el exterior celular detecta la
presencia de ésta mediante un sistema a dos componentes. El sensor quinasa se
auto fosforila en un residuo conservado de histidina (H). Después, este grupo
fosforilo es transferido a una proteina reguladora de respuesta adyacente, la cual
es fosforilada en un residuo conservado de aspartato (D). La proteina reguladora
de respuesta fosforilado activa la transcripcion de los genes de interés (Miller &
Bassler, 2002).

2.3.1. Quorum Sensing de Staphylococcus aureus

En S. aureus esta gobernado por el operon agr que es de un tamafio nucleotidico
de 3.5 kb y se compone de dos unidades transcriptomicas divergentes conocidos
como RNAII y RNAIII, los cuales estdn gobernados por los promotores P2 y P3,
respectivamente (Le & Otto, 2015). El promotor P2 esté involucrado en actividades
del QS mientras que el promotor P3 se encarga de la expresion de factores de
virulencia (Miller & Bassler, 2002) como produccion de hemolisinas, proteasas,
lipasas e indirectamente, participan en la liberacion de biopeliculas (Quave &
Horswill, 2014). A nivel genético, la induccién del operon agr depende
parcialmente por la union de los productos génicos del operon sar en los dos

promotores disponibles del operdn agr (Manna, Bayer, & Cheung, 1998).

El promotor P2 es el de importancia para el sistema QS debido a que el transcrito
resultante agrBDCA produce cuatro proteinas: AgrB, AgrD, AgrC y AgrA, los
cuales son los componentes principales del sistema de QS de S. aureus. A
manera de resumen podemos en global que AgrC y AgrA participan como
elementos biosensores mientras que AgrB y AgrD son los elementos necesarios
para la biosintesis de AIP. El AgrD es un péptido precursor a la molécula

autoinductora (AIP, por sus siglas en inglés) y el AgrB funciona transportadora
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como proteasa y esta involucrada en la maduracion del AIP (Gomes-Fernandes
et al., 2017; Horswill, Stoodley, Stewart, & Parsek, 2007).

2.3.2. Sistema de biosintesis de AIP: AgrB y AgrD

El gen que produce AgrD se expresa y se traduce en una version propéptido de la
molécula AIP que sufre de una modificacion postraduccionalmente para que sea
biolégicamente activo. La molécula AIP inmadura se compone de tres secciones
conocidas como region del péptido lider, region madura del AIP y secuencia de
reconocimiento, que corresponden a las regiones N-, central y C-terminales,

respectivamente (B. Wang & Muir, 2016).

El AgrD es inicialmente procesado en la region N-terminal (se compone de 32
residuos) y sirve de guia. Este es translocado a la cara externa de la membrana
celular. Mientras la region peptidasa de la proteina transmembranal AgrB

reconoce la region N-terminal del AIP inmaduro.

2.3.3. Sistema biosensor: AgrCy AgrA

AgrC y AgrA funcionan en conjunto con un sistema clasico de dos componentes.
Donde, la proteina transmembranal tipo receptor con actividad histidina quinasa
AgrC, se encarga de que detectar las moléculas AIP liberadas al exterior por S.
aureus; una vez acoplado el AIP con el receptor, éste Udltimo causa una
autofosforilacion del dominio citoplasmatico del AgrC seguido de la transferencia
del grupo fosfato de la proteina reguladora de respuesta de unién al DNA, AgrA.
Una vez que AgrA es fosforilado (AgrA-P) éste se une a la regién intergénica de

los promotores P2 y P3 del operén agr (Gomes-Fernandes et al., 2017).

2.3.4. Hipervariabilidad del AgrD y su relacion con la comunicacion cruzada

Bioquimicamente, el AgrD inmaduro tiene un tamafio entre 46 a 47 residuos segun
su clase. Después de procesamiento, AgrD maduro tiene un tamafio final entre 7 a
8 aminoéacidos (que varia segun la clase) y contiene un anillo tiolactonado,
producto de la condensacion entre un grupo tiol de una cisteina interna ubicada

cuatro aminoacidos antes del ultimo aminoacido y el grupo carboxilo del ultimo
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aminoacido (que puede ser metionina o fenilalanina, dependiendo la clase) (B.
Wang, Zhao, Novick, & Muir, 2015).

En AgrC, el dominio que contiene los elementos para deteccion del receptor de la
molécula AIP, produce diferentes formas de propéptidos. De esta manera se
deduce que cada molécula de AIP producida depende de su propia proteina
detectora AgrC. Por tanto, la presencia en el medio de moléculas de AIP que no
estan filogenéticamente relacionadas resultan en la inhibicion de QS. Es decir,
miembros productores del mismo tipo de AIP pueden inducir el comportamiento
tipico por QS pero si los productores no pertenecen al mismo grupo, se puede
inhibir su respuesta. Este fendbmeno es conocido como comunicacién cruzada
(Rutherford & Bassler, 2012). La region hipervariable del operon agr esta ubicado
en el transcrito gobernado por el promotor P2, entre los genes agrC, agrD y agrB.
Consensualmente, se ha determinado cuatro grandes clases de AIP y permite

clasificar a los tipos de S. aureus en base a esta region (Shopsin et al., 2003).

2.4. Biosensores de células enteras basados en deteccion de QS

A continuacion, presentamos una compilacion de publicaciones de diferentes
células que fueron modificadas para actuar como biosensores capaces de detectar
moléculas producidas por organismos productores de sefiales quimicas tipo QS,
algunos de los ejemplos mencionados cuentan con la capacidad de producir y/o
liberar sustancias antimicrobianas capaces de destruir al productor de esas

sefales.

Balagaddé y otros disefiaron un sistema de comunicacion sintético conocido como
depredador y presa en la que dos células modificadas de E. coli son capaces de
comunicarse -y matar a una de ellas- a través del sistema de QS. En este modelo,
las células asignadas como depredadoras producen y liberar moléculas tipo QS
que se difunden en el medio y al llegar a la célula presa, por sus mecanismos
internos, activan la produccion una toxina especifica para la célula asignada como
presa, provocandoles la muerte celular. Por otro lado, las células presas, para
evitar su muerte temprana, deben producir constantemente una proteina antitoxina

gue anule la actividad de la toxina (Balagaddé et al., 2008).
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Saeidi y sus colaboradores crearon un biosensor de células enteras basados en la
deteccion del QS al modificar células de E. coli para que detectaran moléculas
30C12 HSL producidas por P. aeruginosa. En este sistema, las moléculas QS son
difundidas a través del medio y son reconocidas por un factor de transcripcion en
E. coli que activa una unidad transcripcional para producir piocianina, un
antibiotico especifico con actividad contra P. aeruginosa, y porina E7, un agente
litico especifico contra E. coli; a medida que aumenta la concentracion de la
molécula QS, incrementa la concentracion del antibiético y de la porina. Cuando
se acumula suficiente cantidad de porinas en el interior celular, las células de E.
coli son lisadas y se libera piocianina para finalmente atacar a las células de P.
aeruginosa (Saeidi et al., 2011). Dos afios mas tarde, Gupta y sus colaboradores,
modificaron este biosensor agregando un moddulo de excrecion que libera una
sustancia antimicrobiana al exterior a través de un péptido sefial y atacar
especificamente a P. aeruginosa, evitando la muerte de la célula productora de
antibiético (S. Gupta, Bram, & Weiss, 2013).

Marchand y sus colegas crearon un sistema de comunicacién interespecifico para
la interaccion entre dos bacterias con origenes evolutivos diferentes: Bacillus
megaterium (Gram positiva) y E. coli (Gram negativa) utilizando el mecanismo del
operén agr de S. aureus. En este reporte, células de E. coli fungieron como
productoras de moléculas de QS al expresar las proteinas AgrD y AgrB, que en
condiciones nativas, producen moléculas de AIP en S. aureus. Mientras que
células de B. megaterium fungieron como biosensores al producir las proteinas
AgrC y AgrA, que en condiciones nativas, sirven como un sistema a dos
componentes que detectan la presencia externa de la molécula de AIP y activan a

un factor de transcripcion (Marchand & Collins, 2013).

Zeng Yy sus colaboradores crearon un modelo biomatematico a partir de una E. coli
gue funcionara como un biosensor de moléculas de AIP producidas por S. aureus,
gue seria contrarrestado por accion de la lisostafina, una bacteriocina de actividad
contra S. aureus. La simulacion del modelo indicé que una célula de E. coli podria

tardar hasta 2.5 horas en detectar las primeras moléculas de AIP producidas de S.
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aureus al tiempo que generaria la suficiente concentracion de bacteriocinas para

matar a células de S. aureus (Zeng et al., 2013)

Borrero y sus colegas, crearon un biosensor de células enteras basado en la
deteccibn de moléculas de QS para poder contrarrestar moléculas de QS
producidos por un patdgeno de interés clinico resistente a los antibiéticos. En este
caso, células modificadas de Lactobacillus lactis fueron capaces de detectar las
moléculas producidas por Enterococcus faecalis. El lactobacilo modificado mostré
alta efectividad de tres bacteriocinas producidas para controlar el crecimiento de
este patdgeno incluyendo sus variedades multirresistentes (Borrero, Chen, Dunny,
& Kaznessis, 2015).

Holowko y sus colegas desarrollaron células de E. coli capaces de sentir
moléculas de QS producidas por Vibrio cholerae (Holowko, Wang, Jayaraman, &
Poh, 2016). Mientras que, Lubkowicz y sus colaboradores, modificaron células de
Lactobacillus reuteri con la capacidad para detectar moléculas de AIP clase |
producidas por S. aureus en rangos de concentracion desde la escala nanomolar

hasta micromolar (Lubkowicz et al., 2018).

2.5. Las Bacteriocinas

En contexto a la anterior seccion, una fracciéon del total de biosensores de células
enteras disefiados son capaces de producir y excretar sustancias antimicrobianas
gue afecten el crecimiento de células productoras de moléculas QS. Para fines de
este trabajo, nos referimos a las bacteriocinas como sustancias antimicrobianas
que pertenece a un grupo de péptidos con actividad antimicrobiana con origen

evolutivo en bacterias, los cuales seran descritos a continuacion.

2.5.1. Introduccién alas bacteriocinas

Las bacteriocinas son un grupo de péptidos de bajo peso molecular que son
producidos exclusivamente y excretados por bacterias y que tienen la capacidad
de inhibir el crecimiento de otra bacteria. Las bacteriocinas pueden ser producidas
in situ por bacterias probioticas. Al ser de origen proteico, las bacteriocinas son

sujetos a modificaciones por Ingenieria Genética (Cotter, Ross, & Hill, 2013). Las
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bacteriocinas usualmente actian por permeabilizacion por membrana causada por
su naturaleza catidnica al interactuar con la membrana. Usualmente las
bacteriocinas son de caracter hidrofobico y anfipatico. Su estructura quimica son
generalmente péptidos acoplados con glicoproteinas y lipoproteinas. Su punto
isoeléctrico esta habituado a 8.1 a 10.1, usualmente son termoestables y tiene un
rango de pH amplio entre 3.0 a 9.0 (Heredia-Castro, Hérnandez-Mendoza,
Gonzalez-Cérdova, & Vallejo-Cordoba, 2017). En la Naturaleza, cuando las
bacterias comparten el mismo nicho ecoldgicos, éstas deben luchar y defenderse
de otros y las bacteriocinas son uno de los mecanismos biolégicos reconocidos
(Duffy, Schouten, & Raaijmakers, 2003).

La disponibilidad de datos en bacteriocinas en la Naturaleza es muy amplio ya que
se presume que un 99% del total de bacterias son productoras de al menos un tipo
de bacteriocina y muchos de ellos permanecen adn sin ser descubiertos
(Klaenhammer, 1988). Hasta la fecha, de acuerdo con datos de bases de datos
sobre bacteriocinas de calidad mundial (actualizado hasta la Gltima version, 25 de
junio de 2021) indican que el University of Nebraska Medical Center’s
Antimicrobial Peptide Database (ADP, por sus siglas en inglés)
(https://lwangapd3.com/main.php) se mantienen registrados un total de 3,257
péptidos antimicrobianos de los seis reinos biolégicos existentes, de los cuales
181 son péptidos con actividad anti-MRSA (G. Wang, Li, & Wang, 2016). Aunque

Bactibase (http://bactibase.hammamilab.org/main.php) es una base de datos de

bacteriocinas que no se ha actualizado desde 2017, sus datos siguen siendo muy
valiosos ya que nos ofrece una realidad en la ciencia de las bacteriocinas puesto
gue la mayoria de las bacteriocinas descubiertas han sido aisladas de bacterias
Gram positivas donde 206 pertenecen a este grupo y 19 a las cepas Gram
negativas. El género mas reportado para las bacteriocinas de origen en Gram
positivas son los Lactobacillus, seguido de Enterococcus, Streptococcus,
Lactococcus y el género Bacillus mientras que el género mas reportado para las
bacteriocinas de origen en Gram negativas es Escherichia. El tamafio promedio de
las bacteriocinas es de 43 residuos (Hammami, Zouhir, Le Lay, Ben Hamida, &
Fliss, 2010).
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Un buen namero de bacteriocinas han sido previamente reportadas como agentes
terapéuticos puesto que se han utilizado en dosis hasta cien veces superiores al
valor de concentracion minima inhibitoria reportado sin presentar efectos
citotoxicos en lineas celulares eucaridticas (Hols, Ledesma-Garcia, Gabant, &
Mignolet, 2019) ni en tejidos del hospedero (Kurlenda & Grinholc, 2012). Por
ejemplo, la nisina, la bacteriocina mas famosa en la industria y en el mundo ha
sido declarado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) como sustancia Generalmente Reconocida
como Segura (GRAS, por sus siglas en inglés) para su uso como conservador de
alimentos (Cotter, Hill, & Ross, 2005). Se sabe que la mayoria de las bacteriocinas
han tenido un largo historial de seguridad (Silva, Silva, & Ribeiro, 2018). Sin
embargo, a pesar de la gran disponibilidad de datos de ensayos en bacteriocinas,
recientemente se ha manifestado la urgencia de incrementar y explorar su uso en
modelos in vivo para evaluar su eficacia como agentes antimicrobianos y evaluar
los posibles efectos secundarios, los cuales son necesarios para asegurar su €xito
como candidatos potenciales a agentes terapéuticos en su lucha contra
infecciones resistentes a los antibioticos (Benitez-Chao, Lebn-Buitimea, Lerma-

Escalera, & Morones-Ramirez, 2021).

2.5.2. Diferencia entre péptidos antimicrobianos, bacteriocinas y antibiéticos

Los péptidos antimicrobianos, bacteriocinas y antibiéticos son sustancias de origen
biolégico que cumplen con el mismo papel de defensa, lo cierto es que existen
claras diferencias entre ellas que dependen de su origen, composicién quimica,
entre mas factores. A continuacion, se ofrece una breve explicacion entre los

diferentes tipos de sustancias antimicrobianas.

Los Péptidos Antimicrobianos (AMP, antimicrobial peptides) también conocidos
como peéptidos de autodefensa (HDP, host defense peptide) son péptidos
producidos por un hospedero y son parte del sistema inmune al conferirles
capacidades defensivas. Son de un rango de tamafio entre 10 a 60 residuos, en
promedio 33.26 residuos que estan compuestas mayoritariamente por a-hélices

con cargas positivas (cationicas) o anfipaticas (cargas hidrofébicas e hidrofilicas);
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también existen referentes con carga aniénica. Los AMP estan clasificados segun
Su origen ya que estan ubicuamente presentes en todos los reinos biolégicos
como mamiferos, plantas, microorganismos, acuaticos, insectos y/o anfibios;
segun su actividad ya que pueden ser antibacterianos, antifingicos,
antiinflamatorios, antivirales, antiparasitarios y/o anticancerigenos; segun su
estructura como tipo lineal, con estructurales secundarias con a-hélices y p-tiras
plegadas y por segun por el tipo dominante de aminoacidos como glicina, arginina,
prolina, histidina y triptéfano (Huan, Kong, Mou, & Yi, 2020; Lei et al., 2019).

Si el AMP es de origen evolutivo bacteriano se les conoce como bacteriocinas. Los
origenes pueden ser por bacterias Gram positivas como negativas, incluyendo
miembros del dominio de las Archaea (Chikindas, Weeks, Drider, Chistyakov, &
Dicks, 2018). Sin embargo, cuando el AMP es de origen eucaridtico, existen tres
clasificaciones: defensinas (Shafee, Lay, Hulett, & Anderson, 2016), histatinas o
catelicidinas (De Smet & Contreras, 2005). Existen intermediarios evolutivos como
las bacteriocinas tipo defensina que son un grupo de bacteriocinas que comparte
los puentes de disulfuro en las mismas posiciones que podrian observarse en las
defensinas (Baindara et al., 2016; Sugrue, O’Connor, Hill, Stanton, & Paul Ross,
2020).

Tanto las bacteriocinas como los antibiéticos comparten funcionalidad biolégica al
ser ambas sustancias que nulifican o matan a otras poblaciones pero existen
diferencias muy marcadas entre ellas puesto que las bacteriocinas son
sintetizadas como metabolitos primarios mientras que los antibidticos son
secundarios. El espectro de accién de las bacteriocinas es mucho mas reducido
que los antibidticos, éstos ultimos son muy amplios. El grado de actividad es
mucho mas intenso entre bacteriocinas ya que su rango de accién se encuentra
en el orden de los nano a micro molar mientras que los antibioéticos son rango de
accion esta ranqueado entre los micro y milimolar. Debido a su origen proteico, las
bacteriocinas son altamente propensas a ser degradados por enzimas. Sin
embargo, las bacteriocinas son mas termodinamicamente estables y con una

actividad mas amplia de pH que los antibidticos. Las bacteriocinas atacan
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generalmente la membrana extracelular generando poros mientras que los
antibioticos pueden atacar la membrana también y/o atacar blancos intracelulares.
Se conoce que las bacteriocinas presentan baja o nula toxicidad en comparacion

con los antibiéticos (Perez, Zendo, & Sonomoto, 2014).

2.5.3. Bacteriocinas utilizadas contra S. aureus resistentes

En la actualidad, diversos estudios enfocados en bacteriocinas se han enfocado
en su actividad contra cepas de S. aureus resistentes a los antibioticos. Por
ejemplo, la lisostafina fue utilizado el control de S. aureus ATCC 29740 (Oldham &
Daley, 1991) mientras que la pentocina JL-1 ha sido efectivo para el control de S.
aureus multirresistente (Jiang, Zou, Cheng, Fang, & Huang, 2017). La bacteriocina
entianina mostro actividad contra MRSA (ATCC 43300) (S. W. Fuchs et al., 2011).
La epidermicina NIO1 mostré actividad contra MRSA (Sandiford & Upton, 2012).
Asi también como las enterocinas DD28 y DD93 con actividad anti estafilocécica
contra células MRSA (Al Atya et al., 2016).

2.5.4. Bacteriocinas contra patdogenos resistentes a los antibiéticos

Las bacteriocinas son un grupo muy bien definido de péptidos antimicrobianos que
tienen su origen evolutivo en bacterias y en algunas arqueobacterias. Por sus
caracteristicas proteicas, las bacteriocinas son elementos genéticos que pueden
ser facilmente modificados por técnicas de Ingenieria genética (Cotter et al.,
2013). Las caracteristicas generales de las bacteriocinas son que su espectro de
accion es actuar tanto en las bacterias Gram positivas como negativas. Su modo
de actividad por actividad bactericida o bacteriostatico. Su mecanismo de accién
es por permeabilizacion de membrana creando lisis celular. Su estructura
bioquimica es muy variada que pueden ser péptidos, glicoproteinas vy
lipoproteinas. Son de peso molecular variable, sin embargo, las bacteriocinas de
origen en Gram positivas son de tamafio pequefio. Debido a su naturaleza
proteica, las bacteriocinas son susceptibles al corte proteolitico y altamente

estables a altas temperaturas (Heredia-Castro et al., 2017).

Entre algunas de las bacteriocinas que se han utilizado para el control de

patdgenos resistentes estd la bacteriocina AS-48, la cual ha sido ampliamente
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utilizado contra cepas de referencia y clinicos para Mycobacterium tuberculosis
(Aguilar-Pérez et al., 2018). Otro ejemplo es la pentocina JL-1 ha demostrado
tener actividad contra diferentes cepas bacterianas (Jiang et al., 2017). Entianina
ha mostrado actividad contra Enterococcus faecalis resistente a vancomicina
(ATCC 51299) (S. W. Fuchs et al., 2011). Las klebcinas poseen actividad contra
especies resistentes y multirresistentes de cepas del género Klebsiella
(Denkovskiené et al., 2019). La lista de bacteriocinas reportadas como efectivas
contra patdgenos resistentes de relevancia clinica es muy larga y que puede ser
observada en la literatura correspondiente (Cui etal., 2012; Gabrielsen, Brede,
Nes, & Diep, 2014; Newstead, Varjonen, Nuttall, & Paterson, 2020; Perez et al.,
2014).

2.5.5. Breve clasificacion de las bacteriocinas

Las bacteriocinas pueden ser producidos tanto por microorganismos Gram
positivos como negativos, inclusive por miembros del dominio Archaea (Chikindas
et al., 2018).

Hasta el dia de hoy, no hemos encontrado un érgano internacional que regule la
clasificacion de las bacteriocinas mas que lo propuesto en grupos de investigacion
ligados a la ciencia de las bacteriocinas. Las bacteriocinas con origen evolutivo en
organismos Gram positivos estan actualmente clasificados en cuatro grandes
clases: la clase | corresponde a bacteriocinas modificadas postraduccionalmente
de muy bajo peso molecular (<5 kDa), la clase Il se refiere a bacteriocinas
termoestables no modificadas de bajo peso molecular (<10 kDa), la clase lli
contiene bacteriocinas termosensibles de alto peso molecular (>10 kDa) y por
altimo, la clase IV se compone de proteinas acomplejadas con carbohidratos o
lipidos (Newstead et al., 2020; Perez et al., 2014)

Dada la diversidad de bacteriocinas, para fines de este trabajo, solo nos
enfocaremos en las bacteriocinas tipo Il de las Gram positivas, ya que se clasifican
en cuatro grandes subclases. La clase lla representa la familia de las
bacteriocinas con actividad antilisteria por su actividad especifica contra cepas de

Listeria monocytogenes y ademas porque se mantiene un dominio conservado
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YGNGV conocido como la caja de pediocina y que ubica en extremo N-terminal.
Uno de los ejemplos mas reconocidos es la enterocina NKR-5-3C. La clase IIb
representa a las bacteriocinas compuestas por dos péptidos, que en si son dos
péptidos diferentes que actlan sinérgicamente para atacar a un blanco como
lactococcin Q que se compone de los péptidos lactococcina Qa y lactococcin Q.
La clase lic se relaciona con las bacteriocinas circularizadas que estan unidas de
extremo a extremo como lactociclina Q y leucociclina Q. La clase Ild se compone
de bacteriocinas sin péptido lider y que se sintetizan sin una secuencia lider en su
extremo N-terminal. Algunos ejemplos son: la weissllicina Y, weissllicina M,

leucocina Q, leucocina N, lacticina Z y lacticina Q (Perez et al., 2014).

2.5.6. La bacteriocina Lacticina Q

La lacticina Q (LngQ) es una bacteriocina que fue por vez descubierta por Fujita y
sus colaboradores en el 2007. Esta bacteriocina fue aislada por primera vez por
Lactococcus lactis QU5, una cepa Gram positiva que fue aislada de una muestra
de maiz fresco recolectado en campos agricolas de la comunidad de Aso en
Kumamoto, Japon. La composicion bioquimica de LhgQ es que se trata de péptido
lineal compuesto por 53 residuos y con un peso molecular de 5,920.50 Da (Fujita
et al., 2007). La estructura tridimensional, descubierta por Acedo y otros, revela
que es una proteina globular que se compone de cuatro a-hélices cuya superficie
es altamente catidnica y su nucleo, hidrofébico. Esta secuencia presenta una

carga neta +6 y su pl = 10.8 (Acedo et al., 2016).

Esta bacteriocina ha mostrado ser un péptido antimicrobiano con alta efectividad
contra bacterias Gram positivas, siendo antagonista de uno los principales
patdgenos reportados en clinicas como S. aureus. Por ejemplo, se han registrado
diversos rangos de concentracion minima inhibitoria (MIC) de la LnqQ como 8 pM
contra S. aureus ATCC 6538 y 32 uM contra S. aureus ATCC 29213 (Acedo et al.,
2016). También se ha reportado 1.8 uM (Fuijita et al., 2007) o 10 pug/ml (Ma, Yu,
Han, Wang, & Zhang, 2012) contra S. aureus ATCC 12600.

Se conoce que la LngQ genera alta permeabilidad en la membrana sin necesidad

de anclarse sobre moléculas especificas como el Lipido Il (Yoneyama, Imura,
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Ichimasa, et al., 2009). Posteriormente, se determind que el mecanismo de accion
es a través de un modelo conocido como Poro Toroidal Enorme (HTP, huge
toroidal pore) donde las estructuras a-hélices cargadas positivamente y presentes
en la LngQ, se unen covalentemente hacia la membrana celular que esta cargada
negativamente y entonces genera un poro en forma de toroide enorme de 4.6 a
6.6 nm de didmetro generando una estructura conocida como lipid flip-flop, lo que
permite el goteo de moléculas intercelular, de manera que la célula muere. La
translocacion del péptido desde el exterior a la cara interna de la célula, ocurre
sincronicamente con la formacion del poro toroidal (Yoneyama, Imura, Ohno,
et al.,, 2009). En un estudio a nivel in vitro, se determindé que cuando LnhgQ es
agregado a niveles MIC sobre cultivos bacterianos sensibles, aumenta la
acumulacion de radicales libres tipo hidroxilos y por consecuencia, la célula muere
(Li et al., 2013).

2.5.7. Composicion genética de laLngQ y genes asociados

Las bacteriocinas son sustancias toxicas que pueden atacar a su microorganismo
productor si éste no cuenta con caracteristicas que le permitan resistir (Ishibashi
et al.,, 2014; Iwatani et al.,, 2012; Ladjouzi, Lucau-Danila, Benachour, & Drider,
2020; Mesa-Pereira et al., 2017; Nascimento et al., 2012). De manera que todos
los operones de las bacteriocinas se componen habitualmente de los siguientes
elementos genéticos: promotor, gen estructural (bacteriocina), genes de
inmunidad, genes de transporte, una proteina accesoria y un terminador de la

transcripcion (Mesa-Pereira et al., 2017).

La LngQ no es ninguna excepcion a la regla, ya que similar a otras bacteriocinas,
la produccion, secrecién y autoinmunidad esta regulado por el cluster genético
INgRQBCDEF que se encuentra en Lactococcus lactis QU5 y que descubierto por
Iwatani y otros en el 2012 (Ilwatani et al., 2012). Al dia de hoy aun no esta del todo
bien determinado la funcionalidad de los elementos que conforman el operdn pero
se sabe que el cluster INngQBCDEF es esencial para la completa produccion de

LngQ mientras que los productos LngEF son esenciales y los productos LngBCD
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estan parcialmente involucrados en la inmunidad y secrecién de la bacteriocina

(lwatani, Horikiri, Zendo, Nakayama, & Sonomoto, 2013).

2.6. Produccién heter6loga de bacteriocinas

Entre las virtudes observadas en las bacteriocinas estdn en que gozan de una
excelente reputacion en seguridad bioldgica (Silva et al., 2018) y de una gran
diversidad de bancos de datos sobre bacteriocinas (Hammami et al.,, 2010; G.
Wang et al., 2016). Estos datos pueden apoyar para el disefio y construccion de
bacteriocinas de novo (Fields et al., 2020). Sin embargo, a la fecha, una cantidad
raquitica de bacteriocinas han sido capaces de ser producidos en masa siendo la
nisina y la pediocina PA-1 las Unicas bacteriocinas en destacar industrialmente.
Una de las hipdtesis que mas planteada supone que las bacteriocinas no han
destacado en el mercado porque éstas deben de producirse en altas cantidades y
con suficiente actividad biol6gica y en los organismos nativos, este proceso se
considera que es un desgaste energético significativo ya que el rendimiento

productivo es usualmente bajo (Mesa-Pereira, Rea, Cotter, Hill, & Ross, 2018).

Desde la fundacion de la Ingenieria Genética, las proteinas han sido objeto de
multiples modificaciones para aumentar su produccion y purificacion utilizando
diversos sistemas bioldgicos productores desde sistemas procariotas como E. coli
hasta sistemas eucariotas como ceélulas de levaduras o inclusive en lineas
celulares eucariotas. A pesar del avance actual que existen ya en estas técnicas,
la produccién de proteinas puede presentar incluso problemas de rutina en
laboratorios dedicados a este campo como la formacién de cuerpos de inclusion,

toxicidad o baja produccion de proteinas (Bell, Engleka, Malik, & Strickler, 2013).

En este trabajo nos hemos enfocado en la exploracion de un péptido sefal N-
AmyE y un péptido de fusion SmbP para la expresion heterdloga de la bacteriocina
LngQ tanto en la region periplasmica y citoplasmica de células de E. coli. Nuestro
objetivo es que la aplicacion de las etiquetas en la produccién de la bacteriocina
permita la produccion y purificacion de LnqQ en células de E. coli mientras
mantiene su funcionalidad biol6gica bactericida contra cultivos de S. aureus. En

este capitulo presentaremos antecedentes relacionados al péptido sefial N-AmyE
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y al péptido de fusion SmbP asi como los disefios bioinformaticos utilizados para
la construccidn de las etiquetas con la bacteriocina, se incluyen ensayos in silico
predictivos para estimar la estructura tridimensional de la bacteriocina con su

etiqueta, asi como ensayos para estimar el corte.

2.6.1. Péptido sefial N-AmyE

El péptido sefial N-AmyE es un dominio proteico localizado en la regién N-terminal
de la a-amilasa (AmyE) (Yang, Galiii, & Henner, 1983). Bioquimicamente, la AmyE
es una enzima (1, 4-a-D-glucano-glucanohidrolasa, EC 3.2.1.1) cuya funcion es
catalizar la hidrélisis de enlaces glicosidicos (a-1,4) del almidon para producir

glucosa y dextrinas (R. Gupta, Gigras, Mohapatra, Goswami, & Chauhan, 2003).

La secuencia nucleotidica y aminoacidica de algunas AmyE fueron reportadas
desde hace varias décadas. Por ejemplo, en 1983, Yang y sus colaboradores
reportaron la secuencia nucleotidica del AmyE de la cepa Bacillus subtilis 1A289
(Yang etal.,, 1983). Afios mas tarde en 1988, Emori y sus colegas también
reportaron la secuencia nucleotidica completa de la variante producida por la cepa
de B. subtilis 2633 (Emori & Maruo, 1988).

La existencia del péptido sefial N-AmyE de la a-amilasa fue propuesta por Yang y
sus colaboradores cuando develaron la secuencia nucleotidica completa del
mismo, argumentando que el presunto péptido sefial debia tener un tamafo de 32
aminoacidos. También observaron que AmyE podria expresarse en células de

otras especies como E. coli manteniendo su actividad biolégica (Yang et al., 1983)

La utilidad biotecnolégica del péptido sefial N-AmyE es porque se ha reportado
que es funcionalmente activo tanto en Bacillus subtilis como en E. coli ya que al
fusionarse ésta con la region N-terminal de una proteina de interés biotecnoldgico
estd puede ser liberado al medio extracelular. Por ejemplo, al fusionar el péptido
sefial N-AmyE con una [-lactamasa, ésta es capaz de excretarse al medio
extracelular tanto en células de B. subtilis como de E. coli. Sin embargo, el sitio de
reconocimiento para el corte del péptido sefial difiere entre ambos tipos de células

(Nakazawa, Takano, Sohma, & Yamane, 1986). Un andlisis multivariado de datos
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determind que las secuencias nucleotidicas que contienen el péptido sefial N-
AmyE en su seccion N-terminal tienden a ser excretados en el periplasma y en la

seccién extracelular de E. coli (Sjostrom, Wold, Wieslander, & Rilfors, 1987).

El mecanismo de corte hidrolitico por el que el péptido sefial N-AmyE se separa de
la amilasa AmyE es debido a su estructura secundaria y a la presencia de un
dominio rico en alaninas (amino&cido apolar) en el extremo C-terminal de del
péptido N-AmyE. Sin embargo, el patron de corte enzimatico difiere segun el tipo
organismo donde sea expresado, ya que el sitio de corte éptimo de este péptido
se encuentra entre Ala33 y X34 cuando se expresa en B. subtilis pero en E. coli, la
AmyE tiende a cortarse entre Ala31 y un amino&cido cual sea (X) (Sakakibara,
Tsutsumi, Nakamura, & Yamane, 1993).

En el 2005, el péptido sefal N-AmyE reportado por Yang y otros, fue acoplado en
la region N-terminal de una liasa de pectina para permitir su expresion en células
de E. coli (DE3) en la region periplasmica. Los resultados de ese estudio indicaron
gue se logro la excrecion efectiva de la liasa de pectina al medio extracelular,
espacio periplasmico, citoplasma y a nivel membranal de E. coli después de haber
sido inducido por con IPTG (R. M. Papi, Chaitidou, Trikka, & Kyriakidis, 2005).

2.6.2. Péptido de fusion SmbP

La mayoria de péptidos de fusion utilizados para la expresion de proteinas
recombinantes son el Dominio de Unién a Celulosa (CBDcena), Glutation-S-
Transferasa (GST), Proteina de Union a Maltosa (MBP), tiorredoxina (TRX) y las
Proteinas Modificadoras tipo Ubiquitina de Tamafio Pequefio (SUMO) (Mesa-
Pereira et al., 2018) o la region citoplasmatica del proteina pequefia de unién a
metales SmbP (Vargas-Cortez, Morones-Ramirez, Balderas-Renteria, & Zarate,
2016) a continuacion, ofrecemos mas informacion relacionada al altimo péptido de

fusion.

En el 2004, Barney y sus colaboradores describieron a la Proteina Pequefia de
Union a Metales en el periplasma de Nitrosomonas europaea. Esta proteina posee

un peso molecular de 9.9 kDa y presenta una inusual cantidad de residuos de
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histidina (17%) seguido de alanina (16%), glutamato (14%), glicina (11%) y lisina
(9%), los cuales componen el 67% de la composicion total de residuos. Esta
proteina carece naturalmente de metionina y de cisteinas. Estructuralmente se
trata de una unidad monomérica compuesta por 93 residuos cuya principal
caracteristica es una region compuesta de 10 repeticiones secuenciales cada una
con motivo de siete aminoacidos donde el cuarto residuo es una histidina
conservada; estos motivos permiten la estabilizacion de un nucleo hidrofobico.
Como su nombre lo establece, esta proteina posee alta afinidad a metales
divalentes como Cu?*, Ni?*, Zn?* y de otras valencias como Fe3* (Barney, LoBrutto,
& Francisco, 2004). Esta proteina ha sido utilizada para la expresion periplasmica,
y posterior purificacibn, de Hormona de Crecimiento Humano (hGH)
biolégicamente activa (Perez-Perez et al., 2020).

En 2015, el dominio periplasmico de la SmbP, que corresponde a la seccion mas
proxima al extremo N-terminal en la estructura lineal del mismo, fue removido por
Vargas y sus colaboradores, manteniendo Unicamente el dominio citoplasmatico
de la SmbP citoplasmatica (SmbP). Esta dltima es Gtil como etiqueta de afinidad
para técnicas de cromatografia de afinidad con iones metélicos inmovilizados
(IMAC, por sus siglas en inglés). Esta proteina fue reportada como efectiva para la
expresion citoplasmica de proteinas en E. coli como RFP, GFP, SHY2, NDPK2 y
LovR (Vargas-Cortez et al., 2016).

Recientemente, la SmbP fue utilizada por primera vez para la produccion del
péptido antimicrobiano Binlb utilizando E. coli como hospedero para la
sobreproduccion. El péptido fue sobre producido y purificado, mostrando actividad
antimicrobiana contra E. coli y S. aureus (Montfort-Gardeazabal, Balderas-

Renteria, Casillas-Vega, & Zarate, 2021).
CAPITULO 3. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1. Justificacién

La idea de disefar y utilizar un biosensor de célula para controlar cultivos de
MRSA es porque las moléculas sefalizadoras del QS se han reportado como

estimulos quimicos para ser reconocidos como células enteras vivas modificadas
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para su reconocimiento. Ademas de que ya se han reportado diversos biosensores
completos de células que pueden producir y excretar bacteriocinas capaces de

matar a microorganismos multirresistentes productores de sefiales QS.

La decision de inclinarnos hacia las bacteriocinas como patdogenos es porque
atacan un espectro limitado de bacterias dentro de una comunidad microbiolégica
y no ocurre de manera simultinea en un espectro amplio como ocurre
habitualmente con los antibidticos, lo que promueve una mayor probabilidad de
seleccion de mutantes que puedan conferir resistencia. Ademas, las bacteriocinas
estdn constantemente evolucionando y permiten a sus productores combatir

contra patégenos de resistencia emergentes (Riley et al., 2012).

Las bacteriocinas han mostrado ademas ser potenciales agentes terapéuticos ya
gue no afectan tejidos del hospedero (Kurlenda & Grinholc, 2012). Incluso, las
bacteriocinas se han administrado en concentraciones tan altas como 100 veces
superiores al MIC originalmente reportado con nulos efectos citotoxicos en lineas
celulares eucaridticas (Hols et al., 2019). Ademas, la mayoria de los productores
nativos en bacteriocinas poseen un excelente historial en seguridad (Silva et al.,
2018).

La propuesta de etiquetar bacteriocinas con un péptido sefial es porque durante el
proceso de recuperacion previo a la purificacién, es comdn encontrar una baja
cantidad de proteinas y ademas, proteasas, que disminuyen el rendimiento
productivo. Con el péptido sefial, la purificacion de las proteinas se simplifica
porque son facilmente recuperadas de la fraccion peripladsmica, seguido un choque
osmatico, sin la necesidad de lisar toda la célula (Ramanan et al., 2010) mientras
que la decision de afiadir péptidos de fusion en los disefios genéticos es porque se
trata de etiquetas que se colocan en la regiéon N-terminal o C-terminal de una
proteina con interés biotecnolégico. Estos péptidos representan un método
recurrente en la sobreexpresion de bacteriocinas porgue ayudan en la purificacion,
aumentan la expresion proteica, mejoran la solubilidad, permiten que la proteina
sea producida en un estado similar al nativo, incrementan el rendimiento de

produccion y disminuyen su degradacion (Mesa-Pereira et al., 2018).
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3.2. Hipotesis

El disefio de un biosensor construido a base de células enteras E. coli modificadas
pronostica indica que funcionard como alarma biologica al detectar moléculas de
QS de S. aureus. En consecuencia, liberara un compuesto antimicrobiano con
actividad especifica contra el organismo blanco. El péptido antimicrobiano sera
validado experimentalmente a través del péptido sefial N-AmyE y el péptido de
fusion SmbP para la expresion heterdloga de LnqQ en E. coli que sera producido

en la region periplasmica y citoplasmica, respectivamente.
3.3. Objetivo General

Presentar el disefio in silico de un mecanismo biosensor basado en el sistema de
quorum sensing de S. aureus para producir Lacticina Q y producir
experimentalmente este péptido antimicrobiano tanto en la region periplasmica

como citoplasmica de E. coli.

3.4. Objetivos Especificos

1. Disefar el médulo genético biosensor para detectar la presencia externa de
moléculas autoinductoras (AIP) producidos por MRSA.

2. Disefar el modulo genético de bacteriocinas para liberar lacticina Q (LnqQ)
en funcién a la concentracion externa de moléculas AIP producidos por
MRSA.

3. Disefiar un vector de expresion que contenga ambos modulos genéticos
tanto biosensor como de bacteriocinas.

4. Predecir la especificidad tedrica del biosensor completo de células enteras
entre diferentes sefales de QS.

5. Predecir la solubilidad y localizacion subcelular de cada una de las
proteinas utilizadas para el disefio del modulo biosensor y el médulo de
bacteriocina.

6. Predecir la existencia de epitopos de células tipo B y nivel de alergenicidad

en la LngQ producida en E. coli.

7. Disefiar el vector de expresion pETNL que contenga el péptido sefial N-
AmyE en conjunto con el LngQ acoplado con una etiqueta de polihistidina.
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8. Disefiar el vector de expresion pSmbP-LngQ que contenga el péptido de
fusidbn SmbP en conjunto con el LngQ.

9. Construir los vectores de expresion pETNL y pSmbP-LnqQ y transformar
células de E. coli.

10.Inducir y detectar la produccion de LngQ en la regidn periplasmica de
células de E. coli transformado con el vector de expresion pETNL.

11.Inducir y detectar la producciéon de LngqQ en la region citoplasmatica de
células de E. coli transformado con el vector de expresion pSmbP-LngQ.

3.5. Metas

En un periodo a tres afios, nos propusimos alcanzar las siguientes metas:

e Disefar in silico un sistema biosensor en E. coli capaz de sentir moléculas
de Quorum Sensing producidas por S. aureus y producir una sustancia
antimicrobiana en funcioén a la concentraciéon externa de las moléculas QS.

e Predecir la capacidad del péptido sefial N-AmyE y del péptido de fusion
SmbP para producir bacteriocinas en la region periplasmica y citoplasmica
de E. coli, respectivamente.

e Presentar los resultados obtenidos en al menos un articulo de investigacion
con arbitraje internacional.

e Cumplir con éxito el examen predoctoral.

e Obtener el grado de Doctor en Ciencias con Orientacion en Microbiologia.

3.6. Aportacion cientifica

Nuestra aportacion consiste en presentar el disefio y el trabajo tedrico necesario
para la construccion de un biosensor de células enteras basado en quorum
sensing capaz de producir bacteriocinas en funcion a la concentracion disponible
de moléculas tipo QS, evitando asi la sobreproduccion y/o goteo de bacteriocinas
gue pueden contribuir a la resistencia en patdégenos. Asi también, experimentamos
en péptido sefial N-AmyE y al péptido de fusibn SmbP para validarlos como una
herramienta biolégica para la produccion y purificacion de bacteriocinas en células

modificadas de E. coli.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1. Concepto del biosensor basado en células enteras

La idea de disefar un biosensor basado en células enteras surge al yuxtaponer
dos enfoques usados para tratar enfermedades resistentes a los antibiéticos que
es mediante el uso de organismos biol6égicamente activos con bacteriocinas (Allen
et al., 2014)

En este sentido, tenemos dos células independientes que son reconocidas como a
y B, respectivamente (Figura 1): las células a, que corresponden a un productor
de sefales tipo QS, liberan moléculas de sefializacién al medio externo mientras
que las células B, que corresponden al biosensor, son emulados para detectar
moléculas de QS de las células a. En respuesta a esta deteccion, los mecanismos
internos de las células B producen y excretan una toxina especifica contra las

células a y asi, controlar su crecimiento poblacional.

Célula a
(Productor)

Célula g
(Biosensor)

Molécula de reconocimiento
tipo QS

Figura 1. Concepto del biosensor basado en células enteras.

Células B fungen como sistema de deteccién y destruccién al reconocer moléculas de reconocimiento tipo QS

producidos por células a y causar su muerte.

4.2. Cepas bacterianas

Nosotros designamos a E. coli (BL21) DE3 como chasis biolégico porque ha sido
ampliamente reconocido para la sobreproduccion de bacteriocinas recombinantes

(Mesa-Pereira et al.,, 2018). Para el disefio del modulo biosensor, optamos por
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utilizar los datos anotados del genoma de la cepa S. aureus N315, una cepa
reconocida como MRSA y que ha sido reportado como unas de las principales
causas de infecciones resistentes a meticilina asociado a comunidad (CA-MRSA)
y a hospitales (HA-MRSA) (Kuroda et al., 2001). Para el disefio del modulo de
bacteriocina, utilizamos los datos bioinformaticos del clister de genes IngQBCDEF
de L. lactis QU5 que permiten la produccion y excrecion la LngQ, asi como para su
autoinmunidad (Fujita et al., 2007; Iwatani et al., 2012). Abajo se presentan los
disefios de ambos mdédulos asi como la estrategia general para su ensamblado en

un vector de expresion.

La cepa de E. coli BL21 (DE3) fue seleccionada para ensayos de expresion
proteica con el péptido sefial N-AmyE o con el péptido de fusibn SmbP. La cepa E.
coli DH5 fue utilizada para ensayos de clonacion. La cepa E. coli Origami fue

escogida para produccion de proteinas problematicas.

Un cultivo de E. coli BL21 (DE3) fue amablemente donado por el Instituto
Tecnologico de Monterrey (Monterrey, Nuevo Ledn). La cepa de E. coli DH5a fue
recuperada de un stock de cultivos de nuestro laboratorio en el CIBYN (Apodaca,
Nuevo Ledn). La cepa E. coli Origami fue compartida por el Dr. Xristo Zarate de la
UANL (Monterrey, Nuevo Leon). Todas las cepas fueron mantenidas y crecidas en

caldo LB o suplementado con agar (2%) a 37°C en condiciones aerdbicas.

4.3. Disefio de modulos genéticos biosensor y de bacteriocina

Tanto los mddulos biosensor como el de bacteriocina fueron disefiados de la
siguiente manera: contienen un promotor, un sitio de union al ribosoma, gen
estructural, y un terminador doble de transcripcién. Los disefios fueron elaborados
bajo la herramienta bioinformatica SnapGene 1.1.3 en el formato correspondiente.

Todos los datos bioinformaticos utilizados para ambos disefios fueron recuperados
de alguna de las siguientes bases de datos: Massachussets Institute of

Technology’s Registry of Standard Biological Parts (SBP) (http://parts.igem.org/),

(Galdzicki, Rodriguez, Chandran, Sauro, & Gennari, 2011), Kyoto Encyclopedia
Genes and Genomes (KEGG) (https://www.genome.jp/kega/) (Kanehisa & Goto,
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2000), FP Base (FPB), (https://www.fpbase.org/) (Lambert, 2019) y GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Clark, Karsch-Mizrachi, Lipman, Ostell, &

Sayers, 2016) y Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) (Berman et al.,
2000).

Para el disefio del médulo biosensor, usamos los datos del promotor constitutivo
de E. coli J23110 (SBP no. BBa_J23110) como regulador transcripcional de los
genes del operdn agrC y agrA. Nosotros utilizamos la secuencia nucleotidica y
aminoacidica del agrC (KEGG no. SA1843) que se compone de 1,116 nucledtidos
y 371 residuos, respectivamente, y también de la informacion disponible para la
agrA (KEGG no. SA1844) que se compone de 717 nucleotidos y 238 residuos. Los
sitios de union a ribosoma (SBP no. BBa_B0034) fueron colocados entre cada gen
estructural y al final de la unidad transcriptémica se coloc6 un doble terminador de
transcripcion (SBP no. BBa_B0015), tanto el modulo biosensor como en médulo

de bacteriocina.

Para el disefio del modulo de bacteriocina, utilizamos los datos del promotor
inducible P2 del MRSA para regular la expresion del clister genético IngQBCDEF
y el gen reportero gfp. Debido a que la secuencia del promotor P2 no se
encontraba disponible, de manera que primero tuvimos que localizar la regién en
el archivo gendmico de la MRSA (GenBank no. BA000018.3); los resultados de

este punto seran explicados mas a fondo en la seccién correspondiente.

Para la seccion estructural del modulo de bacteriocina, buscamos el archivo
bioinforméatico que contuviera los genes estructurales, secrecion y de auto
inmunidad del cluster IngQBCDEF (GenBank no. AB712393.1). El archivo original
fue manipulado para seccionar los elementos genéticos que pertenecen al cluster,

esta informacion sera explicada con mas detalle.

Por ultimo, usamos la secuencia nucleotidica y aminoacidica del gen monomeérico
gfp (FPBase no. QKFJIN) como reportero de Aequorea victoria (Zacharias, Violin,
Newton, & Tsien, 2002). Esta proteina es monomérica posee un peso molecular
en 27.0 kDa. El valor maximo de excitacion es A = 488 nm mientras que el valor

maximo de emision es A = 507 nm. El coeficiente de extincion es 56,000 M-icm.
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4.4. Estrategia general para el ensamblaje de médulos

El plasmido de AddGene (https://www.addgene.org/) (AddGene no. 116850) fue
utilizado para la construccion in silico de los modulos biosensor y de bacteriocina
dentro de un plasmido al cual nos referiremos a partir de ahora como pladsmido
Dual Biosensor Killer (DBK). Este plasmido fue disefiado en la aplicacion

SnapGene version 1.1.3.

4.5. Optimizacion de los codones nativos en las secuencias seleccionadas

Para la optimizacion de los codones de todas las secuencias nucleotidicas, se
utilizé la herramienta bioinforméatica GenSmart Codon Optimization Tool
(https://www.genscript.com/tools/gensmart-codon-optimization) versiéon Beta 1.0.
Las secuencias nucleotidicas y/o aminoacidicas recolectadas para el disefio de los
modulos genéticos funcionaron como datos de entrada. La aplicacion fue
configurada para “Escherichia coli” como organismo para expresion de proteinas.
Es importante mencionar que solicitamos la exclusion de sitios de restriccion
habitualmente localizados en la region mdultiple de clonacion del vector de
expresion pET30a(+) como: BamHI (GcaTcc), Bglll (AGATCT), Clal (ATCGAT),
EcoRl (GaATTC), Hindlll (AAGCTT), Kpnl (GGTACC), Ncol (CCATGG), Ndel
(CATATG), Nhel (GCTAGC), Notl (GCGGCCGC), Pstl (CTGCAG), Sacl (GAGCTC), Sacll
(ccGeaa), Sall (GTeeac), Smal (cccGaGa), Spel (ACTAGT), Sphl (GCATGC), Xbal
(TcTAGA), Xhol (CTCGAG), Xmal (CCCGGG).

Una vez optimizadas, usamos CAIl Tool (http://genomes.urv.es/CAlcal/) para el
Célculo del indice de Adaptacion (CAl, por sus siglas en inglés) para determinar el
indice de adaptaciéon de las secuencias nucleotidicas antes y después de la
optimizacion. Esta herramienta utiliza la secuencia nucleotidica y el uso de
codones tanto del organismo nativo como el organismo productor heterélogo (u
organismo recipiente) como entradas para la optimizacion. De acuerdo a los
autores, el indice tiene un rango de respuesta que oscila entre 0 hasta 1, donde el
valor correspondiente 1 indica si la secuencia de entrada usa los codones mas
frecuentemente utilizados por el organismo recipiente (Puigbo, Bravo, & Garcia-
Vallve, 2008). Para esta aplicacion, los indices de uso de codones de cada
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organismo los datos de entrada deben ser descargados y posteriormente deben
ingresarse manualmente. Todos los indices fueron descargados de la base de
datos Codon Usage Database (https://www.kazusa.or.jp/codon/) y se descargaron
para los organismos E. coli B (CUD no. 413997), S. aureus N315 (CUD
no.158879), L. lactis subsp. cremoris (CUD no. 1359), and A. victoria (CUD no.
6100).

4.6. Especificidad del biosensor por prediccién de comunicacion cruzada

Se realizd un alineamiento local entre pares probando de manera independiente
cada una las cuatro clases mas comunes de AgrD contra la secuencia
aminoacidica del AgrD del MRSA seleccionada para determinar la especificidad
del biosensor y en consecuencia, la existencia de un comportamiento de
comunicacién cruzada. El alineamiento se realiz6 en la aplicacion EMBOSS Water
(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/) (Madeira etal., 2019). Las
secuencias aminoacidicas de las cuatro clases mas representativas de AgrD
fueron descargadas de los datos publicados por Wang y otros (B. Wang & Muir,
2016) mientras que la secuencia de AgrD de la cepa MRSA gue seleccionamos,
fue recuperada de una base de datos (KEGG no. SAS066).

4.7. Prediccion de solubilidad de proteinas

La solubilidad de las proteinas seleccionadas para su expresion en E. coli fue
predicha por la aplicacion Protein-Sol (https://protein-sol.manchester.ac.uk/)
(Hebditch, Carballo-Amador, Charonis, Curtis, & Warwicker, 2017). La precision
general de la herramienta fue estimada en 70.6%. De acuerdo con los autores,
cualquier valor de solubilidad superior a 0.45 se considera que es soluble. De esta
manera, cualquier proteina con valor inferior a 0.45 se infiere que no son solubles.
Es importante mencionar que esta herramienta no es util para determinar el indice

de solubilidad en proteinas membranales.

4.8. Prediccién de localizacion subcelular de proteinas

La herramienta bioinformatica BUSCA (http://busca.biocomp.unibo.it/) (Savojardo,

Martelli, Fariselli, Profiti, & Casadio, 2018) predice la localizacion subcelular de
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una proteina en E. coli. Esta aplicacion nos permite distinguir entre proteinas
globulares de proteinas membranales. Para fines de nuestro proyecto, nosotros
configuramos a la aplicacion para identificar “Prokarya — Gram negative” debido a

que éste es el origen taxondmico de nuestro organismo productor heterdlogo.

4.9. Prediccidon de epitopos de células tipo B

Las aplicaciones BediPrep 2.0 y Discotope 2.0 fueron utilizados para calcular la
localizacion de epitopos para células tipo B. Se utilizé a la LngQ (PDB no. 2N8P,
GenBank no. AB235201.1) como dato de entrada para ambas aplicaciones.
BediPrep 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) fue utilizado para
identificar epitopos de células tipo B en la forma lineal del péptido. Esta
herramienta fue entrenada para usar el algoritmo Random Forest para predecir si
un residuo aminoacidico puede ser parte de un epitopo (Jespersen, Peters,
Nielsen, & Marcatili, 2017). Mientras tanto, la herramienta Discotope 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/DiscoTope/) fue utilizado para la prediccién de
epitopos discontinuos de células tipo B en proteinas reportadas con estructuras

tridimensionales (Kringelum, Lundegaard, Lund, & Nielsen, 2012).

4.10. Prediccion de alergenicidad

La alergenicidad de la LnqQ fue evaluada en la herramienta bioinforméatica
AllerCatPro version 1.7 (https://allercatpro.bii.a-star.edu.sg/) la cual permite
predecir si el componente es capaz de crear una respuesta alérgica tipo | mediada
a la inmunoglobulina tipo E (IgE) basada en el analisis estructural lineal y
tridimensional de la proteina (Maurer-Stroh et al., 2019).

4.11. Disefio y anélisis in silico de pETNL

4.11.1. Recuperacién bioinformatica del péptido sefial N-AmyE

El archivo que contiene la secuencia nucleotidica de la amilasa AmyE fue
descargado del catadlogo de GenBank (GenBank no. V0O0101.1). El péptido sefial
de este archivo fue manualmente extraido con la aplicacion bioinformatica
SnapGene 1.1.3 siguiendo las recomendaciones de la publicacién de Papi y sus
colaboradores (R. M. Papi et al., 2005).
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4.11.2. Disefio y acoplamiento del péptido sefial N-AmyE con LngQ

Para acoplar el péptido sefial N-AmyE en la seccion N-terminal de la LngQ, se
descarg6 el archivo nucleotidico de la LhqQ (GenBank no. AB235201.1). El
acoplamiento fue manualmente resuelto utilizando la aplicacién bioinformatica
SnapGene 1.1.0 agregando sitios de restriccion y algunos nucleotidos, tomando
en cuenta las recomendaciones de AddGene de dejar un espacio para asistir en la

clonacién molecular por PCR (https://www.addgene.org/protocols/pcr-cloning/).

Dos vectores de expresion basados en pET-30a(+) fueron disefiados in silico,
donde uno de los vectores contiene exclusivamente el péptido sefial N-AmyE y en

el siguiente esta el N-AmyE acoplado con la LhqQ.

El documento que contiene los datos genéticos del vector de expresion pETNL fue
elaborado en SnapGene 1.1.3 y guardado en formato .dna y enviado a BioBasic,
Inc. (Canada) a través del tercero autorizado Productos y Equipos

Biotecnoldgicos, S.A. de C.V. (Probiotek, Nuevo Leo6n) para su sintesis.

4.11.3. Prediccion de corte proteolitico de péptido sefial N-
AymE:LngQ:6xHis

El indice de prediccion del corte proteolitico del péptido sefial N-AmyE del
conjunto LnqQ con etiqueta de polihistidina fue evaluado con la aplicacion en linea

SignalP 5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) el cual es un servidor que

determina la presencia de péptidos sefales y la localizacién de sus sitios de corte
proteolitico en proteinas de origen en Archaea, bacterias Gram positivas y
negativas y organismos eucariéticos (Armenteros et al., 2019).

Esta herramienta puede distinguir entre tres tipos de péptidos sefales tipicos. El
primer mecanismo es a traves la via Sec tipo | (SPI) que es conocido como el
mecanismo estandar de excrecion donde los péptidos sefiales son transportados
por el translocén Sec y son escindidos por accion de la Peptidasa de Sefial tipo |
(Lep). El segundo mecanismo corresponde a la via Sec tipo Il (SPII) donde los
péptidos sefiales lipoproteicos son transportados por el translocon Sec y cortados
mediante la Peptidasa de Sefal tipo Il (Lsp). El dltimo mecanismo corresponde a
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la via Tat donde los péptidos sefiales son transportados por el translocon Tat tipo

y son escindidos por la Peptidasa de Sefal tipo | (Lep) (Armenteros et al., 2019).

En la aplicacion se puede elegir entre cuatro grupos de organismos para el
analisis de corte predictivo los cuales corresponden a organismos eucarioticos,
organismos Gram positivos, organismos Gram negativos y en tipo Archaea. Para
fines de nuestro proyecto, dado que esta construccion fue intencionada para ser
producida en células de E. coli, se eligi6 la opcion para organismos Gram

negativos.

Para comparar la probabilidad de corte enzimético de nuestra construccion in silico
de N-AmyE:LngQ:6xHis, se descargo los datos bioinformaticos de seis secuencias
aminoacidicas que contienen el péptido sefial N-AmyE y cuyo corte proteolitico fue

demostrado experimentalmente.

4.12. Disefio y analisis in silico del pSmbP-LnqQ

4.12.1. Recuperacion bioinformética del péptido de fusién SmbP

El archivo que contiene la secuencia nucleotidica del péptido de fusibn SmbP fue
amablemente cedido por el Dr. Xristo Zarate de la Universidad Autbnoma de
Nuevo Leon. La secuencia nucleotidica del SmbP esta contenida en un vector de

expresion tipo pET30a(+) y guardado en formato .dna.

4.12.2. Disefio y acoplamiento de péptido de fusién SmbP con LngQ

Para acoplar el péptido de fusiébn con la seccién N-terminal de la LngQ, se
descarg6 el archivo genético desde la base de datos biotecnologicos. Este

acoplamiento fue manualmente resulto a través de SnapGene.

El documento que contiene los datos genéticos del vector de expresion pSmbP-
LngQ fueron elaborado en SnapGene 1.1.3 guardados en formato .dna y enviado
a Gene Universal Inc. (Estados Unidos) a través del tercero autorizado

Distribuidora Bakterlab, S.A. de C.V. (Bakterlab, Nuevo Ledn) para su sintesis.
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4.12.3. Prediccion de corte proteolitico de péptido de fusibn SmbP-
LngQ

El indice de prediccion del corte proteolitico del péptido de fusibon SmbP del
conjunto LngQ evaluado con la aplicacion en linea PeptideCutter

(https://web.expasy.org/peptide cutter/) la cual predice sitios potenciales para ser

cortados por proteasas 0 por sustancias quimicas en una secuencia de proteina
determinada (Gasteiger et al., 2005). Esta aplicacion contiene una lista extensa de
reacciones enzimaticas y quimicas. Para fines de nuestro proyecto, se eligio la

opcioén de “Enterokinase” ya que nuestra construccion contiene este dominio.

4.13. lIdentificacion de codones de paro en los disefios

Para descartar que la existencia de algin coddn de paro no observado durante la
fase de post disefio, optamos por analizar la secuencia nucleotidica de la region
de interés de pETNL y pSmbP-LnqQ en la aplicacion en linea ORF Finder

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/), la cual es una aplicacion que encuentra

marcos de lectura abiertos en una secuencia de nucledtidos. Los parametros
seleccionados correspondieron a “ATG” exclusivamente como codén de inicio y
como codigo genético se utilizé la opcion 1, correspondiente a “Standard”. Esta
aplicacion realiza una traduccion de la secuencia nucleotidica a partir de la
traduccion de seis marcos de lectura y devuelve un gréafico que indica la ubicacion

donde se encuentra cada marco de lectura identificado (Wheeler et al., 2003).

4.14. Prediccion de peso molecular de N-AmyE:LnqQ y SmbP-LngQ

El peso molecular estimado de los productos de los vectores pETNL y pSmbP-
LngQ fueron estimado a través de la aplicacibn Compute pl/MW de ExPasy

(https://web.expasy.org/compute pi/) la cual permite estimar el punto isoeléctrico

(pl) tedrico y el peso molecular (MW) teorico a partir de secuencias reportadas o
secuencias de aminoéacidos ingresados por el usuario (Gasteiger et al., 2005).
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4.15. Prediccion de solubilidad y localizacion celular N-AmyE:LngQ y SmbP-
LnqQ.

La solubilidad de los productos de los pETNL y pSmbP-LnqQ fueron analizados
por la aplicaciéon Protein-Sol (https://protein-sol.manchester.ac.uk/) (Hebditch et al.,

2017) mientras que la localizacion subcelular de las proteinas fue determinada por
la herramienta BUSCA (http://busca.biocomp.unibo.it) (Savojardo et al., 2018).

4.16. Prediccion de estructura secundariay tridimensional de N-AmyE:LnqQ
y SmbP-LnqQ

Phyre2  (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index) es una

aplicacion en linea para el andlisis de modelado para estructuras secundarias y
tridimensionales. Esta herramienta permite predecir y analizar la estructura de la
proteina asi como funciones y mutaciones, haciendo mas facil la interfaz al usuario
para interpretar la estructura secundaria y terciaria de los modelos asi como la
composicién de dominios y la calidad del modelo (Kelley, Mezulis, Yates, Wass, &
Sternberg, 2015).

4.17. Transformacion de células de E. coli con pET30(a)+, pETNL y pSmbP-
LngQ

4.17.1. Transformacioén de células de E. coli con DNA exdgeno

Para transformar las células de E. coli con el vector de expresion pET30a(+),
PETNL o pSmbP-LnqQ se utilizé la técnica de electroporacion (Potter & Heller,
2003) que consiste en la introduccién de DNA exdgeno al interior de las células

por métodos fisico-quimicos. A continuacién, describimos la técnica:

Se prepard un cultivo overnight de E. coli en un tubo con caldo LB estéril y se
incub6 por 37°C en agitacidon constante por 18 h. Al dia siguiente, 20 pl del cultivo
preindculo fueron retirados y depositados en un microtubo con 1 ml de caldo LB
estéril; este proceso se realizd en seis tubos donde tres son etiquetados “Muestra”
(M), “Antibidtico” (A), “Viabilidad” (V) y tres mas fueron reservados para analisis
espectrofotométricos. Se incubaron todos los tubos a 37°C durante

aproximadamente 1.5 h (ODsoo entre 0.4-0.6) en agitacion constante. Todos los

UANL-FCQ Doctorado en Microbiologia Aplicada 39


https://protein-sol.manchester.ac.uk/
http://busca.biocomp.unibo.it/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index

tubos asignados para andlisis espectrofotométricos fueron usados para monitoreo.
Una vez alcanzado el tiempo establecido, los tubos M, Ay V fueron centrifugados
a 9,000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente. El sobrenadante de los tubos
fue descartado y las células fueron resuspendidas en 1 ml de agua ultrapura
estéril a temperatura ambiente. Los tubos fueron centrifugados a 9,000 rpm
durante 2 min a temperatura ambiente. Este paso se repitié una vez. El precipitado
celular en los tubos M, Ay V fue resuspendido en 35 pl de agua ultrapura estéril y
se agreg6 al menos 2 a 3 pl de plasmido (= 500 pg totales) o de agua segun el

caso. Finalmente, se mezcl6 cuidadosamente con la micropipeta.

En el tubo de viabilidad no se agregé pladsmido y fue sembrado en una placa LB.
En el tubo etiguetado como antibiético no se agregd plasmido y el precipitado fue
sembrado en una placa de LB suplementado con kanamicina (50 pg/ml). Al tubo
de control positivo se agregd un plasmido resistente a la kanamicina y ésta fue
sometida a electroporacién y sembrada en una placa con LB con kanamicina. En
la muestra se agregd alguno de los siguientes plasmidos pET30a(+), pETNL o
pSmbP-LngQ y posteriormente fue sometido a electroporacion y sembrado en una

placa de LB con kanamicina

El volumen total de los tubos fue transferido a una celda de electroporacion en el
espacio de 2 mm. El equipo de electroporacion (previamente irradiado con luz UV
por 15 min) fue encendido y configurado para electroporar a 2,500 V.
Posteriormente, se agregod 1 ml de caldo LB estéril a la celda de electroporacion y
cuidadosamente mezclado (para evitar estresar a la célula). La mezcla es tomada
con mucho cuidado desde la celda y transferido a un tubo de 1.5 ml estéril. El tubo
fue incubado a 37°C por 1 h en agitacion muy baja. Cumplido el tiempo
establecido, el tubo fue centrifugado a 9,000 rpm durante 2 min. Se retir0 la mayor
parte del sobrenadante (= 950 ml) y el restante fue mezclado suavemente con el
precipitado celular hasta suspender la solucién. El volumen total resuspendido fue
sembrado en placas de LB agar o LB agar suplementado con kanamicina (50
pg/ml) dependiendo el caso. Las placas fueron incubadas a 37°C en condiciones

de aerobiosis durante 16 h. Al terminar, las placas fueron revisadas y
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seleccionadas. Las células efectivamente transformadas con los plasmidos fueron
resistentes a la accion de la kanamicina mientras que las no transformadas fueron
eliminadas. Las células transformadas fueron validadas posteriormente por
técnicas moleculares como extraccion de DNA plasmidico y/o identificacion por
producto de PCR punto final.

4.17.2. Extracciéon y purificacion de DNA exdgeno de células de E. coli

Para la extraccion y purificacion, utilizamos el Isolate Il Plasmid Mini Kit de
Meridian Bioscience® (Estados Unidos, Cat. BIO-52056). Se prepar6 un cultivo
overnight de E. coli en un tubo 5 ml de caldo LB estéril y se incub6 por 37°C en
agitacion constante por no mas ni menos de 16 h. Al dia siguiente, previo al
ensayo de extraccion, se precalentd la solucion de buffer de lavado PW1 a 50°C y
la temperatura se mantuvo a esta temperatura hasta su uso. Se verifico que el

buffer de lavado PW2 estuviera suplementado con etanol.

El cultivo overnight fue centrifugado a 11,000 x g por 30 minutos. El volumen se
retir6 y se mantuvo el precipitado celular al cual se agregd 250 ul del buffer de
resuspension Pl y el precipitado se resuspendiéo por completo por vértex. Es
importante que no quede masa celular adherida en los tubos. Posteriormente, se
agregaron 250 ul de buffer de lisis P2 y se mezcl6 suavemente por inversién unas
6 a 8 veces. El tubo fue incubado a temperatura ambiente por 5 min o hasta que el
lisado celular se tornara claro. Cumplido el tiempo anterior, se adicionaron 300 pl
de buffer de neutralizacion P3 y se mezcldé suavemente por inversion unas 6 a 8
veces. Este procedimiento fue para evitar el rompimiento del DNA gendémico. Los
tubos fueron centrifugados a 11,000 x g durante 5 min a temperatura ambiente.

Este paso fue repetido hasta que el sobrenadante quedara lo mas claro posible.

Posteriormente, se tom6 una columna tipo spin y sobre ésta se agregd un tubo
colector y sobre ésta se afiadid el volumen recuperado del paso anterior. El tubo
con el volumen fue centrifugado a 11,000 x g por 5 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante del tubo fue eliminado por decantacion. Sobre el tubo colector se
agrego 500 ul de buffer de lavado PW1 precalentado y se centrifugo a 11,000 x g

por 5 min a temperatura ambiente. El sobrenadante del tubo fue eliminado por
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decantacion. Se adiciond 600 ul de buffer de lavado PW2 (suplementado con
etanol) y se centrifugd a 11,000 x g por 5 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante del tubo fue eliminado por decantacion. Centrifugar de nuevo el tubo
colector a 11,000 x g por 2 min a temperatura ambiente para remover etanol

residual.

Debajo del tubo colector se coloc6 un tubo de 1.5 ml estéril y se agregé 50 pl de
buffer de elucion P directamente sobre la membrana de silice. Se incubd a
temperatura ambiente y se centrifugd a 11,000 x g por 2 min a temperatura
ambiente. Del tubo con DNA purificado se tomaron 2 pl y se analizaron por nano-
espectrofotometria para el célculo de concentracion y de pureza del DNA
plasmidico.

4.17.3. Oligonucleétidos para identificacién de plasmidos por PCR
punto final

Para comprobar que las células de E. coli fueran efectivamente transformadas con
el vector de expresion pET30a(+), pETNL y pSmbP-LngQ se realizé un
experimento de PCR punto final para identificar al plasmido recuperado de las
células de E. coli. Para ello, nos enfocamos en primer lugar a elegir un par de
oligonucledtidos que cumplieran de identificar los vectores de expresion.

El par de oligonucleétidos elegidos para el analisis de las construcciones
corresponden al T7 promoter primer (5- TAATACGACTCACTATAGGG-3’) y al T7
terminal primer (5’- GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’), los cuales son oligonucleétidos
especificos para vectores construidos basados en pET30a(+). La secuencia de
ambos oligonucleétidos fue recuperada de una compilacion de AddGene para

“Sequencing Primers” (https://www.addgene.org/mol-bio-reference/sequencing-

primers/).

Para determinar la temperatura de fusion oOptima del par de oligonucleoétidos,
utilizamos dos herramientas bioinformaticas en linea. La primera aplicacion fue

OligoAnalyzer™ (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) de la compaiiia Integrated

DNA Technologies Inc. (Estados Unidos), donde se ajustaron parametros como la
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concentracion de oligonucledtido, las concentraciones de iones monovalentes
(Na*) y divalentes (Mg?*) asi como la concentracién de nucleétidos (ANTPs) en la
reaccion para el calculo de formacion de hairpin, homodimeros y heterodimeros.

La otra aplicacion es Net Primer (https://www.premierbiosoft.com/netprimer/) de

Premier Biosoft que también contiene puntos como la aplicacién anteriormente
mencionada pero contiene opciones como el célculo de rating de éxito y

estabilidad en el extremo 3’-terminal.

Para realizacion del ensayo de PCR punto final, utilizamos el High-Stability PCR
kit (Cat. No. L00342, Manual No. 0285, Version 08272013) de GenScript, Inc.
(Estados Unidos). De esta manera, ajustamos las condiciones de reacciéon de PCR
segun lo determinado por el fabricante para por la DNA polimerasa Green Taq. La
reaccion de PCR punto final se ajusté a una concentracion de oligonucleétidos de
trabajo para 1.0 pM, concentracibn de monovalentes (Na*/K*) a 50.0 mM,

concentracion de divalentes (Mg?*) a 1.5 mM y concentracién de dNTPs a 0.5 mM.

El protocolo general para ensayo de PCR punto final de acuerdo con el fabricante,
consistié en que por cada 50 ul de volumen de reaccion se agregarian 5 ul de 10
X de Reaction Buffer, 1.0 pl de 10 mM de dNTPs, 1.0 ul por el oligonucleétido 5’-
terminal a 20 pM, 1.0 ul por el oligonucleétido 3’-terminal a 20 uM, 2.0 pl de
plasmido (de al menos 100 ng/ul), 39.5 ul de agua ultrapura estéril y 0.5 ul de la

DNA polimerasa Green Tag.

4.17.4. Corrida de DNA en gel de agarosa

Las muestras obtenidas fueron procesadas en un gel de agarosa (1%, p/v)
adicionada con Eco-Stain, ready to use (Cat. No. DT81413) de BioBasic, Inc.
(Canadad) el cual es una sustancia que tiene un pico de excitacion a A = 490 nm y
dos picos de emision A = 520 nm y A = 635 nm y esta solucion se agrega al gel en
una relaciéon de 1 pl por 20 ml de solucion de agarosa. Las muestras fueron
corridas durante 1 h a 100 V en camara para electroforesis. Al terminar el tiempo
establecido, el gel fue retirado e iluminado con luz UV en el transiluminador y se
tomo una fotografia como evidencia. Todos los geles fueron elaborados con su

respectivos controles positivos, negativos y muestras.

UANL-FCQ Doctorado en Microbiologia Aplicada 43


https://www.premierbiosoft.com/netprimer/

4.18. Determinaciéon de expresion proteica por SDS-PAGE

4.18.1. Induccion de IPTG en células de E. coli modificadas

Brevemente, cultivos con diferentes cepas de E. coli transformados con
pET30a(+), pPETNL o pSmbP-LngQ fueron inducidos con IPTG. Se realizé un
cultivo preindculo de E. coli BL21 (DE3) transformado en un matraz con 25 ml de
caldo LB suplementado con kanamicina (conc. final 50 pg/ml) a 37°C en agitacion
constante durante toda la noche. Al dia siguiente se registré el valor de OD600 del
cultivo preinoculo. Se inoculd un volumen de cultivo preindculo en un matraz
estéril con 25 ml de caldo LB suplementado con kanamicina hasta llegar a un valor
inicial de OD600 = 0.1. Este matraz fue incubado a 37°C en agitacién constante

hasta alcanzar un valor espectrofotométrico de OD600 = 0.4.

Una vez que cultivo cumplié con punto anterior, este cultivo fue inoculado con
IPTG (concentracion final 0.1 mM) y se incubé durante 16 h en dos diferentes
temperaturas a 25°C y a 37°C. Cumplido el tiempo, el cultivo fue distribuido en
tubos de 50 ml estériles y enviados directamente a congelacion. Todos los tubos
usados fueron pesados previo a su llenado con los cultivos. Los tubos fueron

propiamente etiquetados.

4.18.2. Extraccion de proteinas periplasmicas en células de E. coli

transformados con pETNL.

Los cultivos de E. coli transformados ya fuera con pET30a(+), pPETNL o pSmbP-
LngQ fueron inducidos por IPTG para la sobreproduccibn de proteinas.
Brevemente, se realiz6 un cultivo preindculo de E. coli BL21 (DE3) transformado
en un matraz con 25 ml de caldo LB suplementado con kanamicina (conc. final 50
pg/ml) a 37°C en agitacion constante durante toda la noche. Al dia siguiente se
registro el valor de ODeoo del cultivo preinoculo. Se inoculé un volumen de cultivo
preindculo en un matraz estéril con 25 ml de caldo LB suplementado con
kanamicina hasta llegar a un valor inicial de ODsoo = 0.1. Este matraz fue incubado
a 37°C en agitacion constante hasta alcanzar un valor espectrofotométrico de
ODsoo = 0.4. Una vez que cultivo cumplid con punto anterior, este cultivo fue

inoculado con IPTG (concentracion final 0.1 mM) y se incubd durante 16 h en dos
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diferentes temperaturas a 25°C y a 37°C. Cumplido el tiempo, el cultivo fue
distribuido en tubos de 50 ml estériles y enviados directamente a congelacion.
Todos los tubos usados fueron pesados previo a su llenado con los cultivos. Los
tubos fueron propiamente etiquetados.

Para la extraccion de proteinas en la seccion periplasmica de células se utilizé el
protocolo de Santos y sus colaboradores (BD Santos etal., 2019) que es un
procedimiento en un ensayo de lisozima con choque osmdético. Se descongeld los
tubos a baja temperatura y posteriormente fueron centrifugados a 8,000 x g
durante 15 min a 4°C. El sobrenadante de cada tubo fue eliminado y lavado dos
veces con buffer PBS 1X pH 7.4 (Gibco) frio (8,000 x g durante 10 min a 4°C). En
el ultimo lavado, los tubos con precipitado celular fueron pesados y sus pesos se
registraron. Por altimo, se calcul6 la diferencia entre los tubos con precipitado
celular contra los tubos cuando estaban vacios. A cada uno de los tubos con
precipitado celular se le agregd solucion hiperténica frio (sacarosa 20%, trizma 20
mM, EDTA 2 mM y lisozima 20 mg/ml; pH 8.0) a una relacién de 10 pl solucion
hipertonica por cada mg de peso humedo de células. Posteriormente, el contenido
de cada tubo fue mezclado y fueron incubados por 40 min a 4°C. Finalizado el

tiempo, el cultivo fue centrifugado a 8,000 x g durante 10 min a 4°C.

El sobrenadante fue recuperado en nuevos tubos y etiquetados como “Fraccion
periplasmica hiperténica” y se conservaron a -20°C hasta nuevo uso. El
precipitado celular es reservado. Una vez retirada la fraccion anterior, los tubos
con precipitado celular remanentes fueron pesados de nuevo y se agreg6 solucién
hipoténica (agua ultrapura estéril) a una relacion de 10 pl solucién hipotdnica por
cada mg de peso humedo de células. Posteriormente, el contenido de cada tubo
fue mezclado y fueron incubados por 40 min a 4°C. Finalizado el tiempo, el cultivo
fue centrifugado a 8,000 x g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante fue
recuperado en nuevos tubos y etiquetados como “Fraccion periplasmica
hipoténica” y se conservaron a -20°C hasta nuevo uso. El precipitado celular se

eliminado.
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4.18.3. Extraccion de proteinas citoplasmicas en células de E. coli

transformados con pSmbP-LngQ

Para la extraccion de proteinas en la seccién citopldsmica de células se utilizo el
protocolo de Vargas y sus colaboradores (Vargas-Cortez et al., 2016) junto con
recomendaciones de Pérez (D. Pérez, comunicacion personal, 2021) que es un

procedimiento basado en perlas de vidrio.

Se descongelaron los tubos a baja temperatura y posteriormente centrifugados a
8,000 x g durante 15 min a 4°C. El precipitado celular de los tubos fueron
resuspendidos en buffer de lisis frio (Tris-HCI 50 mM, NaCl 500 mM; pH 8.0) y se
agregaron 150 mg de perlas de vidrio limpios de 0.1 mm. Los precipitados
celulares resuspendidos en perlas fueron mezclados por vortex durante 1 min. Los
tubos fueron centrifugados a maxima velocidad por 15 min a 4°C. El sobrenadante
fue recuperado con cuidado de cada tubo y fue etiquetado como “Fraccion

citoplasmica”.
4.18.4. Obtencién de fracciones solubles e insolubles para SDS-PAGE

Para obtener las fracciones solubles e insolubles seguimos el protocolo de Santos
(Byran Santos, 2017). Para la fraccion soluble a partir del sedimento celular, ésta
es resuspendida en 120 ul de agua ultrapura estéril y después se le agregan 40 pl
de solucion amortiguadora de carga SDS-PAGE 4X suplementado con -
mercaptoetanol para una concentracion final al 1X. La solucion fue hervida durante
10 min y posteriormente centrifugada a 13,000 rpm por 10 min. El sobrenadante
fue separado y guardado como “Fraccion soluble”. Luego, al sedimento restante
se le agregaron 120 pl de solucion de urea 8 M y se hierve de nuevo durante otros
10 min para solubilizacién de los cuerpos de inclusién. Finalmente, la solucién fue
centrifugada a 13,000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue separado y guardado
como “Fraccion insoluble”. Ambas fracciones fueron visualizadas posteriormente
en los geles de SDS-PAGE.
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4.18.5. Preparacion de gel de SDS-PAGE 16%

Los geles de SDS-PAGE fueron preparados bajo las siguientes condiciones: se
prepararon dos geles en dos tubos nuevos e independientes conocidos como
lower y upper con suficiente capacidad para almacenar el volumen de cada gel.
Primero se preparo el lower gel y solo hasta haber terminado ese gel, se procedio

a preparar el upper gel.

Para preparar el lower gel a 16%, preparamos una reaccion considerando un
volumen de 10 ml. Para ello, mezclamos 3.50 ml de agua destilada, 4.00 ml de
solucion de Bis/Acrilamida 40% (29:1), 2.50 ml de lower buffer (para 25 ml, Tris
1.515 g, SDS 0.1 g, pH 6.8), 200 ul de APS 10% (p/v) y TEMED 20 pl. Para el
upper gel a 4%, esta reaccion fue montada con un volumen de 5 ml. Para ello,
mezclamos 3.25 ml de agua destilada, 0.50 ml de solucién de Bis/Acrilamida 40%
(29:1), 1.25 ml de upper buffer (para 25 ml, Tris 4.54 g, SDS 0.1 g, pH 8.8), 100 pl
de APS 10% (p/v) y 20 pl de TEMED.

Tanto la solucién de Bis/Acrilamida 40% (29:1), del upper buffer y el lower buffer
fueron retirados del refrigerador y atemperados a temperatura ambiente cuando
menos unos 15 min antes de uso. La solucién de APS a una relacion de 0.1 g por
1 ml (10%, p/v) debidé prepararse al momento con agua destilada limpia. Toda la
cristaleria usada para preparar el gel de poliacrilamida debié ser lavada con agua

destilada limpia y secarse con suficiencia, evitando rayar los vidrios.

Una vez agregado el TEMED a la mezcla, la solucién fue inmediatamente vertido
sobre placas de vidrio. Fue necesario esperar entre 20 a 30 minutos para que
completar el proceso de polimerizacién. En el lower gel se agregaron 200 pl de
isobutanol para el upper gel, en la parte superior, se agregé un molde para
pocillos. Terminado el tiempo de polimerizacion, se agregaron las muestras de
proteinas en los pocillos del gel de SDS-PAGE. Los geles fueron puestos sobre
una camara de electroforesis vertical y sumergidos en un buffer de corrida a 1X
(para 1000 ml, Tris 3 g, Glicina 14.4 g y SDS 1 g). El gel fue corrido a 150 V
durante 1 a 1.5 h, dependiendo de la linea de corrida de la solucion

amortiguadora.
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4.18.6. Tincion de gel SDS-PAGE

Previo a tefiir los geles se prepararon dos soluciones. Para la solucion de tincion
se pesaron cuidadosamente y con guantes 50 mg de Coomasie Blue R-250 en un
tubo pléstico limpio para un volumen de 50 ml. Después, se agregaron 25 ml de
metanol absoluto y 5 ml de acido acético absoluto. Esta solucion fue aforada hasta
50 ml con agua destilada limpia. Mantener a temperatura ambiente y en
condiciones de obscuridad hasta su uso. Mientras que para la solucion de
destincion, se midieron 7.5 ml de metanol absoluto y 5 ml de acido acético
absoluto. Esta solucién fue aforada hasta 50 ml con agua destilada limpia.

Mantener a temperatura ambiente hasta su uso.

Cuando terminado el paso de corrida por electroforesis, los geles fueron
cuidadosamente separados de los vidrios. El gel fue teflido con la solucion de
tincion durante toda la noche en agitacion constante a temperatura ambiente y
posteriormente fue destefido con la solucion de destincién durante el resto del dia
siguiente bajo las mismas condiciones previas. El gel fue puesto sobre un fondo

blanco y se fotografié como evidencia.

4.19. Presuntas causas de la ausencia de bandas de proteinas de interés en
los geles

La presente seccién fue desarrollada posterior a la conclusion de la fase
experimental con el objetivo de explicar la ausencia de bandas tanto de N-
AmyE:LngQ como de SmbP-LnqQ en los geles de SDS-PAGE. Para abordar el
problema, exploramos las propiedades fisicoquimicas de las proteinas, por el
analisis de hidrofobicidad a través de la escala Kyte-Doolittle, un analisis de perfil

aminoacidico y finalmente, a través de diferencias por su origen evolutivo.

Las propiedades fisicoquimicas de las proteinas como el tamafio de proteinas,
peso molecular, punto isoeléctrico, nUmero total de residuos con carga positiva y
negativa, indice alifatico (Al) e indice de hidrofobicidad (GRAVY) fueron calculadas

a través de ProtParam de ExPasy (https://web.expasy.org/protparam/protparam-

doc.html) (Gasteiger et al., 2005). El indice alifatico (Al) estad principalmente

afectado por los cuatro aminoacidos con cadena lateral alifatico: alanina, valina,
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leucina e isoleucina. El incremento del Al es directamente proporcional a la
termoestabilidad en proteinas globulares (Atsushi, 1980). El indice de
hidrofobicidad (GRAVY) es el resultado del promedio que representa la suma total
de los valores de hidropatia de cada uno de los residuos dentro de una cadena
lineal de aminoacidos dividido por el tamafio del péptido/proteina. Una proteina
con valor GRAVY negativo una proteina hidrofilica mientras que una proteina con
valor GRAVY positivo es hidrofébica (Kyte & Doolittle, 1982).

El analisis de hidrofobicidad, a través de la escala Kyte-Doolittle, fue elaborado a

partir de ProtScale de ExPasy (https://web.expasy.org/protscale/) (Gasteiger et al.,

2005). Esta herramienta permite elaborar un perfil producido por cualquier escala
aminoacidica a partir de una secuencia aminoacidica. Existen 57 escalas de
hidrofobicidad y/o hidrofilicidad; para fines de nuestro experimento, utilizamos la

opcién “Hphob. / Kyte & Doolittle”.

El mapa de calor representa el porcentaje de aminoacidos dada en una secuencia
lineal de aminoacidos con el fin de elaborar un perfil aminoacidico entre los
diferentes péptidos antimicrobianos que fueron efectivamente sobreproducidos por
SmbP. La gréfica fue elaborada a través de Excel con datos descargados desde la
aplicacion ProtParam de ExPasy.
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CAPITULO 5. MATERIALES Y EQUIPOS

Las actividades del proyecto fueron realizadas en los Laboratorios de Biologia y de

Sistemas del Centro de Investigacion en Biotecnologia y Nanotecnologia y el

Laboratorio de Expresion y Purificacion de Proteinas ubicado en la Division de

Estudios de Posgrado, ambas infraestructuras pertenecientes a la Facultad de

Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn.

A continuacion se presenta un listado completo de los materiales y equipos

utilizado.

5.1. Materiales y reactivos

Nombre

Microtubos de 1.5 ml, 15 mly 50 ml

Cajas Petri de plastico o vidrio
Matraces tipo Erlenmeyer
Celdas para espectrofotdmetro
Celdas de electroporacion
Micropipetas (varios volumenes)
Medio de cultivo LB

Agar bacteriol6gico

Agua grado Biologia Molecular
Kanamicina sulfato

Ampicilina sodica

Perlas de vidrio 0.1 mm

IPTG

LDS Sample Buffer 4X

SDS

Persulfato de Amonio (APS)
TEMED

Glicina

Bis-Acrilamida 40% (29.1:0.9)
Coomasie Briliant Blue
2-mercaptoetanol

Isopropanol 100%

UANL-FCQ

Compafiia
Distintas marcas
Distintas marcas
Distintas marcas
No especificado
No especificado
Distintas marcas
Difco

MCD-LAB
Invitrogen

A.G. Scientific
Sigma Aldrich
Biospec

Bioline
GenScript

IBI Scientific
BioBasic

Merck

BioBasic

Merck

BioBasic
BioBasic

DEQ

Doctorado en Microbiologia Aplicada

Catélogo

No especificado
No especificado
No especificado
No especificado
No especificado
No especificado
244620

9011
10977-015
K-1022

A0166
11079101
BIO-37036
MO00676-10
IBO7062
AB0072
110732
GB0235
100641
CB0038
MB0338

No especificado

50



Acido fosférico 85% Jalmek A1825-13
Hidroxido de sodio DEQ No especificado
Acido clorhidrico DEQ No especificado
Alcohol metilico DEQ No especificado
Acido acético glacial Jalmek A0925-13
Etanol anhidro Jalmek E5325-18

Urea BioBasic uUB0148

Buffer de fosfatos salinos 1X (PBS) Gibco 10010-023
Cloruro de sodio Jalmek S2325-05

Tris BioBasic TB0196
Glicerol DEQ No especificado
Guantes de nitrilo Ambiderm No especificado
Solucién estandar amortiguadora pH 4 J. T. Baker S657-02
Solucién estandar amortiguadora pH 7 J. T. Baker S656-02
Solucién estandar amortiguadora pH 4 J. T. Baker S655-02
QuickClean Il Plasmid Miniprep kit GenScript L00420-100
QuickClean Il Gel Extraction Kit GenScript L00418-100
QuickClean Il PCR Purification Kit GenScript L00419-50

5.2. Equipos de laboratorio

USO PERSONAL

Nombre Compaiiia Catalogo
Computadora personal Acer Aspire A515-51

LABORATORIO DE BIOLOGIA Y DE SISTEMAS

Nombre Compaiiia
Lab Companion  IB-11E

Lab Companion  1S-971

Catalogo
Incubadora estatica

Incubadora de piso con agitacion

Incubadora de agitacién (microtubos) Eppendorf ThermoMixer C
Horno de secado Shel Lab SGO 6E
Horno de microondas Everstar PO0D23AL-XF

Concentrador Thermo Fisher SpeedVac SPD
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Bafio de ultrasonido
Contador de colonias
Agitador orbital
Agitador vertical
Termociclador
Termociclador

Refrigerador de puertas deslizantes

Refrigerador a dos puertas
Congelador de -20 °C

Espectrofotometro UV-Vis
Nanoespectrofotometro
Gabinete bioseguridad clase I
Centrifuga para microtubos
Centrifuga de piso

Vortex

Plancha de calentamiento con agitacion

magnética
Microscopio 6ptico
Autoclave

Céamara profesional
Transiluminador
Balanza analitica
Balanza semianalitica
Electroporador
Fuente de Poder

Potenciémetro

VMR

Reichert

Labnet

Thermo Scientific
miniPCR

Techne

Thermo Scientific

Norlake Scientific

MetalFrio
Solutions

Optizen

BioSpec
Labconco
Ohaus

Thermo Scientific

Scientific
Industries

Lab Companion

Fisher Scientific
Lab Companion
Canon

Maestro

AND

Ohaus
Eppendorf
BioRad

Ohaus

Symphony 97043-996

3327
Orbit 1000

Compact Digital Rocket

Mini8
3Prime

MH45PA-GAEE-TS GPR

Series
LRF 201WW
No especificado

2120 UV Plus
Shimadzu
Delta Series
Frontier 5515

Sorvall Legend XFR

Genie 2

HP-3000L

Micromaster
ST-G Series
EOS M10

No especificado
GR-200
Traveler
Eppendorf
PowerPac Basic
Starter 5000

LABORATORIO DE EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS

Nombre
Cromatografo

Centrifuga de piso

UANL-FCQ

Compafiia

GE Life Sciences

Thermo Scientific

Catalogo
Aktaprime Plus
Sorvall Legend XFR
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5.3. Lugares de experimentacion

Nuestro proyecto fue elaborado entre Febrero de 2018 a Mayo de 2021 y fue
mayoritariamente realizado en las instalaciones del Laboratorio de Biologia
Sintética y de Sistemas (LBSS) a cargo del Dr. Héctor Javier Amézquita Garcia,
encontrandose en el interior del Centro de Investigacion en Biotecnologia y
Nanotecnologia (CIBYN), dependencia de la Facultad de Ciencias Quimicas
(FCQ) de la Universidad Autonoma de Nuevo Leodn. El centro esta ubicado en la
autopista al Aeropuerto “Mariano Escobedo” Km. 10, Parque de Investigacion e

Innovacion Tecnologica (PIIT), C.P. 66628 en Apodaca, Nuevo Leodn, México.

En menor proporcion, nuestro trabajo también fue realizado en el Laboratorio de
Expresion y Purificaciéon de Proteinas (PEP) a cargo del Dr. Xristo Zéarate
Kalfépulos. Esta unidad esta localizada en el interior de la Division de Estudios de
Posgrado (DEP) de Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ) de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (UANL). La ubicacién de la division esta en la calle
Vicente Guerrero s/n, Col. Trevifio, C.P. 64570 en Monterrey, Nuevo Leodn,

México.

5.4. Seguridad en el laboratorio y disposicion de residuos

Declaracion de manejo y disposicion de residuos

Todos residuos generados durante la realizacion del proyecto de investigacion
fueron gestionados de acuerdo con las caracteristicas de estos, siguiendo los
lineamientos establecidos por el Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de
la Facultad de Ciencias Quimicas utilizando los recipientes proporcionados por

este departamento, en base a la Norma PR-CLB-SRR-000.

Los residuos biolégico-quimicos fueron dispuestos en los contenedores

correspondientes en el interior de los laboratorios.
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Concepto del biosensor basado en células enteras

En esta seccion nos centramos en el disefio in silico de células de E. coli
configuradas para detectar moléculas de AIP producidos por el sistema nativo de
QS de células de MRSA. De acuerdo con nuestro disefio (Figura 2), las células a
corresponden a células de S. aureus productoras de moléculas AIP mientras que
las células B, corresponden a células de E. coli que han sido modificadas con un
par de moédulos genéticos: biosensor y bacteriocina que le permiten detectar
moléculas de AIP y en respuesta, destruyen células de S. aureus en el medio. A
manera de resumen, las células de E. coli modificadas producen y excretan LngQ

en funcién de la concentracion externa de moléculas de AlP.

Nuestra determinacion por elegir bacteriocinas como sustancias antimicrobianas
para nuestro sistema biosensor se explica en la siguiente numeracion: en primer
lugar, consideramos que debido a su origen proteico son susceptibles a

modificaciones genéticas (Cotter et al., 2013).

AgrC ‘ } 3 K
AIP

®

7 S. aureus

%ﬁﬁ%&

Lacticina Q
= %lg

J23110
agrC agrA InqQ IanCEDF m

Médulo biosensor Médulo de bacteriocina

Figura 2. Sistema QS para deteccion y eliminacion de S. aureus.

El modulo biosensor conformado por agrC y agrA (azul marino y azul celeste, respectivamente) esta regulado
por el promotor constitutivo J23110. La deteccion del AIP-II (pentdgonos, naranja) esta regulado por AgrC, la
cual activa la fosforilacién (circulos, amarillo) de AgrA y activa la expresion del médulo bacteriocina a través
de la InqQ, IngBCEDF y gfp (rojo, amarillo y verde, respectivamente) regulado por el promotor P2. LnqQ
destruye células de S. aureus.
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6.2. Cepas bacterianas

La razon de escoger a E. coli como chasis biologico de produccion es porque ya
ha sido reportado previamente como biosensor de células enteras basados en
deteccion del QS (Sedlimayer, Hell, Muller, Auslander, & Fussenegger, 2018) y
ademas porque es el organismo de produccion heterdloga méas usado en el campo
de las bacteriocinas (Mesa-Pereira et al., 2018). Nuestro modelo esta disefiado
para ser aplicado en E. coli BL21 (DE3) ya que ha sido efectivamente reportado
para producir y secretar bacteriocinas de las clases lla y Ild, éste dltimo es
importante ya que esta es la clase a la que pertenece la bacteriocina LngQ (Mesa-
Pereira et al., 2017).

6.3. Disefo de los médulos biosensor y de bacteriocina

Para determinar el comportamiento in silico de nuestra célula de E. coli, fue
necesario disefiar un vector de expresion con dos modulos genéticos y éstos
fueron referidos como mébdulo biosensor y mébdulo de bacteriocina,
respectivamente. Ambos moddulos fueron diseflados de la siguiente manera:

promotor-RBS-gene(s) estructural(es)-doble terminador (Figura 3).

a. Mddulo biosensor

D“ oA
Promotor J2311 0

Maédulo de bacteriocina

Promotor P2 l I

Promotor J23110 Promotor P2

»
LA-_‘ i) - N >‘.| = >T

Médulo biosensor Médulo de bacteriocina

Figura 3. MAdulos biosensor y de bacteriocina.

El moédulo biosensor es configurado con agrC y agrA y estan regulados transcripcionalmente por el promotor

J23110 (A). El médulo de bacteriocina estd armado con los genes InqQ y gfp y estan regulados
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transcripcionalmente por el promotor P2 (B). Por Ultimo, se muestra el disefio del sistema detectar y destruir
con los promotores divergentes, J23110y P2 (C).

En primera instancia, se debio localizar el locus genético del promotor P2 de
nuestra MRSA fue manualmente localizado puesto que no existia informacion
relacionada al mismo. De acuerdo con Shao y otros, el locus de un promotor se
encuentra evolutivamente conservado entre especies que estdn relacionadas
(Shao, Price, Deutschbauer, Romine, & Arkin, 2014). De esta manera, utilizamos
la anterior premisa para localizar el promotor P2: en un primer enfoque,
localizamos la secuencia nucleotidica del agrB en el archivo gendmico de la
MRSA (564 nucleétidos, KEGG no. SA1842) como referencia ya que se conoce
gue este gen es conocido que ésta es la primera unidad transcripcional ubicada rio
abajo del promotor P2 (Reynolds & Wigneshweraraj, 2011). Para el segundo
enfoque, usamos la informacion disponible del promotor P2 de S. aureus NCTC
8325 (Rajasree, Fasim, & Gopal, 2016; Reynolds & Wigneshweraraj, 2011), una
cepa catalogada como estandar para estudios bioinformaticos (S. Fuchs et al.,
2017; Herbert et al., 2010). Al combinar lo mejor de ambos enfoques, logramos
localizar la composicion nucleotidica del promotor P2 y su tamafio a través de la

identificacion de los dominios.

A continuacion, explicamos el principio del disefio de ambos modulos. En primer
lugar, el moédulo designado como biosensor, los genes agrC y agrA son
constitutivamente expresados por accion del promotor J23110. Brevemente se
describe el principio del disefio donde inicialmente el AgrC anclado a membrana
de E. coli, detecta la presencia de moléculas de AIP externas (Marchand & Collins,
2013). De esta manera, AgrC sufre de un cambio conformacional y fosforila al
factor de transcripcion AgrA. Después, el AgrA fosforilado (AgrA) actia como
factor de transcripcién del promotor P2 (Reynolds & Wigneshweraraj, 2011). Una
vez que AgrA-P se ha acoplado al promotor P2, el médulo de bacteriocina es
expresado, incluyendo los genes tipo estructural (IngQ), excrecion vy
autoinmunidad (IngBCEDF) del operon Ing asi como del gen reportero gfp.
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Algunos autores han demostrado que mantener intacto el operdn nativo de una
bacteriocina cualesquiera (es decir, que contenga los elementos genéticos de su
estructura, para su secrecion y para autoinmunidad) en E. coli, ésta célula
modificada es capaz de excretar bacteriocinas Gram positivos al medio

extracelular (Mesa-Pereira et al., 2017).

6.4. Estrategia general para el ensamblaje de médulos

Los médulos genéticos fueron disefiados para operar en el mismo sentido que el
ensamble por tipo BioBrick al yuxtaponer las propiedades del BioBrick (RFC 10) y
el BgIBrick (RFC 21). La intencion del disefio es que nuestros médulos genéticos
sean facilmente ensamblados o removidos por técnicas como In-Fusion (Sleight,
Bartley, Lieviant, & Sauro, 2010) o ensamblado por clonacion in vivo (Garcia-
Nafria, Watson, & Greger, 2016) dado que los sitios de restriccibn actian como

sitios homodlogos para la clonacion.

Cada modulo estd flanqueado por sitios de restriccion para que puedan ser
intercambiados, de ser necesario. El moédulo de promotores esta flanqueado por
los sitios de restriccién Bglll y Xbal, manteniendo a EcoRI como unidad neutral
para cuando sean necesario el intercambio de piezas. Los elementos del médulo
biosensor estan flanqueados por los sitios Bglll y BamHI y los elementos del
modulo de bacteriocinas estan rodeados por los sitios de restriccion Xbal y Spel
(Figura 4)
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Seccién de promotores

Xhol Bam HI Bglll Xba i Spe | Psti
|
|
Modulo biosensor (BglBrick RFC 21) Méodulo de bacteriocina (BioBrick RFC 10)
J23110 P2
2= B@o@@m-@eu >O-® B-B-0e OO OG-
BamHI & Xhol Bglll & Xhol Spel & Pstl Xbal & Pstl

[—o~

Figura 4. Estrategia de construccion in silico.

El médulo biosensor (seccion A) esta constituido por el BglBrick RFC21 mientras que el médulo bacteriocina
(seccién C) esta representado por el BioBrick RFC10. La seccién de promotores (seccién B) fue colocado en
caso de que los promotores fueran cambiados. Cada bloque contiene una region prefija y otra sufija y cada
bloque estéa flanqueado en ambas direcciones por terminadores dobles de transcripcion (BBa_B0015, circulos
rojos). La seccion B esti bordeada por los sitios de restriccion Bglll y Xbal (G-X) con la regién EcoRI como
neutral. La seccion A, EcoRl y Bglll (E-G) estan anclados como prefijos mientras que BamHI y Xhol (B-X)
estan puestos como sufijos. Los sitios de restriccién Bglll y BamHI fueron usados para construir el promotor
constitutivo J23110 en conjunto a su parte estructural (RBS-gen) para el mddulo de biosensor. Por otro lado,
para la seccion C, el prefijo estd compuesto por los sitios EcoRI-Xbal (E-X) y los sitios Spel-Pstl (S-P) son
colocados como prefijos. Los sitios de restriccion Xbal y Spel fueron usados para construir el promotor

inducible P2 y en conjunto a su parte estructural (RBS-gene) para el médulo de bacteriocina.

El plasmido pSB1A3 (AddGene no. 116850) (Dupin & Simmel, 2019) sirvi6 como
plantilla para la construccion de los moédulos genéticos. Las secciones prefijo y
sufijo fueron manualmente remplazados por cualquiera de los mddulos disefiados.
El replicon y los genes de resistencia a antibiotico del plasmido fueron retenidos
pero el terminador de transcripcion fue remplazado por terminadores dobles.
Finalmente, un par de plasmidos fueron construidos y cada uno contiene
individualmente del médulo de biosensor o de bacteriocina, respectivamente.

Finalmente, ambos plasmidos fueron manualmente mezclados para crear un
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plasmido que contiene un par de médulos que estan en direcciones divergentes.

Este vector de expresion fue nombrado Dual Biosensor-Killer (Figura 5).

BBa_B0015 Xhol

ampR BamHlI
P —
agrA
) / agrC
ori
Bgfll
EcoRl
Xbal
BBa_B0015 Dual Biosensor-Killer InaQ
n
Pstl (8,904 bp) aq
Spel
IngB
f 4
gip InqC
IngF i IngD

IngE

Figura 5. Representacién esquematica del vector Dual Biosensor-Killer

El médulo biosensor contiene los genes agrC y agrA y esta rodeado por los sitios de restriccion EcoRl, Bglll y
Xhol mientras que el médulo de bacteriocina contiene los genes del cluster InqQBCDEF y el gen reportero gfp
y esté flanqueado por los sitios de restriccién EcoRI, Xbal, Spel y Pstl. Este plasmido contiene un marcador

de resistencia a ampicilina y se compone de un total de 8,904 pb.

Parte de la estrategia de nuestro disefio consistié en que los promotores J23110 y
P2 fueran colocadas en sentidos opuestos para regular de manera independiente
la actividad de los médulos biosensor y de bacteriocina, respectivamente. La razén
de aislar ambos modulos es para evitar la expresion por goteo que pudiera existir
por efecto de la fuerza de alguno de los promotores al mantenerse en la misma
direccién transcripcional (Lubkowicz et al., 2018). Todos los archivos generados

para la elaboracion del vector de expresion Dual Biosensor-Killer fueron
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elaborados por SnapGene y estan disponibles en los archivos anexos de esta

misma tesis.

6.5. Optimizacion de los codones nativos

De acuerdo con las observaciones (Tabla 1), todas las secuencias fueron
optimizadas para ser expresadas en E. coli cepa tipo B. Notese, que los sitios de
restriccidn tipicos y los codones de paro de todas las secuencias utilizadas fueron
removidos. El indice CAl antes de la optimizacion en AgrC, AgrA, LngQ, LngB,
LngC, LngE, LngD y LnqQ era de 0.407, 0.402, 0.532, 0.525, 0.518, 0.511, 0.503
and 0.521, respectivamente. Después de la optimizacién, los valores cambiaron a
0.770, 0.766, 0.675, 0.735, 0.771, 0.773, 0.777 y 0.747, respectivamente. El valor
CAl para la GFP no pudo ser determinado por la aplicacion antes de la
optimizacién pero si después de la optimizacion, el cual correspondié a 0.759. En
relacion con el contenido de GC%, los valores antes de la optimizacién fueron
28.2%, 27.2%, 33.3%, 22.5%, 23.1, 30.5% y 24.5%, respectivamente. Después de
la optimizacion, los datos fueron 43.3%, 44.6%, 46.9%, 40.0%, 42.1%, 41.0%,
43.1%, 42.4% y 42.4%, respectivamente. El contenido GC% para GFP después de

la optimizacion fue de 49.1%.

Nuestros resultados el promedio del valor CAl y el promedio de contenido GC% de
todas las secuencias aminoacidicas antes de ser optimizadas era de 0.49 £ 0.05y
26.90 + 3.71%, respectivamente. Después de la optimizacion, los valores
promedio fueron 0.75 = 0.03 y 43.61 * 2.87, respectivamente. Segun las
especificaciones de la aplicacion, si el valor CAl es mas cercano a 1, éste indica
que la secuencia de nucleotidos utiliza los codones mas utilizados por el
organismo productor heterdlogo (Puigho et al., 2008). Segun los resultados, los
valores CAl y el contenido GC% de todas las proteinas utilizadas como datos de
entrada fue substancialmente mejorados y esta optimizada para ser utilizado en E.
coli heteréloga. La finalidad de optimizar el contenido nucleotidico de las
secuencias utilizadas para disefio a las caracteristicas requeridas del hospedero

es para incrementar el rendimiento de produccion (Puigbo et al., 2008).
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Tabla 1. Uso de codones previo y después de la optimizacion.

Parametros Previo a la optimizacion Después de la optimizacion
Gen Tamafio (pb) CAlI GC% CAlI GC%
agrC 1,116 0.407 28.2 0.770 43.3
agrA 717 0.402 27.2 0.766 44.6
InqQ 162 0.532 33.3 0.675 46.9
IngB 240 0.525 225 0.735 40.0
IngqC 480 0.518 231 0.771 42.1
Ingg 1,299 0.511 25.9 0.773 41.0
IngD 678 0.503 30.5 0.777 431
IngF 795 0.521 24.5 0.747 42.4
afp NA NA NA 0.759 49.1

El indice de adaptacion (CAIl) y el contenido de guanidina y citosina (GC%). La tabla se divide en dos
secciones: previo a la optimizacion y después de la optimizacion. La columna de gen representa el nombre del
dato de entrada y el tamafio que indica el total de nucleétidos para cada entrada. Los resultados en la tabla
representan la adaptabilidad de las secuencias de entrada usando a E. coli como hospedero. No fue posible
determinar el uso de codones antes de la optimizacion para el gen gfp debido a que no hay suficiente

informacién al computador el indice CAI con esta tabla de referencia. NA = No Aplica.

6.6. Especificidad de biosensor por prediccién de comunicacién cruzada

Es conocido que S. aureus posee cuatro grandes variantes de clases de
moléculas de AIP (desde | hasta 1V) la cual difiere entre uno a dos residuos en la
seccion madura del AIP (Ji etal., 2005; B. Wang & Muir, 2016). La diferencia
estructural entre las clases de AIP pueden actuar como inhibidores competitivos
del QS cuando interactian con cepas filogenéticamente relacionadas. Este
fendmeno bioldgico es conocido como comunicacion cruzada (Everett &
Rumbaugh, 2014).

Para predecir la probabilidad de comunicacion cruzada de nuestro biosensor,

descargamos las secuencias aminoacidicas de las cuatro variantes mas
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representativas de AgrD junto la informacion anotada del AgrD de la cepa MRSA
estandar. Finalmente, realizamos un alineamiento local bajo la herramienta
EMBOSS Water entre cada una de las secuencias aminoacidicas representativas
contra la secuencia aminoacidica de nuestra cepa. Los resultados revelan (Tabla
2) que el AgrD de nuestro MRSA tuvo un porcentaje de identidad y de similitud con
el AgrD clase | de 47.8% y 65.2%, respectivamente. Para la clase I, los
porcentajes fueron 100% y 100%, respectivamente mientras que con la clase llI,
fueron de 32.6% y 50.0%, respectivamente. Finalmente, con la clase IV, los
porcentajes fueron de 45.7% y 60.9%, respectivamente. Segun los resultados del
alineamiento, podemos inferir que nuestro biosensor es Util para detectar
moléculas de QS producidos por S. aureus N315 y por otros S. aureus que sean
productores de AIP tipo Il. Al mismo tiempo, nuestro sistema estaria limitado a no

detectar S. aureus productores de AIP clases |, lll y IV.

Bajo la prediccion anterior, nuestro biosensor completo de células estaria
capacitado para detectar células de S. aureus N315, inclusive cepas de S. aureus
USA100, las cuales son productoras naturales de moléculas de AIP clase I
(Grundstad et al., 2019) y estan sefialadas como entre las principales cepas tipo
MRSA que circulan a nivel mundial; esta cepa es altamente letal y es una causa
de endocarditis infecciosa en la valvula nativa del corazén. A nivel in vitro, se
reporta que es una productora de biopeliculas fuertes (King, Kulhankova, Stach,
Vu, & Salgado-Pabdn, 2016). A pesar de ser una cepa principalmente asociada a
infecciones adquiridas en hospitales (Limbago et al., 2009; Tenover et al., 2008),
también se ha encontrado entre individuos que no han recibido cuidados médicos

previos. Notese que esta cepa es resistente a vancomicina (Roberts, 2013).
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Tabla 2. Prediccién de comunicacion cruzada.

Clase AIP Alineamiento de proteinas Tamafo ID Similitud Gaps Score Ref.
I MNTLENLFFDFITGILKNIGNIAAYSTCDFIMDEVEVPKELTQLHE- 46 47.8% 65.2% 0.0% 17.00 12
Il MNTLVNMFFDFIIKLAKAIGIVGGVNACSSLFDEPKVPAELTNLYDK 47 100.0% 100% 0.0% 240.00 Lz
I MKKLLNKVIELLVDFFNSIGYRAAYINCDFLLDEAEVPKELTQLHE- 46 32.6% 50.0% 0.0% 72.00 12
\Y; MNTLYKSFFDFITGVLKNIGNVASYSTCYFIMDEVEIPKELTQLHE - 46 45.7% 60.9% 0.0% 105.00 2
MRSA MNTLVNMFFDFIIKLAKAIGIVGGVNACSSLFDEPKVPAELTNLYDK - - - - -

El alineamiento de proteinas se realizé entre las cuatro clases mayoritarias de AIP contra el MRSA. El alineamiento fue realizado en el programa Clustal Omega
mientras que la identificacion (ID), similitud, gaps y score fue determinado de la aplicacion EMBOSS Water.

1. (B. Wang & Muir, 2016)
2. (Jietal., 2005)
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6.7. Prediccion de solubilidad de proteinas

El analisis de solubilidad y localizacion subcelular entre todas las secuencias
aminoacidicas utilizadas para construir biosensor de células enteras es necesario
para obtener un alto rendimiento productivo (Ghosh etal., 2004). Segun los
resultados obtenidos por la aplicacion Protein-Sol (Tabla 3) para prediccion de
solubilidad, éstos indican que LngQ, LngF, AgrA y GFP son considerados solubles
mientras que los datos obtenidos para LngB, LnqC y LngE no pudieron ser
considerados ya que la aplicacion los clasific6 como proteinas de membrana.

Tabla 3. Prediccion de solubilidad de proteinas.

Gen indice Solubilidad
AgrC 0.366 Invélido
AgrA 0.514 Soluble
LngQ 0.655 Soluble
LngB 0.655 Invalido
LngqC 0.644 Invélido
LngD 0.388 Invélido
LnqE 0.609 Invalido
LngF 0.607 Soluble
GFP 0.592 Soluble

De acuerdo con la aplicaciéon Protein-Sol reporta que cualquier valor de solubilidad con superior a 0.45 es
considerado soluble. Los datos que fueron considerados como invalidos con un indice superior de 0.45 es

porque se consideraron proteinas de membrana y son invalidos para esta herramienta.

6.8. Localizacién subcelular de proteinas

De acuerdo con las predicciones de la aplicacion BUSCA (Tabla 4), la localizacién
subcelular de las proteinas AgrA, LnqQ, LngE y GFP es en el citoplasma, mientras
que AgrC, LngB, LngC, LngD, LngqE y LngF son producidos en la membrana
plasmatica. Los céalculos predictivos en las proteinas a sobreproducirse en E. coli
concuerda con lo observado en la literatura: para los elementos genéticos del

modulo biosensor, el AgrC actuaria como una proteina transmembranal con
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actividad histidina quinasa mientras que AgrA actuaria como factor de
transcripcion que se mueve a través del citoplasma para anclarse al promotor P2
(Gomes-Fernandes et al., 2017). En los elementos del médulo de bacteriocina se
espera que la LnqQ actie como una proteina soluble de bajo peso molecular que
es producido y excretado al medio extracelular (Fujita et al., 2007). Para los demas
elementos estructurales de este moédulo, se sabe que LngB es una proteina
membranal tipo permeasa, mientras que LnqC y LngD son proteinas con dominios
franqueados en membrana, asi como LnqE y LngF son proteinas transportadoras
tipo ABC-2 y ABC, respectivamente (lwatani et al., 2012). Por ultimo, los valores
de predictivos indican que la GFP sera producida como una proteina soluble y

monomeérica (Zacharias et al., 2002).

Tabla 4. Prediccion de localizacion subcelular de proteinas

Gen Valor Localizacion subcelular
AgrC 0.75 Membrana plasmatica
AgrA 0.7 Citoplasma

LnqQ 0.7 Citoplasma

LngB 0.9 Membrana plasmatica
LngC 0.83 Membrana plasmatica
LngD 0.72 Membrana plasmatica
LngE 0.86 Membrana plasmatica
LngF 0.7 Citoplasma

GFP 0.7 Citoplasma

De acuerdo con la aplicacion BUSCA, las localizaciones subcelulares disponibles son membrana plasmética y

citoplasma.

6.9. Prediccion de epitopos de células tipo B

La determinacion de la alergenicidad es un aspecto deseado durante la
construccion del biosensor de células enteras debido a que nuestro sistema seria
presentado en el futuro como un potencial candidato a agente terapéutico. Para

demostrar este punto, fue necesario demostrar que la estructura tanto primaria
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como secundaria de la LngQ presentaba epitopos para células tipo B, dado que la
alergenicidad esta mediada tanto por células. De acuerdo con los resultados de la
secuencia aminoacidica de la LnqQ en su estructura en forma lineal (Tabla 5), se
indica que los potenciales residuos epitopos corresponden a E13, S16-V19y W21-
D31. Mientras tanto, los analisis realizados por la aplicaciéon Discotope 2.0 a la
secuencia aminoacidica en su forma tridimensional indican que no se encontraron
residuos potencialmente epitopos para células B ni se determinaron sitios de
alergenicidad.

Tabla 5. Prediccion de epitopos de células B en LngQ

Epitopos  cceeeeann... E..EEEE.EEEEEEEEEEE. .. ......0000uunnnn..
Secuencia lineal ~ MAGFLKVVQLLAKYGSKAVQWAWANKGKILDWLNAGQATDWVVSKIKQILGIK
Estructura CCHHHHHHHHHHHHCCHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHCCC

Superficie EEEBEEBBEBBBEBEEEBBEBBBEEEEEBBEBBEBBBBBEBBBEEBEEEEEEE

La prediccion fue resuelta en la aplicacion BediPrep. En la seccion de epitopos, si la posicion esta arriba de
0.5 entonces es marcado con una letra “E”. La aplicacion anexa NetsurfP fue usada para la prediccion
estructural a partir de secuencia lineal y se divide en tres categorias: “H” para hélice, “E” para hoja y “C” para
cadena. En la seccién de superficie se divide en dos secciones: “B” para indicar que el aminoacido esta
orientado hacia el interior de la proteina (burial) mientras que “E” para indicar que el aminoacido esta
orientado hacia el exterior de la proteina (exposed).

Las aplicaciones BediPrep 2.0 y Discotope 2.0 fueron utilizados para calcular la
localizacion de epitopos para células tipo B. Se utilizé a la LngQ (PDB no. 2N8P,
GenBank no. AB235201.1) como dato de entrada para ambas aplicaciones.
BediPrep 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) fue utilizado para
identificar epitopos de células tipo B en la forma lineal del péptido. Esta
herramienta fue entrenada para usar el algoritmo Random Forest para predecir si
un residuo aminoacidico puede ser parte de un epitopo (Jespersen, Peters,
Nielsen, & Marcatili, 2017). Mientras tanto, la herramienta Discotope 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/DiscoTope/) fue utilizado para la prediccion de
epitopos discontinuos de células tipo B en proteinas reportadas con estructuras

tridimensionales (Kringelum, Lundegaard, Lund, & Nielsen, 2012).
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6.10. Prediccion de alergenicidad

De acuerdo con el reporte realizado por la aplicaciéon AllerCatPro, la bacteriocina

LngQ no posee elementos alergénicos.

6.11. Disefio y analisis in silico de pETNL

6.11.1. Recuperacion bioinformatica del péptido sefial N-AmyE

El péptido sefial N-AmyE fue seleccionado porque se ha demostrado que los
primeros 33 residuos de la a-amilasa (AmyE) de B. subtilis pueden ser acoplados
a la region N-terminal a una proteina de interés para su produccion periplasmica
en células de E. coli (R. M. Papi et al., 2005).

En primer lugar descargamos la secuencia nucleotidica de la AmyE desde la base
de datos de GenBank. Después, utilizamos los dos oligonucleétidos reportados
por Papi y sus colaboradores (R. M. Papi et al., 2005) que estdn modificados con
extremos overhangs. Cada oligonucledtido estd compuesto por un sitio de
restriccion en su extremo 3’-terminal que corresponden a Ndel y BamHlI,

respectivamente.

En la aplicacion SnapGene, el archivo genético del AmyE fue abierto y sobre ésta
se incorporaron los dos oligonucleo6tidos mencionados arriba, después se corrié un
ensayo de PCR in silico para extraer el péptido sefial N-AmyE de la amilasa. El
producto in silico resultante corresponde a un tamafio 117 pb que esta ordenado

de la siguiente manera 5’-Ndel-(N-AmyE)-BamHI-3’.

En la misma aplicacién, realizamos un ensayo in silico de restriccion y ligacion con
el producto de PCR in silico y el vector de expresion “pET-30a(+).dna”. Desde la
aplicacion, se abri6 el archivo que contiene el vector de expresion pET-30a(+) y se
cortd in silico por medio de las enzimas de restriccion Ndel y BamHI.
Posteriormente, el producto de PCR compuesto con los extremos overhangs fue
cortado también con el mismo conjunto de enzimas de restriccion y procedimos a
clonar creando un vector de expresiéon. El vector fue nombrado y guardado como
“‘pET-30a(+)-N-AmyE.dna”.
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6.11.2. Disefio y construccion de pETNL

En el extremo del péptido sefial N-AmyE se le acoplo la secuencia nucleotidica de
la LngQ por técnicas de clonacion molecular in silico. Inicialmente, el archivo
genético del gen IngQ fue descargado (GenBank no. AB235201.1) y abierto en la

aplicacion de SnapGene.

A la secuencia nucleotidica original de la IngQ, en el extremo 5’-terminal,
agregamos manualmente una secuencia que contiene el sitio de restriccion BamHI
y rio debajo de ésta, agregamos un par de nucleétidos (TT). Inmediatamente
después se colocé un codoén de inicio (ATG) y se afiadieron los 52 residuos
restantes para un total de 53 de amino&cidos que representan a LnqQ. Justo en el
extremo C-terminal de esta bacteriocina, se agregd una cola de polihistidina (H89-
H94) y un codon de paro (TAG). En seguida se agregaron otro par de nucleotidos
(TA) y se integré un sitio de restriccion Sall. Esta seccién correspondié a un
fragmento lineal de 193 pb de la secuencia nucleotidica que codifica para
LngQ:6xHis (Tabla 6).

Desde SnapGene, realizamos un ensayo in silico de restriccion y ligacion entre el
fragmento lineal de 193 pb con el vector de expresién “pET-30a(+):N-AmyE.dna”.
Desde la aplicacién, se abrié el archivo que contiene el vector de expresiéon y se
cortd in silico por medio de las enzimas de restriccion BamHI y Sall.
Posteriormente, el fragmento lineal fue cortado también con el mismo conjunto de
enzimas de restriccion y procedimos a clonar creando un vector de expresion,

nombrado y guardado como “pETNL.dna”.

El archivo genético del plasmido pETNL esta guardando en formato .dna bajo el
nombre “pETNL.dna”. En este plasmido se observan por los elementos genéticos
propios de un vector pET30(a)+ en conjunto con los genes necesarios para la

construccion N-AmyE:LngQ.
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Tabla 6. Secuencia aminoacidica de N-AmyE:LngQ

Plasmido Secuencia aminoacidica de N-AmyE:LngQ (5’2>3’) Tamafo

PETNL MFAKRFKTSLLPLFAGFLLLFHLVLAGPAAASRILMAGFLKVVQL 94

LAKYGSKAVQWAWANKGKILDWLNAGQAIDWVVSKIKQILGIKHH
HHHH

Los residuos subrayados representan el péptido sefial. Los residuos en negritas representan a LnqQ.

6.11.3. Prediccion de corte proteolitico de péptido sefial N-
AymE:LngQ:6xHis

Los resultados obtenidos del corte proteolitico en el péptido sefial N-AmyE fueron
contrastados con los datos de seis secuencias aminoacidicas (Tabla 7) que tenian
el reporte de que este mismo péptido sefial N-AmyE era cortado de manera
efectiva en cada una de ellas. Tres de las secuencias corresponden a las
secuencias aminoacidicas totales de tres a-amilasas reportadas en diferentes
cepas de B. subtilis (Emori & Maruo, 1988; Kunst et al., 1997; Yang et al., 1983).
Dos de éstas corresponden a secuencias que se utilizaron para investigar qué
aminoacidos eran los necesarios para cortar el péptido sefial N-AmyE en células
de B. subtilis o de E. coli (Nakazawa et al., 1986; Sakakibara et al., 1993). La
dltima corresponde a una construccidon sintética donde el péptido sefial N-AmyE
fue utilizado para transportar liasa de pectina a la region periplasmica de E. coli (R.
M. Papi et al., 2005).
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Tabla 7. Se
AmyE:LngqQ
Nombre

>Yang1983
(CAA23437.1)

>Nakazawal986
(PTUE33)

>Emori1988
(CAA30643.1)

>Sakakibara1993
(PTUBE695)

>Kunst1997
(NP_388186.2)

>Papi2005

>pETNL

UANL-FCQ

cuencias utilizadas para prediccion de corte enzimatico de N-

Secuencia aminoacidica

MFAKRFKTSLLPLFAGFLLLFHLVLAGPAAASAETANKSNELTAPSIKSGTILHAWNWSENTLKHNMKDIHDAGYTA
IQTSPINQVKEGNQGDKSMSNWYWLYQPTSYQIGNRYLGTEQEFKEMCAAAEEYGIKVIVDAVINHTTSDYAAISNE
VKSIPNWTHGNTQIKNWSDRWDVTQONSLLGLYDWNTONTQVQSYLKRFLDRALNDGADGFRFDAAKHIELPDDGSYG
SQFWPNITNTSAEFQYGEILQODSASRDAAYANYMDVTASNYGHSIRSALKNRNLGVSNISHYASDVSADKLVTWVES
HDTYANDDEESTWMSDDDIRLGWAVIASRSGSTPLFFSRPEGGGNGVRFPGKSQIGDRGSALFEDQAITAVNREFHNV
MAGQPEELSNPNGNNQIFMNQRGSHGVVLANAGSSSVSINTATKLPDGRYDNKAGAGSFQVNDGKLTGTINARSVAV
LYPDDIAKAPHVFLENYKTGVTHSFNDQLTITLRADANTTKAVYQINNGPDDRRLRMEINSQSEKEIQFGKTYTIML
KGTNSDGVTRTEKYSFVKRDPASAKTIGYQONPNHWSQVNAYIYKHDGSRVIELTGSWPGKPMTKNADGIYTLTLPAD
TDTTNAKVIFNNGSAQVPGONQPGFDYVLNGLYNDSGLSGSLPH

MFAKRFKTSLLPLFAGFLLLEFYLVLAGPAAASAQACPPETLVKVKDAEDQL

MFAKRFKTSLLPLFAGFLLLFYLVLAGPAAASAETANKSNELTAPSIKSGTILHAWNWSENTLKHNMKDIHDAGYTA
IQTSPINQVKEGNQGDKSMSNWYWLYQPTSYQIGNRYLGTEQEFKEMCAAAEEYGIKVIVDAVINHTTSDYAAISNE
VKSIPNWTHGNTQIKNWSDRWDVTONSLLGLYDWNTONTQVQSYLKRFLERALNDGADGFRFDAAKHIELPDDGSYG
SQFWPNITNTSAEFQYGEILQDSASRDAAYANYMDVTASNYGHSIRSALKNRNLGVSNISHYASDVSADKLVTWVES
HDTYANDDEESTWMSDDDIRLGWAVIASRSGSTPLEFEFSRPEGGGNGVRFPGKSQIGDRGSALFEDQAITAVNRFHNV
MAGQHEELSNPNGNNQIFMNQRGSHGVVLANAGSSSVSINTATKLPDGRYDNKAGAGSFQVNDGKLTGTINARSVAV
LYPDDIEIRCNTFFQ

MFAKRFKTSLLPLFAGFLLLEYLVLAGPAAASACAAPFNGTM

MFAKRFKTSLLPLFAGFLLLFHLVLAGPAAASAETANKSNELTAPSIKSGTILHAWNWSENTLKHNMKDIHDAGYTA
IQTSPINQVKEGNQGDKSMSNWYWLYQPTSYQIGNRYLGTEQEFKEMCAAAEEYGIKVIVDAVINHTTSDYAAISNE
VKSIPNWTHGNTQIKNWSDRWDVTONSLLGLYDWNTONTQVQSYLKRFLDRALNDGADGFRFDAAKHIELPDDGSYG
SQFWPNITNTSAEFQYGEILQDSASRDAAYANYMDVTASNYGHSIRSALKNRNLGVSNISHYASDVSADKLVTWVES
HDTYANDDEESTWMSDDDIRLGWAVIASRSGSTPLEFFSRPEGGGNGVRFPGKSQIGDRGSALFEDQAITAVNRFHNV
MAGQPEELSNPNGNNQIFMNQRGSHGVVLANAGSSSVSINTATKLPDGRYDNKAGAGSFQVNDGKLTGTINARSVAV
LYPDDIAKAPHVFLENYKTGVTHSFNDQLTITLRADANTTKAVYQINNGPETAFKDGDQFTIGKGDPFGKTYTIMLK
GTNSDGVTRTEKYSEFVKRDPASAKTIGYQNPNHWSQVNAYIYKHDGSRVIELTGSWPGKPMTKNADGIYTLTLPADT
DTTNAKVIFNNGSAQVPGONQPGFDYVLNGLYNDSGLSGSLPH

MFAKRFKTSLLPLFAGFLLLFHLVLAGPAAASRIRMSYPESKLTGLTGFALAAKVTGGWAGPVVSITNLDQLKANIG
TVTPQVLVINSNISASSLTKVNMGANKTLIGSFONRTLENIHLRATAQSONIILONLIFKHSANIKANDDIQVYLNY
GSKYWIDHCSFVGHSWSTTDGSEDKLLY IGEKADYATISNCFFGSHKYGLIFGHPADDNNAAFNGYPRLTLCHNRED
NMEVRAPGLMRYGYFHVYNNYINKFHLGFTLAQNANILSESNYFGEGSQNNGMLDDKGSGTFTDTNSVPPITNQKSP
KAQWTATSNYAYTLKTAAQAKDFTQKNAGAQAAALVEGS

MFAKRFKTSLLPLFAGFLLLFHLVLAGPAAASRILMAGFLKVVQLLAKYGSKAVQWAWANKGKILDWLNAGQATIDWV
VSKIKQILGIKHHHHHH
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En las bacterias, existen dos mecanismos generales para la secrecion de
proteinas a través de la membrana citoplasmatica. En la via de Secrecién General,
denominada como via Sec, las proteinas son translocadas a la membrana en su
forma desnaturalizada y posteriormente son plegados en forma nativa en el lado
transversal de la membrana. Mientras tanto, en la via de Translocacion de
Gemelos Argininas conocida como via Tat, las proteinas son translocadas en su

estado plegado nativo (Natale, Briser, & Driessen, 2008).

De acuerdo con nuestros resultados (Tabla 8) el valor de calculado de prediccion
de corte de péptido sefal de las secuencias aminoacidicas completas de tres a-
amilasas representan 0.9724 (Yang et al., 1983), 0.9458 (Emori & Maruo, 1988) y
0.9724 (Kunst et al., 1997), respectivamente. De las secuencias parciales de
péptidos sefiales N-AmyE los resultados indican 0.8722 (Nakazawa et al., 1986) y
0.6092 (Sakakibara et al., 1993). Para la secuencia que se utilizé para exportar la
liasa de pectina al periplasma de E. coli, el valor calculado correspondié a 0.8262
(R. M. Papi et al., 2005) en todas estas secuencias el mecanismo de secrecion
general de proteinas es el tipo Sec clase |. Para nuestra proteina N-AmyE:LngQ,
el valor calculado estimado fue de 0.4063 sin que fuera determinado su
mecanismo de corte predictivo. Es decir, nuestro valor calculado es mucho menor

a lo observado contra secuencias que habian sido probados experimentalmente.

Tabla 8. Prediccion de corte enzimatico de péptido sefial N-AmyE

Identificacion Prediccion Sec/SPI Tat/SPI Sec/SPII Otro Pos

>Yang1983 SP(Sec/SPI) 0.9724 0.0104 0.0079 0.0092 33y 34
>Nakazawal986 SP(Sec/SPI) 0.8722 0.0359 0.0229 0.069 33y 34
>Emori1988 SP(Sec/SPI) 0.9458 0.0122 0.009 0.033 33y 34
>Sakakibara1993 SP(Sec/SPI) 0.6092 0.0428 0.1377 0.2103 31y 32
>Kunst1997 SP(Sec/SPI) 0.9724 0.0104 0.0079 0.0092 33y 34
>Papi2005 SP(Sec/SPI) 0.8262 0.0183 0.0178 0.1377 31y 32
>pETNL Otro 0.4063 0.0249 0.0134 0.5554 Otro

Sec/SPI: Translocon Sec mediado por Peptidasa de Sefal | (Lep). Tat/SPI: Translocén Tat mediado por
Peptidasa de Sefial | (Lep). Sec/SPII: Translocén Sec mediado por Peptidasa de Sefial Il (Lsp). Pos: Sitio de

corte enzimatico dentro de la estructura aminoacidica lineal.
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6.12. Disefo y analisis in silico del pSmbP-LnqQ

6.12.1. Recuperacion bioinformética del péptido de fusién SmbP

El archivo genético del péptido de fusion SmbP estd guardado en formato .dna
bajo el nombre “pET30a-SmbP.dna” y esta flanqueado en el extremo 5-terminal
por el sitio de restriccion Ndel y en el extremo 3’-terminal por el sitio de restriccion
Ncol. El péptido de fusion esta dividido en dos secciones, en el extremo N-terminal
esta compuesta por la region citoplasmética de la SmbP (SmbP) compuesta por
94 residuos, seguido de dos residuos G95 y T96; rio abajo inicia el extremo C-
terminal que est4 compuesta por cinco residuos y representa al sitio de corte por

enteroquinasa (DDDDK).

6.12.2. Disefio y construccion de pSmbP-LngQ

El archivo genético que contiene la bacteriocina LngQ fue descargado de la base
de datos (GenBank no. AB235201.1). Inmediatamente en el extremo C-terminal
del péptido de fusion, mediante la aplicacion SnapGene, afiadimos manualmente
un residuo de alanina en la posicién 102 y rio debajo de ésta, afiadimos los 53
residuos que conforman el LngQ iniciando con M103. En direccion al extremo C-
terminal, inmediatamente después del codén de término (TAA), se agrego el sitio
de restriccion Xhol. Los elementos que componen la construccion del pSmbP-
LngQ (Tabla 9) estan representados en el siguiente orden 5’-Ndel-SmbP-DDDDK-
LngQ-Xhol-3'.

El archivo genético del plasmido pSmbP-LngQ esta guardado en formato .dna bajo
el nombre “pSmbP-LngQ GFJBCO01.dna”. En este plasmido se observan por los

elementos genéticos propios de un vector pET30(a)+.
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Tabla 9. Secuencia aminoacidica de SmbP-LnqQ

Plasmido Secuencia aminoacidica del producto del vector de Tamaifo
expresion (5°>3’)

pSmbP-LngQ MSGHTAHVDEAVKHAEEAVAHGKEGHTDQLLEHAKESLTHAKAAS 155

EAGGNTHVGHGIKHLEDATKHGEEGHVGVATKHAQEAIEHLRASE

HKSH GT- N AMAGFLKVVQLLAKYGSKAVQWAWANKGKILDWL
NAGQAIDWVVSKIKQILGIK

Los residuos subrayados representan el péptido de fusién. Los residuos resaltados representan el sitio de

corte de enteroquinasa. Los residuos en negritas representan a LnqQ.

6.12.3. Prediccion de corte proteolitico de péptido de fusiébn SmbP-
LngQ

De acuerdo con los resultados de la aplicacion de PeptideCutter, se detecté un
anico sitio de corte en la proteina SmbP-LnqQ para la enzima enteroquinasa que

se encuentra ubicado en el residuo K101, lo cual coincide con lo esperado.

6.13. Identificacion de codones de paro en los disefios

Los resultados sobre la identificacion de codones de paro post disefio en la
construccion de pETNL y pSmbP-LngQ, indicaron que no existe evidencia de
codones de paro, ya que la aplicacion en linea logré identificar un marco de lectura
abierto con un tamafio de 285 pb que codifican para 94 aminoéacidos, cuya
secuencia coincide con exactitud con la secuencia aminoacidica de N-AmyE:LngQ
para el caso de pETNL. Mientras tanto, un marco de lectura compuesto por un
tamafio molecular de 488 pb que se traducen para 155 aminoacidos y cuya

secuencia coincide en su totalidad con la secuencia aminoacidica de SmbP-LngQ.

6.14. Prediccion de peso molecular de N-AmyE:LnqQ y SmbP-LnqQ

De acuerdo con los resultados calculados por la aplicacion de Compute pl/Mw tool
de ExPasy, el peso molecular tedrico estimado del producto N-AmyE:LngQ de

PETNL es de 10,534.68 Da con un punto isoeléctrico pi = 10.63 mientras que para
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el producto SmbP-LnqQ de pSmbP-LngQ, el peso estimado es de 16,697.71 Da

con punto isoeléctrico pl = 6.45.

6.15. Prediccion de solubilidad y localizacién celular N-AmyE:LnqQ y SmbP-
LnqQ

Segun los resultados, los indices de solubilizacion (Tabla 10) de N-AmyE:LngQ y
del SmbP-LngQ es de 0.575 y 0.865, respectivamente. La aplicacion, sin embargo,
clasifica a los productos del vector pETNL como invalidos mientras que los
productos de pSmbP-LnqQ fueron considerados como solubles. La razon porque
la N-AmyE:LngQ es considerado como invalido se debe a que fue identificado
como proteina de membrana. En el caso de localizacion celular (Tabla 11) los
prondsticos indican que los productos producidos por pETNL y pSmbP-LngQ se

encontraran en membrana plasmatica y en el citoplasma, respectivamente.

Tabla 10. Prediccion de solubilidad N-AmyE:LnqQ y SmbP-LngQ

Producto indice Solubilidad
N-AmyE:LngqQ 0.575 Invalido
SmbP-LnqQ 0.865 Soluble

De acuerdo con la aplicacion Protein-Sol reporta que cualquier valor de solubilidad con superior a 0.45 es
considerado soluble. Los datos que fueron considerados como invélidos con un indice de solubilidad superior
a 0.45 es porque son considerados proteinas de membrana y son invalidos para esta herramienta.

Tabla 11. Prediccion de localizacion celular N-AmyE:LngQ y SmbP-LnqQ

Producto Valor Localizacion subcelular
N-AmyE:LngQ 0.85 Membrana plasméatica
SmbP-LnqQ 0.7 Citoplasma

Esto coincide con lo observado en los antecedentes, ya que indican que las
proteinas expresadas en E. coli con el péptido sefial N-AmyE en su region N-
terminal a menudo se localizan en el periplasma (Nakazawa et al., 1986; R. M.

Papi et al., 2005). Mientras que las proteinas acopladas con el péptido de fusion
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SmbP son reportadas para encontrarse en la region citoplasmatica debido a que la
seccion aminoacidica que las orienta al periplasma fue removida de la secuencia
original de residuos, quedandose por tanto en el citoplasma celular de E. coli
(Vargas-Cortez et al., 2016).

6.16. Prediccion de estructura secundariay tridimensional de N-AmyE:LnqQ
y SmbP-LnqQ

El modelo estructural tanto en su forma secundaria (Figura 6) como tridimensional
(Figura 8) para N-AmyE:LnqQ asi como la presunta estructura secundaria (Figura
7) y tridimensional (Figura 10) para SmbP-LngQ fueron revelados en este
documento. En la estructura secundaria prevista para N-AmyE:LngQ se espera
que el 96% de la secuencia esté compuesta por estructuras tipo a-hélices y se
estima que el 17% de la secuencia aminoacidica total estén embebidas en la
region transmembranal. La evidencia predictiva de la N-AmyE:LngQ (Figura 9) a
través de la aplicacion Phyre2, indicd que los primeros 12 residuos del extremo N-
terminal estarian orientados en la region extracelular, mientras que los residuos 15
al 30 estarian ubicados en region intermembranal entre el espacio extracelular y la
citoplasmatica. El resto de los residuos del extremo C-terminal estarian orientados
en la cara citoplasmatica de la célula de E. coli. Mientras tanto, la estructura
secundaria putativa para SmbP-LngQ indica que el 85% de secuencia total esta

compuesta por a-hélices.

En las estructuras tridimensionales putativas tanto para N-AmyE:LngQ como en la
SmbP-LnqQ prevalece la formacion de cuatro a-hélices. Estos motivos
estructurales tipo a-hélices son comunmente observados en bacteriocinas
similares a LngQ (Lynch et al., 2019), de manera que podemos predecir que la
estructura secundaria y tridimensional de la LngQ no se ve afectada cuando estan

acopladas tanto por N-AmyE como con SmbP.
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Figura 8. Prediccion de estructura tridimensional de N-AmyE:LnqQ

La imagen fue elaborada en el programa Phyre2 y representa la estructura tridimensional putativa de N-
AmyE:LngQ. La imagen esté coloreada con los colores del arcoiris de N- al C-terminal. Las dimensiones
propuestas por modelo son de (4): X:29.824 Y:24.988 7:25.496.

1-12 Signal peptide
MN-Terminal

Extracellular

30 Membrane

Cytoplasmic \\\HH—

Figura 9. Prediccion de hélices transmembranales para N-AmyE:LnqQ

C-Terminal

La imagen es resultado de la prediccion propuesta por Phyre2 para hélices transmembranales de N-
AmyE:LngQ.
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Figura 10. Prediccion de estructura tridimensional de SmbP-LnqQ

La imagen fue elaborada en el programa Phyre2 y representa la estructura tridimensional putativa de SmbP-
LngQ. La imagen est4 coloreada con los colores del arcoiris de N- al C-terminal. Las dimensiones propuestas
por modelo son de (A): X:32.655 Y:24.988 Z:25.496.

6.17. Transformacion de células de E. coli con pET30(a)+, pETNL y pSmbP-
LngQ

6.17.1. Transformacioén de células de E. coli con DNA exdgeno

Las células presuntamente transformadas fueron seleccionadas con kanamicina.
De acuerdo con la evidencia presentada (Figura 11), los controles experimentales
cumplieron con su objetivo ya que no se registré crecimiento en placas de LB agar
estériles en el control negativo (Figura 11 a), en cuanto al control de viabilidad
éste demostrd que la electroporacion no fue un factor significativo que causara la
muerte de células de E. coli DH5a como BL21 (DE3) (Figura 11 b, c). Por dltimo,
los controles con antibidtico demostraron que la kanamicina (50 pg/ml) era lo
suficientemente potente para seleccionar células (Figura 11 d, e). Por ultimo,
demostramos bajo la técnica de electroporacion que las cepas de células de E.
coli tanto BL21 (DE3) como DH5a fueron correctamente transformadas con los
vectores de expresion pETNL (Figura 11 f, g), pET30(a)+ (Figura 11 h, j) vy
pSmbP-LngQ (Figura 11 i, k). Los ensayos fueron realizados por triplicado.
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Figura 11. Transformaciéon de E. coli DH5a y BL21 (DE3) con pET30a(+),
PETNL y pSmbP-LngQ.

Rétulo Descripcién

Control negativo

Control viabilidad DH5a
Control viabilidad BL21 (DE3)
Control kanamicina + DH5a
Control kanamicina + BL21 (DE3)
DH5a + pETNL

BL21 (DE3) + pETNL

DH5a + pET30a(+)

DH5a + pSmbP-LngQ.

BL21 (DE3) + pET30a(+)
BL21 (DE3) + pSmbP-LngQ.

AT T Se@moeao o

Las placas rotuladas del a-c son placas LB con agar mientras que las placas d-k son placas LB
con agar suplementadas con kanamicina (50 pug/ml, concentracion final).

UANL-FCQ Doctorado en Microbiologia Aplicada

79



6.17.2. Extraccion y purificacion de DNA exdgeno de células de E. coli

Los ensayos para la extraccion y purificacion de los plasmidos pET30(a)+, pETNL
y pSmbP-LnqQ de células de E. coli que fueron observados en un gel de agarosa
1% (p/v). Segun la evidencia (Figura 12), nuestros controles demuestran que
tanto el plasmido pETNL como el vector pSmbP-LnqQ se encontraban presentes.
Los indices de concentracion y calidad de cada uno de los vectores fueron para
PET30(a)+ de 9.11 ng/pl con Azeo/A2s0 en 1.95, para el vector pETNL de 5.32 ng/pl
con Azeo/A2s0 €n 1.94 y para el vector pSmbP-LnqQ de 28.61 ng/pl con Aze0/A280 €n
1.88. Segun la literatura, los indices para considerar a un DNA plasmidico como
puro deben tener valores espectrofotométricos de Azso/Az2s0 entre 1.8-20 donde un
valor menor a 1.8 se considera como contaminacion con proteinas y un valor de
superior a 2.0 se considera contaminacién por RNA (Koetsier, Cantor, & Biolabs,
s/f). Podemos inferir que los vectores de expresion pET30(a)+, pETNL y pSmbP-

LngQ fueron recuperados en buena cantidad con un buen indice de pureza.

Gel de agarosa 1% (p/v) adicionado con Eco-
Stain corrido durante 1 h a 120 V en buffer
TBE 1 X

5,000
3,000 [
2,000
1,500

Rétulo  Descripcion

Marcador de peso molecular (pb)
Control negativo

Plasmido pETNL

Plasmido pSmbP-LngQ
Plasmido pSmbP-LngQ

1,000
750 |

PN R Z

500 |=

Los plasmidos fueron extraidos de E. coli
BL21 (DE3) transformados con los vectores
de expresion pETNL o pSmbP-LngQ.

250
100

El marcador de peso molecular corresponde
a 100-5000bp DNA Marker Plus, Ready to
Use (Cat. No. SGMO03, BioBasic, Canada).

Figura 12. Gel de agarosa con plasmidos
PETNL y pSmbP-LngQ
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6.17.3. Oligonucledtidos para identificacion de plasmidos por PCR

punto final

Segun los resultados obtenidos por OligoAnalyzer Tool, tras ajustar las
condiciones de los oligonucleétidos a las especificaciones del fabricante del kit de
la polimerasa, el tamafio molecular del oligonucleotido T7 promoter primer es de
20 pb con un contenido GC a 40% y un valor Tm = 59.1°C con un hairpin de -0.36
kcal/mol a una Tm de 31.6°C y un valor homodimero de -4.16 kcal/mol. Mientras
tanto, el tamafio molecular del oligonucle6tido T7 terminal primer es de 19 pb con
un contenido GC a 52.6% y un valor Tm = 61°C con un hairpin de 0.02 kcal/mol a
una Tm de 24.8°C y un valor homodimero de -4.74 kcal/mol. El valor heterodimero

entre ambos oligonucleétidos es de -4.38 kcal/mol.

De acuerdo con los resultados de la aplicacion NetPrimer, el oligonucleotido T7
promoter primer tiene un rating de éxito en 86.0 y presenta un valor de estabilidad
en su extremo 3’-terminal de -8.7 kcal/mol y no se identificé al hairpin, el valor
homodimero se registr6 en -7.59 kcal/mol. En el caso del oligonuclettido T7
terminal primer, este presenta un rating de éxito en 87.0 con un valor de
estabilidad en su extremo 3’-terminal de -11.42 kcal/mol y tampoco se identificaron
hairpins, el valor homodimero se registro en -5.74 kcal/mol. El valor heterodimero
entre ambos oligonucleétidos es de -4.38 kcal/mol.

De acuerdo con los criterios habituales para seleccion de oligonucleétidos, ambos
se mantuvieron en los estandares ya que presentaron un tamafio entre 18 a 25 pb
con un hairpin cuyo valor de Tm fue menor a la Tm reportado para el
oligonucledtido y los valores tanto de los homodimeros y heterodimeros nunca

fueron mas negativo o iguales a -9 kcal/mol.

En cuanto al calculo de la Ta para ambos oligonucledtidos, utilizamos la regla
general de sustraer 5°C al Tm calculado para en ambos oligonucleétidos. Para el
calculo de la Ta oOptimo para un par de oligonucleétidos para un blanco en
particular se utilizo la siguiente formula matematica: T,Opt = 0.3 X (T, de oligo) +
0.7 X (T, producto) — 14.9; donde el valor de Tm del oligonucleétido es la

temperatura de fusion del oligonucleotido menos estable y la Tm es el valor del
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temperatura de fusién del producto de PCR (Rychlik, Spencer, & Rhoads, 1990).
De esta manera, promediamos el valor de la Tm de ambos oligonucleétidos y el
resultado fue 60°C. A este valor le sustrajimos 5°C para un Ta ajustado en 55°C
en los ensayos de PCR punto final para la identificacion de los plasmidos.

Por altimo, calculamos el total de ciclos y el tiempo de extension para los ensayos
de PCR punto final. De acuerdo con las especificaciones del fabricante, se debe
agregar 1 minuto por cada kb por sintetizar en los ensayos. De esta manera,
calculamos en primera instancia el tamafio molecular de los productos de los
ensayos de PCR de los vectores de expresion peET30(a)+, pPETNL y pSmbP-LngQ
para determinar el tiempo de extension. Para lograr este objetivo, realizamos una
reaccion in silico de PCR punto final entre los dos oligonucleétidos T7 con cada

uno de los vectores de expresion utilizados.

Los archivos genéticos de los tres vectores de expresion fueron abiertos desde la
aplicacion de SnapGene y ejecutamos una PCR punto final in silico.
Posteriormente, corrimos una simulacion de gel de agarosa al 1%. De acuerdo con
los resultados de nuestra simulacion (Figura 13), las bandas esperadas de los
productos lineales de PCR de los vectores de pET30(a)+, pETNL y pSmbP-LngqQ
se encontrarian entre 367 pb, 488 pb y 651 pb, respectivamente. Con esto
confirmamos que ninguno de los productos de PCR esperados tendria un tamafio
superior al 1 kb y procedimos a configurar la reaccion para el ensayo de PCR

punto final.
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bp Gel de agarosa 1.0% generado desde

SnapGene

Rétulo  Descripcion

M Marcador de peso molecular (pb)
1 Producto PCR de pET-30a(+)

2 Producto PCR de pETNL

3 Producto PCR de pSmbP-LnqQ

2000 —

1500 — Las bandas corresponden a productos lineales

1000 — de PCR.
Fo0—
500 —

300 —

El marcador de peso molecular in silico
corresponde a PCR DNA Ladder de GenScript
(Cat. En desuso, Estados Unidos) y fue tomado

100— desde la aplicacion de SnapGene version 1.1.3.

Figura 13. Simulacion de PCR para

vectores de expresion

Asi pues configuramos las condiciones de corrida en el termociclador las cuales
fueron registradas de la siguiente manera: una desnaturalizacion inicial a 94°C por
180 s, después 30 ciclos de desnaturalizacion, alineamiento y extension con
temperaturas en 94°C, 55°C y 72°C respectivamente y sus respectivos tiempos de
reaccion a 30 s, 45 s y 30 s. Finalmente, se agreg6 una etapa de extension final

con una temperatura a 72°C por 420 s.

6.17.4. Corrida de DNA en gel de agarosa

Después de realizar la técnica de PCR punto final y una posterior corrida en un gel
de agarosa al 1% con buffer TBE 1X, observamos una banda con tamafio de 367
pb para el producto de PCR obtenida del vector pET30(a)+, al tiempo que
recolectamos una banda de 488 pb para el producto de PCR del vector pETNL
(Figura 14) y finalmente, encontramos una banda de 651 pb para el producto de
PCR del vector pSmbP-LngQ (Figura 15). Dado que los valores predichos en la
simulacion coinciden con los observado experimentalmente, confirmamos que
nuestras cepas de E. coli estaban efectivamente transformadas con su respectivo

vector de expresion.
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Gel de agarosa 1% (p/v) adicionado con Eco-
Stain corrido durante 1 h a 120 V en buffer TBE
1X

5,000

3,000 Rotulo  Descripcion

2,000 M Marcador de peso molecular (pb)
1,500 1 Control negativo
1,000 2 PCR de pET30(a) virgen

750 3 PCR de pETNL

500 Los plasmidos fueron extraidos de E. coli BL21
(DES3) transformados con los vectores de
<00 expresion pETNL o pET30(a).

100 o=
El marcador de peso molecular corresponde a

100-5000bp DNA Marker Plus, Ready to Use
(Cat. No. SGMO03, BioBasic, Canada).

Figura 14. PCR de pETNL

Gel de agarosa 1% (p/v) adicionado con Eco-
Stain corrido durante 1 h a 120 V en buffer TBE

1X
5,000

3,000
2,000
1,500

1,000 |
750

Rotulo  Descripcion

Marcador de peso molecular (pb)
Control negativo

Control positivo pET30(a) vacio
Control positivo pETNL

Control negativo PCR pUC57-DPQ
Muestra PCR pSmbP-LngQ
Control negativo PCR pUC57-DPQ
Muestra PCR pSmbP-LngQ

500

250

N UIAWNRZ

100
Los plasmidos fueron extraidos de E. coli BL21

(DES3) transformados con los vectores de
expresion pETNL o pET30(a).

El marcador de peso molecular corresponde a
100-5000bp DNA Marker Plus, Ready to Use

Figura 15. PCR de pSmbP-LnqQ (Cat. No. SGMO03, BioBasic, Canada).

6.18. Determinacion de expresién proteica por SDS-PAGE

Para los andlisis de expresion de proteinas, utilizamos algunos vectores de
expresion que han sido exitosos en la produccion de proteinas. Los vectores
pET30a-SmbP_LL-37 y pET30a-SmbP_MP1106 fueron amablemente compartidos
por David Antonio Pérez, miembro del grupo de investigacién PEP con sede en la
Unidad de Posgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ) de la UANL
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(Monterrey, Nuevo Leon). Similarmente, el vector pET30NP-Hoc fue compartido
por Francisco de Jesus Balderas Cisneros, miembro del grupo de investigacion

NBR con sede en el CIBYN (Apodaca, Nuevo Leon).

Dado que la informacion de los tres plasmidos se encuentra o se encontraba en
estado de revisidbn al momento de redactar este documento por sus respectivos
comités de revision, solo podemos limitarnos a mencionar los pesos moleculares
de los productos de cada vector de expresion. Para los dos vectores de David
Pérez (D. Pérez, comunicacion personal, 2021), el peso molecular estimado de
ambos productos es 15 kDa mientras que el vector de Francisco Balderas, el peso
molecular de su producto es de 95 kDa (F. Balderas, comunicacién personal,
2021).

6.18.1. Induccion de IPTG en células de E. coli modificadas

Para la induccion por IPTG, seguimos los protocolos preestablecidos para la
induccion de proteinas heterdlogas en células de E. coli. En nuestro ensayo, la
concentracion de IPTG elegida para la induccion de N-AmyE:LnqQ y SmbP-LnqQ
correspondié a 0.1 mM. Nosotros utilizamos esta concentracion debido a que los
reportes indican que esta concentracion es lo suficiente para saturar la reaccion
biolégica, evitando la toxicidad celular por este compuesto (Malakar & Venkatesh,
2012). Los valores tipicos de IPTG mas utilizados para la induccién usualmente se

encuentran entre 0.5 MMy 1.0 mM (Mesa-Pereira et al., 2018).

En nuestros cultivos, el IPTG fue afiadido en la fase exponencial tardia (ODeoo =
0.4-0.6) dado que el costo energético es mas alto durante la fase exponencial
temprana que en la tardia (Malakar & Venkatesh, 2012). Ademas, se presume que
en esta fase, el total de proteinas producidas pueden alcanzar rendimientos
productivos superiores a 350% (Larentis et al.,, 2014). Para nuestros ensayos,
utilizamos dos temperaturas para inducir, 37°C y 25°C y la razén de utilizar una
temperatura mas baja es porque es un método habitual para incrementar la

solubilidad de proteinas recombinantes en E. coli (Schein, 1989).
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6.18.2. SDS-PAGE de proteinas periplasmicas de E. coli modificadas
con pETNL

Nuestros estudios preliminares bioinformaticos indicaban que la proteina N-
AmyE:LnqQ seria insoluble (Tabla 10) y que tanto por sus antecedentes
(Nakazawa et al., 1986; R. M. Papi et al.,, 2005; Sjostrom et al., 1987) por sus
caracteristicas moleculares, estaria presuntamente ubicada en la regidn
periplasmica de E. coli (Tabla 11). Sin embargo, nuestros resultados por ensayos
de SDS-PAGE, indicaron que la induccion por IPTG en células de E. coli BL21
(DE3) transformados con el vector pETNL para la produccion de N-AmyE:LngQ
tanto en la fraccion soluble como insoluble de proteinas a una temperatura de
induccion 25°C (Figura 16) como a 37°C (Figura 17) en la fraccién periplasmica
no fue posible en células de E. coli BL21 (DE3), esta manifestacion fue reportado
en multiples ocasiones. De acuerdo con nuestros resultados, no logramos
determinar la presencia de bandas de proteinas en la region esperada, que segun
los andlisis predictivos, la proteina N-AmyE:LnqQ debia tener un peso molecular
cercano a 10.5 kDa.

Es de mencionar que el valor de prediccidbn de corte de péptido sefial de la
proteina N-AmyE:LngQ fue muy inferior a los valores de prediccién observados en
secuencias que contienen el péptido sefial N-AmyE y que habian sido previamente
validados experimentalmente (Tabla 8). Otro aspecto para considerar es que los
residuos reconocidos para el corte enzimatico difieren entre los diferentes tipos de
bacterias (Nakazawa et al., 1986). Esto quedé demostrado cuando observamos
que los residuos utilizados para el corte de este péptido sefial podian diferir
inclusive en el mismo tipo de bacteria. Por ejemplo, en la secuencia total de
aminoacidos de la a-amilasa reportada por Yang y otros (Yang et al., 1983), Emori
y otros (Emori & Maruo, 1988) y Kunst y otros (Kunst et al., 1997) los residuos
observados corresponden al 33 y 34 mientras que para las secuencias de
aminodcidos a los que se les fue acoplado el péptido sefial en su region N-terminal
como las reportadas por Sakakibara y otros (Sakakibara et al.,, 1993) y Papi y
otros (R. M. Papi et al., 2005) los residuos de corte se ubicaron en la posicion 31y
32.
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Figura 16. Gel de E. coli BL21 (DE3) con pETNL inducido a 25°C
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Descripcion

Marcador de peso molecular (kDa)
E.
E. coli BL21 (DE3) sin plasmido + IPTG 0.1 mM a 25°C. Fraccion soluble.
E. coli BL21 (DE3) + pETNL sin IPTG a 25°C. Fraccion soluble.

E. coli BL21 (DE3) + pETNL + IPTG 0.1 mM a 25°C. Fraccion soluble.

E.
E
E
E

coli BL21 (DES3) sin plasmido ni IPTG. Fraccion soluble.

coli BL21 (DES3) sin plasmido ni IPTG. Fraccién insoluble.

. coli BL21 (DE3) sin plasmido + IPTG 0.1 mM a 25°C. Fraccién insoluble.
. coli BL21 (DE3) + pETNL sin IPTG a 25°C. Fraccion insoluble.

. coli BL21 (DE3) + pETNL + IPTG 0.1 mM a 25°C. Fraccion insoluble.
Lisozima (14.4 kDa)

Gel de poliacrilamida 16.5% (p/v) adicionado tefiido con Coomasie Blue R-250 durante 2 h a 120 V en buffer

de corrida 1 X.

Las bandas son las fracciones solubles e insolubles que fueron extraidas de E. coli BL21 (DE3)

transformados con los vectores de expresion pETNL. El marcador de peso molecular corresponde a
HyperPAGE Prestained Protein Marker (10 kDa to 190 kDa) (Cat. No. BIO-33066, Meridian Life Science Inc,
Estados Unidos).
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Figura 17. Gel de E. coli BL21 (DE3) pETNL inducido a 37°C

Ro6t
M
1
2
3
4
5
6
7
8
9

ulo Descripcion
Marcador de peso molecular (kDa)
E.

coli BL21 (DES3) sin plasmido ni IPTG. Fraccién soluble.

E. coli BL21 (DE3) sin plasmido + IPTG 0.1 mM a 37°C. Fraccion soluble.
E. coli BL21 (DE3) + pETNL sin IPTG a 37°C. Fraccion soluble.

E. coli BL21 (DE3) + pETNL + IPTG 0.1 mM a 37°C. Fraccion soluble.

E.
E
E
E

coli BL21 (DE3) sin plasmido ni IPTG. Fraccion insoluble.

. coli BL21 (DE3) sin plasmido + IPTG 0.1 mM a 37°C. Fraccion insoluble.
. coli BL21 (DE3) + pETNL sin IPTG a 37°C. Fraccion insoluble.

. coli BL21 (DE3) + pETNL + IPTG 0.1 mM a 37°C. Fraccién insoluble.
Lisozima (14.4 kDa)

Gel de poliacrilamida 16.5% (p/v) adicionado tefiido con Coomasie Blue R-250 durante 2 h a 120 V en buffer

de corrida 1 X.

Las bandas son las fracciones solubles e insolubles que fueron extraidas de E. coli BL21 (DE3)

transformados con los vectores de expresién pETNL. El marcador de peso molecular corresponde a
HyperPAGE Prestained Protein Marker (10 kDa to 190 kDa) (Cat. No. BIO-33066, Meridian Life Science Inc,
Estados Unidos).
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6.18.3. SDS-PAGE de proteinas citoplasmicas de E. coli modificadas
con pSmbP-LngQ

Los estudios preliminares predictivos para la produccion heter6loga de SmbP-
LnqQ en E. coli indicaban que la presencia del péptido de fusion SmbP
aumentaria la solubilidad de la proteina recombinante solubilidad (Tabla 10) y que
ademas, seria localizado en el citoplasma celular (Tabla 11) con un peso
molecular aproximado de 16.7 kDa. Nuestros resultados por ensayos de SDS-
PAGE indicaron que no hubo produccion citoplasmética de una banda esperada
de 15 kDa tras inducir con IPTG a células de E. coli BL21 (DE3) transformados
con el vector pSmbP-LnqQ para la produccién del péptido SmbP-LngQ tanto a
25°C como 37°C (Figura 18). Estos ensayos fueron realizados por triplicado.

Esto nos orillé a plantearnos dos posibilidades con relacién a la proteina SmbP-
LngQ: la primera era que pudiera presentar problemas por plegamiento durante su
produccién en células de E. coli BL21 (DE3) y que la segunda fuera problemas
internos relacionados al IPTG. Para demostrar la primera hipoétesis, transformamos
células de E. coli Origami con el vector de expresiéon pSmbP-LngQ y utilizamos el
vector pET30a-SmbP_MP1106 como control positivo, este vector segun su autor
produce una proteina de un tamafio de 15 kDa en células de E. coli Origami
debido a que es una proteina problematica (datos no publicados). Nuestra
evidencia (Figura 19), sefala que el IPTG no es causa probable de la nula
produccion, debido a que se observé una banda muy definida en la regién de los
15 kDa para las bacterias transformadas con el vector terminacion MP1106 que
habian sido inducidas por IPTG tanto a 25°C como 37°C. Tampoco se observo
qgue la cepa Origami contuviera un factor biolégico no considerado en la cepa
BL21 (DE3) que pudiera agilizar la produccion de la proteina SmbP-LnqQ, ya que
no encontramos ninguna banda de un tamafo de 15 kDa en las células Origami

transformados.

Ante los resultados previos, consideramos posibilidad de que el problema se
encontrara especificamente en la cepa de E. coli (DE3) presente en nuestro

laboratorio. Para demostrar este punto, procedimos a transformarla la cepa con el
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vector de expresion pET30NP-Hoc para fines de control positivo para nuestro
experimento. Segun su autor, este vector de expresion produce una proteina lineal
de 95 kDa al inducirse por IPTG a 1 mM (datos no publicados). Nuestros
resultados en el gel SDS-PAGE muestran una banda de proteinas extraidas de E.
coli transformados pET30NP-Hoc en la seccidén de 95 kDa y es producido tanto a
37°C (Figura 20) como a 25°C (Figura 21). Sin embargo, no pudimos observar
ninguna banda sobre expresada de 10 kDa para las BL21 (DE3) transformadas
con pETNL ni una banda tampoco de 15 kDa para las bacterias transformadas con
pSmbP-LngQ. De esta manera, descartamos la idea que existiera un problema
biolégico procedente en la cepa de E. coli BL21 (DE3) mantenida en nuestro

laboratorio.

Se conoce que la bacteriocina LngQ ya ha sido sujeta a modificaciones genéticas
para incrementar su produccién, al ser clonada y expresada con éxito con el
péptido de fusibn SUMO en células de E. coli BL21 (DE3), registrandose
rendimientos hasta de 130 mg por litro de cultivo bacteriano (Ma et al., 2012). Ante
la ausencia de una banda de proteinas en la region de 15 kDa en nuestro vector
de expresion con péptido de fusion SmbP-LnqQ, se ha comentado que no existen
razones para suponer que todas las etiquetas de fusion son aptas para todo tipo
de necesidades ya que es casi imposible determinar cual es el péptido de fusién
Optimo para la produccion. Sin embargo, una de las ventajas de utilizar péptidos
de fusién reconocidos es que son reconocidos sus ventajas y desventajas, ya que
en algunos casos, algunos péptidos de fusidon pueden incrementar la solubilidad
de las proteinas tales como TRX, MBP, NusA, etc., pero otros péptidos sefiales no
incrementan la solubilidad de la proteina de interés como GST, BAP, etc. Incluso,
algunos péptidos de fusion pueden incrementar la carga metabdlica en la célula
como GST, MBP y NusA (Waugh, 2005).

A pesar del buen registro experimental disponible sobre construcciones que
contienen el péptido de fusion SmbP (Vargas-Cortez et al., 2016), suponemos en
nuestro caso en particular, que dada las limitaciones de su corto historial

experimental, ain no existe informacion que determine las ventajas y desventajas
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pertinente al péptido de fusibn SmbP para observar si son viables para la

produccion, solubilidad y/o purificacion de mas tipos de bacteriocinas.
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Figura 18. Gel de E. coli BL21 (DE3) pSmbP-LnqQ inducido a 25°Cy 37°C
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ulo Descripcion
Marcador de peso molecular (kDa)
E.

coli BL21 (DE3) + pET30a-SmbP_MP1106 sin IPTG a 25°C. Fraccion soluble.

E. coli BL21 (DE3) + pET30a-SmbP_MP1106 + 0.1 mM IPTG a 25°C. Fraccion soluble.
E. coli BL21 (DE3)+ pSmbP-LngQ + 0.1 mM IPTG a 25°C. Fraccion soluble.

E. coli BL21 (DE3) + pSmbP-LnqQ + 1 mM IPTG a 25°C. Fraccion soluble.

E.
E
E
E

coli BL21 (DE3) + pET30a-SmbP_MP1106 sin IPTG a 37°C. Fraccion soluble.

. coli BL21 (DE3) + pET30a-SmbP_MP1106 + 0.1 mM IPTG a 37°C. Fraccion soluble.
. coli BL21 (DE3) + pSmbP-LngQ + 0.1 mM IPTG a 37°C. Fraccion soluble.

. coli BL21 (DE3) + pSmbP-LngQ + 1 mM IPTG a 37°C. Fraccion soluble.

Lisozima (14.4 kDa)

Gel de poliacrilamida 16.5% (p/v) adicionado tefiido con Coomasie Blue R-250 durante 2 h a 120 V en buffer

de corrida 1 X. Las proteinas fueron extraidas de E. coli BL21 (DE3) transformados con el vector de expresion

pET30a-SmbP_MP1106 como control positivo y el vector pSmbP-LngQ como experimental. El marcador de

peso molecular corresponde a Broad Multi Color Pre-Stained Protein Standard (5 kDa to 270 kDa) (Cat. No.
M00624, GenScript, Estados Unidos).
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Figura 19. Gel de E. coli Origami pSmbP-LngQ inducido a 25°Cy 37°C

Rétulo Descripcion

Marcador de peso molecular (kDa)

. coli Origami + pET30a-SmbP_MP1106 sin IPTG a 25°C. Fraccion soluble.

. coli Origami + pET30a-SmbP_MP1106 + 0.1 mM IPTG a 25°C. Fraccién soluble.
. coli Origami + pSmbP-LngQ + 0.1 mM IPTG a 25°C. Fraccion soluble.

. coli Origami + pSmbP-LnqQ + 1 mM IPTG a 25°C. Fraccion soluble.

. coli Origami + pET30a-SmbP_MP1106 sin IPTG a 37°C. Fraccion soluble.

. coli Origami + pET30a-SmbP_MP1106 + 0.1 mM IPTG a 37°C. Fraccién soluble.
. coli Origami + pSmbP-LngQ + 0.1 mM IPTG a 37°C. Fraccion soluble.

. coli Origami + pSmbP-LngQ + 1 mM IPTG a 37°C. Fraccion soluble.

ONoO O WNREZ
mimmimmimmim

Gel de poliacrilamida 16.5% (p/v) adicionado teflido con Coomasie Blue R-250 durante 2 h a 120 V en buffer
de corrida 1 X. Las proteinas fueron extraidas de E. coli Origami transformados con el vector de expresion
pET30a-SmbP_MP1106 como control positivo y el vector pSmbP-LngQ como experimental. El marcador de
peso molecular corresponde a Broad Multi Color Pre-Stained Protein Standard (5 kDa to 270 kDa) (Cat. No.
M00624, GenScript, Estados Unidos).
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Figura 20. Gel de E. coli BL21 (DE3) con controles inducido a 37°C

tulo Descripcion
Marcador de peso molecular (kDa)
. coli BL21 (DE3) + pET30NP-Hoc, 37°C
. coli BL21 (DE3) + pET30a-SmbP_LL-37, 37°C
. coli BL21 (DE3) + pET30NP-Hoc + IPTG 1 mM, 37°C
. coli BL21 (DE3) + pET30a-SmbP_LL-37 + IPTG 1 mM, 37°C
. coli (DE3) + pETNL + IPTG 0.1 mM, 37°C
. coli (DE3) + pETNL + IPTG 1 mM, 37°C
. coli (DE3) + pSmbP-LngQ + IPTG 0.1 mM, 37°C
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8 . coli (DE3) + pSmbP-LngQ + IPTG 1 mM, 37°C

mmmmmmmm

Gel de poliacrilamida 16.5% (p/v) adicionado teflido con Coomasie Blue R-250 durante 2 h a 120 V en buffer
de corrida 1 X. Las bandas son las fracciones solubles de las proteinas extraidas de E. coli BL21 (DE3)
transformados con los vectores de expresion pET30NP-Hoc y pET30a-SmbP_LL-37 como controles positivos
y los vectores pETNL y pSmbP-LngQ como experimentales. El marcador de peso molecular corresponde a
Broad Multi Color Pre-Stained Protein Standard (5 kDa to 270 kDa) (Cat. No. M00624, GenScript, Estados
Unidos).
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Figura 21. Gel de E. coli BL21 (DE3) con controles inducido a 25°C

ulo Descripcion
Marcador de peso molecular (kDa)
. coli BL21 (DE3) + pET30NP-Hoc, 25°C
. coli BL21 (DE3) + pET30a-SmbP_LL-37, 25°C
. coli BL21 (DE3) + pET30NP-Hoc + IPTG 1 mM, 25°C
. coli BL21 (DE3) + pET30a-SmbP_LL-37 + IPTG 1 mM, 25°C
. coli (DE3) + pETNL + IPTG 0.1 mM, 25°C
. coli (DE3) + pETNL + IPTG 1 mM, 25°C
. coli (DE3) + pSmbP-LngQ + IPTG 0.1 mM, 25°C
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8 . coli (DE3) + pSmbP-LnqQ + IPTG 1 mM, 25°C
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Gel de poliacrilamida 16.5% (p/v) adicionado tefiido con Coomasie Blue R-250 durante 2 h a 120 V en buffer
de corrida 1 X. Las bandas son las fracciones solubles de las proteinas extraidas de E. coli BL21 (DE3)
transformados con los vectores de expresién pET30NP-Hoc y pET30a-SmbP_LL-37 como controles positivos
y los vectores pETNL y pSmbP-LnqQ como experimentales. El marcador de peso molecular corresponde a
Broad Multi Color Pre-Stained Protein Standard (5 kDa to 270 kDa) (Cat. No. M00624, GenScript, Estados
Unidos).
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6.19. Presuntas causas de la ausencia de bandas de interés en los geles de

proteinas

Segun el andlisis fisicoquimico de las secuencias aminoacidicas que fueron
utilizadas en las construcciones para N-AmyE (Tabla 12), todas son de gran
tamafio y de alto peso molecular, este péptido se ha reportado para la
sobreexpresion de AmyE en E. coli (Nakazawa et al., 1986) Asi como para la
sobreexpresion de una regién de 39 kDa que codifica para una region N-terminal
de una liasa de pectina (Pnl) en E. coli (R. Papi & Kyriakidis, 2003); a la fecha no
hemos visto algun reporte de que este péptido sefial haya sido utilizado para

producir proteinas de bajo peso molecular.

Por otro lado, las secuencias que fueron exitosamente producidos con péptido de
fusibn SmbP (Tabla 14) también han mostrado ser util para producir proteinas de
alto peso molecular o péptidos de bajo peso molecular con actividad
antimicrobiana como VpDef (Montfort-Gardeazabal, Claudio, Casillas-Vega, &
Zarate, 2020), Binlb (Montfort-Gardeazabal et al., 2021) y muy recientemente, LL-
37 (Perez-Perez etal., 2021), el péptido de fusion también ha demostrado ser
exitoso para la sobreproduccion de proteinas de alto peso molecular como GFP y
RFP (Vargas-Cortez et al., 2016). De esta manera consideramos que tanto el
tamafio como el peso molecular no son factores que intervengan durante el
proceso sobreproduccion mediado tanto N-AmyE como con SmbP. El punto
isoeléctrico tampoco parece ser un factor importante ya que el valor de AmyE es
acido (5.61) mientras que Pnl es basico (8.77). Situacidén similar sucede entre los
péptidos microbianos puesto que VpDef es ligeramente acido (6.86) en cambio, el
resto de los péptidos (Binlb: 9.49; LL-37: 10.61) son basicos, similar a LnqQ.

Sin embargo, observamos que tanto el indice alifatico (Al) como los valores del
indice de hidrofobicidad (GRAVY) si son diferentes entre los distintos tipos de
péptidos antimicrobianos. Individualmente, el valor Al de LngQ es de 121.15
(Tabla 12) y es superior al resto de los demas péptidos antimicrobianos con una
media de 53.63 = 33.21). El valor Al para N-AmyE:LngQ es de 119.47 (Tabla 13) y
para SmbP-LngQ es de 83.23 (Tabla 15), respectivamente.
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Tabla 12. Propiedades fisicoquimicas entre las diferentes proteinas antes de

ser acoplados con N-AmyE

ID AmyE Pnl LngQ
L 627 316 53
MW 69,297.11 34,486.65 5,898.10
pl 5.61 8.77 10.10
R(-) 69 21 2
R(+) 55 25 8

Al 66.94 76.36 121.15
GRAVY -0.648 -0.291 +0.300

ID: identidad del péptido y/o proteina; L: tamafio; MW: peso molecular en Da; pl: punto isoeléctrico; R(-): total
de residuos cargados negativamente (Asp + Glu); R(+): total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys);
Al: indice alifatico; GRAVY: indice de hidrofobicidad.

Tabla 13. Propiedades fisicoquimicas entre las diferentes proteinas después

de ser acoplados con N-AmyE

ID N-AmyE:AmyE N-AmyE:Pnl N-AmyE:LngqQ
L 660 360 94

MW 72,799.42 39,479.61 10,534.68
pl 5.88 9.22 10.63

R(-) 69 22 2

R(+) 58 30 12

Al 69.82 80.61 119.47
GRAVY -0.553 -0.205 +0.426

ID: identidad del péptido y/o proteina; L: tamafio; MW: peso molecular en Da; pl: punto isoeléctrico; R(-): total
de residuos cargados negativamente (Asp + Glu); R(+): total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys);
Al: indice alifatico; GRAVY: indice de hidrofobicidad.
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Tabla 14. Propiedades fisicoquimicas entre las diferentes proteinas antes de

ser acoplados con SmbP-LnqQ

ID VpDef Binlb LL-37
L 49 45 37
MW 5,434.98 5,209.06 4,493.32
pl 6.86 9.49 10.61
R(-) 6 3 5
R(+) 6 9 11

Al 23.88 47.56 89.46
GRAVY -0.996 -0.571 -0.724

ID: identidad del péptido y/o proteina; L: tamafio; MW: peso molecular en Da; pl: punto isoeléctrico; R(-): total
de residuos cargados negativamente (Asp + Glu); R(+): total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys);
Al: indice alifatico; GRAVY: indice de hidrofobicidad.

Tabla 15. Propiedades fisicoquimicas entre las diferentes proteinas después

de ser acoplados con SmbP-LnqQ

ID SmbP-VpDef SmbP-Binlb SmbP-LL-37 SmbP-LngQ
L 152 148 140 155

MW 16,302.68 16,076.75 15,361.02 16,694.71
pl 5.94 6.48 6.45 6.45
R(-) 26 23 25 22

R(+) 16 19 21 18

Al 50.86 58.78 18.28 83.23
GRAVY -0.938 -0.807 -0.861 -0.514

ID: identidad del péptido y/o proteina; L: tamafio; MW: peso molecular en Da; pl: punto isoeléctrico; R(-): total
de residuos cargados negativamente (Asp + Glu); R(+): total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys);
Al: indice alifatico; GRAVY: indice de hidrofobicidad.
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En cuanto al indice de hidrofobicidad, LnqQ mostré6 un valor GRAVY positivo
(+0.300) mientras que el resto de los péptidos antimicrobianos donde el valor
GRAVY promedio era de -0.73 £ 0.19. No es de sorprender que las bacteriocinas
del subgrupo de la familia de las aureocinas similares a A53 como LngQ,
aureocina A53, lacticina Z, epidermicina NIO1, lactolisterina BU y BHT-B tengan
valores GRAVY positivos (Perez, Zendo, & Sonomoto, 2018). Sin embargo cuando
LngQ esta acoplado a N-AmyE, el valor GRAVY se vuelve aun mas positivo con
+0.426 (Tabla 13) y cuando est& fusionado con SmbP, el valor GRAVY cambia a -
0.514 (Tabla 15).

La literatura menciona que un péptido o proteina presenta un valor GRAVY
positivo, debe considerarse como hidrofébica mientras que un valor GRAVY
negativo significa que la proteina es hidrofilica (Kyte & Doolittle, 1982). De manera
gue proteinas con valores GRAVY negativos indican que la proteina presenta una
estructura globular (hidrofilicos), mientras que proteinas con valores GRAVY
positivos indican la posibilidad que la proteina guarde alguna relacion con la

membrana (hidrofébicos) (Enany, 2014).

El valor GRAVY es considerado como el factor que mas influye en la movilidad de
las proteinas en los geles de SDS-PAGE: una proteina con un valor GRAVY
negativo tiende a migrar mas lento que las proteinas con valores positivos en los
geles para proteinas (Shirai et al., 2008). Las unién de las moléculas de SDS con
las proteinas se produce a través de los aminoacidos hidrofébicos (Robinson &
Tanford, 2002); algunas estructuras hidrofébicas son capaces de unir moléculas
SDS hasta en un rango desde 3.4 a 10 g de SDS por 1 g de proteina, lo que
influiria en una migracion electroforética anémala en los geles de SDS-PAGE
(Rath, Glibowicka, Nadeau, Chen, & Deber, 2009). LngQ es una proteina globular
(Acedo etal., 2016) que utiliza la membrana especificamente para atacar
(Yoneyama, Imura, Ohno, et al., 2009), con lo que suponemos que el indice de
hidrofobicidad pudiera estar afectando en el comportamiento electroforético de las
proteinas. Sin embargo, también la literatura sugiere que el comportamiento

anomalo en las proteinas de membrana en los geles de SDS-PAGE pudiera no
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necesariamente relacionado a la carga neta de la proteina ni a su indice de
hidrofobicidad (Rath & Deber, 2013).

Al evaluar individualmente a LngQ a través la escala Kyte-Doolittle, observamos
que el péptido posee dos secciones hidrofébicas que se encuentran
aproximadamente entre los extremos del péptido (entre residuos 5 al 15 y del 31 al
49), representando el 60% del total de la secuencia de LnqQ es hidrofébica
(Figura 22). Si LngQ esta acoplada con N-AmyE, se observan las dos regiones
hidrofébicas (entre residuos 9-50 y 66-85) que representa que el 68.60% del total
de la secuencia sea hidrofébica (Figura 23). Mientras tanto, SmbP retiene sus dos
regiones hidrofébicas que se ubican hacia la regién C-terminal entre los residuos
103-117 y 133-151, componiendo el 23.13% de total de la secuencia (Figura 24).

Dado que existe un reporte de produccién exitosa entre la LhqQ acoplada con el
péptido de fusibn SUMO (Ma et al., 2012), decidimos evaluar su valor Al, GRAVY
y su escala Kyte-Doolittle. Segun los resultados de ProtParam para SUMO-LnqQ,
los valores Al y GRAVY son de 83.37 y -0.516, respectivamente, los cuales son
similares a lo reportado para SmbP-LngQ. Por otro lado, segun la escala Kyte-
Doolittle, cinco regiones hidrofébicas fueron descritas a lo largo de toda la
construccion y estan aproximadamente repartidas en toda la estructura lineal,
entre los residuos 16-18, 53-70, 87-91, 119-134 y 150-168, lo que representa el
28% del total de la secuencia (Figura 25). El valor GRAVY positivo y el alto
porcentaje de residuos hidrofébicos para N-AmyE:LngQ nos permite suponer que
esta proteina se encontraria anclada en la membrana celular, lo que dificultaria su

solubilizacion en los geles de proteinas.
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LngQ

Valor

0 10 20 30 40 50 60
Posicién

Figura 22. Perfil de hidrofobicidad Kyte-Doolittle para LngQ

La imagen fue elaborada a partir de los resultados obtenidos en ProtScale de ExPasy y representa el perfil
hidrofobicidad de la LnqQ.

N-AmyE:LngQ

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 23. Perfil de hidrofobicidad Kyte-Doolittle para N-AmyE:LngQ

La imagen fue elaborada a partir de los resultados obtenidos en ProtScale de ExPasy y representa el perfil
hidrofobicidad de N-AmyE:LnqgQ.
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Figura 24. Perfil de hidrofobicidad Kyte-Doolittle para SmbP-LngQ

La imagen fue elaborada a partir de los resultados obtenidos en ProtScale de ExPasy y representa el perfil
hidrofobicidad de la SmbP-LngQ.
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Figura 25. Perfil de hidrofobicidad Kyte-Doolittle para SUMO-LnqQ

La imagen fue elaborada a partir de los resultados obtenidos en ProtScale de ExPasy y representa el perfil
hidrofobicidad de la SUMO-LngQ.
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Ante la ausencia de una respuesta objetiva que explique la ausencia de bandas de
SmbP-LngQ en los ensayos, analizamos el perfil de aminoacidos y detectamos
que la presencia de cisteinas entre los péptidos antimicrobianos tampoco fue un
factor determinante durante la sobreproduccion con la SmbP, ya que tanto VpDef
como Binlb (que se caracterizan por ser abundantes en cisteinas) como LL-37
(que no tiene cisteinas) fueron exitosamente producidos. El mapa de calor (Figura
26) sefalé un alto porcentaje de Trp en LnqQ en comparacion con los demas
péptidos antimicrobianos. De acuerdo con la escala Kyte-Doolittle, Trp es
considerado un residuo hidrofilico (Kyte & Doolittle, 1982) cuando en realidad es
hidrofébico por sus caracteristicas Unicas (Mishra, Choi, Moon, & Baek, 2018).
Este residuo funge como estabilizador de las proteinas en la membranas, anclaje
y orientacién hacia el lado hidrofilico de la bicapa lipidica (Khemaissa, Sagan, &
Walrant, 2021), por eso son de alta importancia en proteinas de membrana porque
apoyan en la estabilidad proteina en la interfaz lipidica por su forma rigida y plana
(Yau, Wimley, Gawrisch, & White, 1998). Se presume que Trp permite que
péptidos antimicrobianos similares a la aureocina A53 se mantengan unidos a la
membrana (Netz, Bastos, & Sahl, 2002). Sin embargo, al analizar el porcentaje de
Trp entre N-AmyE:LnqQ, SmbP-LnqQ y SUMO-LnhgQ, descubrimos que los
valores son muy similares: 1.1%, 2.6% y 2.3%. Por lo que Trp no seria un factor
clave para que LngQ sea producido en E. coli.

Ala Arg Asn Asp Cys GIn Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val
VpDef -
Binlb -
B e
LngQ - -

Figura 26. Perfil aminoacidico de los péptidos antes de acoplarse con SmbPc

El mapa de calor representa la distribucion de los residuos entre los péptidos. La intensidad del color negro

representa el porcentaje de residuos entre los péptidos antes de ser acoplados con SmbP

Dada la similitud fisicoquimica entre SmbP-LngQ y SUMO-LngQ, abordamos el
problema desde el punto de vista analitico: otros autores demostraron que

proteinas de peso molecular alto como N-AmyE:Pnl (R. Papi & Kyriakidis, 2003) o
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de peso molecular pequefio como SmbP-Binlb (Montfort-Gardeazabal et al.,
2021), SmbP-VpDef (Montfort-Gardeazabal et al., 2020), SmbP-LL-37 (Perez-
Perez etal.,, 2021) eran facilmente observables mediante la técnica de SDS-
PAGE, hechos que utilizamos para la visualizacion preliminar tanto N-AmyE:LngQ
como de SmbP-LngQ en los ensayos electroforéticos. Sin embargo, en el reporte
de sobreproduccion por SUMO-LngQ, los ensayos electroforéticos preliminares
fueron realizados bajo la técnica SDS-PAGE con Tricina (Ma et al., 2012). Esta
variante es utilizada para resolver proteinas con pesos moleculares pequefios que
oscilan entre 1 a 30 kDa (Haider, Reid, & Sharp, 2012) pero también es util para
analizar proteinas hidrofobicas (Schagger, 2006), lo cual seria un candidato ad

hoc a las caracteristicas fisicoquimicas observadas de la LngQ.

Por dltimo, y no menos importante, es también de mencionar, todas las
secuencias aminoacidicas donde los péptidos antimicrobianos tuvieron éxito con la
SmbP tienen su origen evolutivo en sistemas eucaritticos: las defensinas VpDef
(Zzhang etal.,, 2015) y Binlb (Guo etal.,, 2009) provienen del invertebrado
Venerupis philippinarum y del epididimo de la rata Rattus norvegicus,
respectivamente mientras que la catelicidina LL-37 proviene del sistema inmune
de chimpancés y humanos (Agerberth et al., 1995), nuestra LhqQ posee un origen
procariota a través de Lactococcus lactis QU5 (Fujita et al., 2007). Las defensinas
estdn compuestas por estructuras tipo beta plegadas mediadas por cisteinas
conservadas mientras que los dominios antimicrobianos de las catelicidinas son
estructuralmente lineales, carentes de puentes disulfuro y estdn compuestas por
varias hélices (Dorin, McHugh, Cox, & Davidson, 2014). LnqQ es una estructura
lineal compuesta por dos hélices anfipaticas (Perez et al., 2014), por lo que el
factor estructural tampoco seria un factor clave, salvo por el hecho de que

provienen de origenes evolutivos distintos.

A manera de conclusién, de acuerdo con la evidencia recolectada tanto a nivel
bioinforméatico como experimental, encontramos que el marco de lectura de los
vectores para la produccion de N-AmyE:LngQ como SmbP-LngQ estaban

correctamente orientados y dispuestos en sus marcos de lecturas
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correspondientes, los geles de poliacrilamida si fueron efectivos para detectar
proteinas con un peso similar (lisozima, 14.4 kDa) a los péptidos de nuestras
construcciones (N-AmyE:LngQ= 10.53 kDa y SmbP-LnqQ= 16.69 kDa).
Confirmamos que el IPTG si es capaz de inducir la sobreproduccién de proteinas
de control tanto en cepas de E. coli BL21 (DE3) como de Origami tanto a 25°C
como a 37°C. De manera que tanto N-AmyE:LngQ como SmbP-LnqQ suponemos
que si son producidas, pero por caracteristicas fisicoquimicas propias de la LngQ
es posible que: 1) dado su alta hidrofobicidad, es posible que N-AmyE:LngQ se
mantenga acoplada en la membrana celular, lo que dificultaria su solubilizacion en
los geles de SDS-PAGE, 2) desde el punto de vista analitico, es posible que SDS-
PAGE no sea la técnica 6ptima para la visualizacion de las proteinas hidrofébicas,
3) no existe informacion conclusiva que respalde solidamente porqué SmbP-LngQ
no logré ser sobreproducida utilizando E. coli como organismo heterdlogo

productor.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

El biosensor disefiado de células de E. coli basado en la deteccion de moléculas
de QS es capaz de producir LnqQ en base a la concentracion externa de AIP
excretada por MRSA. La capacidad del biosensor esta mediada por un vector de
expresion disefiado que lleva por nombre Dual Biosensor-Killer. Este plasmido,
ademas, puede ser utilizado para la construccion de otros biosensores que
compartan el objetivo de detectar y destruir otros patdgenos productores de
sefales tipo QS. Segun nuestros analisis bioinformaticos in silico, nuestro
biosensor esta capacitado para detectar y destruir cepas de S. aureus que sean
productoras de moléculas de sefalizacién tipo AIP clase Il. De acuerdo con
nuestros prondsticos, nuestra cepa modificada seria capaz de producir, secretar y
ser capaz de ser resistente a la produccién de LnqQ, debido a que la maquinaria
genética se mantuvo intacto. Nuestros resultados revelan indican que la LhqQ
sera lo suficientemente soluble cuando sea sobreexpresado. Por ultimo,
determinamos que no existen epitopos para células tipo B ni riesgo de
alergenicidad. De esta manera, la LhqQ producida por este sistema bioldgico es
aparentemente seguro para ser utilizado como un potencial candidato a agente
terapéutico. Los resultados in silico motivan al desarrollo y disefio de nuevos
agentes antimicrobianos a través de biosensores de células enteras para eliminar
patdgenos tanto sensibles como resistentes a los antibioticos. A pesar de los
favorables resultados reportados en publicaciones anteriores y la evidencia
predictiva sobre el péptido sefial N-AmyE y con el péptido de fusiébn SmbP para la
produccién de proteinas recombinantes como la bacteriocina LngQ, dichas
observaciones no pueden ser aplicadas para la produccidén, expresion vy

purificacion desde células de E. coli BL21 (DE3).
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ANEXOS

Divulgacion de la investigacion
Publicaciones:

Benitez-Chao, D.F., Balderas-Cisneros, F.D.J., Ledn-Buitimea, A. and, Morones-
Ramirez, J.R. 2021. Design and in silico analysis of a whole-cell biosensor able to
kill methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Biotechnol. Appl. Biochem.
https://doi.org/10.1002/bab.2210

Benitez-Chao, D.F., Leon-Buitimea, A., Lerma-Escalera, J.A. and, Morones-
Ramirez, J.R. 2021. Bacteriocins: An Overview of Antimicrobial, Toxicity and
Biosafety =~ Assessment by in vivo Models. Front. Microbiol.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.630695
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https://doi.org/10.1002/bab.2210
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.630695

Archivos de disefo

Todos los archivos gestionados para los disefios estan guardados en su formato
correspondiente adentro de la carpeta de “Doctoral — Anexos” la cual fue anexada

propiamente en el disco compacto.

Se elabor6 una carpeta nombrada “BioBricks and Modules” que contiene
informacion de los resultados para las secciones 6.1 hasta 6.10 y esta subdivida
en cuatro subcarpetas nombradas como “BioBricks (secuencias originales)”,

” 113 M

“Modules”, “Plasmids”, “Templates” y el “Dual Biosensor Killer.dna”. Estos archivos
fueron elaborados a través de la aplicacion de SnapGene 1.1.3 y estan guardados
en formato .dna. También, entregamos dos documentos en formato PDF que
contienen la secuencia nucleotidica optimizada de todos genes usados para el

modulo de biosensor y para el modulo de bacteriocina.

Se cred una carpeta nombrada “Signal and fusion peptides” que contiene
informacion de los resultados para las secciones 6.11 hasta 6.18 y en esta se
encontrara la subcarpeta “Mapa Genético de vectores de expresion de expresion
PETNL y pSmbP-LnqQ”. Ademas, se entregaron tres archivos PDF donde dos de
éstos archivos contienen datos predictivos de la estructura secundaria y terciaria
de los productos de pETNL “Phyre2 pETNL.pdf” y de pSmbP-LnqQ “Phyre2
pSmbP-LngQ” a través de la aplicacién en linea Phyre2 y el otro archivo PDF
“Simulacion agarosa 1%.pdf” que contiene una simulacion en gel de agarosa 1%
(p/v) de los productos lineales de los vectores de expresion pET30a(+), pETNL y
pSmbP-LngQ. En la carpeta de este capitulo también se entregaron cinco archivos
en formato .dna que contienen la informacion nucleotidica de la construcciéon de
los vectores de expresion cuyos nombres son “pET30(a)-NAmMyE-LngQ
PETNL.pdf’, “pET-30a(+).pdf’, “pET-30a(+)-N-AmyE.pdf’, “pET30a-SmbP.pdf" y
“pSmbP-LngQ GFJBCOLl.pdf’. Todos los archivos estdn marcados con sus

respectivas caracteristicas.
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